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RESUMEN

La exposicién a contaminantes ambientales como los metales pesados, afectan
a la salud reproductiva del ser humano. El cadmio (Cd), es un metal pesado
ampliamente utilizado en las industrias, lo que facilita su incorporacion al medio
ambiente y a la cadena alimenticia. La exposicién ocupacional y ambiental a este
metal incrementan el riesgo de padecer enfermedades en el ser humano, incluso,
en edades tempranas. Se ha reportado que la pubertad es altamente sensible al
Cd, provocando su retraso, la disminucidn de las concentraciones de
testosterona (T), hipogonadismo, entre otras alteraciones. El eje hipotalamo-
hipdfisis-gonada (HHG) es el responsable del inicio de la pubertad y algunos de
los genes determinantes e indispensables en la activacion de este eje, y en el
mantenimiento de la actividad reproductiva, son Kiss1, Kiss1r y Gnrh1, que
codifican para Kisspeptina, su receptor y para la hormona liberadora de
gonadotropinas, respectivamente. Aunque los efectos del Cd han sido
ampliamente estudiados en el testiculo, hay pocos estudios que determinen el
efecto del Cd en el hipotalamo y en los niveles de expresion de genes implicados
con la pubertad. Objetivo. Evaluar la expresién de los genes Kiss1, Kiss1ry
Gnrh1 hipotalamicos en ratas macho con retraso en la pubertad por exposicion a
cadmio. Métodos. Ratas macho fueron divididas al azar en cuatro grupos: dos
grupos experimentales, tratados semanalmente con 1.0 mg/Kg de CdCl. por via
intraperitoneal (ip), desde el dia posnatal (DPN) 1, hasta el DPN 35 y 49,
respectivamente; y dos grupos control tratados semanalmente con 100 pL de
solucion salina por via ip desde el DPN 1, hasta el DPN 35 y 49, respectivamente;
se registro el peso corporal y la talla, la separacion prepucial (SP) se observo
como indicador de inicio de la pubertad. Al término del tratamiento se aplico
eutanasia y se disecaron el hipotalamo y testiculo. En hipotalamo, se evalué la
expresion génica de Kiss1, Kiss1ry Gnrh1 mediante RT-gPCR y se cuantificé Cd
con espectrofotometria de absorcion atomica, con los testiculos y el peso
corporal se determind el indice gonadosomatico. Ademas, se colectaron



muestras de sangre para la cuantificacion de Cd con espectrofotometria de
absorcion atomica y de T mediante ELISA. Resultados. Se confirmo el retraso
de la pubertad causado por el Cd; la expresion de los genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1
disminuyo en los sujetos experimentales tratados con Cd, principalmente en los
de mayor edad. Conclusién. La exposicion postnatal al Cd regul6 a la baja la
via Kiss1-Gnrh1 hipotalamica, lo que apoya o confirma molecularmente el retraso
en la pubertad confirmado por la SP y las bajas concentraciones de T.

ABSTRACT

The exposure to environmental pollutants such as heavy metals affect
human reproductive health. Cadmium (Cd) is a heavy metal widely used in
industries, which facilitates its incorporation into the environment and into the food
chain. The occupational and environmental exposure to this metal increases the
risk of disease in humans, even at an early age. Puberty has been reported to be
highly sensitive to Cd, causing its delay, decreased testosterone (T)
concentrations, hypogonadism, among other alterations. The hypothalamic-
pituitary-gonad axis (HPG) is responsible for the onset of puberty and some of the
determining and essential genes in the activation of this axis, and in the
maintenance of reproductive activity, are Kiss1, Kiss1r and Gnrh1, which they
code for kisspeptin, kisspeptin receptor, and for gonadotropin-releasing hormone,
respectively. Although the effects of Cd have been extensively studied in the
testis, there are few studies that determine the effect of Cd on the hypothalamus
and on the expression levels of genes involved with puberty. Objective. To
evaluate the expression of the hypothalamic Kiss7, Kiss1r and Gnrh1 genes in
male rats with delayed puberty due to cadmium exposure. Methods. Male rats
were randomly divided into four groups: two experimental groups, treated weekly
with 1.0 mg/Kg of CdClz intraperitoneally (ip), from postnatal day (PND) 1, to PND
35 and 49, respectively; and two control groups treated weekly with 100 pL of



saline solution ip from PND 1, to PND 35 and 49, respectively; Body weight and
height were recorded, the preputial separation (PS) was observed as an indicator
of the onset of puberty. At the end of the treatment, euthanasia was applied, and
the hypothalamus and testis were dissected. In the hypothalamus, the gene
expression of Kiss1, Kiss1r and Gnrh1 was evaluated by RT-qPCR and Cd was
quantified with atomic absorption spectrophotometry, with the testes and body
weight the gonadosomatic index was determined. In addition, blood samples were
collected for the quantification of Cd with atomic absorption spectrophotometry
and of T by ELISA. Results. The delay in puberty caused by Cd was confirmed;
the expression of the Kiss1, Kiss1r and Gnrh1 genes decreased in the
experimental subjects treated with Cd, mainly in the older ones. Conclusion.
Postnatal exposure to Cd down-regulated the hypothalamic Kiss7-Gnrh1
pathway, which supports or confirms molecularly the delayed puberty confirmed
by PS and low concentrations of T.
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ABREVIATURAS

AG
ARC
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AVPV
BPA
Ca
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CdCl;
cDNA
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DMH
DNA
DO
DPN
Dyn
E2
ELISA
EM
EPE
FSH
GABA
GnRH
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Acido desoxirribonucleico
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Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
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Hormona liberadora de gonadotropinas
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Estudios de asociacion de genoma completo
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Eje hipotalamo-hipofisis-testiculo

Intraperitoneal
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IP3
KNDy
Kp
Lep
LH
MeA
mRNA
MT
NKB
P4
Pb
PCR
PEN
POA
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RNA
ROS
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RT
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SNC
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SPN

TH
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Acido ribonucleico
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Retrotranscripcion

Desviacion estandar

Sistema nervioso central

Separacion prepucial

Semana posnatal

Testosterona

Tirosina hidroxilasa

Zinc
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1. INTRODUCCION

Todos los mamiferos placentarios presentan un periodo de maduracion
somatica y sexual entre la etapa juvenil y la etapa adulta, que inicia con el
incremento de la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
en el hipotalamo, este periodo se denomina pubertad (Stoker y cols., 2000;
Sanchez-Garrido y Tena-Sempere, 2013; Abreu y Kaiser, 2016) y es una etapa
critica en el desarrollo, donde se alcanza la capacidad reproductiva (Stoker y
cols., 2000). La existencia e influencia de factores externos e internos pueden
modificar el inicio y el curso de la pubertad (Castellano y Tena-Sempere, 2017).

En los ultimos anos, los problemas de salud reproductiva se han
incrementado drasticamente, en parte debido al agravamiento de la
contaminacion ambiental (Zhang y cols., 2019), a consecuencia del uso
indiscriminado de contaminantes industriales. Los metales pesados como plomo
(Pb), mercurio (Hg), arsénico (As) y cadmio (Cd), entre otros, son de los
contaminantes medioambientales mas extendidos y la exposicidn de los sistemas
biolégicos a estos metales puede provocar estrés oxidante, dafio al DNA,
modificacion de proteinas, peroxidacién de lipidos, entre otros (Wu y cols., 2016).
El Cd es ampliamente utilizado en las actividades industriales antropogénicas
(Bimonte y cols., 2021; Zhang y Reynolds, 2019; Wu y cols., 2017) y es uno de
los contaminantes mas comunes en los suelos, el agua y el aire (Tian y cols.,
2018); razdn suficiente para encontrarnos expuestos desde etapas tempranas de
la vida (Mead, 2010).

El Cd tiene efectos adversos en la reproduccion masculina, pues se ha
reportado que se acumula dentro del testiculo y el epididimo, produciendo efectos
negativos (Arteaga-Silva y cols., 2021). De igual manera, es capaz de afectar el
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Génada (HHG) durante la pubertad de especies como
la rata y el raton, afectando el control de varios procesos del desarrollo

dependientes de las gonadotropinas y de la testosterona (T) (Lamas y cols., 2017,
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Jiy cols., 2010; Lafuente, 2001), efectos que se han observado, de forma similar,
en humanos puberes (Interdonato y cols., 2015).

Se ha demostrado que el Cd afecta el inicio de la pubertad, las
concentraciones de T y los indicadores de pubertad, en la rata macho (Yiy cols.,
2021; Hernandez-Rodriguez y cols., 2021); sin embargo, debe destacarse que
se desconoce si las alteraciones en la pubertad causadas por el Cd pudieran
deberse, en parte, a modificaciones en la expresion de neuropéptidos, como la
kisspeptina (Kp) la cual se libera en el hipotalamo y rige la secrecion de GnRH.
La Kp, es codificada por el gen KISS1, tiene su efecto sobre las neuronas
secretoras de GnRH, codificada por el gen GNRH1, que presentan en su
membrana el receptor de Kp, codificado por KISSTR, el cual, en presencia de su
ligando, estimula la produccion y secrecion de la GnRH, esta sefalizacion es
necesaria para el inicio de la pubertad. Por consiguiente, en el presente trabajo
nos fijamos el objetivo de evaluar la expresion de los genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1
hipotalamicos en ratas Wistar (Raftus norvegicus) macho con retraso en la
pubertad por exposicion a Cd.

2. ANTECEDENTES

2.1. Pubertad

La pubertad es un evento de desarrollo complejo, dentro del conjunto de
cambios que conducen a la maduracién somatica y sexual del individuo, evento
durante el cual ocurren cambios endocrinos, morfoldgicos y fisiolégicos que
llevan a los individuos a alcanzar la madurez sexual y su funcion reproductiva
(Stoker y cols., 2000). Es controlada con suma precision, mediante una gran
cantidad de sefales genéticas y ambientales que afectan a los diferentes niveles
del eje HHG (Sanchez-Garrido y Tena-Sempere, 2013), por lo cual, si llega a
haber una alteracion en la interaccién de estas sefales, a menudo resulta en el

desarrollo inadecuado del eje reproductivo, lo que puede causar alteraciones en
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el inicio de la pubertad, ocasionando una pubertad precoz, tardia o ausente
(Castellano y Tena-Sempere, 2017).

La pubertad se inicia con la activacion del eje HHG (Abreu y Kaiser, 2016),
lo que conduce al desarrollo de los indicadores de pubertad en los roedores y de
las caracteristicas sexuales secundarias en los humanos. La pubertad, en las
ratas macho, inicia a partir del dia posnatal (DPN) 35 y se prolonga hasta el DPN
60 de vida (Ojeda y Skiner, 2005; Ji y cols., 2010; Picut y cols., 2018), mientras
que en los varones ocurre entre los 9 y 14 anos de edad (Tabla 1) (Becker y
Hesse, 2019). El momento de inicio de la pubertad comienza con la activacion
del eje HHG, a través de la secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica que conduce
a la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH) en la adenohipdfisis, que a su vez pueden estimular el desarrollo, la
estereidogénesis y la gametogénesis en las gonadas, consolidando la capacidad
reproductiva (Leka-Emiri y cols., 2017; Picut y cols., 2018; Howard, 2019).

Actualmente, se acepta que el generador de pulsos de la GnRH
hipotalamica impulsa la secrecion de gonadotropina basal o tonica, que es
responsable de la foliculogénesis, el mantenimiento del cuerpo luteo y la sintesis
de estradiol (E2) y progesterona (P4) ovaricos, en los individuos de sexo
femenino; y de mantener la espermatogénesis y la secrecion testicular de T, en
los individuos de sexo masculino (Plant y cols., 2015). Por otro lado, en el caso
de los roedores, ademas es necesario un componente hipotalamico adicional,
una senal neural que se origina en una region anterior del hipotalamo —en el
area preodptica (POA)—, la melatonina, la cual esta estrechamente relacionada
con los ciclos de luz-oscuridad y que junto con el generador de pulsos de GnRH
desencadenan el inicio de la pubertad. La seial neuronal circadiana se transmite
a la hipdfisis mediante una gran descarga de GnRH (Plant, 2015). Este no es el
caso para los primates, donde la pubertad tanto en machos como en hembras
puede lograrse con la sola estimulacion pulsatil de GnRH (Plant, 2015).

Antes del nacimiento, en los humanos, a la mitad de la gestacion, ocurre

una primera activacion del eje HHG en el feto y es posible detectar GhnRH en el
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hipotalamo fetal en la semana 15 de gestacion (Kuiri-Hanninen y cols., 2014). En
la rata, la actividad del eje HHG se encuentra desde el dia 14.5 de gestacion
(Tabla 1) (Picut y cols., 2017). Esta etapa gestacional ha sido reconocida como
un tipo de pubertad endocrina intrauterina (Figura 1) (Becker y Hesse, 2019), y
se silencia hacia el término de la gestacion debido a los efectos de
retroalimentacion negativa que median las hormonas placentarias; sin embargo,
esta restriccion se elimina al nacer, lo que provoca la reactivacion del eje y el
aumento de las concentracines de gonadotropinas conocido como minipubertad
(Tabla 1) (Kuiri-Hanninen y cols., 2014).

Tabla 1. Clasificacién y comparacion de la duracion de las pubertades endocrinas en el

ser humano y en la rata.

Pubertades endocrinas Humano Rata macho
' . Dia 14.5 de
1. Intrauterina Semanas 10-24 de gestacion! )
gestacion?

2. Posnatal o Semana 1 a los 3-4 afios en nifias'

. _ 6 horas?
minipubertad Semana 1 a los 4-6 meses en nifios!
3. Pubertad clasica o 8-13 anos en nifas, 9-14 en nifios; con Del dia posnatal
candnica una duracion variable de 3.5-4.5 afios' 33 al 607

"Becker y Hesse, 2019. 2Picut y cols., 2017

El siguiente periodo de activacion transitoria sexo-especifica del eje HHG
es conocido como minipubertad (Figura 1), y ocurre durantes los primeros seis
meses en el varon y durante los primeros afos en las nifias (Becker y Hesse,
2019). En el vardn, las concentraciones de LH, FSH y T se mantienen elevados
durante los primeros tres meses de vida y disminuyen hacia los seis meses; sin
embargo, en las nifas, las concentraciones de FSH y de E2 permanecen
elevados hasta los dos a cuatro afios (Becker y Hesse, 2019; Kuiri-Hanninen y
cols., 2014). La minipubertad juega un papel importante en el desarrollo de los
organos genitales; la T influye en el crecimiento del pene, en el numero de células
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de Sertoli y en la espermatogénesis; y también parece influir en la composicion
corporal, pues es probable que la T tenga un efecto sobre el indice de masa
corporal y el peso corporal de los nifios, asi como con la velocidad de crecimiento
en los primeros 6 meses de vida; ademas, la T también tiene efecto sobre las
funciones cognitivas (Becker y Hesse, 2019). En el caso de las nifias, las
concentraciones elevadas de gonadotropinas dan como resultado la maduracién
de los foliculos ovaricos y un aumento en la concentracion de E2 (Kuiri-Hanninen
y cols., 2014).

