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Abreviaturas

Acido gama aminobutirico, GABA
Acido &-aminolevulinico, 5-ALA
Amigdala medial, MeA

Area preoptica medial, mPOA

Calcio, Ca

Conducta sexual masculina, CSM
Dihidrotestosterona, DHT

Dopamina, DA

Error estdndar de la media, ESM
Estradiol, E2

Hierro, Fe

Hit rate (eficiencia copulatoria), HR
Latencia de eyaculacién, LE

Latencia de intromision, LI

Latencia de monta, LM

Magnesio, Mg

Numero de eyaculaciones, NE

Numero de intromisiones, NI

Numero de montas, NM

Organizacion Mundial de la Salud, OMS
Oxido Nitrico, NO

Periodo post eyaculatorio o refractario, PR
Plomo, Pb

Receptor N-metil-D-aspartato, NMDA
Receptores para androgenos, RA
Receptores para estrogenos alfa, REa
Receptores para estrégenos beta, RE3
Receptores para estrégenos, RE
Sistema Nervioso Central, SNC
Testosterona, T

Transportador de cationes divalentes, DCT1
Zinc, Zn
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Resumen

El plomo (Pb) es un metal pesado sin funcion conocida en la fisiologia de los
seres vivos. Es uno de los metales mas utilizados, es facil de obtener y puede
fundirse con gran facilidad. Los compuestos de Pb mas utilizados en la industria
son los Oxidos, el tetraetilo y los silicatos de Pb, ademas de formar aleaciones
con muchos metales. Es un metal toxico y la intoxicacion por Pb se denomina

saturnismo o plumbosis.

El Pb puede contaminar al agua potable a través de la corrosion de las tuberias
y puede ser ingerido en los alimentos o a través del aire, pudiendo afectar a casi
todos los 6rganos y sistemas en el cuerpo. Se distribuye por el organismo hasta
alcanzar el cerebro, el higado, los rifilones y los huesos. Se deposita en dientes
y huesos, donde se bioacumula. En mujeres embarazadas, el Pb es liberado
hacia el torrente sanguineo convirtiéndose en una fuente de exposicion para el
feto. El sistema nervioso central (SNC) es muy sensible al Pb, sobre todo en
recién nacidos e infantes. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), no existen niveles de Pb que puedan considerase seguros, pues incluso
a bajas concentraciones es capaz de provocar dafio en el SNC, provocando
muerte neuronal. Ademas, es capaz de disminuir las concentraciones
plasmaticas de testosterona (T) y estradiol (E2), que ejercen su accién a través
de los receptores para androgenos (RA) y estrogenos alfa y beta (REa, Rep)
respectivamente, por lo que es capaz de alterar la conducta sexual masculina
(CSM). Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de la
exposicion perinatal a este metal sobre la CSM, las concentraciones de T en
suero, concentraciones de Pb en sangre y en tejidos, asi como evaluar la
inmunorreactividad de los RA, REa y REB en el &rea predptica medial (MPOA) y
la amigdala medial (MeA), regiones cerebrales criticas en la ejecucion de la CSM
en ratas macho adultas.

Para ello, ratas Wistar macho fueron expuestas desde el inicio de la gestacion
(in Gtero) hasta el dia 21 postnatal (destete) a una solucion de acetato de Pb en
una concentracion de 320 ppm (0.2%) por via oral. A los 120 dias de edad se les
realizaron las pruebas de CSM para evaluar la ejecucion sexual. Posteriormente,

las ratas se sacrificaron por decapitacién y se obtuvieron muestras de suero
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sanguineo para cuantificar la T por medio de la técnica de ELISA (ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas), muestras de sangre y tejido nervioso:
hipotalamo, amigdala medial, corteza prefrontal, bulbo olfatorio e hipocampo
para cuantificar Pb mediante espectrofotometria de absorcion atémica. Por otra
parte, en otros grupos de animales se obtuvieron muestras de sangre para medir
la concentracion de Pb y se extrajeron los cerebros de las ratas tratadas con Pb
y del grupo control para evaluar, por medio de la técnica de inmunohistoquimica
por flotacion, la inmunorreactividad para los RA y REa, B en el &rea predptica
medial (MPOA) y la amigdala medial (MeA), estructuras neurales que regulan la
conducta sexual.

Los resultados obtenidos mostraron que el Pb perinatal afectd varios parametros
de la CSM en las ratas que fueron tratadas perinatalmente con Pb, observandose
un aumento en el nimero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI), en las
latencias de monta (LM), de intromisién (LI), la latencia de eyaculacion (LE) v,
periodo refractario (PR), asi como en el Hit rate (HR). Los resultados obtenidos
muestran que el Pb es un metal téxico capaz de disminuir la eficiencia copulatoria
en ratas macho. Observamos también bioacumulacién del Pb a los 120 dias de
edad en hipotalamo, MeA, corteza prefrontal, hipocampo y bulbo olfatorio.
Ademas, se registraron diferencias significativas en la cuantificacion de la
expresion inmunohistoquimica de RA y RE REa, B entre los animales tratados
con Pb y el grupo control, tanto en mPOA como en MeA, siendo menor en los
individuos expuestos perinatalmente a Pb. De igual manera, al realizar la tincion
de Nissl se encontré un menor nimero de neuronas en ambas regiones en el
grupo tratado con Pb. Estos resultados sugieren que la exposicién perinatal a Pb
afecta la CSM, la concentracion de T y el nUmero de neuronas con receptores

para andrégenos y estrogenos en el mPOA y la MeA de la rata macho adulta.
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Abstract

Lead (Pb) is a heavy metal with no known function in the physiology of living
beings. It is one of the best known metals since ancient times and therefore one
of the most used, it is easy to obtain and melts with great ease. The most
commonly used Pb compounds in the industry are the oxides, the tetaetrhyl, and
Pb silicates, besides forming alloys with many metals. It is a toxic metal and Pb

poisoning is called lead poisoning or plumbosis.

Pb can contaminate drinking water through the corrosion of the pipes and can be
ingested in food or through the air. Its effects are the same in that they are
swallowed or inhaled, being able to affect all the organs and systems in the body.
It is distributed throughout the body until reaching the brain, liver, kidney and the
bones. It is deposited in teeth and bones, where it bioaccumulates. In pregnant
women, Pb is released into the bloodstream becoming a source of exposure for
the fetus. The Central Nervous System (CNS) is very sensitive to Pb, especially
in newborns and infants. According to the World Health Organization (WHO)
there are no levels of Pb that can be considered safe, because even at low
concentrations it is able of causing damages in the CNS, causing neuronal death.
Also, it is able to decrease the plasma concentrations of testosterone (T) and
estradiol (E2), which exert their action through the receptors for androgens (RA)
estrogen alpha and beta (REaq, Rep) respectively, so it is capable of altering male
sexual behavior (MSB). Therefore, the main objective was to evaluate the effects
of perinatal exposure to this metal on MSB, serum T concentrations, Pb
concentrations in blood and tissues as well to evaluate the immunoreactivity of
RA, REa and Ref in the medial preoptic media (mPOA) and the medial amygdala
(MeA), critical brain regions in the execution of the MSB in adult male rats.

To do this, male Winstar rats were exposed from the beginning of gestation (in
uterus) to day postnatal (weaning) to a solution of Pb acetate at a concentration
of 320 ppm (0.2%) orally in drinking water. At 120 days of age, MSB tests were
made to evaluate sexual perfomance. Subsequently, the rats were sacrificed by
decapitation and samples of blood serum were obtained to quantify the T by
means of the ELISA technique (enzyme-linked immunosorbent assay), blood

samples and nervous tissue: hypothalamus, medial tonsil, prefrontal cortex,
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Olfactory bulb and hippocampus to quantify Pb by atomic absorption
spectrophotometry. On the other hand, in other group of animals blood samples
were obtained to measure the Pb concentration and the brains were extracted
from the Pb treated rats and the control group to evaluate, by means of the
immunohistochemistry technique by flotation, the immunoreactivity for RA and
REaq, B in the medial preoptic area (mMPOA) and the medial amygdala (MeA),
neural structures that regulate sexual behavior.

The results obtained showed that the Pb affected several parameters of the CSM
in the rats that were treated perinatally with Pb, observing an increase in the
number of mounts (NM), number of intromissions (NI), in the latencies of mounts
(LM) , of intromission (LI), the ejaculation latency (LE), refractory period (PR), as
well as in the Hit rate (HR). The results obtained show that Pb is a toxic metal
capable of reducing copulatory efficiency in male rats. We also observed
bioaccumulation of Pb at 120 days of age in the hypothalamus, MeA, prefrontal
cortex, hippocampus and olfactory bulb. In addition, a decrease in the
quantification of the immunohistochemical expression of RA and RE REa, [ in
both mPOA and MeA was found in the group with Pb. Similarly, when Nissl
staining was performed, a smaller number of neurons were found in both regions
in the group treated with Pb. These results suggest that the perinatal exposure
to Pb affects the MSB, the concentration of T and the number of neurons with
androgen and estrogen receptors in the mPOA and the MeA of the adult male

rat.
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1. Introduccién

Desde hace décadas se ha reportado a los metales pesados como
contaminantes ambientales muy téxicos a los que estamos expuestos de
diversas formas. Uno de los mas relevantes es el plomo (Pb), del cual hasta el
momento no se le ha encontrado una funcion fisioldgica conocida (Ascione,
2001). Este metal proviene principalmente de actividades antropogénicas como
la mineria y la manufactura industrial y se le considera un contaminante
ambiental, pues puede encontrarse en el agua, el aire y en el polvo del suelo ya
que es utilizado en la elaboraciéon de diversos productos de uso comdn como
pinturas, cosméticos, baterias, tintes para cabello, juguetes, latas para envasar
alimentos con soldadura de plomo, envolturas de dulces, insecticidas, alfareria,
tuberias de agua potable, entre otros (Garza y cols., 2006; White y cols., 2007).
Este metal es capaz de afectar la salud en diversos niveles, pues afecta una gran
cantidad de tejidos y 6rganos, entre ellos el cerebro (Mielke, 1999), afectando la
conducta reproductiva de los individuos, asi como las concentraciones de
testosterona (Biwsas y Ghosh, 2004; Mokthari y Zamboore, 2011) y, por lo tanto,
su capacidad para reproducirse. Ademas, se conoce que el Pb es capaz de
bioacumularse en los organismos (OMS, 2018), lo que le permite intoxicar a los
individuos en desarrollo a través de la exposicidbn materna (Ronis y cols., 1996;
Sant’Ana, 2001; Villeda-Hernandez et al. 2006; Pillai y cols., 2012).

1.1 Conducta sexual

La conducta sexual es un preambulo para la reproduccion de muchas especies
incluyendo al humano, pues en esta se muestra un interés reproductivo que
permite llevar a cabo la copula. Algunos autores la definen como una serie de
comportamientos que tienen como funcién biolégica la reproduccion de un
individuo de cualquier especie con reproduccion sexual (Hernandez-Gonzalez y
cols., 2002; Agmo, 2010). Para que esta conducta inicie en la vida de un ser vivo,

este requiere alcanzar la pubertad, que marca el inicio de la madurez sexual, la
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cual conlleva un conjunto de modificaciones neuroenddcrinas, fisioldgicas,
morfologicas y conductuales los cuales son regulados por el eje neuroendocrino
hipotalamo-hipdfisis-gonada, pues de la correcta funcionalidad de este,
dependen aspectos criticos para la reproduccion (Meisel y Sachs, 1994; Hull y
cols., 2006).

1.1.2 Conducta sexual masculina de la rata macho

Los estudios sobre la conducta sexual masculina (CSM) de la rata de laboratorio
(Rattus norvegicus) han sido Utiles para realizar aproximaciones experimentales
y conocer mas sobre sus bases biologicas, neurales, hormonales y anatomicas.
Esto debido a que en general, los roedores comparten muchas de las bases
fisiologicas de los mamiferos en general, su tamafio permite mantener a los
individuos experimentales en condiciones de laboratorio a bajo costo, y su
sistema neuroendocrino se asemeja mucho al del humano, ademas de presentar
un comportamiento copulatorio oportunista, es decir, pueden copular bajo
diferentes condiciones (Pfaus y cols., 2003). En el caso de la conducta sexual
de los roedores suelen describirse tres etapas (Figura 1). La primera es
precopulatoria o incentiva, donde el macho busca y persigue a la hembra, la
explora del area anogenital, y se emiten vocalizaciones ultrasonicas (Matochik y
Barfield 1994). La segunda etapa se denomina copulatoria, donde el macho
ejecuta patrones motores tipicos del apareamiento de mamiferos. Estas
conductas se pueden clasificar en monta, donde el macho se coloca sobre la
grupa de la hembra desde atrds hacia adelante acercando su pelvis a la grupa
de la hembra, pero sin lograr la penetracion. La conducta de intromisiéon, donde
puede observarse un movimiento peélvico mas marcado por parte del macho,
logrando la penetracion, lo cual se acomparfia de una lordosis por parte de la
hembra mucho mas marcada que en la monta, asi como posibles acicalamientos
el area genital. Después de varias montas e intromisiones, finalmente se lleva a
cabo la eyaculacion, que se caracteriza por un desmonte a la hembra mas
tardado, el macho se queda inmévil un par de segundos y viene acompanado de
la tercer etapa denominada periodo refractario o post eyaculatorio, donde dejara

de tener interés por la hembra por algunos minutos (absoluto) o en su defecto,
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recobrar el interés si se coloca un nuevo estimulo como una hembra diferente
(relativo) (Dewsbuy, 1979; Agmo, 1999; Pfaff y Agmo, 2002).

