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ABREVIATURAS:

AG: acicalamiento genital

AIF: factor inductor de apoptosis
BHE: barrera hematoencefélica
BHP: barrera hematoplacentaria
BHT: barrera hematotesticular

Ca: calcio
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DHT: dihidrotestosterona

DMT-1: transportador de metales divalentes-1
DT: descenso testicular
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MT: metalotioneina

NDP: nervio dorsal del pene
NE: niumero de eyaculaciones
NI: numero de intromisiones
NM: nimero de montas

SP: separacion prepucial

T: testosterona

Zn: zinc
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l. RESUMEN

El cadmio (Cd) es un metal téxico encontrado como contaminante en productos
de uso cotidiano, en México se han reportado altos indices de contaminacion por
Cd, por lo que la exposicion en la poblacion es de gran importancia. Ademas, al
tener una vida media muy prolongada de hasta 40 afios no solo afecta al organismo
expuesto, sino también a su progenie. Se sabe que la exposicion crénica en etapa
adulta el Cd tiene repercusiones sobre el eje hipotalamo-hipofisis-testiculo, afectado
directamente la salud reproductiva. Se han reportado diversos efectos nocivos del
Cd sobre los machos expuestos in Utero, en los que se observa una disminucion en
la concentracion de testosterona (T).

En el presente estudio, se analizaron los efectos del Cd, administrado durante la
gestacion, sobre los indices de pubertad de las cias macho, y cuando llegaron a la
edad adulta se analizé la conducta sexual masculina (CSM), la concentracion deT,
la calidad espermatica y la fertilidad. Se utilizaron ratas Wistar prefiadas y se
dividieron en dos grupos: un grupo tratado con cloruro de Cd (1 mg/Kg/CdCl2) y el
grupo control (solucion salina) administradas por via intraperitonealdesde el dia 11
al 20 de gestacion. Una vez que los individuos expuestos prenatalmente alcanzaron
la adultez (96 dias), se realiz6 eutanasia por decapitacion. Los resultados muestran
retraso en la SP del grupo tratado y una menor frecuencia y duracién del AG al
compararse con el grupo control. Con respecto a la ejecucién de la CSM del grupo
experimental también se observd una baja eficiencia copulatoria, asi como una baja
calidad espermatica, afectando directamente la fertilidad de estos machos, aunado
a la disminucién en la concentracion de T. De manera global podemos concluirque
el Cd reduce los pardmetros reproductivos de la rata macho Wistar administrada

prenatalmente.



1. ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal found in everyday use products. It has been
of interest because of the role it plays as an endocrine disruptor. It is known that
chronic cadmium exposure, during adulthood, affects directly in reproductive health
and has repercussions on the hypothalamic-pituitary-testicle axis. There have been
reports of Cd contamination in Mexico -, not to mention that the half-life of Cd in an
organism can extend up to 40 years, affecting the individuals and as well their
offspring.
Several effects of Cd have been reported in males exposed in utero, resulting in
decreased testosterone (T) blood concentration, which directly affects on puberty
onset, male sexual behavior and sperm quality, compromising male reproductive
success.
However, nowadays, the effects of Cd on preputial separation and genital self-
grooming have not been explored. Similarly, there is no data on male sexual
behavior on progeny exposed to Cd.
In this study we analyzed the effect of Cd on the rates of puberty, male sexual
behavior, testosterone concentration, sperm quality and fertility of male rats
gestationally exposed to Cd. Pregnant Wistar rats were used for this study and were
divided into two groups: a treated group (1 mg/Kg/CdCl2) and a control group (saline)
administered intraperitoneally from GD 11 to 20, once the individuals reached
adulthood (96 days) euthanasia was performed by decapitation. The results showed
a delay in the preputial separation in the metal-treated group and a lower frequency
and duration of the genital self-grooming as compared with the control group regard
to the performance of male sexual behavior from the experimental group, a low
copulatory efficiency was observed, as well as low sperm quality, directly affecting
the fertility of these males, along with lowered testosterone concentration.
We conclude that prenatal exposure to 1 mg/kg Cd induced a negative effect on the

reproductive parameters of the males offspring of Wistar rat.



. INTRODUCCION

La influencia que tienen los contaminantes ambientales en la salud
reproductiva de los mamiferos es muy conocida y se sabe que estos pueden
impactar desde su gestacion hasta el desarrollo posnatal del individuo. Sin embargo,
la absorcion a contaminantes durante la gestaciéon no ocurre de la misma manera
gue directamente sobre el individuo, ya que la mayoria de los 6rganos de la madre
y sus funciones se modifican para cumplir con los requerimientos de esta etapa, y
los contaminantes son absorbidos de manera diferente a un organismo que no se
encuentra en este estado.

El Cd, junto con otros metales pesados, constituye un grupo importante de
contaminantes ambientales, ampliamente distribuido y que se ha demostrado
genera alteraciones en el desarrollo y la maduracion sexual de organismos
expuestos directamente. Se ha reportado que en las hembras gestantes también
pueden afectar a la progenie debido a que pueden bio-acumularse (Petrochelli et
al., 2012; Pillai et al., 2012) y que tiene importantes efectos sobre la reproduccion
humana (Pant et al., 2014). Sin embargo, aun quedan muchos aspectos que no han
sido estudiados sobre los efectos del Cd en la progenie de madres que son
expuestas durante la gestacion, es por ello por lo que en el presente estudio se
analizan los efectos del Cd sobre parametros reproductivos de la progenie

masculina.

Cadmio (Cd)

Las actividades humanas han incrementado las concentraciones de Cd en el
ambiente (Muntau y Baudo, 1992). Dentro de sus usos se incluyen combustibles
fésiles, aleaciones con cobre y revestimientos para proteger al hierro y el acero
contra la corrosion, ademas se utiliza para la fabricacion de pinturas utilizadas en
ceramicas Yy plastico, es empleado en la fabricacion de baterias de hidroxido de
niquel-Cd (Ni-Cd) para la industria automotriz. En la agricultura forma parte de
fertilizantes fosforados y en plaguicidas, también puede encontrarse en los lixiviados
de los vertederos de basura, escorrentias de suelos agricolas y en residuos

... |
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mineros, por lo que facilmente puede incorporarse a los alimentos de animales y
humanos (Muntau y Baudo, 1992; Beveridge et al., 2010; Watanabe et al., 1984),
principalmente en sus formas de 6xido de Cd (CdO), cloruro de Cd (CdClI2) y sulfuro
de Cd (CdS) (Luo et al., 2015).

Debido a que la poblacién se encuentra expuesta al agua y alimentos
contaminados con Cd, asi como a las emisiones industriales y el humo de cigarro
gue contienen este metal, se considera que el Cd es uno de los principales agentes
toxicos a nivel ocupacional y ambiental (Arteaga-Silva et al., 2015; Waalkes, 2000).
De acuerdo con la OMS, la concentracion de Cd méxima permitida en aire es de
~0.04 pg/m3y en agua de <1 ug/L, por lo que las concentraciones tolerables en la
ingesta humana de Cd al mes deben ser menores a 25 pug/Kg de peso corporal
(World Health Organization, 2010), pero debido a que este metal se encuentra en
alimentos como los moluscos, pescado, visceras de animales de pastoreo, arroz y
otros cultivos, especialmente gramineas (Watanabe et al., 1984), los cuales son
alimentos altamente consumidos en las dietas humanas, es relativamente facil que
se sobrepasen los limites permitidos, por lo que se ha determinado que una
persona, en promedio, puede llegar a ingerir ~30 pg Cd/dia via alimenticia
(alimentos y agua) (Luo et al.,, 2015, U.S. Department of Health and Human
Services, 2012).

Por otro lado, en areas no contaminadas, donde la exposicién a Cd por agua
o alimentos es menor, la ruta mas importante para que el Cd ingrese al organismo
es a través de la inhalacion de humo del cigarrillo (ATSDR, 2012; Lewis et al., 1972).
A pesar de que la contaminacién ambiental es una fuente menor de exposicion
podemos encontrarlo en areas urbanas entre los 2 a 15 ng por m3, y existen reportes
de la Ciudad de México donde se han alcanzado concentraciones de 35 a 40 ng por
m3, siendo de las urbes con mayores niveles (ATSDR, 2012; Chow et al., 2002;
Guerra et al., 2013). Por esta razon, podemos afirmar que una de las principales
vias de exposicion de los mexicanos es por inhalacién, esta ocurre generalmente a
través del humo del cigarrillo, aproximadamente 25% (rango 5-50%), mientras que
por la via oral ocurre a través de agua contaminada y alimentos (menudencias y

mariscos) estimado en un 5% (1-10%) (ATSDR, 2012).Se estima que cada cigarrillo
________________________________________________________________________________________________________ |
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contienede 1 a2 ug de Cd (ATSDR, 2012; Kosanovic et al., 2002; Jarup et al.,1998).
Sin embargo, la cantidad de Cd en cada cigarrillo puede variar, en estudios con
cigarrillos mexicanos se encontré6 que cada uno contiene de 2.5 a 2.8 ug de Cd, ,
por lo que las mujeres mexicanas embarazadas se encuentran vulnerables ante
estos contaminantes (Saldivar et al.,1991; Elinder et al., 1983).

Se sabe que el Cd se acumula principalmente en el rifidn, higado, testiculo,
ovarios, pulmony cerebro (ATSDR, 2012, World Health Organization, 2010). La vida
media del Cd en el organismo es muy amplia, en humanos oscila entre los 20 hasta
40 afios, (Cheng et al., 2011). Se ha reportado un tiempo de vida renal de 6 a 38
afos, en el higado es de 4 a 19 afios (Kjellstrom y Nordberg, 1978) y en sangre su
vida media es de 75 a 128 dias (Bernhoft, 2013). Este metal posee una capacidad
acumulativa, esto depende del tiempo y dosis de exposicion al metal, aunado a la
capacidad que posee para mimetizarse con iones de necesidad fisiolégica e
interferir con procesos biologicos en el organismo, provoca que el tiempo de

excrecion sea tan amplio (World Health Organization, 2010).

Mecanismos de transporte y acumulacién del Cd

El Cd posee la habilidad de desplazar metales bivalentes con actividad
fisiologica tales como el calcio (Ca), hierro (Fe) y zinc (Zn) en muchas vias
metabdlicas. Se ha demostrado que el Cd puede interactuar con los transportadores
de membrana involucrados en el paso de estos cationes a las células a través de
un proceso de mimetismo iénico (Thompson y Bannigan, 2008; Bridges y Zalups,
2005) y se estima que entre el 30 y 50% del Cd entra a las células a través de los
canales de Ca (Al-Saleh et al., 2011) utilizando los canales de tipo N o L de Ca, los
cuales son dependientes de voltaje (Zhou et al., 2015)

Una forma de entrada de Cd a la célula es a través del transportador de
metales divalentes 1 (DMT1) y transportadores de Zn (ZIP1, ZIP2, ZIP8 o ZIP14),
este Ultimo, tiene especial importancia en el testiculo (Thompson y Bannigan, 2008;
King, Banks y George, 1999). En este tejido, el Zn es necesario para brindar
estabilidad de la cromatina espermatica a través de los liquidos prostéaticos

... |
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favoreciendo la estructura cuaternaria de la cromatina y asi al correcto
empaquetamiento que esta, que se da durante la espermiogenesis y durante el paso
del proceso de maduracion en el epididimo (Vasquez-R y Vasquez-Echeverri, 2007).
Por lo la suplantacion del Cd al Zn puede puede afectar seriamente la salud
reproductiva, acumulandose en los diferentes 6rganos que comprenden el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) causando dafios neuroendocrinos (Lafuente,
2013).

