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ABREVIATURAS

Pb Plomo

PbA Acetato de Plomo

ERO Especies reactivas de oxigeno

EO Estrés oxidante

AOX Antioxidante

REDOX Oxido-reduccién

TBARS Sustancias reactivas al dcido tiobarbiturico
GSH Glutatién reducido

GSSG Glutatién oxidado

PC Proteinas carboniladas

RESUMEN

El plomo es un metal pesado persistente en el ambiente que sigue siendo relevante en la sociedad
moderna, y cuyos efectos promueven el estrés oxidante en los organismos. Sin embargo, el impacto
multigeneracional de la exposicidn a bajas concentraciones de plomo en el ovario no ha sido reportado.
En el presente estudio se analiza la carbonilacion de proteinas, la peroxidacidon de lipidos, el estado
REDOX (proporcion GSH/GSSG), la concentracién de hormonas (FSH y LH) vy la histoarquitectura en
ovarios de ratones CD1 de manera unigeneracional (A, tratamiento de 75 dias) y multigeneracional (P,
140 dias de tratamiento) expuestas a 0.2 ppm de acetato de plomo, y los efectos fueron comparados
con un grupo de control (testigo). Ninguna generacion de los grupos experimentales mostro diferencias
significativas entre la relacion peso de los ovarios/peso corporal, el niUmero de crias paridas o el peso de
las crias destetadas en comparacién con el grupo de control (testigo). El estado REDOX y la carbonilacion
de proteinas fueron significativamente mas altos en todas las generaciones de ambos grupos
experimentales, mientras que la peroxidacion lipidica no difirié significativamente entre los grupos de la
primera y la tercera generacion. Los niveles de LH disminuyeron significativamente sélo en la primera
generacion de P, mientras que la FSH no varid entre los grupos de ninguna generacion. Los grupos
experimentales mostraron alteraciones histolégicas en todas las generaciones como engrosamiento o
pérdida de una estructura definida del epitelio germinal, vacuolacién de las células que rodean los
foliculos, aumento de la vascularizacion y alteracion de los componentes foliculares, con dafio
exacerbado en la segunda generacion. Los hallazgos de este estudio muestran una alteracion ovarica

multigeneracional debido a la exposicién a baja concentracién de plomo, lo que plantea la pregunta



sobre las posibles implicaciones a largo plazo en la salud reproductiva de las mujeres expuestas

crénicamente y de manera no ocupacional a este metal.

Palabras clave: Plomo, ovario, toxicidad, baja concentracion, exposicion, estrés oxidante.

ABSTRACT

Lead is a persistent heavy metal in the environment that is still relevant in modern society, and whose
toxic effects promote oxidative stress in the organisms. However, the multi-generational impact of low
concentration lead exposure on the ovary has not been reported. We analyzed protein carbonylation,
lipid peroxidation, redox state (GSH/GSSG ratio), hormone concentration (FSH and LH), and
histoarchitecture in ovaries of CD1 mice in both unigenerational (A, 75-day treatment), and
multigenerational (P, 140-day treatment) exposure to 0.2 ppm of lead acetate, and a control group.
Neither generation of the experimental groups showed significant differences between the ovary
weight/body weight ratio, number of pups delivered, or pups’ weight after weaning compared to the
control group. Redox state and protein carbonylation parameters were significantly higher in all
generations of both experimental groups, while lipid peroxidation did not differ significantly amongst
groups in the first and third generation. Levels of LH were significantly diminished only in the first
generation of P, while FSH did not vary at all among groups of either generation. Experimental groups
showed histological alterations in all generations like thickening or loss of a defined structure of the
germinal epithelium, vacuolation of cells surrounding follicles, heightened vascularization, and alteration
of follicular components, with exacerbated damage on the second generation. The findings in this study
show a multigenerational ovarian alteration of low-level lead exposure, raising the question on the
potential long-term implications on the reproductive health of females exposed in a non-occupational

manner to this metal.

Keywords: Lead, ovary, toxicity, low concentration, exposure, oxidative stress.