A) MONTA
//

B) INTROMISION

C) EYACULACION

Figura 1. Pardmetros copulatorias en la rata macho. A) en la monta, el macho se coloca
por detrds de la hembra intentando penetrarla, pero sin conseguirlo. B) durante la
intromision, el macho realiza movimientos pélvicos mas bruscos y fuertes, consiguiendo
penetrarla en repetidas ocasiones, hasta expulsar el semen durante la eyaculacién (C).

Otros investigadores describen la conducta sexual en la rata macho con mas
detalle y la dividen solamente en dos fases. La primera fase es la motivacional,
gue se refiere a los aspectos previos a la cépula que permiten al macho
acercarse a la hembra y despertar su interés reproductivo, entre los que se
pueden mencionar el olfateo, la exploracion anogenital, la persecucion de la
hembra, la emisién de vocalizaciones audibles o ultrasdnicas y el acicalamiento.
Si estas conductas son las adecuadas, la hembra dara su aceptacion para que
ocurra el apareamiento. Esto conforma la segunda fase, también conocida como
fase ejecutoria, o simplemente copula. En esta fase se encuentran involucradas

conductas como la monta, intromision y la eyaculacion (Dewsbury, 1979; Agmo,
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1999; Hernandez-Gonzalez et al., 2002; Pfaff y Agmo, 2002, modificado de
Mendoza-Mendoza, 2012). Dichas etapas son reguladas e inducidas por la
accion de hormonas gonadales como testosterona (T), estradiol (E2) y
dihidrotestosterona (DHT) sobre estructuras del Sistema Nervioso Central (SNC)

y 6rganos del aparato reproductor.

1.2 Regulacién hormonal de la conducta sexual masculina

La conducta sexual en los mamiferos les permite identificar una pareja idonea
para la cépula, y los comportamientos femeninos o masculinos dependen de la
organizacién anatomica y fisiolégica dada desde el desarrollo prenatal, asi como
de la activacion y regulacién por medio del eje hipotdlamo-hipoéfisis-gdnada. Las
neuronas liberadoras de gonadotropinas en el hipotdlamo desempefian un papel
central en este eje mediante la produccion pulsatil de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), que se une a un receptor de membrana en las células
gonadotrofas adenohipofisarias y estimula la biosintesis y secrecién de la
hormona foliculoestimulante (FSH) asi como de la hormona luteinizante (LH).
Posteriormente, FSH y LH son los reguladores hormonales esenciales de las
funciones testiculares, que actdan a través de sus receptores en las células de
Sertoli y Leydig, respectivamente (Kaprara y Huhtaniemi, 2017). Las células de
Leydig son las encargadas de sintetizar T, hormona que junto a sus metabolitos:
dihidrotestosterona (DHT) y estradiol (E2) resultan criticos para el
comportamiento masculino (Beyer y cols., 1976). El aumento en la produccién
de T en la pubertad es esencial para la actividad sexual de machos, a estos
efectos estimulantes de la T sobre el comportamiento sexual de los machos
adultos se denominan efectos de activacion, para distinguirlos de los efectos
organizacionales de la T durante la diferenciacion sexual. Si la fuente de T es
eliminada por castraciébn quirdrgica el deseo sexual y la actividad sexual
generalmente declina. Sin embargo, la importancia de los esteroides gonadales
en el comportamiento sexual masculino varia entre especies (Herbison, 2015).
Tanto la T, la DHT como el E2 viajan por el torrente sanguineo acompafnados de
albumina o la globulina transportadora de esteroides sexuales (SHBG) (Siiteri y
cols., 1982; Rosner y cols., 1992) hacia diversos tejidos donde seran

reconocidas por los RA para las dos primeras hormonas (Davey y Grossmann,
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2016), y por el RE para el E2 (Hewitt y Korach, 2002; Fernandez-Guasti y cols.,
2010). Cuando sus concentraciones sean elevadas, generarda retroalimentacion
a nivel de hipotalamo para disminuir la liberacion de GnRH, y por lo tanto que la
hipofisis disminuya la secrecion de la LH, disminuyendo la biosintesis de T, asi
como de sus metabolitos DHT o E2 (Vadakkadath y Atwood, 2005; Craig y Mark,
2015).

1.3 Receptores para andrégenos y estrogenos en la conducta sexual masculina

Diversos estudios han demostrado que para que moléculas como las hormonas
sexuales puedan ejercer sus efectos sobre las células, deben ser reconocidas
por proteinas especificas autorreguladas ubicadas en el citoplasma (y en
membrana) denominadas receptores. Estos receptores tienen afinidad
especifica por una molécula y son capaces de reconocerlas para desencadenar
una cascada de sefializaciones que influyen en la fisiologia y conducta de los
organismos. Los receptores principalmente implicados en la CSM son los RA 'y
RE. Los androgenos son las hormonas sexuales necesarias para el desarrollo
de caracteres sexuales masculinos (MacLean y cols., 1993), asi como para la
CSM (Agmo, 1999). Uno de los méas comunes es la T, la cual por medio de la
enzima 5a-reductasa se convierte en DHT, un andrégeno mas activo, o bien,
mediante la enzima aromatasa se convierte en estradiol (E2). La T y la DHT
median sus efectos a través de los receptores para andrégenos (RA), los cuales
son factores de transcripcibn dependientes de ligando, aunque también se
conoce que tienen funciones adicionales que son independientes al DNA
(Heinlein y Chang, 2002). El gen que codifica para el RA, ubicado en el
cromosoma X es expresado en diversos tejidos y, se sabe gue tiene acciones
biolégicas en huesos, musculos, prostata, tejido adiposo, sistemas
cardiovascular, inmune, neural, hematopoyético y en la reproduccion (Davey y
Grossmann, 2016). Por su parte, los estrégenos son hormonas sexuales
necesarias para el desarrollo de caracteres femeninos, asi como para el
despliegue de la conducta sexual masculina 'y femenina (Beyery cols., 1976. Los
estrogenos son reconocidos por los RE, los cuales se presentan en dos

isoformas, la a y B, ambos son factores de transcripcion que también promueven
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la ejecucion de la CSM. Estos receptores son transcritos de diferentes genes, el
ESR1 en el cromosoma 6 y el ESR2 en el cromosoma 14, respectivamente
(Greene y cols., 1986; Mosselman y cols., 1996), ambos son necesarios para el
despliegue de la CSM. El REa se ha implicado como el principal encargado de
la regulacién de la CSM, demostrandose que en ratones en los que se elimino el
gen que codifica para los REaq, la ausencia de este receptor suprime la CSM y
afecta a las conductas copulatorias (Wersinger y Rissman, 2000; Dominguez-
Salazar y cols., 2004; Portillo y cols., 2006). Ademés, la inhibicion de la
aromatasa da como resultado una pérdida de apareamiento. En ratas knock-out
que carecen de la aromatasa presentan deficiencias significativas en la CSM
(Honday cols., 1998).

Mientras que el gen para el REB se vincula con la defeminizacion, y se ha
observado que al suprimirlo se provoca un retraso en el inicio de las
eyaculaciones de los machos peri puberales (Sato y cols., 2004; Kudwa y cols.,
2006). En ratones, algunos machos que no se aparean son denominados no
copuladores, y se ha sugerido que diferencias en la expresion en los RAy RE
en areas especificas del cerebro, como el mPOA, asociada con estas
alteraciones en la conducta sexual, pues se conoce que ambos receptores son
necesarios para la masculinizacion cerebral prenatal (Sato y cols., 2004). Por lo
tanto, la expresion de estos receptores de esteroides sexuales es requerida para
mediar los efectos de las hormonas gonadales, y la expresion de los receptores
para ambas hormonas depende de las concentraciones de hormonas circulantes
(Brock y De Mees, 2015). Estos receptores se encuentran ampliamente
distribuidos en estructuras cerebrales que estan implicadas en la modulacién de
la ejecucion y motivacion sexual (Garza y cols., 2006). Las estructuras
encefélicas en las que predominan las concentraciones de RA y RE son
principalmente areas limbicas relacionadas con el control neural de la CSM,
como son el mPOA, el septo lateral (LS), el nucleo de la cama de la estria
terminalis (BSNT), el nacleo ventromedial hipotalamico (VMH), MeA y el nucleo
arqueado (Arc) (Romano y cols., 2007) e incluso existen estudios que sugieren
gue los RE y RA pueden encontrarse en las mismas neuronas de estas
estructuras cerebrales (Enmark y Gustafsson, 2001). La relacion entre las

neuronas en estas regiones con gran cantidad de receptores para estos
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esteroides y la CSM surge de la coexpresion y la activacion directa por estos,
aumentando la activacion neuronal por el comportamiento sexual (establecido
por la expresion de la proteina c-fos) expresando RA, asi como REa y 3 (Greco
y cols., 1998). Se conoce que los andrégenos promueven la sexualidad
masculina, a través de su aromatizacion a estrogenos que actlan principalmente
sobre los REa (Lephart, 1996; Phillips-Farfan y cols., 2007).

1.3.1 Estructura y mecanismo de accién de los receptores para androgenos

El RA es una cadena de 919 aminoacidos que posee principalmente 3 dominios
funcionales: el dominio de regulacién transcripcional N-terminal, el dominio de
union al DNA (por sus siglas en inglés DBD) y el dominio de unién del ligando
(MacLean y cols., 1997). El dominio N-terminal es el mas variable, mientras que
el DBD es la region mas conservada entre los diferentes miembros de la familia
de receptores nucleares de las hormonas esteroideas (Heinlein y cols., 2002).
Los DBD de todos los receptores nucleares de hormonas esteroideas consisten
en dos dedos de zinc que reconocen secuencias de DNA especifico, facilitando
la union del RA al promotor y a regiones potenciadoras de genes regulados por
el RA, lo que permite la activacion de los dominios de unién N-terminal y
dominios de union al ligando para estimular o reprimir la transcripcion de esos
genes (Schoenmakers y cols., 2000). EI DBD esta unido al dominio de unién del
ligando mediante una regién bisagra, estos dominios de unién al ligando regulan
la interaccion entre el RA, proteinas de choque térmico y las proteinas
chaperonas, mientras que también interactia con el N-terminal del RA para
estabilizar los andrégenos ligados. Dentro de los RA hay una serie de secuencias
seflal, y se conocen dos funciones de activacion transcripcional: el AF-1
independiente de ligando, ubicado en el dominio N-terminal requerido para la
actividad maxima del AR, y el AF-2 dependiente de ligando, ubicado en el
dominio de union del ligando que es importante para formar el sitio de union
corregulador asi como mediador de interacciones directas entre el N-terminal y
dominios de unién a ligando (interacciones N/ C) (Wilson, 2011) (Figura 2).

La sefal de localizacion nuclear (NLS) es responsable de la union del receptor
al nucleo, posteriormente es necesaria otra sefial, que permite que se separe del

nacleo, el RA denominada sefial de exportacion nuclear (NES), es responsable
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de exportar el RA al citoplasma tras la retirada del ligando, que se encuentran
entre el DBD, la region bisagra y en el dominio de unién del ligando. Hay dos
distintos mecanismos de accion dependientes de ligando en los RA, el
dependiente o independiente de la unién al DNA (Schoenmakers y cols., 2000)
(Figura 2).

AF-1 AF-2

Dominio de unidn al
M-terminal Dominio N-terminal DBD H el C-terminal

MNLS NES

Figura 2. Estructura del RA, donde se observan los tres principales dominios, la regién
bisagra, asi como las funciones de accién transcripcional (Modificado de Davey y
Grossmann, 2016).

En ausencia de androgenos, el RA se ubica en el citoplasma, asociado a
proteinas de choque térmico y a chaperonas. Al reconocer a los andrégenos, se
genera un cambio conformacional, liberando las proteinas chaperonas y
exponiendo su NLS, luego el complejo RA-andrégenos trasloca hacia el nucleo,
donde se dimeriza y se une a los elementos con respuesta a andrégenos junto
a los genes diana para promover la transcripcion génica (Eder y cols., 2001). La
transcripcion esta regulada por proteinas especificas llamadas correguladores,
y estos se unen al RA activado para promover o reprimir la transcripcion del gen
diana a través de la remodelaciéon de la cromatina y las modificaciones de
histonas, asi como participar en la utilizacion de la maquinaria transcripcional
basal (Van de Wijngaart y cols., 2012; Davey y Grossmann, 2016).

La transcripcion no dependiente de unién al DNA se conoce también como “no
canodnica” o membranal, pues se basa en la activacion de segundos mensajeros,
incluyendo las vias ERK, Akt y MAPK que han sido identificadas en algunos
linajes celulares (Kang y cols., 2004). Los efectos por estas vias ocurren entre
segundos y minutos del suministro para manifestarse, y los cuales se sugiere
gue se asocian principalmente a bajas concentraciones de andrégenos (Lamont
y Tindall, 2011), (Figura 3).
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Regulacion de la

S 1. Senalizacion DBD
transcripcion de genes

Activacion de SegundOS Transcripcio’n
mensajeros

M—»&»@/ 2. Sefializacién no DBD

Figura 3. Mecanismo de accion de los RA dependientes de ligando.

1. Dependiente de union al DNA (DBD)

2. No dependiente de unién al DNA. AP-1 (proteina activadora 1) (Modificado de Rana
y cols., 2014).

Androgeno @

1.3.2 Estructura y mecanismo de accion de los receptores para estrégenos

Tanto los REa como los RERB, comparten una estructura similar (Figura 4),
difiriendo en la secuencia y numero de aminoacidos 599 y 530, respectivamente,
ambos poseen un dominio niquel-zinc (Dominio C) que se une con especificidad
a los elementos con respuesta a estrégenos de los genes diana, un dominio de
unién al ligando (LBD, dominio E), que se une al E2, asi como otros ligandos
estrogénicos. El elemento con respuesta a estrdgenos es una secuencia de
repeticion invertida de 13 pares de bases (GGTCAnNnNnTGACC), y los estudios
de union de DNA in vitro han indicado que el RE se une como un dimero (Glass,
1994), con una molécula de RE en contacto con cada 5 repeticiones invertidas
de pares de bases. Aunque la unién al DNA es un estimulo de dimerizacion, las
secuencias en el LBD también estan implicadas en la dimerizacion, y como un
dimero en presencia de ligando (Hewitt y Korach, 2002).