Debido a este mimetismo que comparte el Cd con metales esenciales,
Thévenod (2009) menciona que el Cd no solo entra a las células utilizando los
canales para Ca y Zn, sino también utiliza al transportador de metales divalentes
(DMT-1) asi como al receptor sensible a calcio (CaSR). De de esta manera,
interrumpen el transporte, el metabolismo y el destino celular en el testiculo,
linfocitos, fibroblastos y neuronas. En células de rifion, Lawal y Ellis en 2012
plantearon un modelo donde explican como el Cd puede interferir con vias de
sefalizacion a través de la activacion de la via Fosfolipasa-C utilizando al receptor
CaSR (Figura 1).



Mitocondria

/I\CaZ+

| T™LPO | | T Calpaina /
‘L | ’T‘Cas!:asa 3 \
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Modificado a partir de Lawal y Ellis, 2012, Méndez-Armenta & Rios, 2007 y Thévenod, 2009

Figura 1. Efectos del Cd a nivel celular reportados en testiculo, linfocitos, fibroblastos y neuronas.
Los principales mecanismos de entrada del Cd suelen ser a través de los canales para Zn y Ca,
principalmente Zip-8 y CaT-1, asi como el transportador de metales divalentes (DMT-1) De esta
manera el Cd entra a la mitocondria y esta libera factores apoptéticos como AlF que conducira a la
célula a la apoptosis. Por otro lado, el Cd puede unirse al receptor sensible a calcio (CaSR) donde
activara la via de PLC aumentando las concentraciones de Ca intracitoplasmatico que promovera la
liberacién de calpaina y caspasas derivando en apoptosis. Este aumento del Ca propiciara la tanto
la liberacién de Bax, Citocromo C y AIF por parte de la mitocondriaAsi mismo aumentara la
lipoperoxidacion de la célula, lo cual derivara en el aumento de radicales libres intracelulares
promoviendo la apoptosis. Tomado y modificado de Lawal y Ellis, 2012, Méndez-Armenta & Rios,
2007 y Thévenod, 2009.

Después de su absorcién, es transportado en la sangre unido a la albumina,

dirigiéndose en primera instancia al higado (Lafuente et al., 2004), donde induce la

sintesis de metalotioneinas (MT), una clase de proteinas ricas en cisteinas que se

unen a los metales. La albumina y las MT brindan proteccion contra la toxicidad del

Cd ya que limita su disponibilidad en las células y tejidos para que sea eliminado en

la orina. La habilidad del Cd de inducir lesiones hepaticas y renales agrava sus
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efectos tdxicos y lo hacen propenso a acumularse durante afios (Thompson y
Bannigan, 2008; King, MacDonald y Casey, 1997).

Los efectos adversos de este metal incluyen dafio oxidativo en estos tejidos,
signos de toxicidad como necrosis, disminucion de tamafio y falla en sus funciones
y han sido relacionados con la carcinogénesis en estos mismos 6rganos (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry, 2012; Waalkes, 2000) y la exposicién a
este metal se asocia con enfermedades como el cancer pulmonar y de prostata,
insuficiencia renal, desdrdenes cardiovasculares, alteraciones en el metabolismo de
la vitamina C, trastornos gastrointestinales y hepéticos, entre otras (ATSDR, 2012;
World Health Organization, 2010).

En el caso de las neuronas, el principal mecanismo de accion principal de
este metal es la toxicidad que promueve el Cd a través de la induccion de muerte
celular a través del estrés oxidante, liberacion de Ca y especies reactivas de
oxigeno), que son desencadenantes moleculares para controlar la funcién celulary
activar la apoptosis (Figura 2) (Kukongviriyapan, Apaijit y Kukongviriyapan, 2016;
Mendez-Armenta y Rios, 2007).
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Figura 2. Efectos neurotoxicos del Cd. El ion Cd ingresa a la neurona a través decanales
para Ca disminuyendo la actividad de enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa (GPX),
catalasa (CAT) y la superéxido dismutasa (SOD), lo que produce un aumento de radicales libres,
con ello, aumentan los niveles de lipoperoxidacion (LPO) induciendo apoptosis y/o necrosis. Por otra
parte, los radicales libres promovidos por el Cd producen dafio al DNA, mientras que las
metalotioneinas (MT) se activan principalmente como eliminador de los radicales libres y Cd.
(Tomado y modificado de Méndez-Armenta & Rios, 2007).

Adicionalmente, el Cd puede establecer enlaces covalentes y formar
complejos con proteinas como la MRP1, regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), metalotioneina (MT), megalina y
cubulina, ya que son moléculas que contienen grupos sulfhidrilos, especialmente
cisteina (Klassen et al.,2004), alterando la funcion de las proteinas que la contienen

de manera irreversible (Thompson y Bannigan, 2008; Zhou et al., 2015).
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Pubertad y madurez sexual

La pubertad se conoce como una etapa de transicion hacia la madurez sexual
gue es regulada por el eje HHG. Uno de los modelos mas utilizados parael estudio
de la maduracion sexual es la rata, ya que brinda multiples ventajas, entre ellas, un
ciclo de vida corto y procesos fisioldgicos similares a los encontrados en humanos,
este modelo animal ha sido ampliamente utilizado para indagar los mecanismos y

procesos que subyacen a la maduracion sexual. Entre tales aspectos figuran, de
primera instancia, el desarrollo de los 6rganos reproductivos tanto en el macho
como en la hembra (Arteaga-Silva et al., 2015). Existen diversos indicadores de
pubertad en la rata macho, desde el descenso testicular (DT) alrededor de los 15
dias posnatal, hasta algunos cambios histologicos en los testiculos, tales como la
maduracién de las espermatogonias, aparicion de espermatozoides, etc. Ademas,
existen cambios morfolégicos, como la separacion prepucial (SP) y patrones
conductuales tales como el acicalamiento genital (AG) y las erecciones peneanas
espontaneas (EPE), los cuales tienen lugar entre los dias 42 y 49 de vida postnatal.

El DT es promovido por diversos factores de origen multifactorial con la
finalidad de que el testiculo baje al escroto. Se activa el eje HHG incrementando el
patron de liberacion de gonadotropinas, aumentando la secrecion de testosterona
(T) en las células de Leydig, que junto al factor similar a la insulina 3 (INSL3)
provocaran la involucién del ligamento suspensor craneal y a su vez promoveran el
crecimiento del gobernaculo que liberara al testiculo de la region inguinal. La
participacion de los andrégenos sobre el descenso testicular hacia el escroto se
encuentra bien documentada y se sabe que ocurre regularmente después del
nacimiento, esta etapa concuerda con el aumento neonatal de las concentraciones
de T (Couto-Moraes, Felicio y Bernardi, 2010).

La SP ocurre en la etapa peripuberal y se hace evidente cuando el prepucio
comienza a retraerse gradualmente desde el dia 41 al dia 47 de vida, siendo el dia
47 en donde se presenta la separacion prepucial completa (Arteaga-Silva et al.,
2015; Hernandez-Gonzalez, 2000). El mecanismo de la separacién prepucial no ha

sido descrito, sin embargo, se sabe que es dependiente de andrégenos, ya que la
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castracion bloquea este acontecimiento y el tratamiento con T exdgena o
dihidrotestosterona (DHT) revierte el efecto de la castracion (Yoshimura et al.,2005).
El AG consiste en el lamido de los testiculos, pene y region anogenital, esta
conducta se presenta al inicio del destete y se incrementa en la pubertad, alcanzado
su mayor manifestacion a los 46 y 48 dias de edad. La ocurrencia con que sucede
el AG es regulada por las hormonas luteinizante (LH) y T. Estudios de nuestro grupo
de investigacion han determinado que el aumento en la concentracién de T es
importante para el proceso de maduracion del tejido peneano, asi mismo del
despliegue de la conducta de acicalamiento genital (Arteaga-Silva et al., 2013).
Las EPE son aquellas que ocurren en ratas peripuberales hospedadas de
forma individual o en grupo, pero en ausencia de cualquier estimulo proveniente de
una potencial pareja sexual (una hembra receptiva) y generalmente ocurren al final
del AG, su pico de ocurrencia se da alrededor de los 47 dias de edad (Hernandez-
Gonzalez, 2000).En ratas macho prepuberes existe una estrecha relacion entre las
concentraciones de T circulante y el desarrollo de los reflejos peneanos, al igual que
en ratas adultas; de tal forma que la ocurrencia y manifestacion de los reflejos
peneanos, asi como los aspectos morfolégicos y conductuales que estan

relacionados con la maduracion sexual, son dependientes de T (Hull y Wood, 2006).

Conducta sexual y hormonas

La regulacién de la conducta sexual resulta de la interaccion de diversos
sistemas, como el sistema nervioso, el endocrino y sistemas motores. Es por ello
por lo que la evaluacién de esta conducta resulta una herramienta conveniente para
poder estudiar la interaccion entre estos componentes. De esta forma, el desarrollo
cerebral tiene una relacién directa con la forma en la que se ejecuta la copula en los
mamiferos (Arteaga et al., 2010).

Una rata sexualmente madura sera capaz de desplegar la CSM completa, la
cual se define como una serie de eventos que tienen como funcion biologica la
reproduccion y preservacion de la especie, se presenta al terminar la pubertad y es
un indicio de madurez sexual en el individuo. Se pueden dividir en dos fases: la fase
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motivacional se refiere a todas las conductas de cortejo para acceder a la hembra,
dentro de éstas se encuentran la busqueda, la persecucion y asi permitiendo el
reconocimiento de la pareja a través de olfateo y exploracion anogenital. Mientras
que la fase consumatoria o de ejecucion sexual se refiere a la copula en si,
comprendida por montas, intromisiones y eyaculacion. Especificamente, esta
involucra estructuras espinales y encefélicas que controlan la ejecucion de los
fendmenos copulatorios como las respuestas de ereccién y movimientos peneanos,
movimientos pélvicos y diversos ajustes posturales. Esta fase que se encuentra bien
estudiada y por lo tanto, es sencilla de identificar (Arteaga-Silva et al., 2015; Hull y
Wood, 2006).
Para llevar a cabo los patrones conductuales de cOpula, es necesario contar
con tres componentes: motor, genital externo y genital interno. EI componente motor
es necesario para coordinar los musculos involucrados en la monta y los
movimientos pélvicos copulatorios ritmicos; el componente genital externo es
necesario para llevar a cabo la ereccién y la intromision, ya que depende de
respuestas vasculares y musculares; y finalmente, el componente genital interno
participa en la emision seminal y eyaculacion, ya que su principal actividad es
secretar y contraer los 6rganos para estas funciones (Morali y Beyer, 1992), por otro
lado, para que estas respuestas ocurran se requiere de la informacion sensorial
proveniente de los mecanorreceptores del pene (Johnson, Kitchell y Gilanpour,
1986), los cuales se dividen en receptores de adaptacion lenta, estos se encuentran
en la parte distal del glande y tienen un umbral de estimulacion bajo mientras que
los receptores de adaptacion rapida se encuentran en la region proximal del glande.
La inervacion sensorial del pene es provista a través de una rama del nervio
pudendo, conocida como nervio dorsal del pene (NDP). La importancia de este
nervio es el proceso de ereccion, el cual, depende de la especie (Coolen, 2005). En
la rata, la seccién de el NDP no afecta la ereccién en su totalidad, ya que las
erecciones presentadas tienen una menor intensidad a diferencia de los controles.
Sin embargo, a pesar de que las montas estan bien orientadas, los sujetos
presentan pocas conductas de intromisién, asi como de eyaculacién (Larsson y
Sodersten, 1973).
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Para el correcto despliegue de la CSM, es necesario el efecto de las
hormonas sobre el sistema nervioso central desde antes del nacimiento. Los
esteroides sexuales tienen dos efectos primordiales: el primero se denomina efecto
organizacional donde la presencia de los esteroides sexuales en la etapa perinatal
sobre el sustrato neural crea una remodelacion en zonas cerebrales especificas.
Por ejemplo, el desarrollo del testiculo en la rata ocurre a mitad de la gestacion,
alrededor del dia 12.5 gestacional (Plant, Zeleznik y O’Shaughnessy, 2015) y la
testosterona fetal testicular alcanza su maxima concentracion alrededor del dia 17-
19 de gestacidén en la rata, por lo que el tracto reproductor y las estructuras sexuales
secundarias se desarrollan tarde en la gestacién (Coder et al., 2014). De modo que,
tiempo después, en la pubertad, cuando el eje HHG entra en actividad, estas zonas
respondan a la presencia de los esteroides sexuales, lo que corresponderia al efecto
activacional (Arnold y Breedlove, 1985).