. INTRODUCCION

El plomo (Pb) es un metal pesado cuya presencia ha formado parte importante de la historia
humana. Al identificarse procesos patoldgicos generados por la exposicion a este metal, las agencias
gubernamentales en diversos paises se encargaron de normar su uso y niveles en el ambiente con la
finalidad de proteger la salud de la poblacién [Jooste y Anelich, 2008; Wu et al., 2016]. Debido a su
explotacion histdrica, persistencia ambiental, asi como la influencia de la quimica del agua, el pH y la
temperatura sobre la disponibilidad del Pb, este continla representando una amenaza para la salud en
distintas regiones del mundo donde ocurren exposiciones no ocupacionales [Ospina, 2015; Resongles et
al., 2021].

El Pb puede accesar al organismo por varias vias, la mas comun es gastrointestinal a través de la
ingestion oral [Markowitz, 2000]. Una vez en el organismo, el Pb en forma idnica compite con metales
esenciales (como el calcio), e interacciona con grupos sulfhidrilo y componentes proteicos intimamente
ligados al control en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) [Markowitz, 2000; Mah vy
Jalvilehvand, 2013]. Las ERO se encuentran en el organismo de manera natural, sin embargo, la
exposicion a Pb modifica la actividad de enzimas antioxidantes (AOX) y aumenta la cantidad de ERO en
el organismo, provocando un desbalance en el sistema dxido-reduccién (REDOX), generando el estrés
oxidante (EO) [Patrick, 2006] y como consecuencia, dafio en lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
importantes para las funciones celulares [Wang et al.,, 2012]; de esta manera, el Pb impacta
negativamente al sistema reproductor al modificar componentes estructurales y bioquimicos
relacionados a la salud reproductora de hembras de mamiferos [Wilson y Leigh, 1992].

La fertilidad femenina depende del ovario, el cual tiene un papel central en la maduracién sexual
a través de la produccion hormonal, asi como la generacién y desarrollo de los ovocitos [Hoyer, 2014];
este puede responder rapidamente a la pérdida de homeostasis durante periodos cortos, pero el dafio
por exposicién a toxicos y al estrés oxidante de manera prolongada puede afectar la fertilidad a largo
plazo. Debido a esto, resulta muy importante ahondar en los conocimientos sobre los mecanismos de
toxicidad de este metal [Chang et al., 2006; Hsiao-Ling et al., 2015; Trujillo-Vazquez et al., 2021].

El Pb compromete considerablemente la salud reproductiva a corto o largo plazo incluso en
exposiciones a concentraciones traza de Pb gracias al EO que genera [Doumouchtsis et al., 2009; Junaid
et al., 2010; Bloom et al., 2011; Jomova y Valko, 2011; Sharma y Bhattacharya, 2014]. Debido a que el

Pb es acumulado en hueso y puede ser liberado durante la gestacion y la lactancia, tiene el potencial de



dafiar la salud reproductora de las mujeres y su descendencia [Gulson et al., 2003; Center for Disease
Control and Prevention (CDC), 2010; Winiarska-Mieczan y Kwiecien, 2016]. Para entender la magnitud
del dafilo que una concentracion menor a trabajos previos con este metal puede ejercer, asi como la
dependencia de dichas alteraciones en la continuidad del tratamiento sobre la descendencia femenina,
el presente trabajo evaluo el efecto de una exposicion créonica unigeneracional y multigeneracional a
una baja concentracién de plomo en hembras de ratéon CD1, su relacién con parametros de estrés

oxidante, niveles hormonales y modificaciones histoldgicas en ovarios.

II.  MARCO TEORICO

El plomo (Pb) y sus usos

El Pb es un metal gris azulado que se encuentra en pequefias cantidades en la corteza terrestre.
Gran parte del Pb en el ambiente proviene de actividades humanas. Debido a esto, las agencias
gubernamentales en diversos paises se encargaron de normar los niveles de Pb en el ambiente [Jooste
y Anelich, 2008; Wu et al., 2016] con el propdsito de minimizar los efectos nocivos sobre los seres
humanos y animales. Por esta razon, el Pb de la gasolina, pinturas, calafateo y soldadura de tuberia se
redujo significativamente [Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR por sus siglas en
inglés), 2017]. Pese a esto, continla siendo un compuesto de importancia para la produccion industrial

en paises en desarrollo [Ospina, 2015]. Los compuestos de Pb actualmente usados a nivel industrial son:

El tetraetilo y tetrametilo de plomo se emplearon en Estados Unidos como aditivos para
aumentar el octanaje de la gasolina. Su uso se descontinué gradualmente y se prohibid a partir del
primero de enero de 1996, sin embargo, el tetraetilo de plomo aln se emplea en gasolina para aviones
[ATSDR, 2017], asi como en las baterias para automocion, proteccion contra radiaciones de todo tipo,
vidrios especiales para aplicaciones técnicas o artisticas, proteccion de superficies contra la humedad,

entre otros.