También se conoce que las regiones en el extremo amino terminal (AF-1) y
dentro del LBD (AF-2) promueven la activacion de la transcripcion independiente
del ligando (AF-1) y dependiente del ligando (AF-2), como delecion o
introduccién de mutaciones en estas regiones que reduce la capacidad para
inducir genes que responden a estrégenos (Parker, 1995). EI mecanismo de

transcripcion mediado por RE se sugiere que es a través de la interaccion de AF
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con “maquinaria de transcripcion " que resulta en la sintesis del ARNm (Figura
5).

Dominio de Dominio de
unién al DNA  unién al ligando

v \ /
N[ A/B c

AF-1 AF-2
N 183 (‘ REq
Nl 142 32 C REB

Homologia REa/Rep: 97%

Figura 4. Estructura de los RE a y  mostrando los dominios funcionales, asi como sus
porcentajes de homologia, los nimeros reflejan la cantidad de aminoacidos para cada
dominio (Modificado de Hewitt y Korach, 2002).

"Clasico"

Pol P O0\ Mediado por AP-1

GF Receptor \

A A
3 GF Mediado por
IGF-1 EG SpI(N)x ERE (172)

SP-1
spl(N)l ITCA Lol

Figura 5. Mecanismos de accion de RE. Inicia con la union del ligando al RE o la

25



activacion independiente de ligando por comunicacion cruzada con vias de sefializacion
de factores de crecimiento. Una vez activado, el RE dimerizado recluta coactivadores y
unirse a elementos con respuesta a estrogenos en los genes diana para promover la
transcripcibn (mecanismo candnico). Alternativamente, el RE puede reclutar
coactivadores para formar un complejo AP-1 o quitar represores para el mismo
(mecanismo regulado por AP-1). Finalmente, el RE puede interactuar con promotores
contenidos en secuencias de unién SP1 y sitios con media respuesta a estrégenos
SP1(N)x ERE (1/2) (Modificado de Hewitt y Korach, 2002).

El RE puede regular la expresion génica de genes que no tienen elementos de
respuesta a estrégenos, se sabe que uno de los mecanismos para la regulacion
de RE es mediante genes que contienen elementos AP-1, los cuales se unen al
dimero fos/jun, que recluta a REa y coactivadores. Ademas, RE también puede
reclutar represores para el sitio de transcripcion fos/jun, lo que resulta en la
activacion a través de AP-1. Esta actividad alternativa de los RE agrega
complejidad a las acciones y roles del estrégeno. La regulacion de los
estrogenos también se observa en genes tales como c-FOS y TGFa, que
carecen de una secuencia de elementos con respuesta a estrogenos completa
(Kushnner y cols., 2000).

Estos receptores tienen efectos importantes desde el desarrollo, la pubertad y la
madurez sexual. Ademas, se sabe que las alteraciones en su regulacion, en
tejidos periféricos, conllevan al desarrollo de patologias como la hiperplasia y
cancer de prostata (Haelens y cols., 2007). Ademas, ambos receptores juegan
un papel importante en el comportamiento sexual (Hewitt y Korach, 2002, Yeh y
cols., 2009). Se ha demostrado en ratones en los que se elimind el gen que
codifica para los RE, tanto en a o B, hay supresion de la CSM afectando a las

conductas copulatorias (Portillo y cols., 2006).

1.4 Regulacion neural de la conducta sexual masculina

Diversas investigaciones se han realizado para comprender la participacién del
SNC en la conducta sexual masculina, y se conoce que hay varias estructuras
enceféalicas involucradas en esta conducta. El sistema vomeronasal y el bulbo
olfatorio (BO) son de las primeras entradas sensoriales mas importantes para la
motivacion sexual, (al removerse se anulan la cépula y las erecciones sin

contacto) pues permiten la entrada de estimulos quimicos como feromonas, y
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viajan hasta la amigdala medial (MeA) que juega un papel critico en los eventos
emocionales representados por un refuerzo positivos (See y cols., 2003), junto
con entradas somatosensoriales de los genitales, relevados por la porcion
parvocelular del nucleo subparafasicular, que forma parte de un circuito de
eyaculacién en muchas especies. La MeA también tiene un rol muy importante,
pues envia la informacion hacia el ndcleo de la cama de la stria terminalis
(BNST), ademas de enviar la informacion procesada hacia el area preoptica
medial (MPOA), que juega un rol importante en la regulacion de la motivacion
sexual y el rendimiento copulatorio en machos (Figura 6). Se ha observado que
las lesiones del mPOA afectan severamente la copula en todos los machos de
especies de vertebrados (Hull y cols., 2006) y disminuye la preferencia por
hembras en estro (Paredes y cols., 1998). Algunas neuronas del mPOA en ratas
machos aumentan su activacion solo durante la aproximacion femenina
precopulatoria, mientras que otras aumentan la activacion solo durante la cépula
y ésta actla como un centro integrador de varias vias aferentes, comunicando
hacia el area ventral tegmental (relacionado al sistema de recompensa) y al tallo
cerebral que posteriormente enviara esta informacion a la espina dorsal para
llevar a cabo la respuesta motora de la conducta sexual, participando en las
respuestas de ereccion y eyaculacién, siendo que estos eventos son
mecanismos reflejos (Hull y cols., 2006). La corteza prefrontal participa en la
capacidad de tomar decisiones basadas en el estimulo y su respuesta y el nacleo
accumbens sintetizando dopamina promueve que estos estimulos refuercen la

conducta sexual.
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Figura 6. Regulacién neural de la conducta sexual masculina. Los estimulos olfativos
son reconocidos por el bulbo olfatorio-bulbo olfatorio accesorio (AoB) y viajan a través
del tracto olfatorio lateral para procesarse en el nicleo medial de la amigdala (MeA) y
el nicleo de la cama de la stria terminalis (BNST); finalmente, estos estimulos quimio-
sensoriales seran procesados en el nlcleo predptico medial (MPN) del area predptica
medial del hipotadlamo (mPOA) (Modificado de Hull y Dominguez, 2015).

1.5 Area predptica medial y la conducta sexual masculina

Como se mencion0 anteriormente, la estructura hipotalamica ventricular
conocida como mPOA es posiblemente la regibn mas critica y una regién
esencial para la CSM. Estudios realizados en la rata macho sugieren que el
mPOA se encuentra involucrada en la regulacion de la CSM, ya que lesiones del
mPOA en la rata macho, reduce la conducta sexual masculina (Portillo y cols.,
2003; Hurtazo y cols., 2008). Esta region del hipotalamo contiene RA y RE con
isoformas a y B, los RA se encargan de mediar los efectos de la T y la DHT,
teniendo mayor afinidad por esta dltima (Amado y Florez, 2003) Ambos

receptores juegan un papel importante en el comportamiento sexual (Hewitt y
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Korach, 2002, Yeh y cols., 2009). Estos receptores tienen efectos importantes
desde el desarrollo, la pubertad y la madurez sexual. Ademas, se sabe que las
alteraciones en su regulacion, en tejidos periféricos, conllevan al desarrollo de

patologias como la hiperplasia y cancer de préstata (Haelens y cols., 2007).

Se ha demostrado en ratones en los que se elimino el gen que codifica para los
RE, tanto en a o B, hay supresion de la CSM afectando a las conductas
copulatorias (Portillo y cols., 2006). En ratas, el bloqueo de los RA en el MPOA
y el VMH inhibe eficazmente el comportamiento sexual en machos no castrados
(Harding y McGinnis, 2004). Everitt (1990) sugiri6 que el mPOA es importante
sélo para la copula, y no para la motivacion sexual. Sin embargo, otros autores
encontraron gue las lesiones en el mMPOA afectan la motivacion sexual en varios
contextos, incluyendo la prueba de preferencia por una compafiera hembra y la
bdsqueda por una hembra (Paredes y cols., 1998). De manera inversa, la
estimulacién del mPOA facilita la copula, pero no provoca la monta en machos
sexualmente saciados (Hull et al, 2006). EIl mPOA es el sitio mas efectivo para
la estimulacién hormonal en ratas castradas; de cualquier forma, los implantes
de T o de E2 facilitan, pero no restablecen completamente la cépula, y los
implantes de DHT no son efectivos para restituir la copula (Hull y cols., 2006).
Por lo tanto, tanto los RE como los RA en el mPOA contribuyen en la capacidad

para copular en ratas macho.

Los diversos estudios sobre la influencia del mPOA en la conducta sexual de los
machos de varias especies de mamiferos y aves sugieren que la T y/o el E2
actian en las neuronas del mPOA para aumentar la motivacion y respuestas
sexuales consumatorias, las acciones de T y E2 pueden tener mecanismos
separados unos de otros, pero ambos son necesarios para tener éxito en la

ejecucion de esta conducta (Pfaff y Baum, 2018).

1.6 Amigdala medial y la conducta sexual masculina

La MeA es una estructura encefalica implicada en el procesamiento de
emociones y comportamientos (Cadiz y cols., 2016) conformada por un grupo de
ndcleos localizados en la porcién medial del I6bulo temporal (Berranoch, 2015).

Forma conexiones con diversas estructuras que incluyen la corteza, el cuerpo
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estriado, algunos nucleos talamicos e hipotalamicos, asi como varias estructuras
cerebrales basales y nucleos del tallo cerebral (Pape y Pare, 2010). Se ha
reportado que la activacion de la amigdala se relaciona con la excitacion sexual
(Karama y cols., 2002; Ferretti y cols., 2005; Sundaram y cols., 2010; Stoleru y
cols., 2012). Se conoce que el dafio en la MeA y su interaccion con el bulbo
olfatorio puede disminuir el reconocimiento de las feromonas, pues se ha
observado que en ratas lesionadas en esta estructura no aumentan su conducta
sexual a pesar de haber estado en contacto visual y olfativo con hembras
receptivas, también se aumentan las latencias de monta y de eyaculacion,

afectando la conducta sexual (De Jonge y cols., 1992).

Circuito sexual

masculino
Nucleodela cama
de la estria Bulbo
x Organo
terminalis olfatorio
vomeronasal
accesorio
Amigdala
‘ medial Bulbo Mucosa
- P olfatorio olfatoria
Area principal
preoptica

maedial

Figura 7. Estructuras relevantes en el circuito de la conducta sexual masculina. La
informacién quimio-sensorial involucra la participacion de los bulbos olfatorios
principales y accesorios, enviando esta informacion hasta la amigdala medial, y luego a
hacia el nicleo de la cama de la stria terminalis y a través de la via amigdalofugal ventral
hacia el area predptica medial. Una vez que llega al area preéptica medial el macho
decidira montar a la hembra (Modificado de Crews, 2010).

1.7 Caracteristicas del plomo

El Pb se presenta abundantemente en la corteza terrestre (0.002%), es de color
gris- azulado, y es uno de los metales mas utilizados a lo largo de la historia de
la humanidad por ser un metal ductil, maleable y por su abundancia. Es
principalmente encontrado en minerales como la galena (PbS), la cerusita
(PbCO3) o la anglesita (PbSO4). Cuenta con un punto de fusién de 327.5°C,

densidad de 11.4 g /mL, nUmero atomico de 82, masa atémica de 207 g/mg y
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valencias 2 y 4. Presenta un radio iénico relativamente grande (1.2A) y una
electronegatividad de 2.33 (en la escala de Pauling), en comparacién con el
calcio (Ca), (0.99 A, 1, respectivamente), lo cual favorece su interaccion con los
grupos coordinantes de las proteinas, con lo cual es capaz de sustituir al Ca asi
como otros cationes divalentes como el hierro (Fe) y el zinc (Zn) en diversos
procesos fisioldgicos (Godwin, 2001). En México, la produccion anual de Pb es
de unas 225, 472 toneladas al afio, tan solo en la Ciudad de México se estima
que unas 15,000 toneladas han sido liberadas al ambiente debido a la
combustion de gasolina con Pb, lo cual prevalecié hasta el afio 1990, cuando

comenzo a venderse gasolina sin Pb (Rodriguez Pimentel y cols., 2005).

1.7.1 Vias de absorcion y almacenamiento

El ser humano puede estar expuesto a este metal de forma ocupacional. Las
poblaciones cercanas a la industria relacionadas con plomo pueden verse
afectadas por la contaminacion de alimentos, agua, aire y el suelo o bien
exponerse al Pb por sus actividades laborales. La exposicion a Pb en bajas
concentraciones es dificil de detectar, sin embargo, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), este contaminante no posee una
concentracion umbral para ejercer efectos adversos, pues se conoce que incluso
con concentraciones permitidas, puede afectar parametros como el intelecto
(Canfield y cols., 2003, OMS, 2018).

La absorcion del Pb ser4 mayor si la dieta de los individuos es pobre en Ca, Fe
y Zn (Toscano y Guilarte, 2005) pues se conoce que este metal compite con
cationes divalentes con facilidad, sustituyéndolos al tener una mayor afinidad con
las moléculas debido a un radio i6nico similar, asi como una electronegatividad
considerablemente mayor. Sin embargo, al ser distinta su configuracion
electrénica, su asociacion molecular difiere espacialmente con respecto a la del
Cay la del Zn, donde la distribucién de cargas se da de forma esférica alrededor
del ion, en el caso del Pb se presenta una distribucion irregular debido a un par
inerte de electrones en uno de sus orbitales, alterando la estructura y el

funcionamiento de la molécula asociada al metal (Godwin, 2001; Wilson y
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Brunger, 2003). Las vias de absorcion del Pb son a través de la piel, por
inhalacion e ingestidon. La via dérmica es una barrera relativamente efectiva en
contra del metal. Al inhalar aire que contiene particulas de Pb menores de 1um
estas llegan a los alveolos pulmonares y al torrente sanguineo, donde el Pb
puede unirse a proteinas sanguineas (Godwin, 2001). La ingestion de Pb es
debido al consumo de agua y alimentos contaminados con este metal. Parte del
Pb absorbido puede ser eliminado en la orina y las heces, y en menor grado por
la saliva, el sudor, las ufas, el pelo y la leche materna (Ascione, 2001). Este
metal se acumula en diversos 6rganos Y tejidos del cuerpo como en la sangre,
en el higado, el rifidon, el hueso, los dientes, el musculo y el cerebro (Garza y
cols., 2006).