La CSM es activada por un incremento en las concentraciones de los
andrégenos de origen testicular (DHT y T) (Crews y Silver 1992) y se sabe que para
su despliegue es necesaria la presencia de tres sistemas: a) el sistema sensorial
necesario para brindar la informacion de estimulos externos hacia el cerebro, por
ejemplo el sistema vomeronasal y el bulbo olfatorio; b) el sistema nervioso central,
necesario para llevar a cabo la integracion de la informacion entre el medio interno
y externo, como la amigdala medial, la corteza frontal, el hipotalamo, el area
predptica medial, el area tegmental ventral y la medula espinal y c) los sistemas
muscular, glandular y nervioso auténomo, llamados también sistemas efectores
para llevar a cabo una respuesta. Se sabe que las hormonas sexuales tienen efecto
sobre estos sistemas, es por ello por lo que es posible presentar una conducta
particular en una determinada situacion. A partir de trabajos experimentales se
concluy6 que la restitucion hormonal en animales castrados revierte el efecto sobre
la conducta reproductiva en vertebrados, especificamente en animales de
laboratorio se conoce en efecto de los esteroides sexuales en las conductas de
motivacion y consumacion sexual (Nelson y Kriegsfeld, 2017). Dentro de los

mamiferos no primates, los andrégenos son los principales responsables de la CSM,
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incluyendo tanto la motivacion como la consumacion, como en el caso de la rata
(Ubuka y Tsutsui, 2014).

V. ANTECEDENTES

El Cd v sus efectos en la salud reproductiva

Se ha reportado que el Cd atraviesa sistemas de proteccion contra agentes
toxicos como la barrera hemato-encefalica (BHE) y principalmente en ratas
neonatas y juveniles, en las que se desarrolla completamente a los 21 dias
posnatales, por lo cual en la etapa perinatal el sistema nervioso central se encuentra
vulnerable ante la presencia de este metal (Montes et al., 2015). Esto implica que
en ratas que son expuestas a Cd en los dias de vida posnatal 1 a 15 dias de edad
presentan mayor concentracion de Cd en comparacion con ratas expuestas a los
21 dias (Montes et al., 2015). En estudios realizados con hipéfisis de rata se ha
observado que aumenta la sensibilidad al Cd por parte de los gonadotropos
(Arteaga-Silva et al., 2015) y se interrumpe la produccion de las hormonas de la
adenohipofisis (LH y FSH) en ratas macho adultas tratadas con Cd (Ji et al., 2011,
Oliveira et al., 2009).

En cuanto al efecto del Cd sobre las génadas, se sabe que altera la funcion
testicular dado que altas concentraciones de Cd en el fluido seminal se
correlacionan con disminucién en la concentracién de T en plasma en la etapa
perinatal (Ji et al., 2011; Kim y Soh, 2009), lo cual afectara posteriormente la etapa
activacional promovida por los andrégenos (Arteaga-Silva et al., 2015; Lafuente et
al., 2004). En individuos expuestos directamente al metal se sabe que disminuye la
concentracion de espermatozoides (Wu et al., 2008), y aumenta el porcentaje de
espermatozoides inmoviles, muertos o con alteraciones en su morfologia (Arteaga-
Silva et al., 2015; Xu et al., 2003) sugiriendo que el Cd es la causa directa de las
alteraciones en los parametros seminales (Arteaga-Silva et al., 2015).

También se tienen reportes de que el Cd se acumula en el testiculo de ratas,
causando la reduccion del tamafio testicular (Senbel et al., 2016, Thompson y

Bannigan, 2008), produce lesion testicular acompafnado de la pérdida aceleradade
. _____________________________________________________________________________________________|]
17



las células germinales, a partir del epitelio seminifero, asi como la pérdida de la
integridad de la barrera hemato-testicular (BHT), dafio en sus microvasos y la
destruccion de los microfilamentos de las células de Sertoli, esto cuando se
administraron de manera aguda 3 mg/Kg de CdClz en ratas adultas (Hew, Heath y
Jiwa, 1993). En el mismo sentido, se ha reportado que el Cd entra al epitelio del
tubulo seminifero, atravesando la BHT en el testiculo de ratones inmaduros por la
via del transportador de Zn (ZIP8), el cual esta expresado en los linfocitos T y en las
células de Sertoli, lo que produce disminucién en la concentracion espermatica
(Cheng et al., 2011; Siu et al., 2010), sugiriendo que el Cd induce la apoptosis en
las células testiculares germinales asociada la liberacion del factor inductor de
apoptosis (AIF) de la mitocondria al nacleo (Kim y Soh, 2009).

Previamente, estudios en ratas adultas, administrando dosis altas de Cd (4
mg/Kg) por 6 dias continuos, via intraperitoneal, se observaron efectos toxicos en
la morfologia de los testiculos, asi como en la disminucion en la concentracion de T
y de la actividad de las enzimas esteroidogénicas testiculares: 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p3-HSD),
enzimas clave para la biosintesis de T (Manna, Sinha y Sil, 2008). Por otro lado, se
ha reportado, una disminucién de la actividad de la enzima 17 beta-hidroxiesteroide
oxidorreductasa (17-p-HSOR, responsable de biotransformar androstenediona aT)
en células hepaticas de animales expuestos a Cd (Onatra, 1998; Pillai y Gupta,
2005).

Finalmente, los efectos del Cd se han descrito en humanos, donde se ha
reportado que los hombres expuestos ocupacionalmente a este metal presentan
una reduccién en la secrecion de FSH (Waalkes, 2000), directamente sobre la
calidad seminal se han reportado disminucion de la calidad espermatica e
incremento de espermatozoides inméviles, adicionalmente, se ha reportado que el
Cd produce dafio oxidante en el ADN del espermatozoide, ligado al incremento en
su concentracion medida en el plasma seminal (Oliveira et al., 2009, Xu et al., 2003),
es por ello que, en algunos paises como Nigeria, se ha propuesto como una posible

causa directa de la infertilidad masculina (Wu et al., 2008).
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Asi también, estudios in vitro muestran que el Cd, administrado en bajas
concentraciones, altera la supervivencia de las células de Sertoli humanas
(Angenard et al., 2010).

Distribucion del Cd durante la prefiez

Durante la prefiez la absorcibn a través de los pulmones e intestino
aumentan, explicado por los cambios fisiolégicos que ocurren durante esta etapa,
un claro ejemplo es el requerimiento de oxigeno, en este proceso se presenta un
incremento en la ventilacion y con ello aumenta el nivel de exposicion a particulas
de contaminantes en el aire; el volumen de liquidos en el cuerpo aumenta, asi
también del plasma sanguineo, por consecuencia, ocurre una disminucion en la
concentracion de proteinas, asi como una redistribucién de los liquidos en el cuerpo;
la filtracion por parte del riidn aumenta, y de esta manera se aumenta la captacion
de elementos contaminantes; se modifica la actividad de las enzimas
metabolizantes en el higado; ademas, el sistema digestivo se afecta ya que
disminuye la motilidad y el pH gastrico se vuelve acido, modificando la absorcion
(Costantine y Jong, 2014). También aumenta la frecuencia respiratoria, decremento
en la motilidad gastrointestinal y disminuye el vaciamiento gastrico (Moya et al.,
2014). En el intestino es absorbido por DMT-1, canales de Ca, transportadores de
aminoacidos y por endocitosis de las MT (Thévenod, 2010; Vesey, 2010).

Las deficiencias de Fe y/o Ca incrementan considerablemente la absorcién
de Cd en el organismo (Min et al., 2015) especificamente la deficiencia de Fe se
asocia con un incremento en la expresion de DMT-1 en el intestino (Leazer, Liuy
Klaassen, 2002; Suzuki et al., 2008, Kim et al., 2007)

Por otro lado, las MT son importantes para la redistribucion de Cd durante el
ultimo periodo de la gestacion, se ha observado que, durante este tiempo, las
concentraciones de Cd en el higado disminuyeron y aumentaron en la placenta y
los rifiones, pero en ratas no gestantes, la cantidad de Cd en el higado y rifiones no
presentaron diferencias (Chan y Cherian, 1993).
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Se sabe que la madre gestante es un blanco vulnerable a los efectos del Cd,
ya que este metal afecta la implantacion causando perturbaciones sobre enzimas
relacionadas con esta, tales como la catepsina D y la fosfatasa alcalina, por otro
lado, este metal se relaciona con disminucion en la progesterona, dificultando la
implantacion del blastocisto. (Blum et al., 2012; Nampoothiri y Gupta 2008; Lee et
al., 2009)

Existe una relacion entre la exposicion al Cd y la preclamsia, en un estudio
utilizando ratas Wistar expuestas a 0.125 mg/kg de Cd desde el dia 9 al 14
gestacional, se confirmd que existe un incremento en la presion sistdlica y
proteinuria (Qing et al., 2011), demostrando un modelo de preclamsia inducida por
Cd; adicionalmente se han encontrado encuentran dafios en la placenta causado
por dafio oxidativo al ADN (Zhang et al., 2015).

Paso del Cd a través de la placenta vy efectos en la gestacién

En humanos, se sabe que el Cd en el embarazo causa diferentes cambios
fisioldgicos y bioquimicos que pueden afectar el metabolismo de la madre (Pillai y
Gupta, 2005). En modelos animales como la rata hembras gestantes produce
muerte embrionaria (embrio-letalidad) y fallo de la implantacion, también esta ligado
a procesos patologicos en la prefiez tardia y en el periodo temprano postnatal; sin
embargo, esto depende del periodo y dosis de administracion (Thompson vy
Bannigan, 2008).

Los metales pesados, al acumularse en los tejidos de la madre, afectan
directamente al desarrollo del embridon (Cazan y Klerks, 2015). Se ha observado en
estudios en rata con dosis de 10 mg/kg via subcutanea administrado en los dias 4,
7, 10 y 15 de gestacion, encontrandose que las madres tratadas con Cd tenian
camadas de entre 1y 13 crias, siendo que el nUmero promedio de crias va de 5 a
15 donde el grupo administrado a los 15 dias presento la mayor tasa de reabsorcion,
incluso con consecuencias teratogénicas (Diaz et al., 2014)

Esto podria deberse en parte a que, durante la gestacién, se ha demostrado
gue el Cd es retenido en la placenta, la cual actia como una importante barrera ante
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la exposicion; sin embargo, su retencion es parcial, pues el Cd puede atravesar la
placenta y llegar al feto tanto en roedores (Webster, 1988) como en humanos
(Korpela et al., 1986). En placentas humanas, utilizando un Iébulo aislado de
placentas postparto, la transferencia de Cd hacia el feto aparece en el lado fetal
hasta después de 40 minutos después de iniciada la perfusién; una hora después,
la concentracion en el feto es de 1:20 en comparacion con la de la madre (Boadi et
al., 1991). Si bien la placenta es el mayor filtro de metales pesados hacia el feto,
existe una diferencia entre la transferencia de contaminantes en los primeros y los
ultimos dias de gestacion, ya que se ha demostrado que la tasa de transferencia de
Cd aumenta proporcionalmente con la edad gestacional (Sonawane et al., 1975).