Las aplicaciones actuales del nitrato de plomo incluyen su uso como estabilizador de calor en
nylon y poliésteres o como recubrimiento para papel fototérmico, plaguicidas y pigmentos o colorantes.
El sulfato de plomo (o tetraoxosulfato de plomo) suele emplearse en pigmentos de pintura, como
reactivo de laboratorio y en baterias de acumuladores. El acetato de plomo se usa como fijador para

algunos tintes. En bajas concentraciones (de 1 %), es el principal ingrediente activo en una variada gama
9



de tinturas progresivas del cabello, también se utiliza como mordiente en impresion y tinte textil, asi
como desecante en pinturas y barnices, pinturas antiincrustantes e insecticidas. En los laboratorios de
las industrias azucareras, se emplea para purificar muestras de jugo de cafias de azucar, con fines

analiticos [Ospina, 2015].

Regulacién del Pb en México

Las NOM-117-SSA1-1994 y NOM-199-SSA1-2000 son Normas Oficiales Mexicanas, establecidas
para el monitoreo obligatorio en el territorio nacional por parte de los prestadores de servicios de salud
y para los laboratorios que realicen pruebas para la determinacion de plomo en sangre. Dicha Norma es
aplicable como criterio de referencia en el desarrollo de programas de evaluacion e investigacion de los
riesgos y dafios a la salud de la poblacion originados por la contaminacién ambiental debida al plomo.

El limite permisible de plomo en agua para uso y consumo humano establecido en 1994 por la
NOM-117-SSA1-1994 sufrié una disminucidon en el afilo 2000 (Tabla I). Ese mismo afio se establecio la
norma que se encarga de vigilar los niveles de plomo en sangre que podrian encontrarse en la poblaciéon
expuesta de manera no ocupacional, asi como las acciones para proteger la salud de esta [NOM-199-
SSA1-2000] (Tabla I). De acuerdo con la NOM 117-SSA1-1994 los niveles limite de Pb en agua potable
deben reportarse en mg/L (1 mg/L= 1ppm), mientras que la NOM-199-SSA1-2000 indica que los niveles
de plomo en sangre (NPS) deben reportarse en pg/dL (10 pg/dL=0.1 ppm).

Tabla I. Niveles permitidos de plomo de acuerdo con las NOMs

m Niveles de Pb en sangre en poblacién no
humano. expuesta ocupacionalmente
NOM-127-SSA1-1994 NOM-199-SSA1-2000
Unidad mg/L ug/dL
Equivalencia 1mg/L=100 pg/dL 1 pg/dL=0.01 mg/L
Limite permisible 1-2.5 pg/dL 10-24 ug/dL
Limite minimo de accion (0.01-0.025 mg/L) (0.10-0.14 mg/L)

De acuerdo con la NOM-199-SSA1-2000, se considera que a partir de 10 ug/dL (0.1 ppm) de Pb
en sangre, existe un riesgo potencial a la salud de nifios y embarazadas en la poblacién no expuesta
ocupacionalmente. Se ha sugerido que el adulto absorbe un 10% del Pb consumido y los nifios un 50%
[Markowitz, 2000]. Por esta razén se considera que la poblacién expuesta a concentraciones que

sobrepasen el nivel mas bajo aceptable de Pb en agua de acuerdo con la NOM-127-SSA1-1994,
10



presentaran niveles de Pb que la NOM-199-SSA1-2000 podria considerar como de posible riesgo. De ser
asi, se recomienda realizar un monitoreo médico recurrente durante 3 meses para descartar potenciales
fuentes de exposicion, identificar si existe un aumento de dichas concentraciones y, de ser necesario,

aplicar un plan de accion adecuado para la proteccion a la salud.