En el caso de la rata macho, la minipubertad ocurre durante las seis
primeras horas de nacimiento y la T es producida por las células de Leydig fetales
que son independientes de las gonadotropinas hasta el dia posnatal 10, cuando
esta condicién cambia (Picut y cols., 2017).

Minipubertad

Intrauterina I Infancia Pubertad

Nacimiento

Figura 1. Periodos de actividad del eje HHG. La actividad tiene comienzo en el desarrollo fetal
y cae hacia el nacimiento debido al efecto de las hormonas placentarias. Al nacer, el eje
hipotalamico-hipofisario vuelve a activarse en la llamada minipubertad. Después, la actividad
disminuye gradualmente y luego es baja durante la nifiez hasta su nueva reactivacion en la
pubertad. Tomado y modificado de Kuiri-Hanninen y cols., 2014.

2.1.1. Eje Hipotalamo-Hipo6fisis-Génada

En los mamiferos y otras especies, los factores reguladores de la
reproduccion se originan y/o se integran principalmente en el denominado eje
HHG (Pinilla y cols., 2012), en el que se desempefan papeles vitales en la
reproduccion y en la produccion de hormonas esteroides en ambos sexos. La

diferenciacion sexual, la maduracion de los 6rganos reproductivos, la secrecion
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de hormonas sexuales, la espermatogénesis en los machos y la ovogénesis en
las hembras, estan reguladas por diversas hormonas reproductivas del eje HHG
(Jiny Yang, 2014).

El eje HHG consta de tres niveles: el hipotalamo, la hipdfisis
(especificamente la hipofisis anterior o adenohipdfisis) y las gdénadas (testiculos
en los machos y ovarios en las hembras) (Figura 2); niveles que funcionan de
una forma integral y que dependen de la interaccion dinamica entre las sefiales
neuronales y hormonales que se originan en estas tres fuentes (Harter y cols.,
2018). La GnRH que se secreta en el hipotalamo, las gonadotropinas que se
secretan en la hipofisis y los esteroides sexuales, incluidos los estrogenos y los
andrdégenos secretrados en las gonadas, son los productos hormonales de este
eje (Jiny Yang, 2014).

Se ha demostrado, en estudios clasicos en primates, que iniciada la etapa
juvenil, la actividad del eje HHG cae en un largo periodo de quiescencia (o estado
de animacion suspendida), en donde el mMRNA que codifica para GnRH en el
hipotalamo es minimo en comparacién con la etapa adulta, en donde se presenta
una secrecion importante de GnRH. Esto ocurre aun cuando la distribucion y las
proyecciones hacia la eminencia media (EM) en la red neuronal de GnRH son
similares tanto en la etapa juvenil como adulta (Plant y cols., 2015). En contraste,
en las células gonaddtropas o gonadotropos (células adenohipofisarias que
producen y secretan las gonadotropinas), se observa poca actividad biosintética
de LH y FSH, asi como los niveles de mRNA de las subunidades 3 de las
gonadotropinas, los cuales son bajos en concordancia con los bajos niveles de
GnRH en circulacion en esta etapa del desarrollo (Plant y cols., 2015).

Las neuronas de GnRH de los primates juveniles presentan la maquinaria
celular y molecular necesaria para generar un estimulo hipofisiotrépico hacia los
gonadotropos. Sin embargo, se encuentran detenidas y es necesaria la
activacion de una entrada aferente de las neuronas de GnRH para que se active
e inicie la pubertad, es decir, todo el eje HHG se encuentra listo y no limita el
inicio de la pubertad (Plant, 2015). La pausa en la liberacion pulsatil de GnRH
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durante el desarrollo juvenil se puede conceptualizar como un "freno" o restriccion
prepuberal que, durante esta etapa de desarrollo, se coloca sobre el generador
de pulsos de GnRH en el nucleo arcuato (ARC) impidiendo su funcionamiento
(Perera y Plant, 1992). Este “freno” es, por supuesto, conceptual y puede estar
mediado por la aplicacién de sefiales inhibitorias al generador de pulsos, a la
pérdida de entradas estimulantes o a una combinacion de ambas y se podria
predecir que los cambios en la expresion génica en el hipotalamo son opuestos
a los que estan asociados con la activacion puberal del generador de pulsos de
GnRH (Plant, 2015).

Cuando llega el momento de la pubertad, el sistema de control que
gobierna el inicio de ésta, puede observarse en forma de dos interruptores: el
primero, apaga el generador de pulsos de GnRH activo en el infante para
garantizar el estado hipogonadotropico de la etapa juvenil; el segundo, reactiva
este mecanismo hipotalamico al finalizar el desarrollo juvenil y asi desencadena
la pubertad (Plant, 2015). Con respecto al segundo interruptor, se ha propuesto
un sistema central de seguimiento del crecimiento que, en su momento, permite
la reactivacion del generador de impulsos de GnRH, por lo tanto, la pubertad se
sincroniza con el desarrollo somatico del individuo. Esta funcion se ve reflejada
en el peso corporal y la talla, necesarias para esta etapa. Se propone que el
cerebro controla una sefial endocrina o metabdlica circulante que refleja el
desarrollo somatico y culmina con una sefal que permite el resurgimiento de una
pulsatilidad bien establecida de GnRH hipotalamica, justo en una etapa
apropiada del desarrollo somatico, este componente neuronal central que rastrea
la sefial somatica se ha conceptualizado como un "somatometro" (Plant et al.,
1989). Cabe resaltar, que este concepto surgié desde los afos 40 del siglo XX,
con el trabajo y las ideas de Frisch, quien propuso que en las nifias se debia
alcanzar cierta cantidad de masa grasa y masa magra, en lugar de una edad
critica, para que ocurra la menarquia (Frisch y Revelle, 1970; Frisch et al., 1973).
Estas ideas se vieron reforzadas en 1994 con el descubrimiento de la leptina
(Lep) (Zhang y cols., 1994), sin embargo, aunque la Lep tiene un papel permisivo
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sobre el eje HHG, tanto en la etapa puberal como en la edad adulta, no tiene un

papel desencadenante en el inicio de la secrecion de GnRH puberal (Plant, 2008).

@ Hipotalamo
X 7“,‘ I

( Kisspeptina)

( GnRH )

@ Hipéfisis Anterior

Espermatogénesis Ovogénesis

Figura 2. Reresentacion esquematica del eje hipotalamo-hipofisis-gonada (HHG). Consta
de tres niveles que funcionan de una forma integral y dependen de la interaccion dinamica entre
las sefiales neuronales y hormonales que se originan en las tres fuentes. Esquema creado con
BioRender.com.
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Otro mecanismo que se ha propuesto para el momento de inicio de la
pubertad es un “reloj” intrinseco cerebral, que se activa después del nacimiento
de acuerdo con una programacion de desarrollo especifico que va a permitir al
reloj avanzar y llevar un conteo del tiempo en el desarrollo del individuo. Sin
embargo, el desarrollo de los cambios peripuberales en los parametros
estructurales de la maduracion cerebral, como el volumen total del encéfalo y el
volumen de la materia gris, ocurre mucho antes en las nifias que en los nifios
(Giedd, 2008). Algunos de estos cambios estan asociados a cambios en el suefio,
particularmente en el suefio de ondas lentas (Colrain y Baker, 2011), hecho que
podria estar relacionado con el reinicio de la actividad del generador de pulsos
de GnRH (Plant, 2015).

La herencia genética, es otro precursor del inicio de la pubertad y de la
activacion del eje HHG, por ejemplo, la ocurrencia de la menarquia tanto
temprana como tardia, son rasgos que han sido reconocidos como heredables
(Plant y cols., 2015). Asi, el inicio de la pubertad esta relacionado tanto con los
cambios que ocurren a nivel cerebral, como la activacion neuronal hipotalamica
y con la herencia genética, sin embargo aun falta dilucidar su relacion exacta
(Plant, 2015).

2.2. Regulacion neural de la pubertad

La regulacion neural de la pubertad es un proceso dependiente de la
activacion de las neuronas hipotalamicas neurosecretoras de GnRH (Ojeda y
Skinner, 2005), que a su vez estan reguladas por la kispeptina (Kp), con un papel
altamente dominante en su activacién durante el proceso puberal —e incluso en
los procesos de activacion anteriores— y en su modulacién (directa o indirecta),
mediada por diversas sefales reguladoras, incluso de sefales metabdlicas
(Castellano y Tena-Sempere, 2017). Las aferencias activadoras de las neuronas
GnRH incluyen no solo entradas transinapticas, sino también factores
provenientes de células gliales (Ojeda y cols., 2006).
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Se han identificado las regiones hipotalamicas que estan implicadas en el
proceso puberal en roedores adultos, por ejemplo, la Kp se expresa en sélo unas
pocas regiones cerebrales, incluida una pequefia poblacidén en la amigdala media
(MeA) (Kim y cols., 2011) y dos poblaciones hipotalamicas mas grandes en el
nucleo anteroventral periventricular (AVPV) y en el ARC (Figura 3) (Gottsch y
cols., 2004; Kauffman y cols., 2007a). La poblacion AVPV es sexualmente
dimoérfica, presentandose con mayor densidad neuronal en los individuos de sexo
femenino (Kauffman y cols., 2007b), es importante sefialar que esta region
contiene varias otras subpoblaciones de neuronas dopaminérgicas, que
expresan la enzima tirosina hidroxilasa (TH) (Simerly y cols., 1997), y las que
expresan acido gamma-aminobutirico (GABA) y glutamato (Ottem y cols., 2004).
Por otro lado, el receptor a Kp se expresa predominantemente en en las neuronas
de GnRH del area predptica (POA) (Lee y cols., 1999, Herbison y cols., 2010)
(Irwig y cols., 2004) y en el ARC (Lee y cols., 1999).

La representacion de las vias aferentes neuronales que controlan la
pubertad como una red neuronal con una serie de modulos funcionales
entrelazados entre si, son de ayuda para la conceptualizacion de su
funcionamiento en las diferentes especies. Al hablar de una red neuronal muy
compleja, nos referirnos a aquella que integra muchas sefiales homeostaticas
internas y externas, que gobierna el inicio de la pubertad y, posteriormente, la
fertilidad. Dentro de esta red neuronal se encuentran, las neuronas de Kp, GnRH
y células gliales. Aunque la naturaleza precisa y los componentes de esta red
aun se siguen dilucidando, esta claro que las neuronas de GnRH son las células
de salida final de la red neuronal que controla la secrecion de gonadotropinas en
la hipofisis anterior en todos los mamiferos (Herbison, 2016).
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Figura 3. Circuito neural hipotalamico. En el nucleo anteroventral periventricular (AVPV) es
sexualmente dimorfico y contine una poblacion reducida de neuronas de Kp en el macho,
mientras que las neuronas KNDy se encuentran en una mayor proporcion en el nucleo arcuato
(ARC) y son las principales encargadas de estimular a las neuronas de GnRH en el area preoptica
(POA), desde donde se proyectan hacia la eminencia media (EM) para secretar GnRH hacia los
gonadotropos en la adenohipodfisis a través del sistema porta. Esquema creado con
BioRender.com.

2.2.1. Kisspeptina (Kiss1)

Se sabe que el control de las neuronas GnRH es multifactorial, y se ha
demostrado que numerosos neuropéptidos y neurotransmisores regulan la
secrecion de GnRH, sin embargo, la Kp se ha instituido en los ultimos afios como
la sefal reguladora fundamental, con un papel esencial en el control de la
pubertad y de los ciclos reproductuvos (Pinilla y cols., 2012). La Kp es un
neuropéptido crucial en la funcién del eje HHG y se ha encontrado que es
producida en dos poblaciones de neuronas ubicadas en el hipotalamo
(Castellano y Tena-Sempere,2017). Estas neuronas activan a las neuronas
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secretoras de la GnRH, actuando a través del receptor de Kp, en el hipotalamo
para estimular la secrecion de GnRH.

El gen supresor del cancer, KISS1, fue nombrado asi por el lugar donde
se descubrid, Hershey, Pensilvania, el hogar de los famosos Kisses® de Hershey
(Lee y cols., 1996; Lee y Welch, 1997). Sin embargo, se haria notar no so6lo por
su nombre, sino por sus funciones, sobre todo en el sistema reproductivo
(Gottsch y cols., 2009).

El gen que codifica para Kp es nombrado KISS7 en humanos y Kiss7 en
todos los demas animales, el receptor de Kiss1 fue primero nombrado como
GPR54, actualmente conocido en el mundo como KISSTR en humanos y Kiss1r
en todos los demas animales (Gottsch y cols., 2009). En los seres humanos, el
gen KISS1 se localiza en el cromosoma 1 y esta organizado en cuatro exones y
tres intrones (Pinilla y cols., 2012). En la rata Kiss7 se localiza en el cromosoma
13. La Kp es parte de una familia de neuropéptidos resultantes de la escision de
un péptido precursor (prepro-kisspeptina) de 145 aminoacidos (Pinilla y cols.,
2012; Ohtaki y cols., 2001; Lee y cols.,, 1996) y es activa en humanos,
predominantemente, como un péptido de 54 aminoacidos (Figura 4) (Pinilla y
cols., 2012; Ohtaki y cols., 2001).

Por otro lado, las interconexiones entre Kp y los axones de GnRH resultan
ser muy estrechas, ya que se han observado contactos axosomaticos, axodriticos
y axoaxonales (Kall6 y cols., 2012). Ademas, las neuronas GnRH expresan
KISS1R y son muy sensibles a la kisspeptina, y las fibras tanto de la Kp como de
la GnRH se encuentran en asociacidon extensa e intima dentro de la EM, por lo
que se ha sugerido que la secrecién de GnRH esta gobernada por Kp (Livadas y
Chrousos, 2016). Ademas, estudios en el hipotalamo de rata mostraron que los
niveles de Kiss1 aumentaron entre el DPN 1-20 y el DPN 30 en las hembras, y
entre el DPN 1-30 y el DPN 45 en los machos, seguido de una expresion
disminuida en la edad adulta, estos estudios demostraron que los aumentos en
los niveles de Kiss1 se correlacionan con el inicio de la pubertad (Navarro y cols.,
2004).
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Figura 4. Gen KISS1 y sus productos. Se generan diferentes kisspeptinas mediante escision
proteolitica que forman un precursor comun, prepro-kisspeptina. En el ser humano, el gen KISS1
esta compuesto por cuatro exones, siendo los dos primeros exones no codificantes. El precursor
de la kisspeptina humana (prepro-kisspeptina) contiene 145 aminoacidos, con un péptido sefal
de 19 aminoacidos y una region central de 54 aminoacidos, kisspeptina-54 (Kp-54; anteriormente
denominada metastina). Las formas de kisspeptinas de menor peso molecular incluyen Kp-14,
Kp-13 y Kp-10; el ultimo corresponde al tramo de 10 aminoacidos COOH-terminal comun que
contiene el motivo RF-amida que es suficiente para activar completamente a Kiss1r (Tomado de
Pinilla y cols., 2012).