Se desconoce el mecanismo molecular a través del cual el Cd llega al feto en
desarrollo, sin embargo la expresion en la placenta de DMT-1 incrementa de manera
dependiente al tiempo, ya que aumenta conforme avanza la gestacion (Leazer, Liu
y Klaassen, 2002); adicionado a este, el transportador TRPV6, también conocido
como transportador de Ca de tipo 1 (CaT1l), podria desempefiar un papel en la
difusion de Cd en la placenta, ya que participa en la transportacion de otros
elementos divalentes (Kovacs et al., 2011; Kovacs et al., 2013); y finalmente, la
megalina es conocida principalmente por participar en la reabsorcion del Cd a través
del complejo de MT en citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos de humano (Storm et
al., 2016) y placenta de ratones (Burk et al., 2013).

Se sabe que la exposicion gestacional a Cd incrementa las concentraciones
de corticosterona en la placenta y en el plasma de las madres y fetos, posiblemente
frente auna baja en la actividad de la 11B-HSD?2 en la placenta (Wang et al., 2014;
Ronco et al., 2009) y que altas concentraciones de cortisosteroides se asocian a la
falta de crecimiento intrauterino, que asi mismo induce a morbilidad perinatal y el
desarrollo de ciertas enfermedades en la vida adulta relacionadas al desarrollo
prenatal (Ronco et al., 2009)

Dado que se ha demostrado que la exposicion a Cd en el periodo critico de
diferenciacion sexual en ratas (desde los dias 13 al 17 de gestacion) afecta las
concentraciones de T en los machos (Ji et al., 2011), impactando directamente en

la diferenciacion de las células de Leydig de la rata entre los dias 12 y 19 después
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de la fecundacion (Llusia y Tresguerres, 1996), donde la primera generacion de
estas células comienza al dia 12 de gestacion y en el dia 19, justo antes del
nacimiento; se produce un pico de androgenos y la T es secretada principalmente
para el desarrollo de las glandulas sexuales accesorias y del pene, asi como para
el DT (Guo-Xin, Qing-Quan y Ren-Shan, 2008). Sin embargo, cuando la
administracion de 3 mg/kg de Cd se da cuando la barrera hemato-placentaria (BHP)
se encuentra madura (15 dias de gestacion) presenta efectos menos significativos
(Kariyazono et al., 2015).

También se sabe que dosis mayores a 2 mg/kg de Cd, por via subcutanea y
durante la gestacion en roedores, produce fetotoxicidad y actia como un potente
teratdgeno, provocando malformaciones en el tubo neural, en la region craneo-
facial, extremidades, tronco, visceras y esqueleto axial en los fetos de rata, asi como
cambios en los testiculos y numero de fetos vivos (Diaz et al., 2014; Thompson y
Bannigan, 2008; Ji et al., 2011; Salvatori et al., 2004; Sonawane et al., 1975).

Por otro lado, en estudios con ratas hembra tratadas diariamente con Cd
(0.05 mg/kg de peso corporal), por via subcutanea desde 7 dias antes de la copula
y hasta el dia 21 posparto, no se encontraron diferencias significativas en el nimero
de hembras gestantes, ni se presentaron diferencias en el peso y tamafio de las
crias, debido a esto se concluye que la administracion diaria, en bajas dosis desde
el dia de la concepcion, es menos toxica y, por lo tanto, tiene menores
consecuencias en la reproduccion de las crias, en comparacion a la administracion
durante los dias de la organogénesis o de la gestacion tardia en ratas (Pillai y Gupta,
2005).

Cuando se inyectaron dosis de 0.5 mg/kg de CdClz en los dias 13 al 17 de
gestacion no se encontraron signos de toxicidad; sin embargo, los neonatos
mostraron menor peso al nacer que el grupo control, de igual manera se presentd
un menor peso de testiculos y rifiones en los individuos tratados prenatalmente con
el metal; en el mismo estudio, se analizaron las concentraciones de T prenatal y se
observaron significativamente menores en comparacion al grupo control a los 18

dias de gestacion y a los 70 posnatales (Ji et al., 2011).
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También se ha demostrado que el Cd altera la expresion de 20 a 30 genes
involucrados con el desarrollo del sistema nervioso, puede verse afectado el
desarrollo del tubo neural, la mortalidad (reabsorciones) y reduccién del tamafio
fetal, entre otros, tras 12 horas de la exposicion en ratones Swiss y C57BL/6J
(Robinson et al., 2009), mientras que en rata puede cruzar la BHE y acumularse en
el cerebro de la camada tras una sola dosis durante la organogénesis tardia y una
vez ahi, puede causar edema cerebral, resorcion fetal y malformacion fetal y
placentaria (Trottier et al., 2002; Zhang et al., 2016).

Se sabe que el rifion es un organo blanco debido a su funcion depurativa, ya
gue mostré mayor concentracion de Cd en individuos de 21 dias de gestacion que
fueron expuestos desde el dia 1 al 21 de gestacion con 70 mg/L de CdClz en agua
de consumo (Enli et al.,2010), por otro lado, una sola dosis intraperitoneal de 5
mg/kg en el dia de gestacion 10 causa edema glomerular en las crias (Roman et
al., 2004), mientras que la exposiciobn desde el dia de gestacion 8 al 20 via
inhalacion provoca necrosis y degeneracion tubular en los rifiones de fetos de ratas
Wistar de 21 dias de gestacion (Jacobo-Estrada et al., 2017).

En estudios realizados en ratas Wistar prefiadas iniciando la administracion
via oral desde el dia 20 de gestacion y continuando hasta con esta hasta el dia 1
posnatal de las crias, reportan una elevacion de las concentraciones del metal en
sangre alrededor del dia 14 postnatal, posterior a un decremento, sin embargo,
debido a su capacidad acumulativa, este tiende a concentrarse en el rifidn con el
paso del tiempo (Jacquillet et al., 2007). Esto sugiere que la distribucion del Cd en
el cuerpo del feto es similar al que se encuentra en los animales adultos debido al
patrén de sintesis de metalotioneinas (Webb y Cain, 1982) y de acuerdo a Jacobo-
Estrada et al., 2017 la distribucion fetal del Cd en los organismos no cambia al
utilizar otros modelos animales, tipos de sales, via de administracion o tiempo de
exposicion.

Efectos del Cd sobre la pubertad y CSM

Existen estudios en los que se ha analizado el efecto de la administracion

prenatal de Cd sobre algunos indices de la pubertad en ratas machos. Se ha
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reportado que la administracion de 10 y 20 mg de CdClz por Kg de peso corporal,
por via subcutanea en madres gestantes el Cd afecta el descenso testicular de las
crias; Couto-Moraes, Felicio y Bernardi en 2010 mencionan que el Cd provoca un
retraso en este parametro, mientras que Salvatori et al., 2004 comenta que existe
un adelanto en los individuos de madres tratadas. Sin embargo, no se han evaluado
otros indices de pubertad como la separacion prepucial y el acicalamiento genital,
eventos necesarios para la reproduccion en la etapa de madurez sexual. Por otro
lado, en un estudio utilizando 1, 5 0 10 ppm de CdClzdisuelto en el agua de consumo
de las madres, desde el dia gestacional 0, se reporta que las crias machos no
presentaron diferencias en el descenso testicular y la distancia anogenital, asi como
tampoco diferencias en la cantidad, movilidad espermatica y concentraciones de T,
debido a que estas concentraciones son consideradas muy bajas para tener efectos
en la salud reproductiva (Luo et al., 2015).

Se considera que la exposicién a metales procedentes del ambiente pueden
alterar la fisiologia y conducta sexual del macho (Pollock y Machin, 2008) ya que en
estudios realizados en ratas Wistar se demostrd que los individuos adultos tratados
con Cd presentan escasa motivacion sexual en comparacion con los sujetos control;
asi mismo se deteriora el despliegue de las conductas copulatorias, disminuyendo
significativamente el nimero de eyaculaciones (NE) y la eficiencia copulatoria (Hit
rate) (Arteaga-Silva et al., 2015).

Por otro lado, se ha reportado que la exposicion prenatal al Cd en dosis desde
10 mg/kg hasta 20 mg/kg administrado a hembras prefiadas por via subcutanea
modifica la CSM en la progenie masculina, aumentando la latencia de monta (LM),
latencia de intromision (LI), latencia de eyaculacién (LE), nimero de montas (NM) e
intromisiones (NI) (Salvatori et al., 2004; Couto-Moraes et al., 2012).

La maduracién sexual es un aspecto poco estudiado en la progenie de ratas
expuestas a Cd; aunque previamente se ha demostrado que afecta la ejecuciéon
sexual del macho tratado de manera posnatal(Arteaga-Silva et al., 2015, Salvatori
et al., 2004).
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V. JUSTIFICACION

Uno de los obijetivos finales de toda especie es heredar de manera exitosa
sus caracteristicas genéticas a través de la reproduccion sexual, para lo cual es
indispensable un correcto despliegue de la conducta sexual que les permita la
supervivencia y preservacion de la especie. Actualmente existe una gran cantidad
de contaminantes ambientales derivados de la actividad antropogénica, tal es el
caso del Cd, un metal pesado que ha demostrado afectar parametros reproductivos
en diferentes especies. Poco se sabe de los efectos de la exposicion gestacional al
Cd, ya que se desconocen muchos de sus efectos sobre la progenie masculina,
especificamente aquellos asociados a la reproduccion como el correcto desarrollo
de la pubertad, el despliegue de la conducta sexual en la etapa adulta a los 90 dias,
asi como alteraciones en los parametros de calidad espermatica que afectan la
fertilidad del macho.

Este proyecto nos permite entender mejor el efecto del Cd sobre la pubertad
y la madurez sexual de crias expuestas en etapa gestacional, y de esta manera,
extrapolarse a las mujeres embarazadas y los efectos de este contaminante sobre

los hijos varones que se encontraron expuestos en su etapa prenatal.

VI. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto tendra la exposicién gestacional al Cd sobre la concentracion de
testosterona, y a su vez, sobre los indices de pubertad, la conducta sexual y la
fertilidad en la descendencia masculina de la rata Wistar?

VIl. HIPOTESIS

Si el incremento en la concentracion de Cd en el feto en desarrollo disminuye
la concentracion de testosterona, entonces modificara los parametros de pubertad,

conducta sexual y fertilidad.
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VIIl. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la exposicion gestacional al Cd sobre los indices de
pubertad y, durante la etapa adulta, las concentraciones de Cd y testosterona, la
conducta sexual, los parametros de calidad espermatica y los indices de fertilidad

de la descendencia masculina, en la rata Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar el efecto de la administracion prenatal de Cd sobre los indices de
pubertad que constan del descenso testicular, la separacion prepucial y el
acicalamiento genital, en la descendencia masculina.

2) Determinar el efecto de la administracion prenatal de Cd sobre la CSM y
la fertilidad de la descendencia masculina, en la etapa adulta.