Presencia de plomo y riesgos para la poblacién

La persistencia ambiental del Pb lo convierte en un metal de importancia pese a la regulacion
implementada desde la década de los 90s. Aunado a esto, la existencia de Pb en combustibles para
aviones [ATSDR, 2017; Ospina, 2015], pinturas, sistemas de distribucién de agua, baterias, cosméticos
[Biasioli et al., 2006; Bindler, 2011; Ospina, 2015; Luo et al., 2016; Wu et al., 2016], el uso de agua
contaminada para irrigar cultivos [Fitamo et al., 2007], los fallos en el tratamiento de agua potable
[Maloney et al., 2018], el uso de "trampas" en los tests que encubren niveles peligrosos de Pb en agua
[Roy y Edwards, 2019], los desastres mineros [Taggart et al., 2006; Haro et al., 2013], su presencia como
sustancia secundaria derivada de la mineria [Doadrio-Villarejo, 2006], asi como la generacion de
desechos de industrias que lo emplean como materia prima [Schell et al., 2010], contribuyen a que el Pb

continle siendo una amenaza a la salud en la poblacién general.

El Instituto de Sanimetria y Evaluacion en Estados Unidos (IHME por sus siglas en inglés) [2019]
reportd a nivel global que 1 de cada 3 nifios, hasta aproximadamente 800 millones, tienen niveles de Pb
en sangre superiores a 5 pug/dL (0.05 ppm). La exposicién a este metal provocé 0.9 millones de muertes,
la pérdida de 21.7 millones de afios de vida saludable y el 62.3% de la discapacidad intelectual del
desarrollo idiopatico en todo el mundo, principalmente en paises de bajos y medianos ingresos [IHME,
2019] donde se observa una mayor frecuencia de exposicidén a concentraciones ambientales superiores
a los limites maximos establecidos por agencias gubernamentales de manera no ocupacional [Liu et al.,
2017; Pelfrene y Douay, 2017; Nazarpour et al., 2019; Aguilera et al., 2019], siendo la ingestion directa
de compuestos contaminados con Pb, la principal via de intoxicacién [Fuentes-Gandara et al., 2016; Luo
et al., 2016; Tamayo y Ortiz et al., 2016, Jarvis et al., 2018; Ngole-Jeme et al., 2018; Oben-Gyasi, 2019].

Los niveles de Pb observados varian en cada pais [Igbal, 2012; Caravanos et al., 2014; Hobi, 2014],
provocando dafios que comprometeran la salud reproductiva a largo plazo de las mujeres de estas
poblaciones [Chang et al., 2006; Hsiao-Ling et al., 2015; Liu et al., 2019]. En México, como en otros

paises, la prevalencia de poblados cerca de zonas mineras [Morales et al., 2015] y de desechos téxicos
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[Caravanos et al., 2016] es una de las razones mas importantes por las que parte de la poblacion entra
en contacto con Pb. Sin embargo, la exposicion por el uso de tuberias y pinturas a base de Pb en casas
antiguas, en jardines de nifios [Ayowale, 2014; Rocha-Silva et al., 2018], en alfareria [Diaz-Ruiz et al.,
2017], en dulces, asi como su presencia como particulas en suspensién en dreas urbanas, representan
un peligro constante para la poblacion en general [Salcedo et al., 2016; Tamayo vy Ortiz et al., 2016;

Resongles et al., 2021].

El ovario, el Pb y el estrés oxidante

El ovario es vital en la reproduccién debido a que el desarrollo, maduracion y ovulacién de
gametos ocurre dentro de los foliculos ovaricos [Panwar et al., 2011], donde la produccién de células
germinales viables y la sefializacion de hormonas sexuales son clave para mantener una salud
reproductiva dptima. La interaccién entre las células de la granulosa y el ovocito mantiene la viabilidad
de éste, mientras que la interaccion entre las células de la granulosa y de la teca resulta en la produccién
hormonal, por lo tanto, cualquier agente que ponga en riesgo la salud folicular, afectara directamente
la fertilidad [Hirshfield, 1991; Nampoothiri y Gupta, 2005; Nampoothiri et al., 2007; Ma et al., 2020].
Dentro de estos procesos, la hormona estimuladora del foliculo (FSH por sus siglas en inglés) controla el
crecimiento de las células de la granulosa, asi como la produccién de estradiol, mientras que la hormona
luteinizante (LH por sus siglas en inglés) controla la ovulacién y la luteinizacion folicular, ambas son
producidas en el hipotdlamo y son importantes en los procesos de maduracién folicular [Richards y
Pangas, 2010].