COOH

Asimismo, se ha identificado la participacion de los genes KISS1y KISSTR
en el inicio o retraso de la pubertad, ya que al localizar alteraciones en su
secuencia se ha demostrado que causan una desincronizacion anormal de la
pubertad (Pinilla y cols., 2012; Arteaga-Silva y cols., 2015; Minabe y cols., 2019),
por lo que se sugiere que la senalizacion de Kp a través de su receptor, juega un
papel clave en la reproduccion, a través de la estimulacion directa sobre las
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neuronas GnRH, que a su vez estimula la liberacion de las gonadotropinas en
mamiferos, incluidos los humanos, primates, rumiantes y roedores.

Las dos poblaciones principales de neuronas de Kp en el hipotalamo, se
han caracterizado con detalle en roedores (Garcia-Galiano y cols., 2012). La Kp
fue descubierta y mapeada en el cerebro, especificamente dentro de las
neuronas ubicadas predominantemente en el ARC y el AVPV (Figura 5) que se
extiende hacia el nucleo periventricular (PEN) (Gottsch y cols., 2004), que ahora
es denominada region periventricular rostral del tercer ventriculo (RP3V) (de Croft
y cols., 2012). En el humano, las neuronas de Kp se encuentran en el nucleo
infundibular y el POA, que son analogas al ARC y RP3V de los roedores,
respectivamente (Rometo y cols., 2007).

Neurona Neurona
Kiss1
ss KNDy
(+ JI o
VL
Neurona i
GnRH

Gonadotropos

Figura 5. Representacion esquematica de la red neuronal Kiss1. Esta red gobierna la
secrecion de GnRH vy, por lo tanto, la funcién reproductiva. (Tomado y modificado de Pinilla y
cols., 2012).
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Se ha demostrado que la poblacion del ARC, coexpresa los neuropéptidos,
neuroquinina-B (NKB) y dinorfina (Dyn), que aparentemente operan como
correguladores de las neuronas de Kp y eventualmente como moduladores del
inicio de la pubertad (Lehman y cols., 2010; Navarro y cols., 2009) y para facilitar
la referencia, el nombre de este grupo celular fue abreviado como subpoblacién
‘KNDy” (Figura 6), creando un paronimo con “Candy”, en relacion también con
la nomenclatura de Kp que proviene de los Kisses® de Hershey’'s (Lehman vy
cols., 2010).

putoc,

Neuronas KNDy

Neuronas GnRH

4
%00 Pulsos de kisspeptina

e Kisspeptina

e = M

NK3R

Canal Ca%* 5

Ca?* Pulsos de GnRH

! Unién GAP AM

Figura 6. Representacion esquematica de un modelo de neuronas KNDy del ARC vy la posterior
secrecion de GnRH. La NKB secretada por las neuronas KNDy (verde) se une al receptor de
taquiquinina NK3 (NK3R) de manera autocrina/paracrina (1), desencadenando el influjo de Ca en
las neuronas KNDy que expresan NK3R (2). El Ca intracelular aumentado puede propagarse a
neuronas KNDy vecinas y células gliales (rojo) a través de uniones GAP, incluso si esas neuronas
no expresan NK3R (3). La propagacion del aumento de Ca intracelular daria como resultado una
descarga sincronizada en las neuronas KNDy que causaria la secrecion pulsatil de Kp (4). La
secrecion pulsatil de Kp resultante controla la secrecion pulsatil de GnRH en la eminencia media
(5) (Tomado y modificado de Uenoyama y cols., 2019).
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Por otro lado, los esteroides sexuales gonadales tienen una funcion
estimulante en las neuronas de Kp en el AVPV, pero inhiben las neuronas de Kp
en el ARC, funcionando como un mecanismo de retroalimentacion positiva y
negativa, respectivamente. La via neuroanatomica por la cual se logra esta
retroalimentacion también era desconocida, pues resulta que las neuronas de
GnRH en los mamiferos no expresan ninguno de los receptores para estrogenos
(Herbison y Theodosis 1992). Tiempo después del descubrimiento de la funcién
fundamental de la Kp sobre la reproduccion, se hipotetizé que los efectos de
retroalimentacion podrian estar mediados por las neuronas de Kp, por lo que a
través del analisis del mMRNA de Kiss7 en el ARC y en RP3V en respuesta a los
esteroides gonadales, se observo un efecto desregulacion, que ademas, resulto
ser diferencial en cada regién (Smith y cols., 2005), pues el E2 tuvo un efecto
estimulante en las neuronas de RP3V, mientras que inhibi6é a las neuronas del
ARC. Ademas, en hembras, en el momento de la elevacion de la LH
preovulatoria, la expresion de Kiss7 aumento en el RP3V y disminuyo6 en el ARC
(Smith y cols., 2006). Asi, se evidencio que las neuronas de Kp efectivamente
son las mediadoras de la retroalimentacion y, en la actualidad, se acepta que las
neuronas de Kp en el ARC actuan como el generador del pulso de GnRH (Harter
y cols., 2018).

2.2.2. Receptor de kisspeptina (Kiss1r)

Después del descubrimiento de la Kp, se descubrié un receptor de alta
afinidad a este neuropéptido e inicialmente fue conocido como receptor acoplado
a proteina G 54 (GPR54) (Lee y cols., 1999). Tiempo después se descubriria que
GPR54 y su ligando enddégeno, la Kp, son esenciales para la activacion vy
regulacion del eje HHG (Krsmanovic y cols., 2009). El gen GPR54 en humanos
codifica a un receptor acoplado a proteina G heptahelical de 398 aminoacidos
(Figura 7) con homologia con la galanina (aproximadamente con un 28-30% de
identidad de aminoacidos) y con familias de receptores opioides (Lee y cols.,
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1999). La region C-terminal de la Kp es responsable de la union al receptor. La
unidén de Kp o péptidos C-terminales a GPR54 conduce a la activacién de la
fosfolipasa C y un aumento en el inositol-(1,4,5)-trifosfato intracelular [Ins (1,4,5)
P3]y Ca?*, y la activacion de las vias de la proteina cinasa activada por mitdbgenos
ERK'y p38 (Kotani y cols., 2001; Stafford y cols., 2002). La amidacion C-terminal
es necesaria para que todos los péptidos estimulen el aumento de Ca?*
intracelular (Ohtaki y cols., 2001).

El receptor GPR54, fue renombrado tras el descubrimiento de la
importancia de la Kp en el eje reproductivo y por su importante papel en el circuito
neuronal reproductivo y es actualmente conocido como KISSTR en humanos y
Kiss1r en todos los demas animales (Gottsch y cols., 2009). Las mutaciones en
el gen KISS1R, en humanos, constituyen una causa rara de hipogonadismo
hipogonadotrépico congénito. Ademas, se han informado mutaciones graves (de
sentido erroneo, inserciones, deleciones, etc.) en diferentes poblaciones y en
pacientes de diferentes origenes étnicos con falla en la secrecion de GnRH, con
retraso de maduracion puberal y esterilidad (Moalla y cols., 2019).

>:k NH,
)_

Extracelular

Intracelular
7 7
L148S / R331X
G247del /.~ X339R

COOH

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura del receptor Kiss1r. Se muestra la
ubicacion de los sitios en donde las mutaciones causan hipogonadismo, con la “X” se sefiala un
codon de terminacion y “del” sefiala la ubicacion de una delecion que causan la terminacién
prematura del receptor (Tomado de Colledge, 2004).
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El receptor Kiss1r se expresa dentro del hipotalamo de los roedores
predominantemente en el POA (Lee y cols., 1999, Herbison y cols., 2010) en la
gran mayoria de las neuronas de GnRH (Irwig y cols., 2004) y también en el ARC
(Lee et al. 1999). Fuera del hipotalamo, el receptor se puede encontrar
consistentemente en el hipocampo (Lee y cols., 1999; Ohtaki y cols., 2001;
Herbison y cols., 2010).

2.2.3. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

La GnRH, fue aislada en 1971 y se conocié en un principio como hormona
liberadora de hormona leutinizante (LHRH), sin embargo, su existencia se postuld
desde 1955 por Geoffrey Harris, actualmente, se acepta que el generador de
pulsos de GnRH hipotalamico impulsa la secrecion de gonadotropina basal o
tonica, que es la responsable de la foliculogénesis, el mantenimiento del cuerpo
luteo y la sintesis de E2 y P4 ovaricos en las hembras y de mantener la
espermatogénesis y secrecion testicular de T en el macho (Plant et al., 2015).
Tres genes paralogos de GnRH (Gnrh1, Gnrh2 y Gnrh3) han surgido a través de
la duplicacion genomica durante los millones de afios del camino evolutivo de los
vertebrados y todos los vertebrados que retienen Gnrh1 usan sélo el decapéptido
GnRH-1 para controlar la fertilidad (Okubo y Nagahama, 2008).

En los seres humanos, el gen GnRH se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 8 (8p21-p11.2) y esta organizado en cuatro exones y tres intrones
(Seeburg y cols., 1987). El gen codifica una prohormona de 92 aminoacidos que
se escinde enzimaticamente y se modifica aun mas ya que se encuentra en los
granulos secretores. El precursor consta de: (a) un péptido senal (23
aminoacidos) que dirige el empaquetamiento y la secrecion intracelular, (b) el
decapéptido de GnRH, (c) un sitio de procesamiento proteolitico de tres
aminoacidos (Gly-Lys-Arg) y (d) una proteina asociada a GnRH (GAP) de 56
aminoacidos que se secreta junto con GnRH, pero cuya funcion aun no esta clara
(Maggi y cols., 2016).
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Se sabe, que un pequefio subconjunto de neuronas del hipotalamo es la
responsable de la sintesis de la GnRH. Ademas, que la forma de liberacion de
este neuropéptido es pulsatil y se libera en el sistema sanguineo porta hipofisario,
a través del cual viaja hacia la hipofisis anterior (Maggi y cols., 2016). Al unirse a
su receptor especifico (GnRHR) en los gonadotropos hipofisarios, la GnRH
estimula la biosintesis y la liberacion de las gonadotropinas LH y FSH, regulando
asi la gametogénesis y esteroidogénesis gonadal en ambos sexos (Conn y
Crowley, 1994; Millar, 2005). La pulsatilidad de la GnRH resulta fundamental
tanto para el mantenimiento de la expresion del gen de las gonadotropinas como
para el patron fisiologico de la secrecion de éstas (Maggi y cols., 2016).

Las neuronas de GnRH proyectan una o ambas de sus dendritas, que son
extremadamente largas, hacia la EM, donde luego se dividen en terminales
axonales cortas para permitir la secrecion de GnRH en la vasculatura porta
hipofisaria (Herde y Herbison, 2015). Estas proyecciones son de tipo dendritico,
ya que reciben entradas sinapticas, pero también de tipo axonal, ya que
conducen potenciales de accion a las terminales neurosecretoras de GnRH en la
EM (Iremonger y Herbinson, 2012). Puesto que operan con una funcion bivalente
como dendritas y axones mezclados ("dendrones") (Herde e Iremonger, 2013).
La liberacion pulsatil de GnRH hacia la EM es la responsable de impulsar la
secrecion pulsatil de gonadotropinas en todos los mamiferos (Herbison, 2016) y
hoy se sabe que el mecanismo por el cual las neuronas GnRH logran este patrén
de liberacion es gobernado por las neuronas de Kp.

La Kp también posee la capacidad de regular la transcripcién del gen
GNRH1 y la transcripcion del gen del receptor de GnRH (GNRHR). En ratas, se
descubrié que Otx2 es una proteina especifica regulada por Kp y que juega un
papel importante en la regulacion de la expresiéon de GnRH por Kp (Novaira y
cols., 2012). Se ha reportado, que la estimulacion de las neuronas GnRH con Kp
provoca la activacion del eje HHG y la secrecion de gonadotropinas en la
hipdfisis. Ademas, la expresion de Kp y de su receptor se incrementan durante la
pubertad en roedores y primates, asi, la administracion de Kp exdgena en
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animales machos y hembras es capaz de estimular la secreciéon de GnRH y

gonadotropinas y desencadenar la pubertad (Pinilla y cols., 2012).

2.3. Regulacion génica de la pubertad

Se sabe, gracias a estudios de asociacion de genoma completo (GWAS),
que en el ser humano, el momento del inicio de la pubertad normal puede variar
y esta influenciado por factores genéticos y ambientales. Los factores genéticos
representan, aproximadamente, entre el 50-75% de la variacion (Parent y cols.,
2003; Palmert y Hirschhorn, 2003; Towne y cols., 2005). Esto sugiere, que
algunos tipos de alteracion genética, como cambios en el numero de copias,
interacciones gen-gen y gen-ambiente mediadas epigenéticamente, pueden
ayudar a explicar la variabilidad en el inicio de la pubertad (Rzeczkowska y cols.,
2014).

Muchos genes han sido estudiados y relacionados con el inicio de la
pubertad, entre ellos GNRH1 que codifica para GnRH o TAC3R que codifica al
receptor de la NKB en los que se han identificado variantes que causan
hipogonadismo (Cousminer y cols., 2016). También, se ha sugerido que las
mutaciones de ganancia de funcién en los genes que codifican a la Kp y su
receptor, KISS1 y KISS1R, respectivamente, son causas de pubertad precoz
central (Leka-Emiri y cols.,2017). Ademas, una mutacidén encontrada en el gen
KISS1R, fue suficiente para causar hipogonadismo hipogonadotrépico en los
portadores (Seminara y cols., 2003), por lo que las variantes en la via de la Kp
pueden estar asociadas con alteraciones en la pubertad en algunos casos (Zhu
y cols., 2018).

Un ejemplo mas es la estimulacién de la secreciéon de Kp por NKB, que
estd documentada tanto en humanos como en animales, mediante la
administracion de un agonista de NKB y a través de la interaccion con su propio
receptor (NK3R), induce la expresion de KISS7 en las neuronas hipotalamicas,

mientras que esta funcion no se presenta en animales knockout para Kiss1,
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ademas las mutaciones humanas con pérdida de funcion del gen TAC3 que
codifica NKB o de su receptor TAC3R afectan el desarrollo puberal,
presentandose hipogonadismo hipogonadotrépico (Grachev y O'Byrne, 2014;
Yamamura y cols., 2015).

2.4. Desarrollo e indicadores de pubertad en la rata macho

Los indicadores de pubertad en la rata macho tienen lugar entre el DPN
42 y 49 (Ojeda y Skinner, 2005, Arteaga-Silva y cols., 2013), éstos incluyen
cambios fisioldgicos, tales como la maduracion de las espermatogonias, la
aparicion de espermatozoides, la separacion prepucial (SP), ademas de patrones
conductuales tales como el acicalamiento genital (AG) y las erecciones peneanas
espontaneas (EPE). 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 SP completa (Korenbrot ycols.,
1977; Hernandez-Gonzalez, 2000).