3) Evaluar el efecto de la administracion prenatal de Cd sobre la
concentracion de testosterona, la distribucion de Cd en diferentes tejidos, los
pardmetros de calidad espermatica y los indices de fertilidad de la descendencia

masculina, en la etapa adulta.

IX. MATERIAL Y METODOS,

Animales

Se utilizaron 20 ratas hembras Wistar , de cuatro meses de edad, las cuales
previamente habian tenido un parto, con un peso promedio de 250 a 300 g (ver
Figura 3). Cuando presentaron el estro natural, cada una fue colocada en presencia
de un macho sexualmente experto y se les permitio la cépula hasta que los machos
alcanzaran tres eyaculaciones como minimo. Se revisé la presencia del tapon
vaginal para asegurar la eyaculacién, por lo que a este dia se le asigno el dia 0 de
gestacion. Cada hembra fue separada en una caja individual y fueron mantenidas
en ciclos invertidos de luz-oscuridad de 12:12 horas (luz de 8:00 a 20:00), con
temperatura constante (24 °C) y con comida y agua ad libitum.
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Todos los protocolos se realizaron de acuerdo con lo estipulado en los
lineamientos aprobados por el “Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
del Bioterio de la UAM” y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
denominada "Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio".

-Tratamiento en hembras gestantes

Las hembras se dividieron en dos grupos de 10 animales cada uno, seinicio
el tratamiento a partir del dia 11 hasta el 20 de gestacion y a cada grupo se le
administré via intraperitoneal los siguientes tratamientos:

Grupo control: se administré 0.5 mL de solucion salina (SS).

Grupo experimental: se administré 1 mg/Kg de peso de cloruro de Cd (CdCl2),
en 0.5 mL de SS una vez al dia.

El tratamiento se aplicé via intraperitoneal para tener certeza de las dosis
administradas y evitar la propagacién del contaminante en el &area, equipos y

materiales utilizados.

-Progenie
En los dias cercanos al término de la gestacion, se revisé a las hembras una

vez al dia poniendo particular atencion a la hora del nacimiento de las crias,
observandose que la mayoria de los nacimientos ocurrieron durante la fase de luz.
Asi también se realizé un conteo de hembras y machos por camada y se tomé
registro de posibles disturbios ocurridos durante el parto. Al nacimiento, las crias
fueron separadas por género (sexadas) y pesadas. Los machos de 21 dias fueron
destetados y colocados en jaulas colectivas, en las mismas condiciones que las
hembras gestantes.

Se dejaron pasar 30 dias a las madres y posteriormente se les realiz
eutanasia por decapitacion para diseccion de tejidos reproductivos (ovario derecho,

utero, higado, rifidn derecho y sangre) para realizar cuantificacion de Cd.
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Reqistros conductuales para indices de pubertad
Descenso testicular (DT)

El descenso testicular se revisé diariamente a partir del dia 12 de vida
postnatal. Esta revision se efectué colocando a la rata en posicion supina,
ejerciendo una ligera presion del abdomen a la pelvis con los dedos. El pardmetro

por evaluar es el dia de ocurrencia del descenso testicular.

Separacion prepucial (SP)

La separacion del prepucio se reviso diariamente a partir del dia 30 de vida
postnatal. Esta revision se efectud colocando a la rata en posicidén supina, haciendo
una retraccion del prepucio con los dedos, sin forzar ni ejercer presion. El parametro
por evaluar fue el dia de ocurrencia de la separacion, en su totalidad, de la superficie
dorsal y aproximadamente la mitad de la superficie ventral del glande del pene.

Acicalamiento genital (AG)

Los animales se trasladaron a un cuarto de observacion para los registros
conductuales de AG y se efectuaran del dia 42 al 49 postnatal, en intervalos de 15
minutos, cada tercer dia, en las primeras 4 horas después del apagado de luces y
en ausencia total de estimulos olfatorios, visuales o auditivos provenientes de ratas
hembra. Los sujetos fueron observados en sus respectivas cajas por el
experimentador, quien permanecio sentado a una distancia de aproximadamente
50 cm. Los parametros para evaluar fueron la frecuencia y duraciéon del AG, que

incluye el lamido de testiculos y del pene.

Evaluacion de la CSM de la progenie

A los 3 meses de edad, los machos de ambos grupos fueron sometidos a
pruebas de CSM (fase ejecutoria), donde se realizaron tres registros de la CSM con

hembras receptivas (en estro inducido), en intervalos de 2 dias. Esta prueba se
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realiz6 durante la fase oscura del ciclo y bajo luz roja, en las primeras 4 horas del
apagado de luz, siguiendo en protocolo de Agmo, 1997.

El macho se coloc6 solo en un redondel de Plexiglas de 50 x 42 cm de base
y 42 cm de altura, con piso de aserrin y se le dio 5 minutos de adaptacion al lugar,
posteriormente se introdujeron hembras receptivas en estro inducido (previamente
inyectadas via subcutanea con benzoato de estradiol [5 ug/ 0.05 mL] cada tercer
dia y progesterona [500 ug/50 uL] 4 h antes de la prueba). La sesién tuvo una
duracién de 30 minutos durante los cuales se registraron los siguientes parametros:

- Latencia de monta (LM): 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 (LI): 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.

- Numero de montas (NM): Es el nUmero total de montas que ocurren antes
de la eyaculacion.

- Numero de intromisiones (NI): Es el total de intromisiones que ejecuta la
rata macho antes de la eyaculacion.

- Latencia de eyaculacion (LE): Es el tiempo que transcurre desde la primera
intromision hasta la eyaculacion de esa serie copulatoria.

- Intervalo post-eyaculatorio (0 periodo refractario) (IPE): Tiempo que
transcurre desde la eyaculacién hasta la primera intromision de la segunda serie
copulatoria.

- Hit rate (HR): Se calcula dividiendo el nimero total de intromisiones entre la

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

Evaluacion de calidad espermatica

Después de registrar la conducta sexual, los machos de ambos grupos fueron
sometidos a evaluacion de calidad espermatica utilizando la descripcion de la
tecnica por Lucio et al en 2009. Se anestesiaron con pentobarbital sddico (40 mg/kg
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de peso corporal, via intraperitoneal) para realizar eutanasia por decapitacion, se
realizo una extraccion del epididimo y se seleccioné la cola de éste para realizar un
proceso de picado del mismo en solucion salina (0.9%) a 37°C en tubo Eppendorf®
de 1.5 mL, posteriormente se realizé un filtrado y se mantuvo a 37°C para su

posterior analisis.

Parametros de calidad espermatica evaluados.

1. Concentracion espermatica. Para este procedimiento se cuentan tres campos al
azar sobre un portaobjetos, donde se toma el promedio de estos valores para
realizar una dilucion y de esta manera facilitar el conteo, generalmente se realizan
diluciones 1/5, 1/10, 1/20 o 1/50. Posteriormente, se agrega solucion de
formaldehido 10% con la finalidad de inmovilizar a los espermatozoides.

El conteo se realizdé en camara de Neubauer, agregando 10 pL de la muestra ya
diluida y se procedio a contar los cuadros; para conocer la concentracion por mililitro
de muestra es necesario sumar el nimero de espermatozoides obtenido en las dos
camaras y multiplicar por la dilucion y tomar en cuenta el nimero de cuadros
contados en la cdmara. El nimero de espermatozoides esta expresado en
millones/mL.

2. Vitalidad. Para conocer la vitalidad el método mas ampliamente utilizado
es la tincion con eosina. El fundamento de esta técnica es que la membrana de las
células muertas se vuelve permeable a la tincidn, asi se pueden diferencias las
células vivas de las muertas. Para la interpretacion de los resultados se obtuvo el
porcentaje de espermatozoides vivos, del total de 200 células contadas.

3. Morfologia. La tinciébn de Papanicolaou permite observar alteraciones
estructurales de los espermatozoides, como pueden ser gota citoplasmatica, doble

cabeza, doble flagelo y defectos de la pieza media.

indice de Fertilidad

Posterior a las pruebas de CSM se utilizaron hembras en estro natural. Una

vez realizadas 3 eyaculaciones por parte de cada macho, a las hembras se les
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verifico la existencia del tapon vaginal y cercano a los 21 dias de gestacién se vigild

la ocurrencia del parto para registrar el nUmero de crias nacidas vivas.

Cuantificacién Cd en sangre y tejidos

Una vez realizados los registros de conducta y fertilidad, los sujetos fueron
sometidos a eutanasia por decapitacion previa anestesia con pentobarbital sédico
(40 mg/kg) para obtener las muestras sanguineas para los siguientes estudios:

Sangre: Se colectdé 1 mL de sangre en tubos Vacutainer®, con EDTA, y se
realizo la cuantificacién de Cd por espectrofotometria de absorcién atdmica (310,
Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut, Estados Unidos,) con horno de grafito (HGA-
600) y auto-muestreador (AJS-60, Perkin Elmer). Todo el material empleado fue
inmerso por 24 h en una solucion de acido nitrico concentrado/agua desionizada 1:1
v/v y posteriormente fueron lavados con agua desionizada antes de ser utilizados,
para evitar cualquier contaminacion posible. Posteriormente, a cada una de las
muestras de sangre de 200 pL se le adicionaron 800 pL de acido nitrico al 30%
(Merck, Edo. de México) y fueron centrifugados a 18 500 g por 15 minutos. Se
colectara una alicuota de 100 uL del sobrenadante y sera diluida 1:5 v/v con agua
desionizada. Las muestras fueron analizadas en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 228 nm.

Cuantificacion de la concentracion de Cd en tejidos:

Tejido obtenido de las madres: Para corroborar la presencia de Cd en tejidos

de las madres, se realiz6 eutanasia por decapitacién a 4 hembras controles y 4
tratadas a los 21 dias posteriores al parto, se colect6é sangre, ovario, Gtero higado y
rifidn, donde constatar la presencia de altas concentraciones de Cd en los érganos
antes mencionados.

Tejidos de progenie masculina: Después de la colecta de sangre, se tomod

una muestra de aproximadamente 0.5 cm de los siguientes tejidos: higado, rifidn
derecho, testiculo derecho, vesicula seminal, préstata, pene, cabeza, cuerpo y cola
del epididimo. Estos se colocaron en una estufa de laboratorio a 60°C para su
secado por 2 dias, posteriormente se pesaron y fue agregado el peso multiplicado
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por 25 equivalente en pL de acido nitrico al 70% (Merck, Edo. de México) y
colocados en bafio maria por 10 minutos a 60°C para su digestion. Una vez que la
muestra se desintegré totalmente, se realizd6 una dilucion de 1:10 con agua
desionizada y colocada en el automuestrador para su analisis.

Para cada andlisis, se utilizaron estandares de control de calidad (NIST,
Bovine liver 1377b) y y curvas de calibracion (construidas al adicionar cantidades
conocidas de estandar de Cd; Merck, Darmstadt, Germany) al inicio y al término de
las evaluaciones de las muestras para validar los resultados. El contenido de Cd en
tejido fue determinado en unidades de pg/kg (ppb) y en sangre fue expresado como
Mg/L de sangre.

Cuantificacién de testosterona en suero

Las muestras se colectaron en tubos con tapon separador para suero (BD
Vacutainer SST, México, D.F.) y se separaron por centrifugacién 15 minutos a 3000
rpm. La cuantificacién de T se realizé mediante la técnica de ELISA en suero, se
cuantificé utilizando un kit comercial (DRG® Free Testosterone EIA-2924, Estados
Unidos).