|II

La forma mas inmadura del foliculo se denomina “primordial”. Es un ovocito rodeado por una
monocapa de células de la granulosa con morfologia escamosa. Una vez activado, este foliculo madura
para volverse un foliculo primario, donde el ovocito es rodeado por una monocapa de células de la
granulosa cuboidales [Hoyer, 2014]. El foliculo madura y se convierte en foliculo secundario, en el cual
las células de la granulosa proliferan para formar una capa multicelular que rodea al ovocito, obteniendo
a la vez una capa de células de la teca interna; las células de la granulosa y de la teca interactlan para
producir 17B-estradiol (el principal estrégeno asociado a la funcién ovarica). Conforme avanza el
desarrollo folicular, comienza a formarse una cavidad llena de fluido (el antro). El foliculo mas grande es

denominado foliculo antral o preovulatorio. Aquellos foliculos que no ovulan mueren en un proceso

conocido como atresia (degeneracion, apoptosis y reabsorcion) [Hoyer, 2014].
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Posterior a la ovulacion, el ovocito es liberado y entra al oviducto, rodeado por varias capas de
células de la granulosa. Las células residuales de la granulosa y de la teca en el ovario, son infiltradas y
comienzan a luteinizarse, formando un cuerpo lUteo maduro, el cual producird progesterona
(importante para el proceso de implantacion). Al final del ciclo ovérico, si el organismo no ha quedado
embarazado, el cuerpo IUteo sufre una regresién [Hoyer, 2014]. Se ha observado que, si los foliculos
maduros o antrales son mermados, ocurrird una interrupcion temporal en las funciones reproductoras,
ya que estos foliculos pueden ser reemplazados por aquellos que provengan de la reserva ovarica, sin
embargo, la destruccion de los foliculos primordiales y primarios conlleva a la infertilidad permanente,
asi como la falla ovarica prematura, debido a que la reserva ovarica es irremplazable [Hoyer y Keating,

2014].

Las ERO son moléculas altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de
valencia no apareada, se forman de manera natural como subproducto del metabolismo normal del
oxigeno y juegan un papel importante en la sefializacién celular [Betteridge, 2000; Reczek y Chandel,
2015]. En el ovario, la produccién de ERO es un fendmeno normal durante la esteroidogénesis, la
maduracion folicular, la reanudacién de la meiosis y la ovulacién [Sugino, 2005], ademas, las ERO juegan
un papel importante en la fisiologia del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal. Sin embargo, un desbalance
REDOX tiene la capacidad de provocar distintos efectos en la fisiologia ovarica.

Algunos ejemplos incluyen la rapida inhibicién de la sintesis hormonal en las células IUteas y de
la granulosa tanto en ratas como en humanos ocasionada por un incremento en los niveles de H,0; y
Oz [Behrman y Preston, 1989; Margolin et al., 1990; Endo et al., 1993; Behrman et al., 2001; Hayashi et
al., 2003; Agarwal et al., 2016; Masudul-Hoque et al., 2021]; el dafio al DNA en las células IUteas e
inhibicién de la sintesis de proteinas inducido por el radical OHe interrumpe el desarrollo folicular y la
ovulacién [Behrman y Preston, 1989; Musicki et al., 1994; Agarwal et al., 2016]. Aunado a esto, la
inactivacion de proteinas responsables de reparar dafios al DNA ocasionados por las ERO, disminuye el
numero de o6vulos disponibles y, si bien es posible un embarazo, el dafio al material genético
compromete la estabilidad de los cromosomas heredados [Titus et al., 2013].