La SP es considerada un criterio determinante de la apariciéon de la
pubertad y puede ser utilizada para detectar compuestos endocrinos activos que
operan a través de una variedad de modos de accion en el organismo y se
encuentra incluido en la Serie Nivel 1 del Programa de Deteccion de Disruptores
Endocrinos (EDSP) de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de EE. UU.
(Stump y cols., 2014).

El AG consiste en el lamido de los testiculos, pene y regién 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 (Sachs ycols.,
1984; Moore, 1986; Hernandez-Gonzalez, 2000). La ocurrencia con que sucede
el AG es regulada por niveles hormonales de la LH y la T (Sachs ycols., 1984;
Moore, 1986). Las EPE son aquellas que ocurren en ratas peripuberales
hospedadas de forma individual o en grupo, pero en ausencia de estimulo

proveniente de una potencial pareja sexual (una hembra receptiva).
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Generalmente ocurren al final de un tren de AG y su pico de ocurrencia es
alrededor de los 47 dias de edad (Hernandez-Gonzalez, 2000).

Todas las manifestaciones fisiologicas y morfolégicas anteriormente
descritas durante la pubertad estan altamente influenciadas por las hormonas y
por factores ambientales (Stoker y cols., 2000; Garcia Rodriguez y Diaz Loving,

2011; Juarez Flores y cols., 2013; Hernandez-Rodriguez y cols., 2021).

2.5. Principales fuentes de contaminacion y exposicion al cadmio

La contaminacion por Cd se ha convertido en una preocupacion en los
paises industrializados y en los paises en vias de industrializacion, debido al
elevado ritmo de las actividades industriales, que son una de las principales
fuentes de produccion de Cd, misma que ha ido en aumento progresivo durante
décadas (de Angelis y cols., 2017).

La presencia de Cd y sus compuestos en el medio ambiente, es
consecuencia de procesos tanto naturales como antropogénicos. Entre las
fuentes naturales de Cd se incluyen: la actividad volcanica, el desgaste de rocas
por la intemperie, los aerosoles marinos, los incendios forestales y la movilizacién
de suelos (Faroon y cols., 2012). Como derivado de las actividades
antropogénicas, el Cd y sus compuestos, como el cloruro de Cd (CdCl»), el
acetato de Cd y el carbonato de Cd, se derivan de: baterias de niquel-Cd,
pigmentos, estabilizadores de plastico, pesticidas, fertilizantes, y dispositivos
fotovoltaicos; y de actividades como: el procesamiento del caucho, el proceso de
galvanizacion, la quema de combustibles fésiles y la incineracién de basura
(Faroony cols., 2012). Las particulas de Cd se transportan por el aire y se pueden
depositar en el suelo y el agua; las concentraciones medias totales de Cd en el
aire dependen de la proximidad a la fuente industrial y pueden oscilar entre 0.1
ng/m? en areas remotas y 100 ng/m? en la fuente de emision; el Cd también se
bioacumula en la materia organica al ingresar a la cadena alimenticia (IARC,
2012).
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La poblacion, en general, esta sujeta a la exposicion ambiental a
concentraciones relativamente bajas de Cd que se encuentran comunmente en
el medio ambiente, por otro lado, los profesionales que manipulan Cd en
actividades relacionadas con su trabajo estan sujetos a una exposicion
ocupacional a altas concentraciones (Faroon y cols., 2012). Entre la poblacién
expuesta al medio ambiente, los fumadores de tabaco son de los sujetos mas
expuestos, ya que las plantas de tabaco acumulan grandes cantidades de Cd en
sus hojas, por lo que el humo del tabaco es la principal fuente de Cd en este
sector de la poblacién (Faroon y cols., 2012). De hecho, se ha estimado que los
fumadores estan expuestos a aproximadamente 1.7 ug de Cd por cigarrillo, del
cual el 10% se inhala, por lo tanto, los fumadores absorben alrededor de 1-3 pg
de Cd al fumar una cajetilla de cigarrillos al dia; como consecuencia, las
concentraciones de Cd en los fumadores es de aproximadamente el doble que
en los no fumadores (Faroon y cols., 2012).

Los no fumadores estan expuestos al Cd por la ingesta en su dieta de
alimentos contaminados (especialmente en cereales, granos, verduras, papas,
etc.) y agua contaminada; de hecho, la ingesta de Cd en los vegetarianos es casi
del doble, en comparacion con los no vegetarianos (Faroon y cols., 2012). En la
mayoria de los paises, la ingesta diaria media de Cd procedente de los alimentos
se situa entre 0.1 y 0.4 pg/kg de peso corporal (IARC, 2012). La exposicidon
ocupacional se produce casi exclusivamente por inhalaciéon de vapores o polvos
contaminados con Cd y por ingesta a través de las manos contaminadas con
polvo. En los sujetos expuestos ocupacionalmente, la concentracion de Cd en
sangre puede ser de hasta 50 ug/L (Faroony cols., 2012; IARC, 2012).

2.6. Toxicidad del cadmio

Aunque el Cd juega un papel importante en la industria, es un metal téxico.
En el cuerpo humano, el exceso, por lo general conduce a una intoxicacion

cronica (Liy cols., 2017). Se ha catalogado al Cd como el séptimo metal pesado
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mas toxico que existe, segun la clasificacién de la Agencia para el Registro de
Sustancias Toéxicas y Enfermedades (ATDSR por sus siglas en inglés) (Agency
for Toxic Substance and Disease Registry, 2017).

La vida estimada del Cd dentro del organismo es muy larga, de 10 a 40
afnos en humanos, y la tasa de excresion es muy baja, ya que alrededor del
0.007% y el 0.009% de la carga corporal de Cd se excreta en la orina y en las
heces,por dia, respectivamente (Faroon y cols., 2012). En consecuencia, el Cd
se acumula progresivamente en el higado y en el riidn, que son los érganos
primarios de la toxicidad por Cd. Estos 6rganos, muestran los primeros efectos
de la intoxicacion por Cd. Sin embargo, los ovarios y la placenta; asi como los
testiculos, el epididimo, vesiculas seminales y el propio semen, pueden presentar
Cd (Nordberg, 2009; Akinloye y cols., 2006; Ronco y cols., 2005).

El Cd es capaz de ingresar al cuerpo humano por diferentes vias. Una de
ellas es a través del olfato, donde las particulas de Cd se transportan a lo largo
de las neuronas olfativas primarias y se acumula en el bulbo olfatorio
(Sunderman, 2001). También puede entrar y acumularse en los pulmones, pasar
a través de las células alveolares y llegar a la circulacion sanguinea (Oberdorster,
1992). La absorcién de Cd por ingestion de alimentos o agua, es otra de las vias
principales de entrada. Una vez que se encuentra en la membrana apical de los
enterocitos del intestino, el Cd es transportado por el transportador de metales
divalentes 1 (DMT1) (Bridges y Zalups, 2005).

Después de su absorcion a través del epitelio pulmonar o intestinal, el Cd
entra a la circulacion sistémica, de hecho, la concentracion de Cd en sangre sirve
como biomarcador para conocer el nivel de exposicion al Cd (Agency for Toxic
Substance and Disease Registry, 2017). El efecto de la exposicion al Cd es
estrictamente dependiente de la dosis: en dosis altas, el Cd puede provocar de
manera progresiva: dafio celular, muerte celular y falla organica. En dosis bajas,
puede modular mecanismos especificos sin mostrar una toxicidad celular

marcada (Lopez y cols., 2003; Pacini y cols., 2009).
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Desde fuera de las células, el Cd puede alterar la concentracion
intracelular de Ca, el cual es un mensajero intracelular universal y muy versatil
(Berridge y cols., 2000). Dentro de las células, el Cd desregula la sefializacion de
Ca ejerciendo efectos opuestos sobre las reservas internas de Ca, bloquea la
liberacion de Ca almacenado al inhibir la actividad del 1,4,5-trifosfato (IP3) y los
receptores de rianodina. Por otro lado, aumenta la concentracion de Ca
intracelular al promover la salida de Ca del reticulo sarcoplasmico (Choong vy
cols., 2014).

Cabe resaltar, que este metal también puede entrar en las neuronas, a
través de los canales de Ca activados por voltaje (Usai y cols., 1999) y provocar
una amplia gama de sintomas clinicos (Wang y Du, 2013).

Debido a la similitud de las propiedades quimicas entre el Cd y otros
metales esenciales, especialmente con el Ca, se facilita su entrada a la célula
(Choong y cols., 2014), la cual se produce tanto por transporte activo (sistemas
de eflujo mediado por ATPasa y endocitosis mediada por receptor) como por
transporte pasivo (canales y transportadores) (Thévenod, 2010). Una vez dentro
de la célula, la citotoxicidad inducida por Cd depende de factores como su
distribucion intracelular (nuclear o citoplasmatica) (Rani y cols., 2014). Se sabe
que el Cd afecta la proliferacién y diferenciacion celular, la progresion del ciclo
celular, la sintesis de DNA vy la apoptosis. Un efecto genomico negativo del Cd
es la inhibicion de la reparacion del DNA (Giaginis y cols., 2006), misma que es
una causa de inestabilidad genomica (Hartwig y cols., 2002), lo que contribuye a
procesos como: carcinogénesis, estrés oxidante, activacién de protooncogenes,
cambios en los patrones de metilacion del DNA y desregulacion de la expresion
génica (Joseph, 2009). A nivel celular, el Cd afecta la proliferacion, la
diferenciacion, los procesos de apoptosis y otras actividades fisiologicas de las
células; de entre todos estos mecanismos, la interferencia del Cd en los
mecanismos de reparacion del DNA, asi como la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), parecen ser las causas mas importantes de su
toxicidad celular (Branca y cols., 2018).
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2.7. Cadmio y pubertad

En adolescentes (de 12 a 14 afos) que vivian en una area contaminada
de Milazzo-Valle del Mela, en ltalia, que manifestaron bajo volumen testicular y
retraso en los caracteres sexuales secundarios (Interdonato y cols., 2015), de
entre las concentraciones de varios metales pesados que se midieron, soélo
mostraron niveles elevados los referentes a Cd, lo que sugiere que el aumento
de Cd afecta el eje HHG en los varones y retrasa la pubertad (Interdonato y cols.,
2014). Asi, se ha observado que el aumento de las concentraciones de Cd
provoca cambios notables en las edades puberales, determinadas con las etapas
de Tanner para la edad cronoldgica. En donde se observa una reduccion del
volumen testicular y los niveles de T (Interdonato y cols., 2015). En ratas macho
Wistar puberes, del DPN 35 a 49 se ha demostrado que el Cd afecta el control
de varios procesos del desarrollo dependientes de FSH, LH y de T (Lamas y cols.,
2017). Ademas, puede aumentar la permeabilidad de Ila barrera
hematoencefalica y puede causar efectos neurotoxicos probablemente debido a
alteraciones bioquimicas en las células y cambios funcionales en el sistema
nervioso central (SNC) (Lafuente y cols., 2001; 2004).

Estudios clasicos sugieren que los gonadotropos de ratas y de monos son
altamente sensibles al Cd (Allanson y Deanesly, 1962; Girod, 1964; Lafuente,
2013). Ademas, se sabe que el Cd podria interactuar con el Pb en el retraso de
la aparicion y/o progresion de la pubertad, mediante la reduccion de las
concentraciones séricas de inhibina B en edades peripuberales (Gollenberg y
cols., 2010).

Por otro lado, se ha reportado en algunos estudios, que el Cd es capaz de
alterar la frecuencia de secrecion y la vida media de la LH en ratas macho
puberes (Lafuente y cols., 1999). Ademas, se sabe que dosis de 1 mg/kg de Cd
en ratones CD-1 durante la exposicién puberal de 35 dias de vida, disminuye,
tanto el peso de los testiculos, como la concentracion de T (Jiy cols., 2010). Otros

estudios realizados en animales puberes con administraciones de 1 a 5 mg/Kg
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de Cd en periodos de hasta un mes, han demostrado, ademas de la disminucion
en la concentracion de T, disminucion del volumen testicular y del epididimo
(Djuric y cols., 2015; Elmallah y cols., 2017).

En un estudio de los efectos del Cd en el descenso testicular y los
marcadores de pubertad como lo es la SP, en las crias machos de rata Wistar
tratados con 1 mg/Kg de Cd desde el nacimiento hasta la pubertad (35 y 49 DPN),
reportd un retraso en el inicio de los marcadores de pubertad y una caida en los
pesos de los 6rganos reproductores. Ademas, el Cd indujo efectos diferenciales
sobre el sistema redox en 6rganos reproductivos y concentraciones bajas de T,
concluyendo que estos efectos juegan un papel fundamental en el retraso del
inicio de los marcadores de la pubertad (Hernandez- Rodriguez y cols., 2021),
afectando el desarrollo y madurez sexual de las ratas macho.

3. JUSTIFICACION

En la actualidad, uno de los grandes problemas que afectan la humanidad
es la crisis por la contaminacion. Las actividades antropogénicas han hecho
estragos en el medio ambiente y, en consecuencia, se ha afectado a la salud en
general. Si bien, se han reconocido varios contaminantes ambientales con
efectos nocivos en el inicio de la pubertad, los metales pesados como el Cd se
bioacumulan y puede alterar la funcién del eje HHG, lo cual acarrea graves
consecuencias en la reproduccién y en el desarrollo del individuo. Diversos
estudios en animales y humanos demuestran que el Cd puede afectar de manera
importante la salud reproductiva; sin embargo, aun quedan varias interrogantes
que responder.

Tomando en consideracion que aun no es claro el efecto del Cd sobre la
expresion de genes en el hipotalamo que regulan el inicio de la pubertad, este
trabajo se centra en analizar la expresion diferencial de los genes Kiss1, Kiss1ry
Gnrh1 hipotalamicos en ratas macho con retraso en la pubertad por exposicion a
Cd. Estos hallazgos proporcionaran datos de como el circuito neuronal
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hipotalamico puede ser modificado por contaminantes ambientales como el Cd,
comprometiendo la salud reproductiva y la fertilidad del individuo.

Con este tipo de investigaciones en este campo del conocimiento,
creemos que se puede contribuir a la sensibilizacion contra el uso indiscriminado
del Cd en la idustria y a la importancia de frenar la contaminacion del medio
ambiente; y, por otro lado, a generar conocimiento sobre como el Cd, pudiera
interferir en la expresion de genes cruciales en el inicio de la pubertad y su posible
relacién con el retraso en la pubertad, o que puede repercutir en edad adulta en
problemas reproductivos.

4. HIPOTESIS

La exposicidn posnatal al Cd en las ratas macho afectara la expresion de
los genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1 hipotalamicos, contribuyendo con el consecuente
retraso de la pubertad.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la expresion de los genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1 hipotalamicos en ratas
macho con retraso en la pubertad por exposicién a cadmio.