El kit DRG Free Testosterone ELISA es un ensayo ligado a enzimas en fase sélida
(ELISA), basado en principio de unién competitiva. Los pocillos de microtitulacién
estan recubiertos con un anticuerpo dirigido hacia un sitio antigénico en la molécula
de T. La T libre endégena de una muestra compite con un conjugado de T-
peroxidasa de rabano picante para unirse al anticuerpo recubierto. Después de la
incubacion, el conjugado no unido se elimina por lavado. La cantidad de conjugado
de peroxidasa unida es inversamente proporcional a la concentracion de T libre en
la muestra. Después de la adicidén de la solucién de sustrato, la intensidad del color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de T libre en la

muestra, esto se cuantific6 mediante una curva estandar.
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Analisis estadistico

Los pardmetros de separacion prepucial, descenso testicular, frecuencia y
latencias en la CSM, parametros de calidad espermatica y concentraciones de T
fueron analizados por medio del analisis pareado de una prueba para grupos
independientes con “t de Student”.

Se realiz6 la prueba Chi cuadrada (x°) en los porcentajes de machos que
presentaron acicalamiento genital, asi como aquellos que lograron eyaculaciéon y
fertilidad.

Las concentraciones de Cd se realizaron mediante la prueba U de Mann-
Whitney para grupos independientes.

Todos los valores de p fueron considerados significativos cuando fueron
menores a 0.05. A todas las pruebas se les realiz6 una prueba de Levene para
evaluar la igualdad de las varianzas, asi como una prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk.
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Figura 3. Disefio experimental del proyecto donde se administré CdCl: a hembras prefiadas
desde el 11-20 de gestacion y se observo el efecto sobre las crias macho en los indices de pubertad,

y en su adultez, sobre la CSM vy fertilidad.
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X. RESULTADOS

Nacimientos

Transcurridos los 21 dias de gestacion se observaron partos a término en el
grupo control, presentando una media de 13.7 crias por camada en unaproporcion
de 6.6 £0.96 machosy 7.1 + 0.87 hembras (Figura 4). Esto difiere del grupo tratado
con Cd, ya que solamente la mitad de las madres tratadas presentaron parto a
término con crias vivas, donde la media por camada fue de 2.4 crias (1.1 £1.37
machos y 1.3 + 1.76 hembras) (p<0.0001), mostrando una diferencia significativa

del grupo tratado respecto al grupo control.
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Figura 4. Namero de crias nacidas por camadas de madres controles y tratadas con Cd. El nimero
de individuos por camada del grupo experimental (Cd) disminuye en relaciéon al tratado con el
vehiculo (control)(*p<0.0001). Media + SD. t de Student.

Indices de pubertad

Se evalu¢ el dia de ocurrencia del DT, el cual se presento en el grupo control
de manera completa a los 19.18 + 0.3 dias, por otro lado, el grupo experimental tuvo
una ocurrencia posterior, siendo a los 22.45 + 0.3 dias, presentando asi una
diferencia significativa (p<0.0001), esto demuestra que la administracion de Cd en
la etapa prenatal provoca un retraso significativo de tres dias en el periodo de

descenso testicular (Figura 5).
-]
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Figura 5. Se registrd el dia de ocurrencia del DT en los sujetos del grupo control y el grupo tratado
prenatalmente con Cd donde se observa el retraso significativo en el grupo experimental (Cd) con
respecto al grupo control *p<0.0001. Media + SD. t deStudent.

Posteriormente, se evalud la SP en ratas machos expuestas a Cd durante la
gestacion, y en la Figura 6 se observa un retraso en los dias de ocurrencia de la SP
(p<0.0001). En el grupo control se presenta una SP completa alrededor del dia 40
(40.55 + 0.4), mientras que, en el grupo tratado con Cd, este ocurre en dias
posteriores, alrededor del dia 43 (43.18 £ 0.3).
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Figura 6. La SP es un parametro dentro de los indices de pubertad que se presentd con retraso

significativo el grupo tratado prenatalmente con Cd con una *p<0.0001 respecto al grupo control.
'
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Media + SD. “t de Student”.

En la Figura 7 se muestra el porcentaje de sujetos que presentan la conducta
de AG, la cual se observé en 9 de los 11 sujetos experimentales (82%), mientras
gue el total de los sujetos controles presentan esta conducta.
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Figura 7. Porcentajes de la conducta de AG durante una prueba de 15 minutos en ambos grupos.
Se observa que 18% de los sujetos del grupo tratado con Cd no despliega esta conducta, en
contraste al grupo control donde se presenta en todos los individuos. *p < 0.0001. Moda, Chi-

cuadrada.

Conducta sexual masculina

Una vez que los animales cumplieron 90 dias se realizaron las pruebas de CSM,
donde se tomd de referencia la primera serie copulatoria de la tercera prueba de
conducta a los 96 dias, cabe mencionar que las LM y LI son datos de todos los
individuos evaluados, mientras que el resto de los parametros solamente se
evaluaron en aquellos individuos que lograron al menos una serie copulatoria
completa (4 en el grupo experimental y 7 en el grupo control).

En la figura 8 se observa una LM de 233.3+96.01 segundos en el grupo control,
mientras que el grupo tratado presentd un tiempo de 26.78+7.7 segundos,
mostrando una diferencia significativa con una p=0.01. En cuanto al NM, el grupo
control mostrd una media de 2.03+0.57 mientras que el grupo tratado es de 14+3.5,

exponiendo una diferencia significativa con una p= 0. 0005.
-]
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En cuanto a la LI encontramos un valor de 350.8 + 90.68 segundos para el
grupo control, y en el grupo tratado una media de 63.50 + 18.46 segundos,
mostrando una diferencia significativa de p=0.0038. En el NI se observa una
diferencia significativa de p=0.0372, ya que el grupo control presenta una mediade
7.71+1.28, mientras que en el grupo tratado fue 16.2+3.8.
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Figura 8. Se exhiben los parametros para latencias y montas. A) Muestra la media £ SEM de la LM
y NM, en el grupo tratado observamos una disminucién en la LM y un aumento en el NM con respecto
al grupo control. B) Media + SEM de la LI y NM, donde se observa en el grupo tratado una LI menor,
asi como un aumento en el NI con respecto al grupo control. *p <0.05. ** p< 0.01, *** p< 0.001. “t de
Student”.

En la figura 9 podemos destacar que el porcentaje de sujetos que lograron
una serie copulatoria completa solamente fue del 50% en el grupo tratado, mientras
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gue en grupo control fue del 88%, con una diferencia significativa de p= 0.0001. Al
continuar con la prueba, no se observaron diferencias en el NE; en cuanto a la LE,
esta fue de 465.7+84.75 en el grupo control, mientras que en el grupo tratado se fue
de 813.3+90.57, mostrando una diferencia significativa con respecto al grupo control
(p=0.0151). EI IPE presentd una media en el grupo control de 292.2+72.05, mientras
gue en el grupo tratado fue de 505.8+117.7, con una diferencia significativa de
p=0.0048.
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Figura 9. Pardmetros de eyaculacién e intervalo posteyaculatorio. A) Porcentaje de sujetos que
eyacularon por grupo, donde se observa una disminucion en el grupo tratado; después, se graficaron
solamente aquellos sujetos que lograron eyacular para la evaluacién de NE, donde se demuestra
gue no existe diferencia significativa en el nimero de eyaculaciones. Media + SEM. B) En cuanto a
la LE e IPE, se exhibe un retraso del grupo experimental con respecto al grupo control en ambos
parametros. Media = SEM. *p <0.05, ** p< 0.01, ****p< 0.0001. “t de Student”.
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Finalmente, en la figura 10 se muestra un HR menor en el grupo tratado, con
una media de 0.43+0.06, a diferencia del grupo control con 0.77+0.3 con una

diferencia significativa de p=0.0007.
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Figura 10. Se muestra la eficiencia copulatoria o hit rate de la tercera prueba de CSM donde se
observa una eficiencia disminuida en el grupo control mostrando una diferencia significativa *p<
0.001. “t de Student”.

Parametros espermaticos

Posteriormente, se evaluaron los parametros espermaticos de espermatozoides
tomados de la cola del epididimo, donde se encontraron alteraciones en todos los
pardmetros evaluados en el grupo de exposicion al metal, ya que se observé una
concentracion de 101.31+9.2 millones de espermatozoides por mililitro en el grupo
control, mientras que la media fue de 73.5£1.37 en el grupo tratado con una
diferencia significativa de p=0.0041 al comparar con el grupo control (Figura 11), de
la misma manera, el porcentaje de espermatozoides vivos en el grupo experimental
fue de 87.25+5.9, mientras que en el grupo control fue de 95+0.81 tando un
diferencia significativa con respecto al grupo control con una p de 0.0207 (Figura
12).
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Figura 11. Se muestra la concentracion espermética de ambos grupos, donde el grupo tratado con
Cd presenta una diferencia significativa de p=0.0041 con respecto al grupo control. Media + SD, “t

de Student”.
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Figura 12. Se observa el porcentaje de vitalidad de ambos grupos, donde el grupo tratado presenta

una disminucién en contraste al grupo control, con una p=0.0207. Media + SD. Chi-Cuadrada.
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Figura 12. Se observa el porcentaje de vitalidad de ambos grupos, donde el grupo tratado presenta

una disminucion en contraste al grupo control, con una p=0.0207. Media + SD. Chi-Cuadrada.

Finalmente, en la Figura 13 podemos notar una baja cantidad de
espermatozoides normales en el grupo experimental, que presentd un 49% de
espermatozoides normozoospérmicos, a comparacion del grupo control con un
82%, con una p <0.0001.
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Figura 13. Se presenta en el porcentaje de normozoospermia, donde el grupo tratado presenta
menor porcentaje de espermatozoides con morfologia normal y una diferencia significativa de p=

<0.0001 con respecto al grupo control. Media = SD Chi-Cuadrada.

En la figura 14 se presentan algunos de los defectos morfolégicos
encontrados en ratas de 96 dias tratadas prenatalmente con Cd. Se observaron

principalmente defectos de cabeza, pieza media y flagelo.
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Figura 14. Teratozoospermia observada en los espermatozoides de rata tratadas prenatélmerite con
Cd. 100X. A) Defecto de cabeza B) Defecto de pieza media C) Defecto de flagelo

Concentraciones de T

El grupo expuesto al Cd present6 disminucion en la concentracion sérica de
T libre a los 96 dias de vida (Figura 15), con una media de 2.6+1.2 ng/dL, mientras
que el grupo control presentdé una media de 7.75 + 2.19 ng/dL, donde el tratado

disminuy6 de manera significativa p=0.0001 con respecto al grupo control.

Testosterona

ng/dL

_

Control Cd
Media + SD ***p 0.0001

Figura 15. Representacion grafica de la concentracion de T en suero de sujetos del grupo control y
el grupo tratado prenatalmente con Cd, donde se observa una disminucion en el grupo tratado
(p=0.0001). Media + SD p=0.0001 “t de Student”.
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Concentraciones de Cd

Las concentraciones de Cd en tejido y sangre de las madres tratadas y control
se presentan en la Tabla 1, esto con la finalidad de corroborar el paso del metal a
través de la madre, por lo que se exhiben las concentraciones del metal en las
madres tratadas gestacionalmente. En la Tabla 2 se muestra la acumulacion del
metal en los sujetos expuestos indirectamente de manera gestacional, donde
podemos apreciar que, en ambas tablas, se encuentran valores mas altos en el
grupo experimental (entre 4 y 7 veces). En general, se encontraron altas

concentraciones de Cd, particularmente en el riidn mas de 7 veces.

Tabla 1. Concentraciones de Cd en drganos reproductivos y sangre de madres control (n=4)
y Cd (n=4). U-Mann-Whitney.