Sin embargo, el almacenamiento del Pb en el hueso representa una amenaza
durante la edad reproductiva de la mujer, debido a que tiene una vida media de
20 a 30 afios. Pues se ha reportado que, durante el embarazo y el periodo
postparto, el Pb es liberado del hueso al torrente sanguineo, incrementando asi

las concentraciones de Pb en sangre (Verstraeten y cols., 2008).

En la membrana celular, los canales de Ca y de Zn, asi como la molécula
transportadora de cationes divalentes 1 "DCT1", pueden ser utilizados por el Pb
como via de entrada al citoplasma (Ballatori, 2002). Este transportador de
metales esta presente en varios 6rganos como en el intestino delgado, tejidos
como en las células endoteliales de los plexos coroideos (por lo cual pasa
directamente al sistema nervioso central) o en las neuronas (Tapia-Saavedra,
2007; Wagner y cols., 2003).

1.8 Efectos del plomo sobre la salud

Los valores de referencia recomendados por la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) en el 2006 para las concentraciones de Pb son: en aire, 1.0 pg/m3, en
agua 10.0 ug/l, en suelo 250 mg/kg, en polvo no existen valores de referencia
(Camara minera de México, 2006). La determinacién de las concentraciones de
Pb en la sangre, las acciones y los criterios para proteger la salud de la poblacién

expuesta no ocupacionalmente en México, se rige por la NOM-199-SSA1-2000
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en Salud Ambiental, en la cual se establece que las concentraciones de Pb en
sangre no deben de sobrepasar los 10 ug/dL, lo cual no representaria ningun
riesgo para la poblacibn en general, incluyendo a los nifios y mujeres

embarazadas (Navarrete-Espinosa y cols., 2000).

Los Centros de Control de Enfermedades en los Estados Unidos mencionan que
las concentraciones de Pb en sangre mayores a 10 ug/dL deben provocar
medidas de prevencion inmediata, pues se conoce que las concentraciones de
Pb en sangre de entre 30 y 90 ug/dL producen hipertension arterial (actuando
por inhibicibn de la sintasa del Oxido nitrico endotelial), un decremento
significativo en la capacidad auditiva, en la sintesis de hemoglobina (con una
consecuente anemia), dafio por estrés oxidativo (Martinez y cols., 2011) y
nefropatia (altera la funcion del tibulo contorneado proximal). Mientras que las
concentraciones de mas de 90 ug/dL producen encefalopatia y pueden producir
la muerte (Garza y cols., 2006). Por otra parte, las concentraciones menores de
10 ug/dL inducen una disminucion en la audicién, en la estatura, en el coeficiente
intelectual y alteraciones en la lectura y memoria, entre otros (Gurer y Ercal,
2000; Hampy cols., 2018). Por consiguiente, no se ha observado un nivel umbral
para los efectos del Pb sobre la salud (OMS, 2018).

En México, un estudio en 792 escolares de 7 a 14 afios de edad asistentes a la
consulta externa de cinco hospitales pediatricos de la Ciudad de México, donde
se midi6 plomo en sangre, se exploré la exposicibn al metal, asi como el
desempefio académico, donde se reporté una media de plomo en sangre de 8.6
pg/dL en el caso de nifios reprobados, contra 7.6 ug/dL de los aprobados. La
principal fuente de exposicion fue el uso de loza de barro vidriado (Leal-
Escalante y cols., 2007). Mientras que otro estudio report6 que madres
presentaron concentraciones de Pb en sangre de 10.7 ug/dL y los nifios de
10.4ug/dL (Navarrete-Espinosa y cols., 2000). El 47% de las madres tuvieron
valores superiores a los 10 pg/dL de Pb en sangre y el 50% de los nifios con
valores superiores a los 10 ug/dL de Pb en sangre. Ademas, un estudio reciente
reporté en nifios de 2 a 6 afios concentraciones de Pb en sangre de 4.5 ug/dL
en la Ciudad de México (Tamayo y cols., 2016). La exposicién a Pb prenatal o
postnatal temprana, en nifios, puede inducir déficit en el coeficiente intelectual,

hiperactividad, falta de atencion, agresion y delincuencia. De ahi que se reporta
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gue el sistema nervioso central se afecta de manera permanente en los seres

humanos (Garza y cols., 2006).

También se conoce que el Pb atraviesa la placenta de la madre gestante para
intoxicar al organismo en desarrollo mediante la sangre (Villeda-Hernandez y
cols., 2006). Ademas, se ha reportado que cuando la concentracion de Pb se
incrementa en la sangre materna, las concentraciones de Pb aumentan en la
leche materna, representando un riesgo adicional al neonato (Li y cols., 2000;
Jelliffe- Pawlowski y cols., 2006). Adicionalmente, la neurotoxicidad del Pb ha
recibido un renovado interés con la creciente evidencia de que este metal
contribuye a la enfermedad de Alzheimer, al inducir sobrecargas intracelulares
de Fe, disminuyendo la actividad de proteinas transmembranales para su
liberacion como la ferroportina 1. Sin embargo, el mecanismo no esté del todo
claro (Zhou y cols., 2014).

2. Antecedentes

2.1 Desarrollo del area predptica medial

El desarrollo embrionario de estructuras encefalicas como el hipotdlamo, en el
caso de la rata macho, es llevado a cabo aproximadamente durante la ultima
semana de gestacion, en el caso del mPOA se ha documentado que sus
neuronas se aprecian desde el dia 13 y 14 gestacional, llegando a su mayor
namero en el dia 15 de la gestacion, mientras que para el dia 16 ya puede
presentar actividad de la enzima aromatasa (Shinoda y cols., 1994) y entre el dia
14 al 17 gestacional en el nacleo predptico medial. En la mayor parte del area
predptica, las neuronas migran principalmente de manera lateral. Las neuronas
MAas viejas en el area predptica lateral migran antes y se instalan adyacentes al
telencéfalo. Las neuronas mas jovenes migran en sucesivas oleadas posteriores
y se acumulan medialmente. Las neuronas sexualmente dimorficas migran
pasando las células mas viejas para establecerse en el nucleo predptico medial.
El nacleo predptico medial se origina en una zona neuroepitelial de la linea media
gue es continua con el neuroepitelio en el telencéfalo basal de la linea media vy,

por lo tanto, se considera que representa un area de transicion entre el
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telencéfalo y el diencéfalo, surge del neuroepitelio anterior del tercer ventriculo
(Altman y Bayer, 1978).

2.1.1 Desarrollo de la amigdala medial

La amigdala es el componente principal cerebral que regula comportamientos
emocionales, los distintos ndcleos de la amigdala exhiben diferentes perfiles de
desarrollo y la amigdala de la rata madura hasta un periodo prolongado postnatal
(Cooke, 2005). Los estudios en ratas han ilustrado que el desarrollo de la
amigdala ocurre antes y después del nacimiento. Se conoce que su desarrollo
puede llevarse a cabo durante la ultima semana de gestacion y al igual que
mPOA, al dia 16 gestacional ya puede presentar expresion de aromatasa
(Shinoda y cols., 1994). La migracion celular mas temprana que representa el
complejo estriado es desde el epitelio germinal en la region del foramen
interventricular, lateral a la formacién del hipocampo primordial. Todos los
nacleos amigdaloides identificados se desarrollan por la migracion de

neuroblastos del epitelio germinal (Humphrey, 1968).

2.2 Exposicion perinatal a plomo

Se conoce que la exposicion a Pb durante la gestacion y la lactancia (periodo
perinatal) induce en la rata macho adulta una disminucién en las concentraciones
de T (Pillai y cols., 2012).

Existen trabajos previos de hace algunas décadas, como el de McGivern y cols.,
(1991), donde observaron que en los machos tratados con Pb al 0.1% durante
la tercera semana de gestacion mostraron significativamente menor marcaje
territorial y menor agresividad, comportamiento caracteristico del sexo masculino
en comparacion con los controles, asi como una disminucion del 35% del
volumen neural del nacleo dimérfico sexual, correspondiente al mPOA.
Trabajos previos mas recientes como el de Villeda-Hernandez y cols. (2006)
quienes expusieron oralmente a ratas gestantes a 320 ppm (0.2%) de acetato
de Pb prenatal hasta el nacimiento encontrando una bioacumulacion del metal

en sangre de los neonatos, una disminucion en el nimero total de neuronas en
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cuerpo estriado, tdlamo, corteza parietal y cerebelo, asi como congestidon
vascular en la placenta.

Por otro lado, Rojas-Castafieda y su equipo (2011) expusieron a las ratas
perinatalmente y hasta los 90 dias de edad a 320 ppm (0.2%) de acetato de Pb
oralmente, encontrando Pb en hipotalamo, y anomalias morfolégicas
neuronales. Ademas, Gassowska y sus colaboradores (2016) administraron
oralmente acetato de Pb al 0.1% abarcando de la gestacion al destete, y
sacrificando a los 28 dias de vida, encontrando disminuciones en las sinapsis

neuronales.

2.3 Mecanismos de dafio por plomo en células del SNC

Se sabe que una vez que se ha expuesto un individuo al Pb, este metal es
distribuido en el cuerpo al ser capaz de sustituir cationes divalentes,
principalmente al Ca, Fe y Zn, entrando a las células por medio del transportador
DCT1 (Ballatori, 2002) y cuando se une a los grupos sulfhidrilo de la
hemoglobina, el plomo llega a los vasos cerebrales y cruza la barrera
hematoencefalica por difusibn o competencia con el mismo sistema de
transporte para otros iones metalicos, como el hierro. Los mecanismos de
intoxicacién por Pb estan principalmente relacionados con la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y mecanismos ionicos alterados,
sustituyendo cationes divalentes como Ca, Mg y Fe, lo que genera déficits de la
neurotransmision, sefalizacion subcelular alterada y estrés oxidativo alterando
el funcionamiento celular, procesos fisiolégicos y conductuales dependientes de
cationes divalentes y por consiguiente afectar de manera adversa la salud
(Godwin, 2001; Needleman, 2004). Se ha reportado una disminucion en la
densidad celular y expresion inmunohistoquimica de neurotransmisores en el
hipotalamo (Rojas-Castafieda y cols., 2011). También se ha observado que la
exposicion perinatal a Pb es peligrosa para el SNC en desarrollo debido a la falta
de una barrera hematoencefalica funcional y la proliferacion celular intensa,
diferenciacion y sinaptogénesis que tiene lugar durante la gestacién y las

primeras semanas de vida postnatal (Garza y cols., 2006).
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Los mecanismos de dafio por Pb involucran una disminucion en las enzimas
antioxidantes, incremento del estrés oxidativo inducido por radicales libres que
conduce a la peroxidacion de lipidos con dafio a la membrana citoplasmatica
(Martinez y cols., 2011), apoptosis, induccién de factores inflamatorios (como en
las células gliales) que resultan en muerte neuronal y disminucion de
neurotransmisores, asi como en la expresion y funcion de receptores, trastornos
en el metabolismo mitocondrial, alteraciones en los sistemas de segundos
mensajeros, dafos a las células endoteliales, la astroglia y oligodendroglia, la
interferencia con los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y de manera
indirecta la formacion de acido &-aminolevulinico (&-ALA), alterando el
metabolismo de las porfirinas asi como la disminucion de hemoglobina (Yamaki
y Nobusada, 2003; Martinez-Haro y cols., 2011; Cheny cols., 2015), ademas se
conoce gque disminuye la neurotransmision por GABA y dopamina (Struzynska
y Rafatowska, 1994; Garza y cols., 2006; White, 2007; Verstraeten, 2008).

También se conoce que el Pb altera la via de la fosfolipasa c, provocando un
aumento de las concentraciones intracelulares de calcio y (Pb actuando como
agonista) por accién del inositol trifosfato, activando a la protein cinasa c
(dependiente de Ca y también con un papel en la apoptosis) modificando los
gradientes iénicos de la osmolaridad celular y por tanto la via apoptética.
Ademas, al alterar las concentraciones de Ca, se inhiben por exceso de Pb la
calpaina y la calmodulina, esta ultima regula a la CaMK |l, que es importante en
el aprendizaje y la memoria, asi como regulacion de la apoptosis, también es
afectada por el Pb, el cual incluso es capaz de inhibir la accion de las mismas
enzimas fosfolipasa c, protein cinasa C, y el inositol trifosfato (Florea y cols.,
2013; Salas y cols., 2010). También se ha reportado que el Pb interrumpe la
homeostasis del Ca, causando una marcada acumulacion de este en las células
expuestas al Pb (Bressler y Goldstein, 1991; Bressler y cols., 1999, en
concentraciones nanomolares, también induce la liberacion mitocondrial de
calcio (Silbergeld, 1992), despolarizando las membranas de las mitocondrias de
las neuronas, actuando de forma analoga a como lo hace una sobrecarga de Ca,
ya que el Pb se une a las proteinas que forman los poros de la membrana
mitocondrial interna a través de una regulacion negativa de bcl-2 y la regulacion
positiva de la expresion de Bax, resultando en un aumento de la relacion Bax /

bcl-2 (Sharifi y cols., 2002), con lo que sale al citosol el citocromo c y se inicia la
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cascada de activacion del apoptosoma asi como las caspasas, y por tanto,
promoviendo la apoptosis (Lidsky y Schneider, 2003; Pulido y Parrish, 2003). Por
lo que se ha reportado que la exposicion a Pb afecta diversas estructuras del
SNC (Garzay cols., 2006).