5.2. Objetivos especificos

En ratas macho:
e Confirmar el efecto del Cd sobre los indicadores de pubertad.
e Determinar el efecto del Cd sobre la somatometria testicular.
e Analizar la concentracion de testosterona sérica.
e Analizar la bioacumulacion de Cd en el tejido hipotalamico y sanguineo.
e Determinar el efecto del Cd en la expresion de los genes Kiss1, Kiss1ry
Gnrh1 hipotalamicos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estrategia metodolégica

Ratas Wistar macho fueron separadas al azar, desde el nacimiento, en
cuatro grupos de 6 individuos, cada uno. En el grupo 1 y 2, los sujetos
experimentales fueron llevados hasta el dia posnatal (DPN) 35 y fueron
separados en control y tratados, respectivamente. En el grupo 3 y 4, los sujetos
experimentales fueron llevados hasta el DPN 49 y fueron separados en control y
tratados, respectivamente. A los grupos controles se les administré solucion
salina y a los grupos tratados 1.0 mg/kg de CdCly, por via intraperitoneal (ip), en
intervalos semanales, desde el DPN1. Durante el tratamiento se observd
semanalmente la SP para determinar el inicio de la pubertad, ademas del peso y
la talla de los animales. Una vez que los sujetos experimentales cumplieron la
edad determinada en cada uno de sus grupos, se aplico eutanasia por
decapitacion y se colectaron sangre, hipotalamos y testiculos. La sangre se uso
para extraer el suero y determinar la concentracion de T mediante ELISA, y para
cuantificacion de Cd mediante espectrofotometria de absorcion atdmica, los
hipotalamos se usaron para determinar la expresion de los genes Kiss1, Kiss1ry
Gnrh1, mediante RT-gPCR y para cuantificacion de Cd por espectrofotometria
de absorcion atdbmica; y en los testiculos se midié su peso, su largo y ancho, para
calcular el volumen testicular y el indice gonasomatico, tal y como se observa en

la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama metodolégico. Se muestra como se dividieron los sujetos experimentales
en cuatro grupos, el tratamiento y el resto de la estrategia metodoldgica que se siguié para
completar los objetivos del estudio.

6.2. Sujetos experimentales

Ratas hembra de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de la UMADI de la
DCBS de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, de cuatro
meses de edad, con un parto previo y en estro natural, fueron colocadas en
presencia de un macho sexualmente experto y se les permitié copular libremente.
Posteriormente se revisé la presencia del tapdn vaginal para asegurar que hubo
eyaculacion, a este dia se le design6 como el dia 0 de gestacion. A cada una de
las hembras se le separé en una caja individual y fueron mantenidas en las

siguientes condiciones: ciclos invertidos de luz-oscuridad de 12:12 horas (luz de

-4 -



8:00 h a 20:00 h), con temperatura ambiente constante (24 °C) y con acceso ad
libitum a comida (Purina®, Rodent Laboratory Chow) y agua.

En los dias cercanos al término de la gestacion, se revisaron a las hembras una
vez al dia, poniendo particular atencién a la hora del nacimiento de las crias. Al
nacimiento, las crias fueron separadas por género (sexadas) y pesadas. Los
machos fueron separados en diferentes grupos y se mantuvieron con sus madres
en las mismas condiciones ambientales que las hembras cuando se encontraban
gestantes. Se destetaron a los 21 dias, posteriormente fueron colocados en
jaulas colectivas, en las mismas condiciones en las que fueron mantenidos en su
infancia.

Cabe hacer mencién, que todos los protocolos se realizaron con apego a lo
estipulado en los lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, la
docencia y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, aprobados por el
“Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Bioterio de la UAM” y la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 denominada "Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio".

6.3. Tratamiento

Para el esquema de administracién del tratamiento, nos basamos en las
etapas criticas del desarrollo posnatal de la rata, mismo que se compone por
cinco periodos: neonatal, infantil, juvenil, peripuberal y madurez sexual; cada uno
de los cuales tiene un cierto grado de sensibilidad a la exposicion a disruptores
endocrinos (Picut y cols., 2018), el presente trabajo se desarrollé hasta la etapa
peripuberal. Se us6 una dosis de 1.0 mg/kg de CdCl2, que fue probada con
anterioridad por Hernandez-Rodriguez y cols. (2021) y que causo el retraso de
los indicadores de la pubertad en la rata macho, misma que en este trabajo fue

administrada en intervalos semanales —mismos que abarcan cada una de las
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etapas criticas de desarrollo-. La dosis no debe llegar a ser téxica, ni a interferir

con el desarrollo de los sujetos de experimentales.

Las dosis que se usaron son las siguientes:
e Controles: 100 yL de solucion salina, administrada por via ip en intervalos
semanales, desde el dia uno posnatal y hasta el dia de la eutanasia.
e Tratados: 1.0 mg/kg de CdCly, disuelto en 100 pyL de solucién salina,
administradas por via ip en intervalos semanales, desde el dia uno

posnatal y hasta el dia de la eutanasia.

6.4. Asignacién de grupos y administracion del tratamiento

Las crias macho, al nacimiento, fueron asignadas al azar a cada uno de
los siguientes cuatro grupos, para la administracion del tratamiento en intervalos
semanales:

e Grupo 1 = Control, inyeccion ip de solucién salina semanal a 6 machos
hasta los 35 dias de vida.

e Grupo 2 = Tratado, inyeccion ip de 1.0 mg/kg de CdCl. semanal a 6
machos hasta los 35 dias de vida.

e Grupo 3 = Control, inyeccion ip de solucién salina semanal a 6 machos
hasta los 49 dias de vida.

e Grupo 4 = Tratado, inyeccion ip de 1.0 mg/kg de CdCl. semanal a 6
machos hasta los 49 dias de vida.

6.5. Separacion prepucial

Los sujetos de cada uno de los grupos, correspondientes a grupo control
o tratado, fueron pesados, medidos y posteriormente inyectados en el esquema
ya descrito. Durante el periodo de administracion se observo y registré el
momento de la SP, como indicador de pubertad. Ademas, se llevé un seguimiento
de pesos y tallas para el posterior calculo del indice gonadosomatico.
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6.6. Analisis de los parametros somatomeétricos

Previo a la eutanasia y con los sujetos experimentales sedados, se
procedié a pesarlos y medirlos, de la punta de la nariz a la punta de la cola. Para
el analisis somatométrico testicular, se llevo a cabo la eutanasia a los sujetos en
cuanto terminaron el tratamiento, de uno en uno, se decapitaron en la guillotina,
la cual se dejé perfectamente limpia entre cada uno de ellos, y se mantuvieron
distantes al grupo para que las demas ratas no percibieran el olor a la sangre y
el peligro. Posteriormente, se disecaron los testiculos, se pesé el testiculo
derecho de cada animal, fue medida su longitud, se midié el ancho v,
posteriormente, se calculé el volumen testicular (VT) mediante la formula
propuesta por Lambert, la cual considera al testiculo como un elipsoide rotacional
en el que dos de sus ejes son iguales, y la razén entre la longitud y el ancho es
fija (Chipkevitch y cols., 1996; Chin y cols., 1998):

VT = 0.71 = (L = A?)

En donde:
L= longitud del testiculo (cm).
A = ancho del testiculo (cm).

También se determiné el indice gonadosomatico, como una relacion entre
el peso corporal del sujeto experimental y el peso del testiculo, para analizar el
efecto del esquema administrado de CdCl; sobre los sujetos experimentales.

Para tal fin se utilizé la siguiente férmula, tomadas de Paramanik y cols., 2018:

Peso de los testiculos

indice gonadosomatico = * 100
Peso corporal

El analisis de los indicadores de desarrollo y de pubertad, de los

parametros somatométricos, junto con la concentracion sérica de T, fueron
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cruciales para la determinacién de la dosis que cumplia con los requerimientos

del proyecto.

6.7. Obtencion de las muestras de hipotalamo

Se aplico eutanasia por decapitacidn a los sujetos experimentales, una vez
cumplidos los tiempos de edad y tratamiento. Se procedio a colectar la sangre en
tubos BD Vacutainer® con EDTA K2 (REF 368171) para guardar la sangre
destinada a cuantificacién de Cd y en tubos BD Vacutainer® SST™ para suero
con gel separador (REF 368159) para la obtencién del suero sanguineo
destinado a cuantificacidén de testosterona.

La sangre en tubos BD Vacutainer® SST™ para suero con gel separador
(REF 368159) se centrifugaron a 2,500 r.p.m. durante 10 minutos para separar
el suero y se hicieron alicuotas de 400 pL, las cuales se guardaron en
congelacion a -20 °C para el posterior analisis de la concentracion de T sérica.
Para la cuantificacion de Cd en tejido hipotalamico, se disecaron los hipotalamos
y fueron colocados en tubos de ensaye de polipropileno, previamente tratados
con acido nitrico, se etiquetaron y se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta
el dia de la cuantificacion.

En el caso de los tejidos hipotalamicos destinados a analisis de RT-gPCR,
se realizd eutanasia por decapitacion sin sedacidén y se disecaron los
hipotalamos, se congelaron en hielo seco y se conservaron en microtubos
Eppendorf® de 1.5 mL a -80 °C hasta el dia de la extraccion de RNA total.

6.8. Determinacién de testosterona en suero sanguineo

La determinacion de la concentracion de testosterona en suero sanguineo
se realizé mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), se
empled un kit comercial Testosterone ELISA (REF EIA-1559) de DRG®
International, Inc., USA. La placa multipocillos se encuentra forrada con
anticuerpo monoclonal anti-T. La T libre endégena de cada una de las muestras
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competira con un conjugado de T-peroxidasa de rabano para unirse al anticuerpo
que recubre la placa. Después de la incubacién, el conjugado no unido se elimina
mediante lavado. La cantidad de conjugado de peroxidasa unida es inversamente
proporcional a la concentracion de T libre en la muestra. Después de la adicién
de la solucion de sustrato, la intensidad del color desarrollado sera inversamente
proporcional a la concentracion de T libre en la muestra.

Se procedi6 a descongelar el suero sanguineo de los sujetos
experimentales —previamente obtenido, mediante los métodos antes expuestos—,
a temperatura ambiente; asimismo, se procedié a poner el kit a temperatura
ambiente, para poder comenzar el ensayo. En la placa multipocillos forrada con
anticuerpo monoclonal anti-T, proporcionada por el fabricante, se procedié a
cargar 25 pL de las soluciones estandar (0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 6.0 y 16.0 ng/mL de
T), por duplicado, para la construccién de la curva estandar. Se prosigui6 a cargar
25 pL de muestra de suero por cada sujeto experimental, de cada uno de los
grupos, por cada uno de los pocillos, por duplicado; se continu6 a dispensar 200
WL de Enzyme Conjugate a cada uno de los pocillos, se mezclo durante 10 sy se
dej6é incubar durante 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
sacudieron enérgicamente los pocillos para verter su contenido y se continuo con
su lavado, agregando 300 pL de Wash Solution a cada pocillo, por tres
repeticiones; una vez terminados los lavados, se dio un golpe seco a la placa
sobre papel absorbente, para eliminar las gotas residuales que pudieron quedar.
El siguiente paso fue agregar 200 yL de Substrate Solution a cada pocillo y se
dej6 incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion enzimatica
fue detenida mediante la adicion de 100 uL de Stop Solution a cada uno de los
pocillos.

La densidad optica (DO) de la solucién en cada pocillo fue determinada
mediante un espectrofotdbmetro para multiplacas Multiskan™ GO
ThermoScientific™ a 450 nm, dentro de los 10 min posteriores a la adicién de la
Stop Solution. Los resultados fueron calculados mediante una curva estandar en
Excel®.
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6.9. Cuantificacion de Cd en el hipotalamo

Para la cuantificacion de la concentracion de Cd en hipotalamo, a cada
una de las muestras de tejido previamente conservadas en tubos de
polipropileno, se les agrego una porcion de X5 volumenes de acido nitrico, con
respecto al peso de tejido, para llevarse a cabo la digestion durante 7 dias,
posteriormente, se tomd una alicuota de la digestion y se diluyo de la siguiente
manera: a) controles, dilucion 1:20 v/v (50 pL de la digestién y 950 yL de acido
de curva), y b) tratamientos 1.0 mg/kg CdCl2 en una dilucion 1:50 v/v con acido
de curva (20 yL de la digestion y 980 uL de acido de curva), para realizar las
lecturas en el espectrofotometro de absorcién atomica. Todos los datos fueron
registrados y transformados de acuerdo con el factor de dilucion empleado. Para
cada analisis, se utilizd6 una curva de calibracion construida con valores
conocidos (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 pg/L), y con un estandar de control de calidad
conocido para Cd (GFAA Stock mix standard, 5 pg/mL), que fue determinado al
inicio y final de la corrida de las muestras, para optimizar las condiciones y
validacion de los resultados. El contenido de Cd se expresé como ug de Cd/g de
tejido humedo. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro de absorcion
atomica (Perkin-Elmer®, Modelo Aanalyst 600; Norwalk, CT, USA), mediante
espectrofotometria de absorcion atomica con un horno de grafito y un

automuestreador.

6.10. Analisis de la expresion del mRNA de los genes Kiss1, Kiss1ry
Gnrh1
Extracciéon de RNA total, retrotranscripcion y qPCR

Los hipotalamos, previamente disecados, fueron homogenizados a mano
con pistilo para moler tejidos y se lisaron con QIAzol™ para, posteriormente,
continuar con la extraccion de RNA con un kit comercial RNeasy® de QIAGEN®,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron resuspendidas en

30 pL de agua grado biologia molecular. La pureza y cuantificacion de las
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muestras se realizé por medio de espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific™) al medir la densidad optica a 260 nm. La integridad fue evaluada
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.0 %. Las reacciones de RT se
realizaron con un kit comercial TagMan™ Reverse Transcription Reagents
(ThermoFisher® Scientific N8080234), 100 ng/uL de mRNA, 2.0 yL de RTBuffer
(10x), 1.4 yL MgCI2 (25 mM), 4.0 uyL dNTPs (10 mM), 1.0 yL Oligo DT+16 (50 pM),
1.0 pL inhibidor de RNasa (20 U/uL) y 1.0 pL MultiScribe RT (50U/uL) y H20dd a
un volumen total de 20 yL. Las condiciones del termociclador fueron a 65 °C
durante 5 min, 4 °C a 2 min, 37 °C durante 30 min, 95 °C a5 miny 4 °C. El cDNA

se almacend a -20 °C.

Por otra parte, las reacciones de qPCR fueron realizadas con kit TagMan®
Gene Expression Master Mix de Applied Biosystems® agregando 5 uL de Master
mix, 0.5 yL sonda Tagman (especifica al gen de interés), 2 pyL del producto de
RT y H20 dd (libre de nucleasas) a un volumen total de 10 pL. Las reacciones
fueron evaluadas en un termociclador Applied Biosystems StepOne™ Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific Inc.) en las siguientes condiciones: 95 °C
a 10 min, 40 ciclos de 95 °C a 15 seg y 60 °C a 1 min.