. CONTROL (n=4) | Cd 1 mg/kg(n=4)
Tejido de madres X +SEM X+SEM Valor P
Ovario 0.5067 + 0.0924 2.182 + 0.3884* 0.0156
2477
Y Utero 0.4967 + 0.0260 0,100 <0.0001
E,,EE Higado 0.4861 £ 0.2242 2.629 + 0.6856* 0.0411
< . 2.125 +
= Rifi6n 0.3033 £ 0.0426 0. 0854+ < 0.0001
—
=4 Sangre 0.0+0.0 2.446 + 0.937* 0.0401
3

Tabla 2. Concentraciones de Cd en érganos y sangre de machos de 96 dias control y tratados

gestacionalmente. U-Mann-Whitney.

TEJIDO CONTROL (n=8) Cd 1 mg/kg(n=8)
X+*SEM X+*SEM Valor P
Testiculo 0.0051 + 0.0008 0.0608 + 0.0285*** 0.0002
S Ep. Cabeza 0.0143 + 0.0029 0.0534+ 0.0105** 0.0036
N Ep. Cuerpo 0.0048 + 0.0013 0.0320 + 0.0070** 0.0012
? S Ep. Cola 0.0011 + 0.0008 0.0204 £ 0.0067*** 0.0002
H Vesicula seminal 0.0094 + 0.0009 0.0334 + 0.0047*** 0.0002
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Prostata 0.0116 + 0.002 0.0688 + 0.0194** 0.0028
Higado 0.0138 + 0.0019 0.0844 + 0.0260*** 0.0002
Rifion 0.0256 + 0.0093 0.1184 + 0.0225**** | < (0.0001
Pene 0.0024 + 0.0010 0.0400 + 0.0104*** 0.0002
-
% Sangre 0+0 0.1122 + 0.0369** 0.0013
=3
Eertilidad

En la Figura 16 se observa la fertilidad de individuos tratados
gestacionalmente (F1) y control. Las camadas (F2) del grupo control presenta
camadas con una media de 6.7+0.9 machos y 6.5+1.1 hembras, mientras que la
camada del grupo tratado presenta una media de 4.8 £ 3.4 machos y 4.5 + 3.6
hembras, con una diferencia significativa de p=0.0458 con respecto a los controles.

Ambos grupos conservan una distribucibn homogénea en el género de las crias.
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Figura 16. Se grafica el nimero de crias nacidas por camadas de madres intactas y padres tratados
prenatalmente con Cd, donde observamos menor nimero en el grupo tratado, mostrando una

diferencia significativa (* p=0.0458) con respecto al grupo control. Media + SD. t de Student.
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XI.  DISCUSION

La gestacion es un periodo donde las hembras presentan cambios
anatomicos Yy fisiolégicos en practicamente todos los 6rganos, como aumento del
volumen sanguineo y presion sanguinea, disminucion en la motilidad géastrica,
aumento en la filtracion glomerular, hiperventilacion y cambios en la
osmorregulaciéon que modifican la absorcion y excrecion de sustancias (Costantine
y Jong, 2014; Moya et al., 2014).

Durante este periodo las mujeres embarazadas resultan vulnerables a la
exposicion a Cd que se encuentra en el humo de tabaco, alimentos y agua
contaminada, entre otros; su bioacumulacion ha sido reportada en diversos estudios
particularmente en hembras gestantes de roedores (Jacobo-Estrada et al., 2017; Ji
et al., 2011; Kariyazono et al., 2015) y humanos (Angenard et al., 2010; Boadi et al.,
1991).

En nuestro trabajo pudimos encontrar altas concentraciones de Cd en las
madres, sobre todo en los tejidos reproductivos, asi como en higado y rifiones
siendo coherente con lo reportado por la ATSDR, 2012 y World Health Organization,
2010. Tomando en consideracion las dosis administradas en diversos trabajos
(Cazan y Klerks, 2015; Diaz et al., 2014; Guo-Xin, Qing-Quan y Ren-Shan, 2008; Ji
et al., 2011; Salvatori et al., 2004; Sonawane et al., 1975 y Thompson y Bannigan,
2008), proponemos que la dosis de 1 mg/kg de CdClz, administrada en este proyecto
puede estimarse como baja en comparacion a otros estudios realizados y, por lo
tanto, puede considerarse como factible para la emulaciébn de un ambiente
real,recapitulando lo mencionado por Jacobo-Estrada et al., 2017 donde mencona
gue la de Cd fetal no se ve modificada por el tipo de sales o via de exposicion.

Con estos resultados se sugiere que la administracion de Cd durante la gestacion
promueve disminucién en el nimero de crias en la madre, y ademas produce
efectos en las crias nacidas, provocando un retraso sobre los parametros de
pubertad como DT, SP y AG. Por otro lado, durante la madurez sexual de la rata
macho, disminuye la eficiencia copulatoria ya que se observa aumento en el NM y

NI'y disminuye el NE, asimismo aumenta la LE y el IPE, coincidiendo con ....
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acompafado de una disminucién en las LM y LI, ademas la concentracion de
T se observd disminuida, contribuyendo a las modificaciones presentadas en
indices de pubertad y CSM.

Se observo una baja concentracion y vitalidad de espermatozoides epididimales,
asi como alteraciones morfologicas, pudo afectar directamente a la fertilidad de
estos machos, ya que presentaron camadas mas pequefias.

Se sabe que el Cd atraviesa la placenta sobre todo en los ultimos dias de
gestacion (Leazer, Liu y Klaassen, 2002; Sonawane et al., 1975) y de igualmanera
en ella se concentran una gran cantidad de MT y transportadores de metales (DMT-
1, CaTl) que facilitan el paso de metal al embrion conforme avanza la edad
gestacional (Leazer, Liu y Klaassen, 2002; Kovacs et al., 2011; Kovacs et al., 2013).
Diversos estudios mencionan que este metal afecta directamente al desarrollo del
embrion, desde fallas de implantacion hasta malformaciones en los individuos
(Salvatori et al., 2004; Diaz et al., 2014). En este contexto, nuestros resultados
muestran que el grupo tratado con Cd presenta un menor nimero de crias por
camada, mostrando una diferencia significativa respecto al grupo control,
coincidiendo con en el estudio de Diaz et al., 2014, donde se administré una sola
dosis de 10 mg/kg a distintos grupos en los dias 4,7,10 y 15. Este este ultimo grupo
coincide con nuestros dias de administracion, y en este grupo se presenté 40% de
reabsorcion de la camada y se reporta menor nimero de crias vivas en las madres
tratadas, por lo que consideramos que podria estar ocurriendo de manera similar en
este proyecto; lo cual implica que el Cd tiene efectos sobre el sostenimiento de la
prefiez y aumentan sus efectos en relacion directa con los dias de exposicion y por
lo tanto, el esquema de tratamiento que nosotros manejamos en este trabajo puede
tener mayores efectos a los reportados y disminuir el nimero de crias nacidas.

Adicionalmente, se sabe que el Cd interfiere sobre la produccién de las
enzimas catepsina-D y fosfatasa alcalina, necesarias para la implantacion en el
endometrio uterino. Del mismo modo, la exposicion a Cd disminuye la concentracion
de progesterona necesaria para el sostenimiento de la prefiez, (Blum et al., 2012;
Nampoothiri y Gupta 2008; Lee et al., 2009), podemos agregar que otro factor que

posiblemente influyé sobre el tamafio de la camada durante el tratamiento con el
________________________________________________________________________________________________________ |
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metal, fue la acumulacion del metal en el rifion, pudiendo afectar a las glandulas
adrenales, que si bien no fue analizado en el presente trabajo, la bibliografia
menciona que el Cd aumenta en las concentraciones de corticosterona (analogo al
cortisol en humanos) de la madre, se propone que el Cd promueve un aumento de
corticosterona sérica activando al eje hipofisis-adrenal y de esta manera, la
presencia del metal promueve la liberacidbn de glucocorticoides en la glandula
suprarrenal (Ronco et al., 2009). También se sabe que el Cd disminuye la actividad
de la enzima 113-HSD2 (necesaria para inactivar la corticosterona/cortisol materno
a cortisona) en la placenta (Wang et al., 2014; Ronco et al., 2009).

En estudios realizados con progenie expuesta a Cd de manera gestacional
no se reportan las concentraciones del metal exactas encontradas en los 6érganos
estudiados. A este respecto, el grupo tratado en el presente estudio present6 una
mayor absorcion del metal en el rifién, higado y testiculo, coincidiendo con lo citado
por diferentes organizaciones (ATSDR, 2012 y World Health Organization,
2010).Esto refuerza la idea de que el Cd atraviesa la barrera placentaria y puede
ingresar al feto y acumularse en sus tejidos (Jacobo-Estrada et al., 2017; Ji et al.,
2011; Jacquillet et al., 2007; Manna, Sinha y Sil, 2008). Por otra parte, cabe sefalar
gue el grupo tratado no supera el limite de Cd en sangre de acuerdo a los
parametros sefialados por la OMS, aunque, fueron visibles las secuelas del Cd
administrado prenatalmente sobre la pubertad y adultez de estos machos.

Los indices de pubertad se modificaron ante la presencia del Cd, en
consecuencia el dia de ocurrencia del DT en el grupo tratado fue posterior al grupo
control y significativamente diferente al grupo control, estos resultados concuerdan
con los datos presentados por Couto-Moraes, Felicio y Bernardi, 2010, quien
administré 10 y 20 mg/kg de CdClz, del dia 18 al 21 gestacional probando asi que
los efectos del Cd en la progenie pueden ser evidentes en bajas dosis como la
administrada en este proyecto. En cambio, los resultados presentados para
descenso testicular no coinciden con los encontrados por Luo et al., 2015, donde no
se muestran diferencias significativas entre el grupo control y tratado, esto puede

deberse a la diferencias entre los disefios experimentales, ya que este autor utilizd
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ratones Sprague Dawley, en una dosis de 1y 10 mg/L en agua de consumo, donde
las madres fueron expuestas desde el dia gestacional O hasta el dia posnatal 10.
Siguiendo con el efecto del Cd sobre los parametros de pubertad, el grupo
tratado presento un retraso en el dia de ocurrencia de la SP y menor numero de
sujetos presentaron AG en comparacion con el grupo control. Cabe mencionar que
estos indices de pubertad no se ha reportado previamente por otros estudios en
ratas expuestas a Cd de manera directa, ni de manera gestacional, por lo que no se
cuenta con reportes en la bibliografia para contrastar los resultados obtenidos sobre
este parametro. Esto constituye una nueva evidencia de que la exposicion al Cd
durante la gestacion afecta el desarrollo sexual de la progenie masculina, puesto
gue retrasa la aparicion de indicadores de la pubertad, que son clave en el proceso
de madurez sexual y, a su vez, nos indicaria una disminucion en la concentracion
de T, como lo reportado por Ji, et al., 2010.
Se conoce que el DT, la SP, y el AG son mecanismos regulados por la
presencia de andrégenos, especificamente de T (Arteaga et al., 2013; Guo-Xin,
Qing-Quan y Ren-Shan, 2008; Yoshimura et al., 2005), en este proyecto, al
presentarse retraso en estos eventos se puede correlacionar con una baja
concentracion de T en los sujetos tratados (que después se confirmaria con las
pruebas de ELISA en la etapa adulta) Ji, et al., 2010 refiere que las concentraciones
de T en sujetos expuestos en etapa puberal se encuentra disminuida, asi como una
activacion incompleta del eje HHG, atribuimos estos efectos a la presencia de Cd
en la etapa organizacional del individuo, ya que se sabe que tiene distintas vias por
las que perturba el correcto funcionamiento de la célula (Méndez-Armenta & Rios,
2007), y de esta manera, el Cd puede estar afectando el desarrollo testicular que se
da al rededor del dia 12 gestacional (Plant, Zeleznik y O’Shaughnessy, 2015) e
interfierendo sobre la producciéon de T fetal que ocurre alrededor del dia 19 (Coder
et al., 2014), siendo correspondientes a los dias de exposicion a Cd de este trabajo.
Esta ampliamente reportado el efecto nocivo del Cd sobre la CSM en individuos
directamente expuestos, donde se sabe que disminuye la eficiencia copulatoria
(Arteaga-Silva et al., 2015); sin embargo, se han realizado pocos estudios que lo

analicen en etapa gestacional. Salvatori (2004) y Couto-Moraes et
|
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al., (2012) administraron a las hembras gestantes con dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg
respectivamente. Posteriormente, evaluaron de manera parcial la CSM en los
machos. Ellos reportan un incremento en el NM y de NI, coincidiendo con lo obtenido
en el presente trabajo; por otro lado, la LI y LM en los individuos tratados de este
proyecto disminuyeron en comparaciéon con el grupo control, causando discrepancia
con los autores antes mencionados.