2.3 Efectos del Plomo sobre la salud reproductiva masculina

La exposicion a Pb tiene efectos sobre la salud reproductiva del varon cuando
este se expone directamente al metal, ya que se ha reportado que este metal
induce alteraciones en la sintesis de gonadotropinas y en las enzimas
esteroidogénicas (Biswas y Ghosh, 2004), que se reflejan en una reduccion en
las concentraciones de T y espermatozoides (Sikka y Wang, 2008), promoviendo
en estos Ultimos malformaciones y alteraciones de estos en la motilidad y la
viabilidad de estos (Moran-Martinez y cols., 2013). En ratas adultas expuestas a
Pb se observdé una disminucion en la concentracion de T, lo cual se ha
involucrado con una disminucién en la actividad de las enzimas esteroidogénicas
A5-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (A5-33-HSD) y 17B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17 - HSD), los citocromos P450SCC (enzimas de escision de
la cadena lateral del colesterol) y P450C17 (17a-hidroxilasa/17,20 liasa/17,20
desmolasa), e inhibicion del AMPc en el testiculo (Doumouchtsis y cols., 2009).
Con respecto a la CSM, se sabe que la administracién de Pb perinatal puede
deteriorar la CSM, presentando un incremento en el NM, Nl y en la LE (Sant’Ana
y cols., 2001; Mokhtari y Zanboori, 2011). Ademas, Mokhtari y Zanboori (2011)
suministraron 0.01% (100 mg/kg) de acetato de Pb por via oral en ratas durante
28 dias en machos adultos y observaron una disminucion de la concentracion de
T y afectaciones de parametros de la CSM como latencias de monta (LM),
namero de montas (NM), latencia de intromisiones (LI), niUmero de intromisiones
(NI), latencia de eyaculacién (LE) y numero de eyaculaciones (NE), ademas de
verse afectado el periodo refractario (PR) y el hit rate (HR) o eficiencia
copulatoria.

Por otra parte, se ha observado que las hormonas esteroides, como los
estrogenos y andrégenos, regulan la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-

gonada y estan involucrados en conductas sensibles a hormonas, como la CSM
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(Arteaga-Silva y cols., 2017). Una baja en la concentracién de estas hormonas
se asocia con una disminucion de la funcion reproductiva (Ghandi y cols., 2017).
También, el Pb es capaz de aumentar la expresion de Fas, FasL y caspasa-8,
induciendo apoptosis a las células de Leydig, células necesarias para la sintesis
de T (Hey cols., 2017).

3. Justificacion

Se conoce que el mPOA, localizada en el hipotalamo, y la MeA desempefian un
papel importante en la conducta sexual masculina, mediado por la T a través de
los RAy los RE (Kudwa y cols., 2006; Portillo y cols., 2006; Fernandez-Guasti y
cols., 2010; Tetel y Pfaff, 2010),mientras que la exposicién perinatal crénica a Pb
(Rojas-Castafieda y cols., 2011) provoca muerte neuronal en hipotalamo, lo que
sugiere que las neuronas del mPOA y el MeA podrian ser afectadas a la
exposicion perinatal a Pb. Ademas, se ha reportado que la exposicion perinatal
a Pb produce una disminucion en la concentracion de T (Pillai, 2011) y en la CSM
(Sant Ana y cols., 2001; Mokhtar y Zamboori, 2011). Lo que sugiere que el Pb
perinatal podria inducir alteraciones en la inmunorreactividad de los RA y los RE
en las neuronas del APOm y la MeA asociadas con el despliegue de la conducta

sexual masculina de la rata adulta.

4. Pregunta de investigacion

¢La exposicion perinatal a Pb afectara las concentraciones de testosterona y la
CSM, asi como la inmunorreactividad de los RA y RE en el APOm y la MeA

estructuras cerebrales necesarias en el despliegue de la CSM?

5. Hipotesis

Si la exposicion perinatal a Pb induce alteraciones en las neuronas del mPOA y
de la MeA, asi como en la produccion de T, entonces la intoxicacion perinatal
con dicho metal provocara deterioro de la CSM posiblemente relacionada con

cambios en las concentraciones séricas de T y la inmunorreactividad de los RA
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y los RE del mPOA y de la MeA, los cuales desempefian un papel importante en

la conducta sexual.

6. Objetivo General

Evaluar los efectos de la exposicion a Pb durante la etapa perinatal sobre las
concentraciones de T, la CSM y la inmunorreactividad de RA y RE en el APOm

y MeA en la rata.

6.1 Objetivos particulares

Determinar los efectos de la exposicién a Pb durante la gestacion y la lactancia
en la rata macho adulta sobre:

. La conducta sexual masculina.
. La concentracion de Pb en sangre y en tejido cerebral APOm y MeA).
. La concentracion de testosterona en suero.

. La inmunorreactividad a los RAy RE ay 3 en el APOm y en MeA.

7. Metodologia

Se obtuvieron ratas prefiadas de la cepa Wistar, provenientes del bioterio de la
Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa. El inicio de la gestacion fue
determinado por la presencia de tapon vaginal y se formaron dos grupos de
manera aleatoria. Grupo experimental: hembras prefiadas que fueron expuestas
a 320 ppm de acetato de plomo (0.2%) (J.T. Baker, Edo. de Méx., México)
disuelta en el agua de bebida del bioterio, desde el inicio de la gestacion hasta
el destete a los 21 dias de edad, (periodo perinatal). Al nacimiento, las crias
fueron separadas por género y fueron utilizados los machos, cada camada fue
ajustada a 8 crias. Grupo control: Hembras a las cuales se les mantuvo en

condiciones normales de ingesta de agua. Ambos grupos se mantuvieron bajo
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las mismas condiciones ambientales (ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h,

temperatura de 24 + 1 °C) y libre acceso al agua y alimento. A los 21 dias de
edad, las crias de ambos grupos fueron destetadas y se dejaron con libre acceso
al agua y alimento. Asi, se obtuvo un total de 34 ratas macho (17 controlesy 17
experimentales). El manejo y cuidado de los animales fue realizado de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999 denominada
"Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado, y uso de los animales de
laboratorio”, Diario Oficial 22 de agosto de 2001 y a los Lineamientos para la
conduccion ética de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de
Ciencias Biologicas y de la Salud.

A los 120 dias de edad, a todos los animales se les realizaron las pruebas de
CSM. Al término de la prueba conductual de los 34 machos, se obtuvieron
muestras de sangre por puncién cardiaca (n=22) y por decapitacion (n=12) para
la determinaciéon de las concentraciones de Pb y T. Posteriormente se
perfundieron (n=22) y se obtuvieron los cerebros para realizar
inmunohistoquimica para RAy RE ay B.

Otra serie de animales fue empleada para determinar las concentraciones de T
en suero, asi como las concentraciones de Pb en sangre, en el hipotalamo,
amigdala, hipocampo, bulbos olfatorios y corteza prefrontal (n=12, 6 ratas por

grupo). Todos los experimentos fueron realizados alternando un animal de cada

grupo.

7.1 Registro de conducta sexual masculina

Se realizaron tres pruebas de conducta sexual por macho. Estos se colocaron
en un redondel de Plexiglas de 50 cm x 42 cm de base y 42 cm de altura con
piso de aserrin, durante 5 minutos para que se adaptara al mismo. Transcurrido
este tiempo, se introdujo a una hembra receptiva tratada previamente con
benzoato de estradiol (5 pg/50ul, 48 horas previas a la prueba) y progesterona

(500 pg/50ul 4 horas previas a la prueba), con la que interactud libremente.

Las sesiones fueron de 30 minutos durante los cuales se registraron los
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siguientes parametros:

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

copulatoria.

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

copulatoria.

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

eyaculacion.

- Numero de intromisiones: Es el total de intromisiones que ejecuta la rata

macho antes de la eyaculacion.

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

intromisidn hasta la eyaculacion de esa serie copulatoria.

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

eyaculaciéon hasta la primera intromision de la segunda serie copulatoria.

- Hit rate o eficiencia copulatoria: Se calcul6é dividiendo el namero total de
intromisiones entre la sumatoria del nimero de montas e intromisiones (HR=

I/M+1]) Este parametro nos indica la eficiencia copulatoria del macho.

7.2 Determinacion de plomo en sangre y tejido

El Pb en sangre y tejido cerebral fue cuantificado por espectrofotometria de
absorcion atomica (AA Analyst600, Perkin EImer, Norwalk, Connecticut, Estados
Unidos,) con horno de grafito (HGA-600) y auto-muestreador (AS-60, Perkin
Elmer). Todo el material empleado fue inmerso por 24 horas en una solucion de
acido nitrico concentrado/agua desionizada 1:1 v/v y posteriormente lavados con
agua desionizada antes de ser utilizados, para evitar cualquier contaminacion

posible.

Las muestras de sangre de 1 ml por animal fueron obtenidas por puncion

cardiaca (los que se perfundieron) o por decapitacion (los que se disectaron) y
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fueron colectadas en tubos con EDTA (BD Vacutainer, New Jersey, Estados
Unidos). Los cerebros fueron rapidamente disecados y colocados sobre hielo
para la obtencion del hipotalamo (MPOA es muy pequefio para aislarlo solo),
amigdala medial, bulbo olfatorio, hipocampo y corteza frontal. Este
procedimiento fue realizado alternando animales de cada uno de los grupos. De
las madres se recupero6 sangre, ovario, tuba uterina, higado, rifion y se cuantificd
el Pb un mes después del parto (n=6). A cada una de las muestras de sangre de
200 pl se le adiciond 800 pl de acido nitrico al 30% (Merck, Edo. de México) y
fueron centrifugados a 18 500 g por 15 minutos. Se colect6é una alicuota de 100
pl del sobrenadante y fue diluida 1:5 v/v con agua desionizada. Las muestras de
tejido de cada regidén cerebral o de los diversos 6rganos colectados de las

madres por animal fueron pesadas y digeridas en 1 ml de acido nitrico

concentrado (Merck) con agitacion por 30 minutos a 60 C. Se tom6 una alicuota
de 100 pl del sobrenadante y se diluyé 1:5 v/v con agua desionizada. Las
muestras fueron aleatorizadas, codificadas y analizadas en el espectrofotometro,
el cual fue ajustado a una longitud de onda de 283 nm. Para cada analisis,
estandares de control de calidad (Wisconsin State Laboratory of Hygiene,
Madison, Wisconsin, Estados Unidos) y curvas de calibracién (construidas al
adicionar cantidades conocidas de estandar de Pb; Merck, Darmstadt, Germany)
fueron determinados al inicio y al término de las evaluaciones de las muestras
para validar los resultados. El contenido de Pb en la sangre se expresé como ug
de Pb/dl de sangre y el contenido de Pb en cada region cerebral u 6rgano
materno se expresé como pg de Pb/g de tejido himedo.

7.3 Cuantificacion de testosterona

La cuantificacién de testosterona libre en suero sanguineo en el grupo control
(n=13), asi como el tratado con acetato de plomo (n=13) se realiz6 mediante la
técnica de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas). Las muestras
sanguineas se colectaron en tubos con anticoagulantes y tapén separador de
suero (BD Vacutainer SST, México, D.F). El suero se obtuvo por centrifugacion

durante 15 minutos a 1500 rpm y se mantuvo a -70°C.

La testosterona en suero se midio utilizando un kit comercial (TKTT-1, Diagnostic
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Product Corporation, CA, Estados Unidos). Siguiendo con el procedimiento del
manual del kit, se prepararon soluciones estandar (S0-S5) y se agitaron en un
mezclador, asi como una solucion de lavado contenida en el kit, diluyendo el
contenido de dos viales en agua destilada en una proporcion de 1:10. Se
mezclaron todos los reactivos junto al suero en los pocillos y se incubaron a 37°C
durante una hora. Posteriormente se removié el contenido de los pocillos,
lavando 3 veces con 300 ul con solucion de lavado, para después incubarse a
temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad. Posterior a esto, las
muestras se colocaron en el lector Elisa Multiskan Ascent V1 26 que se programé
para el andlisis de las muestras, asi como la curva de calibracion con las
soluciones estandar. Al obtener las lecturas, se realiz6 la conversion de pg a

ng/mL.

7.4 Perfusion de los animales, procesamiento del tejido e inmunohistoquimica

Al término de la prueba conductual y después de colectar la sangre previa
anestesia como se mencion6 anteriormente, los animales fueron perfundidos via
intra-cardiaca con solucién salina fisiolégica, seguido por paraformaldehido al
4% en buffer de fosfatos salino 0.1M (PBS) a pH 7.4, con una bomba de infusién
continua (Masterflex, Vernon Hills, Hillinois, Estados Unidos). Los cerebros

fueron disecados, pesados y post-fijados por 3 horas en fijador a 4 OC.
Posteriormente fueron lavados en PBS. Entonces, se obtuvieron secciones
coronales, alternadas en 4 series, del APOm y MeA de 40 ym de grosor por
medio de un criostato (CM1850, Leica Microsystems, NusslochGmbH,
Alemania). Tres series con cuatro cortes cada una fueron procesadas con
anticuerpos policlonales contra conejo (Santa Cruz) a una dilucion de 1:200 para
la inmunodeteccion de: 1) RA (SC 816); 2) RE a (SC H-184) y 2) RE 3 (SC H-
150). Para mostrar cuerpos celulares, la cuarta serie de tejido se monto en
portaobjetos cubiertos con grenetina, tefiidos con violeta de Cresilo (Sigma, St.
Louis Missouri, Estados Unidos) por 6 minutos, lavados con agua destilada,

deshidratados y los cubreobjetos van siendo aplicados con entelan (Merck).