Con la amplificacion obtuvimos el parametro Ct (ciclo umbral). Este valor
es el ciclo de amplificacidn, en el que se detecta un aumento significativo de la
fluorescencia, coincidiendo en el valor “threshold”. La expresion génica relativa
del RNA se determiné con el método comparativo Fold change: 224CT que
permitié comparar la cantidad del control endégeno, en nuestro caso Gapdh, con
respecto a la del gen de interés.

Tabla 2. Nombre, numeros de catalogo e ID de las sondas utilizadas para la presente

investigacion.

Catilogo Gen Descripcion

4331182 Kissl TagMan Gene Expression Assay (FAM)
Target species: Rat
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ID: Rn00710914 ml

4331182 KissIr TagMan Gene Expression Assay (FAM)
Target species: Rat

ID: Rn00576940 ml

4331182 Gnrhl TagMan Gene Expression Assay (FAM)
Target species: Rat

ID: Rn00562754 ml

4331182 Gapdh TagMan Gene Expression Assay (FAM)
Target species: Rat

ID: Rn01775763 gl

6.11. Analisis estadistico

Todos los datos son presentados como la media + desviacién estandar
(SD). La significacion estadistica para la SP se analizé mediante una t de Student
no pareada, el resto se analizé usando un ANOVA de dos vias con prueba de
comparaciones multiples post hoc de Tukey. Los analisis estadisticos se
realizaron con el paquete estadistico GraphPad Prism® (version 9.0, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Los valores de p < 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

7. RESULTADOS

7.1. Separacioén prepucial

Al comparar el efecto del Cd sobre la SP y relacionarla con el peso corporal
al momento de la observacién, se observo el retraso de la SP de los sujetos
experimentales tratados con Cd, pues al DPN 49 se encontro un retraso de una
semana en la SP, en comparacion con su grupo control, lo que puede observarse
en el peso corporal que fue mayor en los sujetos tratados que en los sujetos
controles. Cabe mencionar que no fue posible observar la SP en los grupos del
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DPN 35, debido a que se les aplico la eutanasia antes del momento de ocurrencia
de la SP (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del Cd sobre la SP y el peso corporal al momento de la observacion, al DPN 49.
Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 6 animales por grupo. Se
realizd una t de Student no pareada para observar la significancia.*** p < 0.0001.

7.2. Analisis de los parametros somatomeétricos

En cuanto al efecto del Cd sobre el peso corporal se encontraron
diferencias significativas al DPN 49 al comparar entre tratados y controles. De
igual forma ocurrié al comparar entre grupos controles, en donde el mayor
incremento ocurre al DPN49 cuando el peso casi se duplicd; algo similar ocurrié
al comparar entre los grupos tratados, en donde el mayor incremento ocurre en
el grupo de mayor edad, lo que es correspondiente al crecimiento somatico de
los individuos (Figura 10A).

En el caso de la talla, se mostraron diferencias entre los grupos para
ambas edades, al comparar los sujetos tratados con sus respectivos controles;
al hacer la comparacién entre controles, se observaron diferencias significativas
en el grupo de mayor edad; lo mismo ocurrié al compararse entre los grupos

tratados, lo que corresponde al crecimiento de los individuos (Figura 10B).
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Figura 10. Peso corporal (A) y talla (B) de los sujetos experimentales al DPN 35 y al DPN 49.
Cada columna representa la media + desviacién estandar (x = SD), n = 6 animales por grupo. Se
realiz6 un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples post hoc de
Tukey,*** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.05.

Al observar el efecto del Cd sobre el peso testicular, encontramos
diferencias significativas al DPN 49 en el grupo tratado, ya que el peso disminuy6
a valores por debajo de la mitad respecto a su control; lo mismo ocurrio al
compararse los sujetos controles, en donde se observa un incremento en el
grupo de mayor edad. Esto mismo ocurre al compararse los grupos tratados, sin
embargo, el peso es mayor al DNP 35 (Figura 11A).

En cuanto al volumen testicular, al DPN 49 observamos diferencias

significativas en el grupo tratado respecto de su grupo control; lo mismo ocurrio
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al compararse entre controles, pues hay un incremento pronunciado al DPN 49,
respecto al DPN35 que corresponde al crecimiento testicular, dado por la edad

de los sujetos (Figura 11B).
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Figura 11. Efecto del Cd sobre el peso (A) y el volumen testicular (B) al DPN 35 y al DPN 49.
Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 6 animales por grupo. Se
realiz6 un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples post hoc de
Tukey,**** p < 0.0001, * p < 0.05.

Al visualizar los efectos del Cd sobre el indice gonadosomatico,
encontramos diferencias significativas al DPN 49 en el grupo tratado, pues el
valor del indice disminuyé en comparacion con su grupo control; al compararse
entre controles, encontramos diferencias significativas, pues hay un incremento

al DPN49. Al comparar entre los grupos tratados, se observa un efecto mas
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pronunciado al DPN 49, pues el indice disminuyo6 con respecto al DPN35 (Figura
12).
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Figura 12. Efecto del Cd sobre el indice gonadosomatico al DPN 35 y al DPN 49. Cada columna
representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 6 animales por grupo. Se realizé un
ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples post hoc de Tukey,****
p < 0.0001.

7.3. Concentracion de testosterona en suero sanguineo

En relacion con los efectos del Cd en las concentraciones séricas de T, al
DPN 35 se observa una tendencia a la baja en el grupo tratado, aunque no se
encontraron diferencias significativas con su grupo control. Al DPN 49, se mostro
un claro descenso de sus valores, al compararse los sujetos tratados con su
respectivo grupo control. Al compararse entre controles se observa un claro
incremento al DPN 49 respecto al DPN 35; lo mismo ocurre al compararse entre
los grupos tratados, en donde se encontraron diferencias significativas, pues se
presenta mayor concentracion sérica de T al DPN 49 (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del Cd sobre las concentraciones séricas de testosterona al DPN 35 y al DPN
49. Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 6 animales por grupo.

Se realizé un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples post hoc
de Tukey, **** p <0.0001, * p<0.5.

7.4. Cuantificacién de Cd en el hipotalamo y sangre

Al observar los valores referentes a las concentraciones de Cd en el tejido
hipotalamico, al DPN 35 se observé claramente que la concentracion fue mayor
en el grupo tratado respecto a su grupo control, por lo que encontramos
diferencias significativas. Lo mismo ocurrié al DPN 49, pues las concentraciones
del grupo tratado tuvieron mayores concentraciones de Cd en comparacién con
el grupo control. Al compararse los grupos tratados, se encontraron diferencias
significativas al DPN 49 con concentraciones mayores de Cd (Figura 14A).

Asimismo, las concentraciones de Cd en sangre del grupo tratado al DPN
35 presentd diferencias significativas con su grupo control. Esto mismo ocurrio
entre los grupos al DPN 49; ademas, al comparar entre los grupos tratados, se
encontré que al DPN 49 se observo un incrementd en la concentracion de Cd
respecto al DPN 35 (Figura 14B).
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Figura 14. Concentraciones de Cd en tejido hipotalamico (A) y sanguineo (B) al DPN 35 y al DPN
49. Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 6 animales por grupo.
Se realizé un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples post hoc
de Tukey, **** p < 0.0001, ** p < 0.01.

7.5. Expresion relativa del mRNA de los genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1

En el analisis de la expresion relativa del mMRNA del gen Kiss1, se observo
que al DPN 35 hubo una disminucién en la expresion relativa de este gen en los
sujetos experimentales del grupo tratado con Cd al compararse con su grupo
control. Este mismo efecto se observo en los sujetos al DPN 49, aunque no se
presentaron diferencias significativas con su grupo control. No se presentaron

cambios en este parametro con la edad (Figura 15).
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Figura 15. Expresion relativa del gen Kiss1. Se presentan los valores de la expresién al DPN 35
y al DPN 49. Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 4 animales
por grupo. Se realizé un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples
post hoc de Tukey, * p < 0.05.

Por otro lado, el efecto del Cd sobre la expresién relativa del mRNA del
gen Kiss1r, se observd una tendencia a la disminucion en la expresion relativa
del gen al DPN 35, en los sujetos tratados con Cd. Sin embargo no se
encontraron diferencias significativas al compararlos con su grupo control. Al
DPN 49, se observaron diferencias significativas, al presentarse una disminucion
en la expresion de los sujetos tratados al compararse con su grupo control
(Figura 16).
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Figura 16. Expresion relativa del gen Kiss1r. Se presentan los valores de la expresion al DPN 35
y al DPN 49. Cada columna representa la media + desviacion estandar (x + SD), n = 4 animales
por grupo. Se realizé un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de comparaciones multiples
post hoc de Tukey, * p < 0.05.
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Con respecto al efecto del Cd sobre la expresion relativa del mRNA del
gen Gnrh1, en el DPN 35 se observd una tendencia hacia la disminucién en la
expresion relativa del gen en los sujetos tratados con Cd, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas al compararlos con su grupo control. Al
DPN 49, de nueva cuenta y en concordancia con la caida del receptor Kiss1r se
presentd una disminucion en la expresidon, pues se observaron diferencias

significativas al compararlos con su respectivo grupo control (Figura 17).
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Figura 17. La exposicion posnatal a Cd afecta la expresion relativa del gen Gnrh1. Se presentan
los valores de la expresion al DPN 35 y al DPN 49. Cada columna representa la media +
desviacion estandar (x + SD), n = 4 animales por grupo. Se realizé un ANOVA de dos vias seguida
por una prueba de comparaciones multiples post hoc de Tukey, * p < 0.05.

8. DISCUSION

La pubertad es un evento del desarrollo que culmina con la adquisicion de
la madurez sexual y la capacidad reproductiva. Se sabe, que el ritmo de la
pubertad esta dictado por la interaccion dinamica entre factores tanto genéticos
como ambientales, por lo que la perturbaciéon de dicha interaccion a menudo
resulta en el desarrollo inadecuado del eje HHG, lo que comunmente conduce a
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alteraciones en el inicio de la pubertad —pubertad precoz, tardia o ausente—
(Castellano y Tena-Sempere, 2017).

Por otro lado, la pubertad es altamente susceptible a los efectos de los
contaminantes ambientales, estas sustancias quimicas se denominan
disruptores endocrinos y tienen la capacidad de ejercer sus efectos a través de
diferentes mecanismos como los receptores hormonales, la accién directa sobre
las vias de sefializacion celular, accion sobre el sistema neuroendocrino; asi
como por la supresion de la sintesis de hormonas o por sus efectos toxicos en
los 6rganos relevantes (Ozen y Darcan, 2011). Es importante mencionar que el
Cd es considerado un disruptor enddcrino (Takiguchi y Yoshihara, 2006) y se han
reportado sus efectos nocivos sobre la pubertad, especificamente en el retraso
de esta etapa en los humanos (Interdonato y cols., 2015) y sobre el retraso de
los indicadores de pubertad en la rata macho (Hernandez-Rodriguez y cols.,
2021).

En el presente trabajo se observd la SP como indicador de pubertad en
los sujetos experimentales, este parametro solo fue posible de observar en el
DPN 49, ya que ocurre aproximadamente en el DPN 41 al 47 (Figura 9). En los
individuos tratados con Cd, se tuvo un retraso de una semana en su aparicion en
comparacion con su grupo control, estos resultados son semejantes con los
resultados presentados por Hernandez-Rodriguez y cols. (2021), quienes
encontraron un retraso de 6 dias en este indice de pubertad, en ratas macho al
DPN 49 tratados con Cd.

La separacion entre las superficies epiteliales de la mucosa prepucial y la
mucosa del glande del pene se debe a la cornificacion de las células de
revestimiento epitelial, bajo el influjo de la T (Picut y cols., 2017), como se observa
en la Figura 13, los niveles de T en el grupo tratado con Cd al DPN 49, son
significativamente mas bajos en comparacion con su grupo control, sin embargo
no son inexistentes, por lo que podemos adjudicar el retraso en la SP a los bajos
niveles de T que presentan los sujetos expuestos al Cd.
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Por otro lado, la exposicion al Cd provoco diferencias significativas en el
peso corporal de nuestros sujetos tratados al DPN 49, al compararlos con su
grupo control (Figura 10A); este efecto que no se observo al DPN 35, lo que nos
sugiere que a mayor tiempo de exposicion al metal se incrementa el efecto
negativo sobre el peso corporal. Sin embargo, de forma contraria, Hernandez-
Rodriguez y cols. (2021), no reportan diferencias significativas en el peso de sus
grupos al DPN35, ni al DPN 49, con una administraciéon de una dosis de 1.0
mg/Kg de CdClz, misma que se utilizo en este estudio, pero con la diferencia de
que fue administrada diariamente. De igual forma, de Souza y cols., 2010,
tampoco mostraron diferencias significativas en ratas Wistar macho adultas,
expuestas a una dosis unica de 1.0 mg/Kg de CdClz, a las que se les practico
eutanasia entre los dias 7 a 56 postratamiento. Hwang y Wang en el 2001,
reportaron diferencias significativas en el peso corporal de ratas Wistar macho
expuestas a Cd en su dieta, a una dosis de 300 partes por millon (ppm), estas
diferencias fueron observadas desde la segunda semana postratamiento y
persistieron en la cuarta, sexta y octava semanas, en las que fueron
monitoreados los pesos. Boughammoura y cols. en el 2020, estudiaron el efecto
del Cd en ratas Wistar macho, expuestas desde el dia de gestacion (DG) 0 y
hasta el DPN 21 a 50 mg/L de CdCl2 en el agua de beber, a través de sus madres;
y encontraron diferencias significativas en el peso de los sujetos expuestos a Cd
al compararlos con su control al DPN 21, sin embargo, al DPN 35, 49, 63 y 70,
ya no se observaron diferencias significativas en el peso, pero se mantuvo una
tendencia a la baja en los animales expuestos. Luo y cols. en 2015, reportaron
que en ratas Sprague-Dawley, machos y hembras, expuestas a 1 ppm (1 mg/L),
5 ppm (5 mg/L) y 10 ppm (10 mg/L) de CdCl2 en el agua de beber, desde el DG
0 y hasta el DPN 21, observaron diferencias significativas en los sujetos
expuestos a 5 ppm y 10 ppm, en la semana posnatal (SPN) 5 y 7, que
corresponden a los DPN 35 y DPN 49, respectivamente, y dejaron de presentar
diferencias significativas a partir de la SPN 9 y se mantuvieron asi, —e incluso
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llegaron a ganar mas peso los sujetos que fueron expuestos al Cd— hasta la
SPN 12, en la que finalizé el experimento.