La generacion de las ERO es contrarrestada por enzimas como la superéxido-dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation-peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), la molécula de glutation (GSH),
entre otras, cuyo equilibrio es crucial en la salud reproductiva. De acuerdo con la ATSDR [2017], la

exposicidn a concentraciones superiores a los valores diarios tolerables o aceptables establecidos (ADI-
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Acceptable dietary intake por sus siglas en inglés) de metales tdxicos, puede afectar la salud reproductiva
de las mujeres debido a la alteracién en la actividad y disponibilidad de las enzimas antioxidantes (AOX).

Dentro de las multiples modificaciones provocadas por el Pb se encuentra la inhibicion de
proteinas y moléculas AOX, lo que provoca el aumento de ERO como el perdxido de hidrogeno (H202),
el anion superoxido (02-) y el radical hidroxilo (OHe), alterando el balance éxido-reduccion (REDOX)
[Ahamed vy Siddiqui, 2007]. Debido a este desbalance, la regulacion de la reproducciéon femenina en
distintas edades es comprometida debido a la alteracidén de los procesos de maduracién folicular y
sefializacion hormonal [Dennery, 2004; Patrick, 2006; Ahamed y Siddiqui, 2007].

Un ejemplo relacionado a Pb se encuentra en el trabajo de Aglan et al. [2020] con células de la
granulosa bovinas; donde observaron disminucion significativa de dos proteinas involucradas en la
regulacion del estado REDOX: Nrf2(factor de transcripcidon regulador de la respuesta antioxidante) y
NFkB (participa en la supervivencia celular) durante la exposicion a Pb, independientemente de la
concentracién empleada en los cultivos, una correlacién directa de la concentracidn con la muerte
celular, asi como con la inhibicién de las enzimas AOX como SOD, GPx, CAT, GR y de la molécula de
glutation (similar al trabajo de Ma et al., 2020), afectando la salud ovocitaria. Por otro lado, Sharma et
al. [2012 b] evaluaron el efecto protector de las vitaminas C y E en ratones hembra expuestas a PbA
(acetato de plomo); observaron que el tratamiento con vitamina E ejerce una mayor proteccién ante el
dafio oxidante en los ovarios, sin embargo, el Pb afectd los foliculos en desarrollo y maduros, por lo cual
concluyen que el incremento de las ERO inducido por el Pb es responsable de la disfuncion ovarica que
afectara a la reproduccién.

Vermande-Van Eck y colaboradores [1960], reportaron en monos Rhesus que el Pb causd, una
marcada inhibicion del crecimiento folicular, dafio en ovocitos primordiales, asi como fallos en la
ovulacién. Taupeau y colaboradores [2001], observaron que bajos niveles de Pb en sangre no modifican
el peso ovarico, pero puede acumularse en el ovario, disminuye la cantidad de foliculos primordiales,
incrementa el nimero de foliculos atrésicos, asi como la separacién de células de la granulosa, vy el
reinicio de la meiosis en ratones. Si bien la intoxicacion por el Pb no causa esterilidad total, compromete
la fertilidad femenina al mermar la foliculogénesis, asi como el desarrollo de células germinales durante
la organogénesis en la vida fetal [Taupeau et al., 2001; Lefevre, 2001; Fortune, 2003; Shah et al., 2008].
Aunado a esto, cultivos celulares de aves [Ma et al., 2020] y crias de ratas expuestas in utero al Pb han

mostrado dispersion de las células foliculares, destruccién del parénquima ovarico y reduccion en la
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cantidad de foliculos en crecimiento [Shirota et al., 2003; Dumitrescu et al., 2009]. Si bien altas
concentraciones de Pb pueden ocasionar un dafio notable en tejidos, también pueden observarse
efectos deletéreos a bajas concentraciones, los cuales podrian magnificarse conforme aumenta el

tiempo de exposicién, provocando dafio celular irreversible [Ma et al., 2020].