Podemos atribuir este aumento de montas e intromisiones a la disminucion
en las concentraciones de T en el grupo tratado, adicionalmente, consideramos que
se pudo afectar la sensibilidad del pene, ya que se sabe que el principal mecanismo
por el cual el Cd afecta la ereccidn en ratas, es precisamente por la reduccion de T
en los individuos (Senbel et al., 2016), esta disminucion altera la funcion de las
espinas peneanas, esto se ha reportado sobre individuos directamente
administrados (Arteaga-Silva et al., 2013) y nosotros evidenciamos la presencia de
Cd en este 6rgano asi como la disminucion en esta hormona, sin embargo, el
parametro de ereccién no fue evaluado en el presente trabajo y no ha sido explorado
en progenie expuesta. La disminucion en las LM y LI pueden adjudicarse a las
diferencias dadas por la concentracion y vias de administracion del metal,
consideramos que nuestra administracion fue baja y de manera indirecta, es por ello
gue sugerimos que la concentracién de T presentada en nuestros animales tratados
a pesar de ser baja, fue suficiente para presentar motivacién sexual, estudios
realizados por Mendoza-Mendoza en 2015 sobre individuos tratados directamente
con 1 mg/kg CdClz, muestran que no existe diferencias significativas entre el grupo
tratado y control en cuanto al nUmero de visitas realizadas a una hembra en estro
en una prueba de motivacion, esto aunado a la posible afectacion del Cd sobre la
ereccion, consideramos que los animales no lograban un despliegue optimo de la
ejecuccion sexual, por lo que, los animales al presentaron mayor NM y NI,
disminuyendo asi su eficiencia copulatoria.

La eficiencia copulatoria o Hit Rate un indicativo de la eficiencia del macho, y
es un reflejo de la calidad de los pardmetros anteriormente mencionados; dentro del
grupo tratado se consideran efectivos en un 43% mientras que en el grupo control

se calculo en 77%, esto nos refleja un menor éxito copulatorio por parte de los
. _____________________________________________________________________________________________|]
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machos tratados, indicando que el Cd afecta de manera negativa sobre la CSM
incluso en dosis bajas y afectando sus capacidades de reproduccion.

Ademas, un gran numero de individuos tratados no pudieron consumar la
conducta ejecutoria completa, y esto se observa en el numero reducido de series
copulatorias, cabe mencionar que solamente el 50% de los machos tratados
lograron una eyaculacion, de los cuales, presentaron una LE mayor al grupo control;
asimismo, les tomé mas tiempo retomar la conducta ejecutoria, ya que su intervalo
posteyaculatorio fue mayor comparado con el grupo control, tal como lo reporta
Arteaga-Silva et al., 2015 en sujetos directamente administrados.

Se han estudiado los efectos toxicos del Cd sobre los testiculos, diferentes
autores (Manna, Sinha y Sil, 2008; Senbel et al., 2016 y Thompson y Bannigan,
2008) han sefialado la perdida de la BHT, hemorragia, necrosis, edema, entre otros
efectos que promueven cambios en la concentracion, morfologia y vitalidad de los
espermatozoides.

Se sabe que el Cd promueve el rompimiento de las uniones estrechas entre
las células de Sertoli, originando descamacion y desprendimiento del epitelio
seminifero (Hew, Heath y Jiwa, 1993). El Cd atraviesa y rompe la BHT debido a su
mimetismo iénico (con el Ca y/o el Zn) y de esta manera propicia la escision entre
células de Sertoli y, en consecuencia, se merma la produccién espermatica en
aquellos individuos expuestos durante la gestacion, lo cual explica lo observado en
nuestros resultados ya que se presentd una disminucién en la concentraciéon
espermatica, siendo estos datos coherentes con los reportados (Angenard et al.,
2010; Cheng et al., 2011; Siu et al., 2010 y Wuet al., 2008), donde se indica que el
Cd es precursor de apoptosis en células germinales, lo que disminuye el conteo
espermatico. Particularmente, en la morfologia espermatica, los resultados
muestran cambios severos en la morfologia ya que se encontraron defectos de
cabeza, pieza media y cola en el grupo tratado. También se observo gran cantidad
de espermatozoides muertos, estos resultados son particularmente coherentes con
lo reportado por Oliveira et al., 2009 y Xu et al., 2003 ya que estos autores reportan

alteraciones en las morfologias de los grupos tratados, asi como menor vitalidad.

51



El Cd induce a estrés oxidante causado por la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, principalmente radicales como el anion superoxido y peroxido
de hidrégeno, que pueden afectar la calidad de los espermatozoides por la
peroxidacién de los lipidos de la membrana, ya que estos son especialmente
sensibles (Acharya et al., 2008; Kukongviriyapan, Apaijit y Kukongviriyapan, 2016);
seguido de las afectaciones sobre las células de Sertoli antes mencionadas, que
también promueven defectos en el espermatozoide, finalmente aumentando el dafio
en el ADN espermatico (Xu et al., 2003).

Se sabe que la concentracion de T sérica disminuye ante la presencia de Cd
en individuos directamente expuestos de manera posnatal(Arteaga-Silva et al.,
2015; Kim y Soh, 2009), ya que tiene la capacidad afectar diversos mecanismos,
primeramente, se sabe que afecta a las enzimas esteroidogénicas para la sintesis
de T, especificamente a 33-HSD y 173-HSD (Manna, Sinha y Sil, 2008), por otro
lado, se ha observado que disminuye la accion de la proteina StAR (Siu et al., 2010)
gue es basica en la sintesis de T a partir del colesterol.

En el presente proyecto se observd menor concentracion de T en
comparaciéon al grupo control y esto se atribuye a la presencia de metal en los
testiculos ya que pudo afectar la produccién de T, la disminucion de esta hormona
es de suma importancia ya que nos permite entender el retraso sobre los indices de
pubertad, asi como la baja eficiencia copulatoria en la CSM; estos resultados son
coherentes con lo reportado por Ji et al.,, 2011 donde comenta que existe
disminucién de T en aquellos machos que fueron tratados gestacionalmente con
Cd, y lo atribuye al impacto directo sobre la ventana de diferenciacién de las células
de Leydig fetales (Llusia y Tresguerres, 1996), afectando el alza de andrégenos
prenatal que ocurre alrededor del dia 12 y el dia 19, es decir, la etapa organizacional
justo antes del nacimiento, de esta manera, repercutiendo mas adelante sobre la
fase activacional de los individuos expuestos gestacionalmente a Cd.

La concentracion de T es un parametro fundamental que influye sobre los
indices de pubertad y CSM, que al ser dependientes de andrégenos se afectaron

directamente por la administracion de Cd en la gestacion.
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Se evalud la fertilidad en los machos gestacionalmente expuestos y se
observd menor numero de crias por camada, este parametro no ha sido reportado,
y se atribuye este fendmeno a la baja calidad espermatica debido a que todos los
parametros espermaticos se observaron perjudicados por el metal. Adicionalmente,
consideramos que la maduracién espermatica, a pesar de no haber sido evaluados
en este proyecto se pudieron afectar, ya que se encontrdé acumulaciéon en la cabeza
del epididimo perjudicando la movilidad espermatica, se sabe que el Cd interfiere
con la correcta glicosilacion de carbohidratos en el epididimo (Hernandez-
Rodriguez et al., 2016).

Finalmente, el Cd presente desde etapas prenatales podria tener
repercusiones sobre individuos en la etapa adulta como se muestra en la figura 18.
De tal forma que (A) la administracion de Cd de manera indirecta desde dia 11 al
20 gestacional (B) pueden afectar procesos en el desarrollo prenatal y estas
afectaciones se reflejaran mas adelante en la vida y desarrollo del individuo puaber
y adulto, (C) ya que se conoce que este metal presenta diversos mecanismos por
el cual entra directamente al cerebro y demés érganos de los individuos, induciendo
a apoptosis en las células, (D) en células testiculares se sabe que el Cd induce
apoptosis afectando la produccién de testosterona fetal, (E) asi también afectando
de manera inicial la diferenciacién sexual cerebral prenatal que ocurre desde el dia
11 al 19 gestacional, (F) podemos ver reflejadas las bajas concentraciones de
testosterona desde la pubertad del individuo, ya que al ser eventos dependientes
de T, (G) muestra retrasos importantes sobre los parametros que indican el inicio
de su madurez sexual. (H) En las pruebas de conducta sexual realizadas en su
adultez, observamos menor eficiencia copulatoria, recordemos que para el
despliegue de la conducta sexual, la T juega un papel crucial, y del mismo modo, es
esencial un correcto desarrollo de las areas cerebrales para una respuesta optima,
estos cambios en la conducta sexual, denotan una afectacion provocada por el Cd
administrado de manera prenatal. (I) Posteriormente en las pruebas espermaticas
observamos menor concentracion, asi como modificaciones en la morfologia y

vitalidad, lo cual podemos atribuir a la presencia del metal en los
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testiculos, esta afeccion se ve reflejada fertilidad de los individuos, presentando

menor nimero de individuos por camada.

Xll.  CONCLUSIONES
La exposicion a Cd en etapa gestacional afecto los indices de pubertad, la conducta
sexual y la fertilidad de la descendencia masculina de la rata Wistar. De tal forma
gue la exposicidn a este contaminante en hembras gestantes puede propiciar una

infertilidad en la etapa adulta de los individuos expuestos durante la gestacion.
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Figura 18. Efectos del Cd sobre individuos gestacionalmente expuestos.

(A) El individuo entra en contacto con el Cd de manera indirecta a través de la madre, (B) debido a los dias de administracion pueden
afectarse procesos en el desarrollo prenatal necesarios para la pubertad y madurez en la rata, (C) existen diversos mecanismos por el cual
el Cd entra a la célula e induce apoptosis en células testiculares y cerebrales, (D) en el testiculo se afecta la produccién de testosterona
por las células de Leydig fetales (E) modificando, tal vez, el desarrollo cerebral que ocurre alrededor del dia 11 y 19 prenatal, (F) el individuo
presenta una disminucién en la concentracion de testosterona (G) que conllevara a retrasos en la madurez sexual, (H) esta disminucion de
T, junto a la disrupcion que provoca el Cd en estructuras cerebrales causa afeccion sobre la conducta copulatoria, (I) por otro lado, la

presencia del Cd en los testiculos aunado a la baja concentracion de T, derivardn en una baja calidad espermatica, afectando directamente
el éxito reproductor del macho.
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