Estos datos nos permiten proponer que el Cd puede tener un efecto
diverso en el peso de los sujetos experimentales, que parece depender de
factores tales como: la dosis, la via de administracion y el tiempo de exposicion;
incluso, como lo fue en este estudio, fue mas evidente el efecto con un esquema
de administracion a intervalos semanales, —en donde los individuos expuestos
al DPN35 recibieron seis dosis de 1.0 mg/Kg de CdCl, y al DPN 49 recibieron
ocho dosis— que en un esquema de administracion diario, en el que el individuo
al DPN 49 recibe en total cuarenta y nueve dosis de 1.0 mg/Kg de CdCl.. Otro
efecto que resaltar es el que obtuvieron Luo y cols. 2015, quienes usaron dosis
de 1 mg/L, 5 mg/L y 10 mg/L de CdCl2, mismas que resultan ser mas bajas en
comparacion con la dosis usada por Boughammoura y cols. 2020 de 50 mg/L de
CdCl2, y que usando un mismo esquema de administracion, que abarcé la
gestacion y la lactancia, observandose, un efecto adverso mas pronunciado
sobre el peso corporal, en las dosis mas bajas de Luo y cols. 2015.

Respecto a la talla, en los sujetos expuestos al Cd se observan diferencias
significativas al compararlos con su control, al mostrar una disminucion en este
parametro, tanto al DPN 35 como al DPN 49 (Figura 10B). Estos resultados son
concurrentes a los mostrados por Luo y cols. 2015, quienes observaron una
disminucién en la talla de sus sujetos experimentales expuestos a 5 ppm y 10
ppm de Cd, a la SPN 5 y 7, que corresponden a los DPN 35 y DPN 49,
respectivamente. Boughammoura y cols. 2020, muestran una disminucién
significativa en la longitud craneo-caudal de sus sujetos expuestos al Cd en la
gestacion y la lactancia, en el DPN 21, unica edad en la que fue medida.

Los efectos en el peso corporal y en la talla, antes descritos, podrian
deberse a que el Cd tiene un efecto adverso sobre el desarrollo 6seo de los
individuos expuestos, ya que se ha reportado que este metal tiene un efecto de
disruptor en el metabolismo del Zinc, lo que conduce a una disminucion de la

transcripcion de genes implicados en la formacion de hueso, dando como
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resultado una interrupcion del crecimiento corporal, lo que podria verse reflejado
en el peso y en la talla de los animales expuestos (Boughammoura y cols., 2020).
Por otro lado, la T también tiene un papel muy importante en el crecimiento,
desarrollo y el metabolismo de los individuos (Ren y cols., 2019). En el presente
trabajo encontramos una disminucion pronunciada en la concentracion de T en
los individuos expuestos al Cd, por lo que los efectos negativos sobre el peso y
la talla, podrian estar relacionados con la baja de T; mas adelante se hara énfasis
en el papel del Cd sobre la T.

Por otra parte, al analizar los efectos de la exposicion posnatal al Cd sobre
el peso del testiculo, se observé una disminucién significativa al dia 49 DPN al
compararlo con su grupo control. No ocurrié lo mismo al dia 35 DPN, en donde
no se observaron diferencias significativas al compararse entre grupos (Figura
11A), lo que sugiere que el Cd en nuestro esquema de administracion es mucho
mas profundo a mayor tiempo de exposicion. Nuestros resultados son similares
a los que obtuvieron Hernandez-Rodriguez y cols. 2021, pero sélo al DPN 49, ya
que ellos si muestran diferencias significativas desde el DPN 35, lo que no ocurre
en este estudio. Esta diferencia podria radicar en su esquema de administracion
diaria, lo que nos podria indicar que el testiculo es mas susceptible al dano
ocasionado por una administracidon prolongada al Cd, sin embargo, el efecto al
DPN 49 resulta ser muy semejante en nuestros resultados —Control
1.2404£0.052, Cd 0.512+0.046— y en los de Hernandez-Rodriguez —Control
1.612+0.010, Cd 0.785+£0.098—. Ekhoye y cols. en 2013 reportaron un efecto
adverso del Cd en el peso testicular de ratas Wistar macho que comenzaron el
tratamiento entre las 12 y las 14 semanas de edad, en sus grupos administrados
con 15mg/L, 20mg/L y 25mg/L de CdCl2 en el agua de beber, tratados durante
seis semanas, al compararlos con su grupo control observaron diferencias
significativamente menores en los grupos tratados con 20mg/L y 25mg/L.

En el esquema unidosis presentado por de Souza y cols. 2010, no se
muestran diferencias significativas en el peso testicular en su grupo tratado con

1.0 mg/Kg de CdClzni a los 7 dias, ni a los 56 dias postratamiento; en contraste
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con su grupo tratado con 1.2 mg/Kg de CdCl, el cual si muestra efectos y
coinciden con nuestros resultados, pues en ese caso, si observaron diferencias
significativamente menores en el peso del testiculo, tanto a los 7 dias, como a
los 56 dias postratamiento. Esto demuestra que un leve incremento en la dosis
de Cd es suficiente para incrementar el dafio en el testiculo, mismo que no es
capaz de recuperarse, ni siquiera al transcurrir 56 dias postratamiento, lo que
resulta sumamente interesante.

Este efecto del Cd sobre el peso del testiculo ha sido reportado por otros
autores como Luo y cols. 2015; y por Biswas y cols. 2001; quienes encontraron
efectos semejantes a los que en este estudio encontramos, independientemente
del esquema de administracién, la via de administracion y el tiempo de
administracion, los efectos sobre el peso del testiculo resultan ser muy similares.

Algo parecido ocurre con el volumen testicular, pues encontramos que el
Cd disminuye este parametro al DPN 49, en el cual encontramos diferencias
significativamente menores en el grupo tratado con Cd al compararlo con su
respectivo control; y no ocurre lo mismo al DPN 35, pues no encontramos
diferencias significativas al comparase entre estos grupos (Figura 11B). Ekhoye
y cols., 2013, reportaron un descenso en el volumen testicular en sus grupos
tratados con 15mg/L, 20mg/L y 25mg/L de CdCl2, mostrando diferencias
significativas al compararlos con su control, estos resultados son similares a los
que encontramos en el presente trabajo.

En relacidn con el indice gonadosomatico, en el cual nos referimos a una
relacion entre el peso del testiculo y peso corporal del individuo, mismo que nos
permite observar sus variaciones en el tiempo. Se observa que el Cd tiene un
efecto negativo sobre este indice, pues al DPN 49 existen diferencias
significativas al comparase con su grupo control. Al DPN 35 no se encontraron
diferencias significativas al compararse con el control (Figura 12). Estos valores
son consistentes a los reportados anteriormente en el peso testicular y el peso
corporal de los sujetos tratados, pues se encuentran estrechamente relacionados

en este parametro. Nuestros resultados en este indice son semejantes a los
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presentados por Hernandez-Rodriguez y cols. 2021, quienes encontraron que al
DPN 49, existen diferencias significativas en su grupo tratado con Cd, pues
obtuvieron valores menores que sus controles. Sin embargo, si encontraron
diferencias significativas en su grupo al DPN 35, lo que no sucedié en nuestro
grupo de la misma edad, lo que podria deberse a la diferencia en el esquema de
administracion. De Souza y cols. 2010, muestran, de manera similar a nuestros
resultados, un indice gonadosomatico con diferencias significativamente bajas en
el grupo tratado con 1.2 mg/Kg de CdCl,, que persiste tanto a los 7 dias, como a
los 56 dias postratamiento.

Algunos reportes sefialan que el dafio agudo de los testiculos inducido por
Cd se manifiesta por la inflamacion hemorragica, su degeneracion, su disfuncion,
aunado a la vacuolizacion de los tubulos seminiferos, la reduccion del diametro
tubular y la disminucion de su volumen (de Souza y cols., 2010). A nivel del
epitelio germinal se ha observado necrosis, degeneracion y desprendimiento
progresivo de las células germinales de la membrana basal (Obianime y Roberts,
2009), induce apoptosis del epitelio seminifero (Herranz y cols., 2010), estrés
oxidante tanto en células somaticas como germinales, afecta la integridad de la
barrera hematotesticular y citotoxicidad (Wong y cols., 2005). Aunque en el
presente trabajo no se realizaron evaluaciones histologicas, si se observd un
bajo peso testicular, ademas de una reduccion en el volumen del testiculo.

Se ha postulado que el Cd ejerce sus efectos en el testiculo gracias a sus
propiedades fisicas y quimicas, ya que como ion Cd?*, es capaz de ejercer
mimetismo con el Ca?* y el Zn?*, debido a sus similitudes con estos iones; como
tal, es probable que el Cd sustituya al Ca o al Zn en procesos fisiolégicos
cruciales que estan mediados por estos iones, lo que resulta en la activacion o
inhibicion de varias vias de senalizacion (Siu y cols., 2009). El Zn es importante
para la actividad de muchas enzimas del cuerpo y puede prevenir el dafio celular
mediante la activacion del sistema de defensa antioxidante (Powell, 2000; Ozturk
y cols., 2003). El Cd, se ha asociado con diferentes cambios estructurales y

bioquimicos en la célula, se menciona que a bajas concentraciones causa
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principalmente apoptosis y, al encontrarse en concentraciones mas altas, causa
necrosis (Templeton y Liu, 2010). Los efectos toxicos del Cd incluyen
alteraciones en la permeabilidad de las membranas plasmaticas, dafio a las
membranas nuclear y mitocondrial, aumento en la condensacion de cromatina y
disminucion del contenido total de DNA (Klimova y MiSurova, 2003). La inhibicion
de los procesos de reparacion del DNA ocasionada por Cd representa un
mecanismo por el cual aumenta la genotoxicidad (Waisberg y cols., 2003).

Se ha reportado que el Cd tiene un efecto negativo, particularmente
intenso, sobre las células de Leydig y compromete su funcién, como lo demuestra
la reduccion de las concentraciones de T en los sobrenadantes de los cultivos de
las células tratadas in vitro (Yang y cols., 2003). Manna y cols., en 2008, en un
estudio en ratones, reportaron que la administracion de de 4 mg/kg Cd durante
seis dias, produce una reduccion significativa, a nivel del testiculo, de la actividad
de las enzimas esteroidogénicas testiculares 3p3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD) y 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD), que son las
enzimas clave para la biosintesis de T y, en consecuencia se reduce la
concentracion plasmatica de T. Hernandez-Rodriguez y cols. 2021, de igual
manera, reportan una caida en las concentraciones séricas de T tanto al DPN 35,
como al DPN 49 en sus grupos tratados con Cd. Ekhoe y cols 2013, también
encontraron que todos sus grupos tratados con Cd presentaron una caida
significativa en las concentraciones de T. Todos estos resultados son similares
con los que reportamos en el presente trabajo.

Asimismo, podemos observar que en los grupos tratados con Cd al DPN
35 y al DPN 49, tienen una disminucién en la concentracion de T en el suero
sanguineo, sin embargo, observamos que este efecto es mucho mas
pronunciado al DPN 49, en el cual es posible observar diferencias
estadisticamente significativas (Figura 13). Estos resultados hacen evidente que
el Cd, en efecto, tiene un impacto negativo sobre la produccién de T y sobre el
testiculo en general. Ademas, se observo que estos dafios dependen del tiempo
y de la cantidad de Cd a la que se encuentran expuestos los grupos

- 65 -



experimentales. También se observdO una relacion directa entre las
concentraciones de T y los demas parametros testiculares que medimos —como
lo son el peso, el volumen e indice gonadosomatico—, ya que al DPN 35, en el
cual no encontramos significancia en la concentracion de T, tampoco se
encontraron diferencias significativas en ninguno de estos parametros.

El Cd también puede afectar la sintesis de T al regular negativamente la
expresion del mRNA del receptor de LH, pero carece de efecto sobre la expresion
de los receptores adrenérgicos a1A y B2, lo que sugiere que la influencia del Cd
en la expresion geénica testicular implica un efecto especifico sobre el receptor de
LH y no un efecto general sobre los receptores transmembrana (Gunnarsson y
cols., 2007). Todos estos efectos del Cd sobre la T son de suma importancia,
pues este andrégeno secretado por las células de Leydig del testiculo se
transporta a sus organos diana en todo el cuerpo a través de la circulacion
sanguinea y promueve la diferenciacion y el desarrollo de los dérganos
reproductivos, asi como el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas
sexuales secundarias masculinas, a través de la union con los receptores de
androgenos. También desempefia un papel importante en el mantenimiento de
la funcion sexual y del metabolismo, incluida la promocion de la sintesis de
proteinas, el crecimiento 6seo y la eritropoyesis (Chen y cols., 2009; Ge y cols.,
2008). Ademas, la T ingresa a las células de Sertoli de manera paracrina y
participa en la regulacion de la espermatogénesis, entre muchas otras funciones
(Smith y cols., 2014).

Por otra parte, al analizar los resultados sobre la acumulacién de Cd tanto
en el tejido hipotalamico como en el tejido sanguineo, observamos que en ambos
tejidos, tanto al DPN 35 y al DPN 49, en los sujetos tratados con Cd, el metal
muestra una sigificativa acumulacién al compararse con sus grupos controles
(Figura 14). Nuestros resultados concuerdan con los de Lafuente y cols., que en
2001 reportaron la bioacumulacion de este metal en el hipotalamo de ratas
Sprague-Dawley prepuberales al DPN 30 y adultas jévenes al DPN 60 que fueron
tratadas con 50 ng/mL de CdClz en el agua de beber. Andjelkovic y cols., en 2019,
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reportaron la acumulacién de Cd en sangre de ratas Wistar macho tratadas con
una unica dosis de 15 mg/kg y de 30 mg/kg de CdCl. via oral y a las que se les
aplicé eutanasia 24 h después del tratamiento, con diferencias significativamente
altas respecto a su control. Estos resultados, ademas de ser similares a los
obtenidos en el presente trabajo, son interesantes, pues muestran que el Cd tiene
un ingreso, difusion y acumulacién, acelerados dentro del organismo, aunque hay
que notar que las dosis fueron mas altas y el tiempo de eutanasia y recoleccién
de sangre fue corto.

Los mecanismos moleculares de la toxicidad del Cd no son
completamente conocidos hasta el momento. Resultados obtenidos en animales
de experimentacién, han demostrado que el Cd puede interactuar con
transportadores de membrana involucrados en la captura de metales esenciales
tales como hierro y Zn en el tracto gastrointestinal, logrando desplazar a estos
metales e ingresando al citoplasma celular (Bridges y Zalups, 2005). Esta
documentado que la bioacumulacién de Cd se debe principalmente a que no
cumple con una funcion fisiolégica dentro del organismo, dando como resultado
un dano estructural o funcional, sobre todo, cuando los factores protectores son
insuficientes para neutralizar la accién de los estimulos toxicos. La mayor parte
del Cd acumulado en el organismo se une a las metalotioneinas (MT), que son
proteinas de unidon a metales de bajo peso molecular, ricas en cisteina (de
Angelis y cols., 20017). Las MT funcionan como almacenamiento de Zn y son
captadores de radicales libres que son inducidas por estimulos fisiologicos y
toxicos, incluido el Cd y por otros iones metalicos. También representan una
maquinaria de defensa contra la toxicidad del Cd, ademas, las MT se encargan
de la retencion de Cd en varios tejidos, secuestrando el metal en el citosol y
reduciendo su biodisponibilidad para los organulos intracelulares (Klaassen y
cols., 1999). Sin embargo, se ha observado que su expresion —y es de
suponerse que su papel protector— es diferencial, pues en el testiculo, después
del tratamiento con bajas dosis de Cd, los niveles de MT aumentaron mucho
menos que en el higado, por ejemplo, lo que podria explicar la alta sensibilidad
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de algunos 6rganos al metal, como lo es el testiculo (Xu y cols., 2005). En nuestro
trabajo, aunque no medimos la expresion de MT, es de esperarse que el efecto
protector en el hipotalamo, tal como ocurre en el testiculo, sea bajo, pues
encontramos gran acumulacién de Cd y observamos que induce una baja
expresion de genes reproductivos a este nivel.