Para la técnica de inmunihistoquimica, las secciones de tejido fueron tratadas
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con peroxido de hidrogeno al 0.3% (Merck, Alemania) por 10 minutos, después
con solucién de Tween 20 en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Los
sitios de union inespecificos se bloquearon con albumina de suero bovino al 5%
(BSA; Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) y Tween 20 al
1% en PBS (BSA-TX-PBS) por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se

incubaron con anticuerpos policlonales de conejo para detectar los RA, RE a o

el B, en BSA-Tween-PBS por 48 h a 40C. La inmunorreaccion fue visualizada
con la reaccion de daminobenzidina. Entre cada uno de los pasos se realizaron
tres lavados de PBS de 10 minutos cada uno. Las secciones de tejido fueron
montadas sobre portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina (Sigma), deshidratadas
y los cubreobjetos se aplicaron con entelan (Merck). Todas las secciones de los
grupos control y con exposicion a Pb se procesaron al mismo tiempo y en

paralelo para minimizar cualquier variacion en el procedimiento de tincion.

7.4.1 Determinacion morfométrica

Se realiz6 de manera manual utilizando un sistema de analisis de imagenes
computarizado (Metamorph, version 4.5; Molecular Devices, Downington,
Pensilvania, Estados Unidos) acoplado a un microscopio de luz (DMLS, Leica,
Microsystems, GmbH, Wetzlar, Alemania). Dos secciones representativas del
nivel medio del APOm (Bregma -0.24, atlas estereotaxico, Paxinos y Watson,
1998) y de la MeA (Bregma -0.00, atlas estereotaxico, Paxinos y Watson, 1998)
se seleccionaron de cada animal. Las laminillas fueron aleatorizadas y
codificadas para realizar el andlisis a "ciegas". El area y densidad optica (las
mediciones de densidad O6ptica reflejan cambios en la expresion de proteinas
paralelos a aquellos obtenidos utilizando un ensayo de medicion de proteinas
bioguimico como el Western blot, Mufson y cols., 1997) del APOm y de la MeA
fueron determinados a 40X. El propdsito fue para determinar de manera indirecta
las variaciones en la expresiéon de proteinas a nivel tejido.

El conteo de las células inmunorreactivas para cada tipo de receptor, asi como

la tincion con violeta de cresilo, fue realizado a 40X. La densidad celular fue

expresada en 40 000 pm2 (calculada del numero de células contadas en relacion

con el area de la cual éstas fueron evaluadas). Las secciones tefiidas con violeta
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de cresilo se utilizaron para determinar si la exposicion crénica a Pb induce un

decremento en la poblacion neuronal (nUmero de células por unidad de area).

7.5 Analisis estadistico

Los datos son expresados como la media * error estandar de la media (ESM).
Los resultados obtenidos de Pb en sangre y tejido, concentracion de T, las
densidades celular y Optica, asi como para los parametros conductuales de
latencia y frecuencias de intromisiones, montas y de eyaculacion se realizaron
mediante la prueba de "t" de Student para grupos independientes, con p < 0.05

considerada como significativa.

8. Resultados

8.1 Concentracién de plomo en sangre y tejido en madres

El valor promedio de la concentracion Pb en sangre presentd un valor
significativamente mayor (p=0.0011) en las madres expuestas al metal
presentando una media de 14.51 £+ 0.47 vs 0.27 = 0.03 pg/g de los controles
(Figura 8A). En el mismo orden, en ovario y el rinidn también se bioacumulo
significativamente el metal (p=0.0003), (0.13 + 0.027 vs 1.20 * 0.04, Figura 8B),
(p=0.0012), 0.37 £ 0.03 vs 21.60 + 0.75 (Figura 8C). En la tuba uterina,
(p=0.0008) los valores promedio fueron de 0.13 £ 0.042 vs 2.77 £ 0.12 (Figura
8D), y en el higado (0.13 £ 0.02 vs 2.96 + 0.40, p=0.0196, figura 8E). Lo cual nos

muestra una bioacumulacion persistente del metal en las madres.
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Figura 8. Se observa que las madres gestantes expuestas a Pb presentaron
significativamente mayor concentracion del metal en sangre (A), ovarios (B), rifion (C),
tuba uterina (D), e higado (E) con respecto a los controles. Los resultados son
expresados como la media + ESM, n= 6 animales por cada grupo. * p<0.001, “” de
Student para grupos independientes.

8.2 Influencia del plomo en el peso corporal

En la figura 9 se observa el peso corporal de las crias neonatas expuestas
perinatalmente al Pb, mostrando una media de 6.58 + 0.13 g al nacimiento, vs
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5.12 + 0.16 de los controles (Figura 9A). Al destete (21 dias), se observa que
esta diferencia de pesos se acentud, mostrando medias de 44.89 £ 1.3 para los
controles vs 20.39 + 0.17 g para el grupo expuesto a Pb (Figura 9B), mientras
que al momento de la eutanasia a los 120 dias de edad, se observa una media
mayor del peso corporal por parte de los animales expuestos al metal 421.2 +
7.39vs 473.3 + 4.68 g de los controles (Figura 9C) con una p<0.05.
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Figura 9. Los machos tratados con Pb perinatalmente pesaron significativamente menos
al momento de su nacimiento (A), al destete (21 dias) (B), mientras que al momento
antes de su eutanasia se observa un mayor peso por parte de los animales expuestos
al Pb (C), con respecto a los controles. Los resultados son expresados como la media
+ ESM, n= 17 animales por cada grupo. *p<0.05, “” de Student para grupos
independientes.

8.3 Conducta sexual masculina

Los resultados que se obtuvieron después de los registros de conducta sexual
masculina muestran que los individuos expuestos perinatalmente a Pb

presentaron un aumento significativo (p< 0.001) de sus latencias de monta, con
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respecto a los controles, mostrando una media de 104.5 + 3.29 vs 18.12 £1.08
del grupo control (Figura 10A). Las latencias de intromisiones también se
aumentaron significativamente (p<0.001) en los individuos expuestos al metal,
(167.5 £ 6.46 vs 28.94 +1.30) del grupo control (Figura 10B). EI numero de
montas aumento en los individuos expuestos a Pb (3.64 + 0.22 vs 7.23 = 0.63,
p<0.001, figura 10C), mientras que el numero de intromisiones se vieron
disminuidos en los individuos expuestos al metal (9.941 + 0.33 vs 5.118 + 0.48,
p<0.001, figura 10D). La latencia de eyaculacién se alargo significativamente
(1309 + 56.91 vs 465.9 + 36.35 segundos) del grupo control (p< 0.001, figura
10E). El nimero de eyaculaciones fue significativamente menor en los individuos
expuestos a Pb con respecto a los controles (p<0.001) (Figura 10F), y el periodo
refractario de los animales expuestos a Pb se redujo significativamente (p<
0.001), (1043 + 23.91 vs 432.7 £ 11.61 segundos) de los controles (Figura 11A).
El hit rate o eficiencia copulatoria también fue significativamente menor en los
animales expuestos a Pb (p< 0.001), (0.41 £ 0.01 vs 0.72 = 0.01) al de los
controles (Figura 11B).
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Figura 10. Se observa que los machos expuestos perinatalmente a Pb mostraron
mayores latencias de monta (A) y latencias de intromision (B) respecto a los controles.
También se observa que el nimero de montas fue superior en los tratados con Pb (C)
pero mostraron menor numero de intromisiones (D), y sus latencias de eyaculacién
fueron mayores (E) aunque eyacularon menos veces que los controles (F). Los
resultados son expresados como la media + ESM, n= 17 animales por cada grupo.
*p<0.001, “t” de Student para grupos independientes.
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Figura 11. Se observa que los machos expuestos perinatalmente a Pb mostraron mayor
un periodo refractario (periodo post eyaculatorio, con respecto a los controles) (A) asi
como un menor hit rate (B). Los resultados son expresados como la media £ ESM, n=
17 animales por cada grupo. *p<0.001, “t” de Student para grupos independientes.

8.4 Concentracién de plomo en sangre y tejido en machos

La cantidad de Pb en sangre fue significativamente mayor (p<0.05) en los
individuos expuestos perinatalmente al metal (1.43 £ 0.13 vs 0.18 + 0.03 pg/dL)
del grupo control (Figura 12).
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Figura 12. Se observa que los machos expuestos perinatalmente a Pb bioacumularon
el metal hasta el momento antes de su eutanasia (120 dias), mostrando diferencias
significativas con respecto a los controles. Los resultados son expresados como la
media + ESM, n= 11 animales por cada grupo. *p<0.05, “t” de Student para grupos
independientes.

También se realizé las comparaciones de las concentraciones de Pb en sangre
entre las madres y las crias macho (p= 0.006), observandose medias de 14.51
+0.47 y 1.43 + 0.13 pg/dL, respectivamente (Figura 13). La bioacumulacion del
Pb en individuos expuestos al metal permanece hasta los 120 dias de edad
adulta. En el hipotdlamo, se observé una acumulacion del metal (p<0.0001) en
los machos expuestos perinatalmente a Pb, (0.16 + 0.01 vs 0.03 = 0.00 pg/dL)
en los controles (Figura 14A). En MeA, la media fue significativamente mayor
(0.19 £ 0.01 vs 0.04 + 0.00 pg/dL) de los controles (p<0.0001) (Figura 14B). En
corteza prefrontal, de 0.04 = 0.00 para los animales tratados con Pb y 0.02 + 0.00
para el grupo control (p<0.0001) (Figura 14C). En hipocampo, la media fue
significativamente mayor (0.14 + 0.00 vs 0.05 + 0.00 pg/dL) para los animales
del grupo control (p<0.0001) (Figura 14D). En bulbo olfatorio, se observé una
media de 0.16 +0.22 vs 0.05 + 0.15 pg/dL para el grupo control (p<0.0001)
(Figura 14E).
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Figura 13. Observamos que las madres expuestas a plomo tienen mayor concentracion
del metal en la sangre con respecto a los hijos que también estuvieron expuestos al
metal. Los resultados son expresados como la media £ ESM, n= 13 crias y 6 madres
por cada grupo. *p<0.0001, “t” de Student para grupos independientes.
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Figura 14. Se observa que los machos expuestos perinatalmente a plomo
bioacumularon el metal en varias estructuras encefalicas hasta el dia de su eutanasia,
con respecto a los controles. Los resultados son expresados como la media £ ESM, n=
6 animales por cada grupo. *p<0.0001, “t” de Student para grupos independientes.

8.5 Cuantificacion de testosterona

Los animales expuestos perinatalmente a Pb presentaron concentraciones
significativamente menores (p<0.05) de T (7.75 = 0.67 vs 3.01 £ 0.48 ng/dL) del
grupo control (Figura 15).

Testosterona

1519
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Control Pb

Figura 15. Se observan los resultados correspondientes a la cuantificacion de
testosterona (T) en suero sanguineo, mostrando diferencias significativas comparadas
con los controles. Los resultados son expresados como la media = ESM, n= 7 animales
por cada grupo. *p<0.05, “t” de Student para grupos independientes.
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8.6 Inmunorreactividad y Densidad éptica de receptores para andrégenos y
estrogenos a y B en el area predptica medial y la amigdala medial

El ndmero de células inmunorreactivas en el mPOA (62.38 + 2.62) al RA (Panel
1) en los animales expuestos a Pb disminuyo significativamente (p=0.042) en
comparacion al de los controles (98.78 £3.04, figura 17A). También fue
significativamente menor (p=0.0015) el nimero de células inmunorreactivas a
REa (Panel 2) (64 + 3.10) de los animales tratados con Pb y de (104.7 £ 7.29)
para los del grupo control (Figura 17B). Para REB, encontramos también un
menor numero de células en los tratados animales tratados con Pb (Panel 3)
(p=0.0083), (68.50 £ 4.79 vs 92.17 + 5.36) de los controles (Figura 17C).

En MeA, se encontré también una diferencia significativa (p=0.0047) de menos
expresion de los RA en los machos tratados con Pb (Panel 4) (63 = 2.80 vs 96.5
+ 7.38 en el grupo control, figura 20A). La expresion de los REa (Panel 5),
disminuyo significativamente (p=0.0015, 67 = 4.04 para los animales tratados
con Pby de 104.3 + 6.99 para el grupo control, figura 20B), y para la expresion
de los Ref (Panel 6) se observé una media de 70.33 + 4.63 para los animales

tratados con Pb y 97.67 + 7.78 para el grupo control (Figura 20C).