Bruno-Nascimento et al. (2016), elucidaron que la distribucién del Pb en hembras gestantes no
se limita sélo a los drganos ya conocidos, sino también a la leche materna, y que, en las crias de dichas
hembras, las concentraciones de Pb aumentan en hueso y ovarios debido a la exposicién desde el Utero
y durante la lactancia, provocando infertilidad [Bruno-Nascimento et al., 2016; Dursun et al., 2016].
Aunado a esto, se ha encontrado que las concentraciones de Pb en tejido ovarico son hasta ocho veces
mayores en tejidos de tumores malignos y limitrofes en comparacién con los de ovarios saludables,
donde provoca el aumento de radicales libres que dafian directamente al DNA, y promueve el desarrollo
de procesos cancerigenos [Rabanni-Chadegani et al., 2009; Jomova y Valko, 2011; Gadhia et al., 2012;
Canaz et al.,2017]. Lo anterior invariablemente compromete la salud reproductiva, por lo que la
citotoxicidad, la inhibicion enzimatica y el estrés oxidante por la exposicién al Pb no son efectos

excluyentes entre si, sino distintos resultados de las alteraciones inducidas por el metal.

El Pb e histologia ovarica

Las caracteristicas histoldgicas del ovario saludable son resultado del balance de distintos
procesos metabdlicos que mantienen las funciones y estructuras celulares en éptimas condiciones.
Durante la etapa reproductiva, los ovarios presentan cambios estructurales y funcionales de manera
ciclica, como el crecimiento y la maduracion folicular, la ovulacion, la formacion y la degeneracién del
cuerpo luteo. Por esta razon, el mantenimiento adecuado de las estructuras involucradas en estos

procesos influird directamente en la capacidad reproductora femenina [Sharma et al. 2012a].

El Pb causa alteraciones tanto en la fisiologia, como en las estructuras gonadales femeninas
[Qureshiy Sharma, 2012], debido a que las ERO son aumentadas durante la exposicidon a Pb, estas tienen
la capacidad de alterar los componentes histologicos al modificar proteinas involucradas en el
mantenimiento de las estructuras celulares [Agarwal et al., 2016]. Por otro lado, a nivel fisioldgico, la
alteracion del eje hipotalamo-hipofisiario, de la sintesis esteroidea en las células de la granulosa, junto

a la modificacion de componentes celulares por el aumento en la cantidad de radicales libres y el
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consecuente estrés oxidante, afectan el crecimiento y la maduracién de los évulos [Dumitrescu et al.,

2015; Agarwal et al., 2016; Balasch y Fabregues, 2006].

La concentracion corporal de Pb suele relacionarse directamente con el nivel de exposicidn,
donde algunos de los cambios reportados son edemas difusos, necrosis y reduccién en el tamafio de los
foliculos [Dumitrescu et al., 2015; Shah et al., 2008]. Pese a que la cantidad de foliculos no sea
disminuida, puede haber ovocitos degradados o con zona peldcida no visible y apoptosis masiva [Jasim-
Sodani, 2017]. Los dafios en los componentes celulares generan la muerte del évulo, provocando una

infertilidad inmediata (Hoyer, 2014).

Se ha observado que individuos expuestos a bajas dosis también pueden presentar una reduccion
significativa en la cantidad de foliculos, tanto primarios como secundarios, asi como atresia folicular en
todas las etapas de desarrollo [Junaid et al., 2010]. Sin embargo, existe controversia al intentar
esclarecer si la reduccion en la cantidad de foliculos es resultado del dafio en la reserva de los foliculos
primarios o del efecto directo sobre los foliculos secundarios y terciarios en ratas expuestas

créonicamente [Sharma et al., 2012b; Dhir y Dhand, 2010].

Dentro de los efectos multigeneracionales, se ha reportado que la administracion de Pb a ratones
hembra durante la gestacién redujo la cantidad de foliculos primordiales y en desarrollo, alterd la
estructura ovdrica, aumentd la cantidad de foliculos atrésicos o destruidos, indujo alteracion en las
células de la granulosa y modificé la estructura folicular tanto en gestantes como en crias posterior al
destete [Panwar et al., 2011], dicho dafios fueron exacerbados en funcion del tiempo de exposicidn, en

concordancia con los trabajos de Taupeau et al. [2001], Panwar et al. [2011] y Sharma et al. [2012a].