Al analizar la expresion relativa de genes implicados en la reproduccion,
como los son Kiss1, Kiss1ry Gnrh1, a nivel del hipotalamo, encontramos que el
Cd ocasiona una baja expresion del mRNA de estos genes. En la expresion
relativa del gen Kiss? se observé una caida significativa en su expresion en los
sujetos tratados al DPN 35, sin embargo, al DPN 49 aunque la expresion en el
grupo tratado con Cd tendio a la baja, esta no fue significativa (Figura 15), lo que
nos indica una recuperacion en los niveles de expresion de Kiss1. Cabe recordar
que la T retroalimenta negativamente a las neuronas de Kp en el ARC y debido
a los efectos negativos del Cd en el testiculo, sus niveles se encuentran mas
bajos al DPN 49, lo que podria explicar la elevacion en los niveles de expresion
de Kiss1 a esta edad, por la ausencia o el bajo nivel de la retroalimentacion
negativa de T en el hipotalamo.

Por otra parte, observamos que la expresion relativa del gen Kiss7r, mismo
que tiene una baja en su expresion en los sujetos tratados con Cd desde el DPN
35, pero sin llegar a presentar diferencias significativas al comprarse con su grupo
control, hacia el DPN 49 el nivel de expresién en el grupo tratado baja aun mas,
mostrando diferencias significativas al compararlos con su grupo control (Figura
16). Esto nos indica que en la expresidén de este gen hay una influencia directa
del tiempo de exposicion al Cd que afecta su expresion.

Algo semejante ocurre en el analisis del gen Gnrh1, en donde se observa
que la expresion relativa disminuye en los sujetos expuestos al Cd desde el DPN
35, sin alcanzar diferencias significativas con su grupo control, pero presenta una
marcada tendencia a la baja, que hacia el DPN 49 se hace mas profusa y hace
evidente que hay una expresion significativamente mas baja en el gen (Figura

17). Este comportamiento obedece y es consecuente a la baja en la expresion
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del mRNA del receptor Kiss1r. Con estos resultados, observamos que el Cd tiene
un efecto negativo sobre el sistema Kisspeptina/Kiss1r/GnRH, lo que podria
contribuir a todos los efectos negativos que hemos expuesto en el sistema
reproductivo, sobre todo, en el retardo de la pubertad observado mediante el
retardo en la SP de los animales tratados con Cd.

La exposicidén a quimicos contaminantes ambientales se ha asociado con
una incidencia de alteraciones reproductivas (Dickerson y Gore, 2007), como
trastornos en la pubertad (Buck Louis y cols., 2008). Los productos quimicos
presentes en el medio ambiente incluyen compuestos inorganicos como el Cd
(Wilson y cols., 2008).

El momento de la pubertad es muy variable y esta influenciado por factores
ambientales y genéticos, los genes clave del inicio de la pubertad en los seres
humanos son: KISS1, KISST1R, GNRH1 y GNRHR; y sus alteraciones genéticas
se han relacionado con perturbaciones en el inicio de la pubertad (Hwang, 2012),
por lo que consideramos que hay una estrecha relacion entre la baja expresion
de Kiss1, Kiss1ry Gnrh1y el retardo de la pubertad en nuestro modelo, a causa
de la exposicién al Cd.

Bellingham y cols. en 2009 mediante la exposicion de ovejas prefiadas a
“lodos de depuradora” —un subproducto del tratamiento de aguas residuales de
fuentes domésticas, agricolas e industriales, que contienen numerosos
contaminantes organicos e inorganicos, incluidos metales pesados—, reportaron
que los fetos, de ambos sexos, mostraron niveles de expresion del mRNA del
gen Kiss1 significativamente mas bajos en comparacion con su grupo control,
mientras que el gen Kiss1r no mostré diferencias significativas entre grupos,
demostrando asi, que la exposicion materna a una mezcla de sustancias
quimicas, en concentraciones ambientales, afecta negativamente al sistema
neuroendocrino kisspeptina/Kiss1r.

Qiu y cols. 2020, han reportado efectos negativos de otro disruptor
endocrino, el bisfenol A (BPA), sobre Kiss1 y Gnrh1 en ratas Sprague-Dawley

hembra que fueron expuestas a este quimico a dosis 0.05, 0.5, 5 0 10 mg/kg de
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BPA, via ip. Sin embargo, el BPA induce la sobre expresién de Kiss1 y, en
consecuencia, de Gnrh1, en la dosis mas alta, provocando una pubertad
adelantada que es detectable mediante la observacion de una apertura vaginal
precoz —la apertura vaginal es el indicador de pubertad en las ratas hembra—.
Este estudio, aunque de forma contraria a nuestros resultados y al efecto del Cd,
demuestra que Kiss1y Gnrh1, son altamente susceptibles a los contaminantes
ambientales, que terminaran por desregular el eje HHG y la pubertad.

Se ha mencionado que es muy probable que las vias de sefalizacion de
Kp hayan evolucionado para ayudar a coordinar el estado reproductivo con las
sefales ambientales, sin embargo, esto puede ser una desafortunada desventaja
de un sistema perfeccionado para optimizar la aptitud reproductiva, ante la
existencia de contaminantes ambientales como los disruptores endocrinos
(Patisaul, 2013).

El Cd es causante de neurotoxicidad, ya que puede destruir la integridad
estructural de la barrera hematoencefalica y penetrar en el cerebro (Saediy cols.,
2021). Es capaz de entrar en las neuronas a través de canales de Ca activados
por voltaje (Usai et al., 1999) y su captacion por las células se produce tanto por
transportes activos como pasivos (Thévenod, 2010), el mimetismo de Cd?* con
Ca?*, es un factor determinante para su entrada (Choong y cols., 2014). Se sabe
que el efecto de genotoxicidad del Cd afecta la proliferacion y diferenciacion
celular, la progresién del ciclo celular, la sintesis de DNA y la apoptosis. Ademas,
se ha reportado que un efecto genomico importante del Cd es la inhibicion de la
reparacion del DNA (Giaginis y cols., 2006) lo que es motivo de inestabilidad
genomica (Hartwig y cols., 2002) lo que conduce a estrés oxidante, metilacion del
DNA y desregulacién de la expresion génica (Joseph, 2009). Esto nos lleva a
plantearnos que esta clase de eventos sobre el DNA podrian ser provocados por
la exposicion al Cd y quiza sean los causantes de la baja expresion que
encontramos en los genes analizados, aunque no podemos descartar otras vias
de dafo, ya que muchos informes indican que los mecanismos toxicos del Cd

actuan intracelularmente, a través de la produccién de ROS, lo que mantiene un
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ambiente de estrés oxidante (Jomova y Valko (2011). Para probar o descartar
algun mecanismo de accion, ya sea de algun evento gendmico como la metilacién
del DNA o eventos como el estrés oxidante es necesario cuantificar ROS y la
actividad de las enzimas antioxidantes.

Saedi y cols., 2021, a través de la exposicion a altas dosis de Cd, de 25
mg/kg de CdClIz, administrados por sonda intragastrica, desde el DPN 21 hasta
el DPN 34, en ratas Sprague-Dawley hembras, demostraron que existe
degeneracion neuronal en el hipotalamo dorsomedial (DMH) y en el ARC del
grupo tratado con Cd, en comparacién con sus grupo control y demostraron que
la exposicion prepuberal a altas dosis de Cd induce dano hipotalamico a través
de la alteracion del perfil del transcriptoma en ratas hembras —la secuenciacion
de transcriptomas es una técnica poderosa para estudiar los cambios
moleculares en la expresion del mMRNA que subyacen a las diferencias en las
condiciones fisiologicas y la progresion de enfermedades (de Jong y cols.,
2019)—. A pesar de la alta dosis de Cd que usaron, su trabajo es relevante,
porque demostré nuevos mecanismos de patogénesis del Cd en el hipotalamo,
ya que evaluaron el perfil del transcriptoma hipotalamico al inicio de la pubertad
mediante secuenciacion del RNA (RNA-seq), para investigar el efecto de la
exposicidn prepuberal al Cd sobre la expresion del mRNA en el hipotalamo y, en
total, identificaron 10,195 genes mediante RNA-seq, de estos, 742 genes
(44.81%) se regularon significativamente al alza en el hipotalamo de los sujetos
expuestos al Cd, mientras que 914 genes (55,19%) se regularon
significativamente a la baja. Aunque en su trabajo no muestran los genes que
nosotros estudiamos, estos autores proponen que el Cd tiene efecto sobre una
cantidad considerable de genes. En nuestra investigacion se muestra que los
genes Kiss1, Kiss1ry Gnrh1 se ven afectados por la exposicion a Cd.

Por otro lado, reportaron que los genes Nts y Penk, que se identificaron como los
genes codificantes a los neuropéptidos neurotensina y proencefalina,
respectivamente, fueron regulados a la baja en el hipotalamo en su grupo tratado
con Cd. Ademas, se ha informado sobre la regulacion al alza del mRNA de Nits
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en el hipotdlamo en respuesta a diferentes factores estresantes. También
mencionan que no se han reportado estudios que muestren efectos de los
metales pesados sobre los neuropéptidos en el hipotalamo y, sin embargo, esta
bien determinado que los factores estresantes modifican la expresién génica de
los neuropéptidos en diferentes regiones del cerebro de la rata. Por lo tanto, es
probable que el Cd, como factor estresante, cambie la accién de los
neuropéptidos como la proencefalina y la neurotensina en el hipotalamo (Saedi y
cols., 2021). Esta informacion resulta de gran importancia, pues cabe recordar,
que la Kp y la GnRH son neuropéptidos y, en este trabajo, demostramos que el
Cd provoca una baja expresion de Kiss1, Kiss1ry Gnrh1, aunque hacen falta mas
estudios para determinar el mecanismo por el cual el Cd se encuentra regulando
a la baja a estos genes, ya sea por un efecto directo (dafno celular, estrés
oxidante, metilacion del DNA) o indirectos (sobre la accion en otros genes que
regulen a nuestros genes de estudio) o incluso por una combinacion de ambos
efectos, pues recordemos que, de por si, el inicio de la pubertad es complejo y
variable, ademas de estar influenciado por multiples factores genéticos y
ambientales (Parent y cols., 2003; Palmert y Hirschhorn, 2003; Towne y cols.,
2005). Esto sugiere que algunos tipos de alteracion genética como cambios en
el numero de copias, interacciones gen-gen y gen-ambiente mediadas
epigenéticamente, pueden ayudar influir en la regulacion de la pubertad
(Rzeczkowska y cols., 2014). También, es posible que sea el resultado de cientos
o miles de variantes genéticas con efectos de tamafio muy pequefio (Cousminer
y cols., 2016). Tomando en cuenta estos aspectos, el efecto del Cd en la
expresion de los genes podria ser multifactorial.

Con los resultados obtenidos en este trabajo proponemos que el Cd puede
estar entrando a las células hipotalamicas, a través de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje (CDV) y de canales pasivos (CP), debido a su capacidad
de mimetizarse con el Ca y podria estar ejerciendo sus efectos a través de
diferentes vias. La primera linea de defensa contra Cd requiere de la induccién
de factores protectores, como las MT vy glutation (GSH), que secuestran al Cd y
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tratan de mantener la homeostasis del medio interno (Figura 18-1). Cuando el
sistema de defensa se ve sobrepasado, el Cd intracelular aumenta y comienza a
acumularse, lo que conduce a la produccion de radicales libres, particularmente
de ROS, mismas que van a conducir a estrés oxidante y terminaran por causar
muerte celular por apoptosis (Figura 18-2). Por otro lado, el Cd es capaz de
regular la sefalizacién de Ca?* ejerciendo efectos opuestos sobre las reservas
internas, pues bloquea la liberacion de Ca?* almacenado al inhibir la actividad de
los receptores de IP3, interfiriendo con las rutas de los receptores acoplados a
proteina G (GPCR), ademas puede competir con el Ca?" para unirse a la
calmodulina, interfiiendo asi con los procesos fisiologicos y bioquimicos
dependientes de la calmodulina, como podria ser la induccidén de factores de
transcripcion (Figura 18-3). El Cd también es capaz de producir genotoxicidad,
pues inhibe los mecanismos de reparacion del DNA, desregula la expresion
génica y puede metilar el DNA (Figura 18-4). El Cd tiene un efecto negativo sobre
los niveles de T, por lo que podria estar inhibiendo la retroalimentacion negativa
que proviene del testiculo, a lo que se puede deber la ligera recuperacion en la
expresion de Kiss1 al DPN 49 (Figura 18-5).
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Figura 18. Representacién esquematica de una neurona hipotaldmica de Kp en la que se
muestran los posibles efectos del Cd en el medio interno celular y en la inhibicién de la expresion
de los genes, en su caso, Kiss1. El Cd es capaz de entrar al medio intracelular a través de los
canales de Ca?* dependientes de voltaje (CDV) y de canales pasivos (CP). 1 La primera linea de
defensa contra Cd son las MT y el GSH, que secuestran al Cd y tratan de mantener la
homeostasis. 2 Cuando se sobrepasa el sistema de defensa el Cd aumenta y produce especies
reactivas de oxigeno (ROS), que conducen a estrés oxidante y terminaran en apoptosis. 3 El Cd
afecta las reservas internas de Ca?*, bloquea la liberacion de Ca?* almacenado al inhibir la
actividad de los receptores de IP3, interfiriendo con los receptores acoplados a proteina G
(GPCR), ademas compite con el Ca?* para unirse a la calmodulina. 4 EI Cd produce
genotoxicidad, inhibe la reparacion del DNA, desregula la expresion génica y puede metilar el
DNA. 5 El Cd tiene un efecto negativo sobre los niveles de T, por lo que puede inhibir la
retroalimentacién negativa que proviene del testiculo, a lo que se puede deber la ligera
recuperacion en la expresion de Kiss1 al DPN 49. Esquema creado con BioRender.com.
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9. CONCLUSION

La exposicion postnatal al Cd regul6 a la baja la via Kiss1-Gnrh1 hipotalamica, lo
que apoya o confirma molecularmente el retraso en la pubertad confirmado por

la SP y las bajas concentraciones de T.
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