A continuacion, se muestran las fotomicrografias representativas de los

resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por flotacion:

Area preoptica medial (MPOA)

< 'ﬁ,a’w Figure 33
Wi\ 17 (&‘
e

Interaural 9.00 mm ~—* \ = Bregma 0.00 mm

Figura 16. Se observan los limites seleccionados para delimitar el mPOA (Area
preoptica medial). A) Esquema del Paxinos y Watson (2005) donde se muestra en color
rojo parte del &rea que compone el mPOA. Figura 33, bregma 0.00 e interaural 9.00 B)
Seccion del mPOA tefiida por inmunohistoquimica para RA de sujeto control a 10x.
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mPOA control 10x mPOA Pb 10x

Panel 1. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacion en cortes coronales que muestran la regién del mPOA (area predptica medial)
en el hipotalamo. Inmunorreaccion a RA (receptores para androgenos) a 10x de sujeto
control y expuesto a Pb (A'y B respectivamente) y los mismos a 40x (C y D). Se observa
gue los animales expuestos a Pb presentan menor nimero de células con RA. n= 6
animales por cada grupo. Escala de barra: 350 um.
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mPOA control 10x mPOA Pb 10x

REa

mPOA Pb 40x

REa ]

Panel 2. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacion en cortes coronales que muestran la region del mPOA (area preoptica medial),
en el hipotalamo. Inmunorreaccién a REa (receptores para estrégenos alfa) a 10x de
sujeto control y expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismos a 40x (C y D). Se
observa que los animales expuestos a Pb presentan menor numero de células con REa.
n= 6 animales por cada grupo. Escala de barra: 350 um.
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mPOA control 10x mPOA Pb 10x

REB

mPOA Pb 40x

REB

Panel 3. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacion en cortes coronales que muestran la region del mPOA (&rea predptica medial)
en el hipotalamo. Inmunorreaccién a RE (receptores para estrogenos beta) a 10x de
sujeto control y expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismos a 40x (C y D). Se
observa que los animales expuestos a Pb presentan menor nimero de células con Rep.
n= 6 animales por cada grupo. Escala de barra: 350 um.
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Figura 17. Numero de células con receptores en un area de 40,000 pm? en mPOA. Se
observa que los machos expuestos perinatalmente a Pb mostraron menos células
inmunorreactivas en el mPOA con respecto a los controles. Los resultados son
expresados como la media £ ESM, n= 6 animales por cada grupo. *p<0.05, “t” de
Student para grupos independientes.
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(A) Densidad 6ptica en mPOA (B) Densidad optica en mPOA
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Figura 18. Efectos de la exposicién a plomo (Pb) en el area preéptica medial (mPOA)
sobre la densidad Optica en un &rea de 40,000 um? en secciones de tejido
inmunorreactivas a los receptores a andrégenos (RA) en A, a estrégenos a (REa) en B
y a estrégenos B en C (REB). Se observa que los machos expuestos perinatalmente a
Pb mostraron menor densidad 6ptica en mPOA con respecto a los controles. Los
resultados son expresados como la media £+ ESM, n= 6 animales por cada grupo.
*p<0.05, “t” de Student para grupos independientes.

Amigdala medial (MeA)
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Figura 19. Se observa el MeA abarcando al ndcleo medial amigdaloide. A) Esquema del
Paxinos y Watson (2005) donde se muestra en color rojo parte del area que compone a
la amigdala medial, abarcando al nucleo medial amigdaloide. B) Seccién de la MeA
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tefiida por inmunohistoquimica para RA de sujeto control a 10x.

MeA control 10x MeA Pb 10x

RA

i MeA control 40x MeA Pb 40x

Panel 4. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacién en cortes coronales que muestran la region de la MeA (amigdala medial).
Inmunorreaccion a RA (receptores para androgenos) a 10x de sujeto control y expuesto
a Pb (A 'y B respectivamente) y los mismos a 40x (C y D). Se observa que los animales
expuestos a Pb presentan menor numero de células con RA. n= 6 animales por cada
grupo. Escala de barra: 350 pm.
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MeA control 10x MeA Pb 10x

REa

MeA control 40x MeA Pb 40x
REa

Panel 5. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacién en cortes coronales que muestran la region de la MeA (amigdala medial).
Inmunorreaccién a REa (receptores para estrégenos alfa) a 10x de sujeto control y
expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismos a 40x (C y D). Se observa que los
animales expuestos a Pb presentan menor numero de células con REa. n= 6 animales
por cada grupo. Escala de barra: 350 pm.
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MeA control 10x MeA Pb 10x

REP

MeA control 40x MeA Pb 40x
REB

Panel 6. Se muestran los resultados correspondientes a la inmunohistoquimica por
flotacién en cortes coronales que muestran la regién de la MeA (amigdala medial).
Inmunorreaccién a REB (receptores para estrogenos beta) a 10x de sujeto control y
expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismaos a 40x (C y D). Se observa que los
animales expuestos a Pb presentan menor niumero de células con Ref. n= 6 animales
por cada grupo. Escala de barra: 350 pm.
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Figura 20. Numero de células con receptores en un area de 40,000 um? en MeA. Se
observa que los machos expuestos perinatalmente a Pb mostraron menos células
inmunorreactivas en el mPOA con respecto a los controles. Los resultados son
expresados como la media £ ESM, n= 6 animales por cada grupo. *p<0.05, “t” de
Student para grupos independientes.
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Figura 21. Densidad éptica en un area de 40,000 um? en MeA. Se observa que los
machos expuestos perinatalmente a Pb mostraron menor densidad Gptica en MeA con
respecto a los controles. Los resultados son expresados como la media £+ ESM, n= 6
animales por cada grupo. *p<0.05, “t” de Student para grupos independientes.

8.6.1 Evaluacion de la poblacion neuronal

Los resultados obtenidos muestran que la poblacién neuronal en los animales
expuestos al PB perinatalmente aumento significativamente (p= 0.0351) en el
mPOA (100.5 £ 2.56 vs 89.33 + 3.69) de los controles (Figura 22, Panel 7). Los
mismos datos fueron observados en la poblacion neuronal de la region de la
MeA, (p=0.0249, 101.0 £ 2.97 vs 87.67 + 3.997) (Figura 23, Panel 8).

64



Poblacién neuronal en mPOA
150

100 -

n-

Control Ph

Figura 22. Se muestran los resultados de la poblacion neuronal del APOm (Area
preodptica medial) de los animales tratados con Pb, asi como de los animales controles,
observamos que los animales tratados con Pb presentaron una disminucion en sus
poblaciones neuronales del mPOA, con respecto a los controles. Los resultados son
expresados como la media £ ESM n= 6 animales por cada grupo. *p<0.05, “t” de Student
para grupos independientes.
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Panel 7. Se observan los resultados correspondientes a la tincion de Nissl en cortes
coronales que muestran la region del mPOA (area predptica medial) en el hipotalamo.
Vista a 10x de sujeto control y expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismos a
40x (C y D). Se observa que los animales expuestos a Pb presentan menor nimero de
neuronas en la regiéon. n= 6 animales por cada grupo. Escala de barra: 350 um.
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Figura 23. Se muestran los resultados de la poblacion neuronal del MeA
(Amigdala medial) de los animales tratados con Pb, asi como de los animales
controles. Los resultados son expresados como la media £+ ESM n= 6 animales
por cada grupo. *p<0.05, “t” de Student para grupos independientes.

MeA control 10x MeA Pb 10x

Nissl
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Nissl

Panel 8. Se observan los resultados correspondientes a la tincion de Nissl en cortes
coronales que muestran la regién de la MeA (amigdala medial) en el hipotalamo. Vista
a 10x de sujeto control y expuesto a Pb (A y B respectivamente) y los mismos a 40x (C
y D). Se observa que los animales expuestos a Pb presentan menor ndmero de
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neuronas en la regién. n= 6 animales por cada grupo. Escala de barra: 350 pum.

9. Discusion

En el presente trabajo encontramos que la exposicién a acetato de Pb al 0.2%
(320 ppm) durante la gestacion y lactancia en la rata Wistar afecta los pesos de
los neonatos, bioacumulandose en diversos organos incluyendo regiones
cerebrales, perdurando hasta la edad adulta. Asi también, observamos
alteraciones en diversos parametros de la CSM, en la presencia de receptores
para androgenos y estrogenos a y 3, en mPOA y MeA, asi como el nimero de
neuronas en estas regiones. Ademas, la administracion oral de acetato de Pb se
bioacumulé en diferentes 6rganos y en sangre de las madres gestantes,
aumentando significativamente sus concentraciones de Pb en comparacién con
las madres controles (Figura 8), aunque las concentraciones del metal en sangre
y tejidos fueron significativamente mayores en las madres que en los hijos
(Figura 13), esto sugirie que parte del Pb que no pasoé a las crias se quedod en
los tejidos de sus madres. ElI Pb que paso a los fetos en desarrollo (Huel y cols.,
1992; Gardella, 2011), podria hacerlo a través de los canales para Cay Zn o
incluso por la molécula transportadora de cationes divalentes 1 "DCT1" (Ballatori,
2002).

En cuanto a los pesos de los individuos expuestos a Pb al nacimiento como al
destete (Figura 9), se observd una disminucidn significativa en sus pesos
corporales, asi como lo reportado por Sant’Anay cols., 2001. En adultos de tres
meses de edad previo a la eutanasia, observamos que los sujetos tratados con
Pb pesaban significativamente mas que los controles (Figura 9C), se sabe que
la exposicion al Pb en el desarrollo se ha asociado con un menor peso corporal
al nacimiento y la aparicion tardia de obesidad en los ratones, como lo reportaron
Faulk y colaboradores en un estudio del 2014, donde se administré acetato de
Pb con una dosis de 32 ppm (0.02%) desde 2 semanas antes de la cépula hasta
la lactancia, el cual se asocié con un aumento en la ingesta de alimentos, peso
corporal, grasa corporal total, gasto de energia, actividad y respuesta a la
insulina en ratones de 180 dias. Esta ganancia de peso podria deberse a que
como mencionamos anteriormente, el Pb interfiere con una gran cantidad de
procesos fisiolégicos, pero al ceder el suministro del metal y éste ser eliminado

paulatinamente del organismo (como observamos al comparar las
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concentraciones de Pb en sangre y cerebro) quiz4 pudo llevarse a cabo alguna
compensacion homeostéatica o un estado de ansiedad, que si bien no se midio
en este experimento, fue observada en los individuos tratados con Pb, y se
conoce que esta produce entre otras cosas, un aumento en la ingesta de
alimento, como bien reportaron los mismos Faulk y colaboradores, asi como
estudios de Jurczak y colaboradores en 2018, donde reportaron una relacion
entre el nivel de Pb y la gravedad de la ansiedad. Esto pudo promover un
aumento en la ingesta de alimento y por lo tanto el peso de los individuos.

La exposicion perinatal a acetato de Pb tuvo repercusiones conductuales
a largo plazo, como observamos al evaluar la conducta sexual ejecutoria, donde
observamos un aumento en las latencias de montas y el numero de estas (Figura
10), lo cual se vio reflejado en un aumento en el nimero de intentos que los
animales realizaron antes de eyacular, lo que podria interpretarse como una
imposibilidad de estos machos para copular; y verse aumentadas las latencias
de monta y de intromision, pardmetros que también son considerados indices de
motivacion sexual, asi como mayores latencias de eyaculacion y los periodos
post eyaculatorios o refractarios (Figura 11), coincidiendo con el mismo trabajo
de Sant'’Ana y colaboradores en donde al administrar el acetato de Pb al 0.1%
en el agua potable durante 7 dias abarcando el dia 21 de gestacion hasta la
primera semana de vida de los neonatos, donde se observo en la madurez
sexual un aumento significativo en las latencia de la eyaculacién, en el nUmero
de montas, y en la duracion del periodo post eyaculatorio. También Mokhtari y
Zamboori en 2011 encontraron que el acetato de Pb al 0.01% (100 mg/kg)
administrado por 28 dias en el agua potable en ratas adultas provocaba una
disminucién en la conducta sexual masculina, disminuyendo el nimero de
intromisiones, asi como la eficiencia copulatoria en los individuos expuestos al
tratamiento con Pb, con respecto a los controles. Estos resultados sugieren que
el Pb podria estar afectando el periodo critico del SNC, en donde existe una
mayor suceptibilidad al efecto de las hormonas esteroides para organizar el
sustrato y la funcion del SNC (Herrera Gutiérrez y cols., 2005), ocasionando el
Pb una reduccion en la T o incluso por las alteraciones de este metal en la
sintesis de gonadotropinas (Biswas y Ghosh, 2004) y de esta forma tener
repercusiones sobre el neurodesarrollo de estructuras como mPOA y MeA,

afecciones que pueden persistir en la etapa adulta y afectar la conducta
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reproductiva de los individuos y la perpetuaciéon de muchas especies de
vertebrados. Algo destacable es que se muestra un mayor nimero de montas
por parte de los individuos expuestos a Pb con respecto a los controles. Sin
embargo, al comparar con el nUmero de intromisiones (Figura 10) de estos se
refleja un bajo rendimiento por parte de los tratados con Pb, que posteriormente
se refleja en el Hit rate (Figura 11). McGivern y colaboradores en 1991 a pesar
de que no evaluaron conducta sexual masculina, observaron que en los machos
tratados con Pb al 0.1% Unicamente durante la tercera semana de gestacion
mostraron significativamente menor ndmero de marcaje territorial y menor
agresividad, comportamiento caracteristico del sexo masculino en comparacion
con los controles. Estas repercusiones sobre la CSM pueden ser causadas por
las afectaciones neuroenddcrinas de este metal en los organismos.

Estas anomalias en la conducta sexual pueden estar mediadas por diversos
factores, uno de los mas importantes es la T (Figura 15). Mdltiples trabajos han
reportado disminucion de este androgeno por la administraciéon del acetato de
Pb como en el trabajo Mokhtari y Zamboori, los cuales observaron que los
machos expuestos a Pb presentaban una disminucion significativa de T al
compararlos con las de los sujetos control, en diferentes dosis y esquemas de
administracion (Biswas y Ghosh, 2004; Ronis y cols., 1995; Pillai y cols., 2011).
Por su parte, Ronis y colaboradores en 1995 administraron acetato de Pb al 0.6%
de manera perinatal crénica, hasta los 85 dias de edad y encontraron
concentraciones menores de testosterona, Pillai y colaboradores en 2011
también reportaron disminuciones de T en los machos al haber suministrado
acetato de Pb durante la gestacion y lactancia po via subcutaneo a 0.000005%
(0.05 mg/kg) y evaluar a los 56 dias de edad. Esto reafirma que, pese a que
puedan realizarse exposiciones a Pb en diferentes concentraciones, el Pb es
capaz de afectar parametros reproductivos a diferentes niveles del individuo y
gue no presenta una concentracion umbral para ejercer su toxicidad (OMS,
2018). Esto podria ser en parte debido a que la administracion de Pb disminuye
la actividad de las 33-HSD y 17beta-HSD, enzimas criticas durante la biosintesis
de T (Biswas y Ghosh, 2004). Ademas, de que se ha reportado que el Pb puede
actuar a diferentes niveles en el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada ya que se han
reportado, disminuciones en la concentracion de FSH y LH, hormonas

hipofisiarias necesarias para estimular la biosintesis de T en las células de
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Leydig en machos expuestos a Pb (McGivern y cols., 1991; Ronis y cols., 1995;
Biswas y Ghosh, 2004). Ronis y cols., 1995 observé disminuciones de estradiol,
LH y FSH en los animales tratados con Pb, coincidiendo con lo reportado por
McGivern y su equipo en 1991, al reportar disminuciones de LH y FSH.

La exposicion a Pb llevada a cabo desde la etapa embrionaria pudo interferir con
la masculinizacion cerebral prenatal, la cual se lleva a cabo en la Ultima semana
de gestacidén que es dependiente de T y de su principal metabolito E2 (Sato y
cols., 2004), los cuales son responsables de controlar el desarrollo de la
conducta copulatoria propia del macho (Herrera Gutiérrez, 2005).

Estas hormonas sexuales deben ser reconocidas por RA y RE para que una vez
llegada la pubertad, estas mismas hormonas puedan desencadenar efectos
activacionales (Matzumoto y cols., 2003). Una posibilidad es que los efectos del
Pb podrian llevarse a cabo en la etapa de la gestacion, interrupiéndose la llegada
de T (McGiverny cols., 1991; Ronis y cols., 1995; Biswas y Ghosh, 2004), y por
tanto de E2 (Ronis y cols., 1995). Al haber menos hormonas sexuales, habria
cambios en la expresion de sus receptores y alteraciones en la disponibilidad de
estos, asi como se presento en la inmunorreactividad para los RAy RE y que
esto contribuya a que los machos presentaran el comportamiento sexual
deficiente debido a las bajas concentraciones de T, como se ha reportado por
Pilai y cols., 2012. Lo que llevaria a los individuos expuestos a Pb a tener una
baja motivacion, asi como un cerebro parcialmente masculinizado producto de
la baja en la concentracion de T gestacional provocados por el Pb.

En cuanto a las concentraciones de Pb, observamos que los controles en
general poseen algo del metal a pesar de no haber estado expuestos de ninguna
forma, lo cual podria sugerirnos que el agua de las tuberias puede contar con
Pb en las aleaciones de sus soldaduras (The Joint Academies Committee on
the Mexico City Water Supply, Commission y cols., 1995). Observamos también,
que en los rifiones de las madres se observé una mayor bioacumulacion del
metal con respecto a otros organos, esto debido a que el Pb en sangre es
procesado por éstos, incrementando sus concentraciones del metal (Sabath,
2012). En los machos tratados con Pb observamos menores concentraciones
del metal en sangre que lo reportado por Villeda-Hernandez en 2006, utilizando
las mismas dosis (320 ppm) durante toda la gestacion hasta el dia 21 de edad,

dia en el que se hicieron las determinaciones, mientras que en este estudio las
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determinaciones se realizaron hasta los 120 dias de edad, deteniendo la
administracion del metal desde el destete (al dia 21 de edad), esta diferencia en
los tiempos de determinacién del Pb pudo servir para que el metal se almacenara
en hueso, y en menor medida expulsando de su organismo por medio de la orina,
en el pelo y uiias, y las heces (ATSDR, 2016).

Con respecto a la bioacumulacion del Pb en las crias adultas, observamos que
retuvieron el metal en estructuras encefalicas como hipotdlamo, corteza
prefrontal, hipocampo, amigdala medial y bulbos olfatorios hasta el momento de
Su eutanasia. Si bien, estuvo presente en menores concentraciones que lo
encontrado en sangre, fue significativamente mayor con respecto a los controles,
como lo reportado por Villeda-Hernandez y colaboradores en 2006, al
administrar de forma perinatal acetato de plomo a una dosis igual a la nuestra
(0.2%) durante la gestacion, sacrificando al nacimiento. Por su parte, Gassowska
y colaboradores en 2016, administraron oralmente acetato de Pb al 0.1%
abarcando de la gestacion al destete, y sacrificando a los 28 dias de vida. Esta
bioacumulacion del metal se promueve debido a que la barrera hematoencefalica
aun no esta madura, pues se conoce que su formacion inicia en la tercera
semana de gestacion, aunque su maduracion se alcanza hasta los 12 o incluso
24 dias postnatales (Saunders y cols., 2012), por lo que viaja sin restricciones
por el liquido cefalorraquideo atravesando los plexos coroideos a través de las
células ependimarias, las cuales cuentan con canales DCT1, que son de las
principales vias de entrada del Pb.

Aunqgue la eliminacion de Pb es lenta en el organismo, se han propuesto algunos
mecanismos ante una intoxicacioén por metales pesados. Asi, Ximenes da Silva
en 2016, sugiere que después de cruzar la barrera hematoencefélica, los iones
de Pb son absorbidos por los astrocitos, pues el Pb es capaz de atravesar las
membranas celulares mediante transportadores para cationes divalentes DCT1,
asi como canales de glutamato NMDA, los cuales permiten que el metal ingrese
al SNC vy viaje mediante el liquido cefalorraquideo, bioacumulandose
principalmente en neuroglia como los astrocitos, asi como células epindemarias
(Tiffany-Castiglioni y Qian, 2001). El Pb puede aumentar la permeabilidad del
agua a lo largo de aquaporina-4 (AQP4), lo que provoca inflamacion de las
células y liberacion de glutamato de los astrocitos por canales anidnicos

regulados por volumen (VRAC), aumentando la acumulacion extracelular de
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glutamato (Gunnarson y cols., 2005). El glutamato actia a través del receptor
NMDA en neuronas y astrocitos, aumentando la concentracion de Ca y especies
de reactivas de oxigeno (ROS), generando estrés oxidante. Pillai y su equipo en
el mismo trabajo también observaron disminucion en actividades de la catalasa
y superodxido dismutasa contrastando con el aumento en las concentraciones de
sustancia reactiva de acido tiobarbitarico (marcadores de riesgo de estrés
oxidativo) El estrés oxidativo conduce a un aumento en AQP4 y AQP9 en los
astrocitos, lo que conduce a la inflamacion celular.

Con respecto a la inmunohistoquimica, observamos que la inmunorreactividad
de los receptores para androgenos en el mPOA fue significativamente menor en
los animales tratados con Pb con respecto a los controles (panel 1), lo cual podria
explicarse mediante la disminucién de T, que por medio de sus mecanismos
nucleares, estimula la biosintesis de proteinas para formar nuevos receptores,
pero al ser ésta menor, no alcanza a tener una gran cantidad de receptores, pues
su retroalimentacion es positiva (Davey y Grossmann, 2016). En el caso de los
receptores para estrogenos, tanto en sus isoformas a y 3, (panel 2 y 3) requieren
E2 para su sintesis, pues al igual que la T, actia como un factor de transcripcion.
Al ser el estradiol un metabolito de la T por medio de la enzima aromatasa, es
de esperarse que las concentraciones de estradiol también disminuyan, como
Ronis y colaboradores reportaron en el trabajo mencionado anteriormente.

En el caso de MeA se sabe que esta involucrada principalmente via aferente por
parte del bulbo olfatorio, y eferente hacia el mPOA, ademas de ser parte del
sistema limbico y participar en el sistema de recompensa (Céadiz-Moretti y cols.,
2016). En la MeA se encontr6 menos expresion de RA (panel 4), REa (panel 5)
y REPB (panel 6) en los machos expuestos perinatalmente a Pb, con respecto a
los controles, es probablemente que este efecto se deba a las mismas razones
gue en mPOA, en los cuales también observamos menor nimero de células con
receptores, pues estos requieren T o de su aromatizacion para actuar como
estradiol e iniciar la expresion de los receptores, pero la T se ve disminuida por
el Pb.

A pesar de que la exposicion de Pb solamente abarcé el periodo perinatal, se
observé que sus efectos téxicos pueden perdurar hasta la edad adulta, incluso
meses después de dejar la exposicion al metal, algo similar a lo observado por

McGivern y sus colaboradores en 1991, donde al evaluar a los machos adultos
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expuestos al Pb encontraron diversas alteraciones reproductivas, entre ellas una
reduccion de un 35% en el nucleo dimorfico sexual del hipotalamo. Rojas
Castafneda y colaboradores en 2011, encontré una disminucién en la densidad
celular y expresion de neurotransmisores en el ndcleo supraquiasmético en el
hipotalamo al dar un tratamiento con Pb perinatal con una dosis idéntica a la
empleada en este trabajo. En este trabajo observamos que el Pb también
provocé una disminucion en las poblaciones neuronales del area preoptica
medial (el cual se contiene el ndcleo dimérfico sexual) (panel 7) asi como en la
amigdala medial (panel 8), mientras que Villeda-Hernandez y colaboradores
(2006) encontraron una disminucion neuronal significativa en corteza parietal,
cuerpo estriado, tadlamo y cerebelo al administrar la misma dosis que nosotros
durante los 21 dias de gestacién, aunque sacrificando al nacimiento, y no a los
120 dias como se realiz6 en este trabajo, por lo que sugerimos que el Pb puede
provocar efectos a largo plazo, posiblemente derivado de la perdida de neuronas
durante el desarrollo.

Antonio y colaboradores en 1998, también encontraron que la exposicién a Pb
durante los primeros 5 dias postnatales en adultos disminuyen las
concentraciones de neurotransmisores como serotonina y dopamina, mientras
gue Gassowska y colaboradores en el estudio anteriormente mencionado,
encontraron alteraciones en las sinapsis neuronales como inflamacion de los
axones y dendritas, estructura de hendidura sinaptica espesa y engrosada, asi
como densidad aumentada de vesiculas sinapticas en el area presinaptica de
corteza prefrontal, cerebelo e hipocampo. Esto nos indica que el Pb no solo es
capaz de bioacumularse en diferentes regiones del cerebro, sino que también
alterar y disminuir las poblaciones neuronales de éstas, y afecta
significativamente la diferenciacion y maduracién neuronal y su neurogénesis,
como lo reportan Engstrom y colaboradores en 2015, por tanto, también podrian
ser afectadas sus secreciones neuroenddcrinas, como también ha sido el caso
de hormonas hipotalamicas como la GnRH, como lo sugieren Sant’ Ana y
colaboradores en 2001 al encontrar las afectaciones a la conducta sexual
masculina anteriormente mencionadas y mitigando estos efectos con
suministraciones de GnRH exdgena. Estas disminuciones neuronales pueden
deberse a que el Pb promueve una mayor actividad de caspasas-3, y por tanto

la apoptosis (Chetty y cols., 2007).
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Con estos resultados proponemos el siguiente esquema (Figura 24) de como el
Pb podria estar actuando. El paso del Pb por el organismo, desde la
administracion prenatal por medio del agua a las madres gestantes, el cual fue
absorbido mediante los enterocitos del intestino delgado, los cuales poseen
transportadores de cationes divalentes DCT1, el cual le permite la entrada del
metal al organismo. Posteriormente, fue metabolizado por el higado y ligado por
metalotioneinas, las cuales después del filtrado glomerular del metal es
absorbido en el tubulo contorneado proximal, provocando un incremento en las
concentraciones del metal afectando la homeostasis del calcio y el
funcionamiento de la calmodulina, provocando la actividad de las MAP cinasas
y un incremento de radicales libres, pudiendo provocar dafio renal. El Pb,
mediante DCT1 llega al torrente sanguineo, unido a metalotioneinas o a otras
moléculas que utilicen Ca, Fe o Zn, que por su radio i6nico similar y mayor
electronegatividad lo hace mas afin a las moléculas. Atravesando la placenta
mediante la sangre con Pb, se pudo afectar el desarrollo, e incluso interrumpir la
masculinizacién cerebral (A), dafiados que permanecen en la etapa adulta (B).
Al llegar el PB al SNC, una vez que atraviesa la barrera hematoencefélica por
medio de canales de glutamato NMDA, sustituyendo al calcio y provocando
excitotoxicidad en las neuronas. Ademas, por transportadores DCT1 se
incrementan las concentraciones de calcio intracelular. A nivel mitocondrial, el
Pb se acumula y promueve la liberacién de Citocromo C, lo cual desencadena
fenbmenos de apoptosis y de esta manera puede disminuir el nimero de
neuronas en regiones encefalicas como en el mMPOA y la MeA, asi como pérdida
de células en otros tejidos, como las células de Leydig, provocando una
disminucién en las concentraciones de T. Trayendo como consecuencia una
disminucién en parametros de la conducta sexual, asi como en un menor nimero

de neuronas con receptores para andrégenos y estrégenos.
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Figura 24. Efectos de la administracion de Pb sobre la etapa perinatal y la repercusién
en reproduccion en la etapa adulta de la rata macho. Obsérvese como el Pb llega al feto
a través de la madre (A) y en la etapa adulta de la rata (B) se presenta una disminucion

en la concentracion de T y por consiguiente la alteracion de la CSM.

10. Conclusiones

El Pb administrado por via oral durante el periodo perinatal se bioacumula en
sangre y tejidos, donde puede permanecer hasta la edad adulta y provocar
disminucién en la concentracion de T, el nimero de RA y RE y de neuronas en
mPOA y MeA y por lo tanto afectar también la CSM, en la etapa adulta de la rata
Wistar. Esto sugiere que la exposicion al plomo en etapa de desarrollo cerebral
en los mamiferos, incluido el humano, podria generar repercusiones en la
eficiencia copulatoria y, por tanto, verse afectado el éxito reproductor por parte

del macho.
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