Debido a que el Pb puede traspasar la barrera placentaria y afectar al tejido fetal, dichos autores
infieren que la exposicion en etapas de vida temprana in Utero y durante la lactancia, modifica
precursores basicos gonadales, causando una drastica reduccion de la fertilidad durante la edad adulta.
Estos hallazgos concuerdan con el trabajo de Sharma y Bhattacharya [2014], donde ademds observaron
una reduccién en el didmetro de foliculos en la fase de crecimiento, asi como un incremento de los
foliculos antrales atrésicos y deformacion del ovario de hembras que consumieron leche materna

contaminada, con dafio progresivo conforme avanzaban los dias de exposicion.

Bires et al. [1995], previamente observaron estos efectos en recién nacidos, aunado a una
reduccién en el nimero de células germinales en las gdnadas en desarrollo de ovejas expuestas al PbA.

Al respecto, Taupeau et al. [2001] y Qureshi, et al. [2010], plantean que estas alteraciones no se deben

16



solo a la exposicion incidental, sino que el Pb acumulado en el ovario podria provocar una disfuncion de

la foliculogénesis.

El nivel y duracién de la exposicidn a un toxico ambiental influye en la magnitud del impacto en
la reproduccion. En exposiciones a bajas concentraciones donde el dafio es principalmente a foliculos
primarios esto podria no parecer de mayor preocupacion, hasta que ocurran procesos patolégicos afos
después [Hoyer, 2014]. Por lo que hembras expuestas a bajas concentraciones de manera ocupacional
o incidental tienen una gran probabilidad de sufrir dafio en ovarios, afectando la salud reproductiva a
largo plazo [Chang et al., 2006; Doumouchtsis et al., 2009; Junaid, et al., 2010; Sharma y Bhattacharya,
2014; Hsiao-Ling et al., 2015; Ma et al., 2020].

La exposicion al Pb en individuos gestantes es extremadamente peligrosa, conforme el Pb pasa a
través de la placenta durante la gestacién y a través de la leche durante la lactancia, no sélo afecta la
fertilidad en hembras gestantes, sino que también altera el desarrollo en las gonadas en las crias de
madres expuestas, causando fertilidad reducida durante la adultez de la descendencia [Valdivia-Infantas,
2005; Sharma et al., 2012a].

Los efectos del Pb sobre el ovario anteriormente citados son de gran relevancia en temas de
salud publica, ya que se ha comprobado que los niveles de este son significativamente mayores en
mujeres con tumores ovaricos malignos, sindrome de ovario poliquistico (SOP) e infertilidad [ATSDR,
2017; Cerna et al., 2012; Hsiao-Ling et al., 2015; Zhang et al., 2015; Canaz et al., 2017] y, aun al
encontrarse por debajo de los valores de referencia necesarios para considerarse un riesgo para la salud

humana, las afecciones en la fisiologia e histologia ovarica pueden ser a largo plazo [ATSDR, 2017].

Biomarcadores de estrés oxidante

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores son cambios medibles (bioquimicos, fisiolégicos o
morfoldgicos) utilizados para detectar condiciones especificas de un individuo como la exposicién a un
xenobiodtico, determinando las consecuencias bioldgicas a nivel molecular o sistémico, e identificando
procesos patolégicos [Peakall, 1994]. Dentro de las distintas técnicas para monitorear la salud de un
organismo, se encuentra la medicion de pardmetros asociados al EO [Roche y Romero-Alvira, 1997].

Entre los mds confiables se encuentran la determinacién de las proteinas carboniladas (PC), el

cual se considera un marcador estable de estrés oxidante [Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006].
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Las PC surgen cuando los radicales libres rompen y oxidan la cadena polipeptidica principal u oxidan las

cadenas laterales de las proteinas, provocando dafio a tejidos [Gutiérrez-Salinas et al., 2016].

Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS): Una parte muy importante de las
reacciones de radicales libres oxidantes involucran a los acidos grasos insaturados constituyentes de las
membranas bioldgicas a través del proceso de lipoperoxidacion [Boveri, 1999] donde aumentan
productos como el malondialdehido. En ausencia de AOX, provoca la rapida destruccion de la estructura
lipidica de las membranas, inactivando receptores o enzimas unidas a las membranas [Quintanar-
Escorza et al., 2010].

La proporcién GSH/GSSG: El glutation reducido (GSH) es un tripéptido que contiene un grupo tiol
libre, siendo el principal antioxidante en tejidos que provee de reductores equivalentes para enzimas
como la glutation-peroxidasa, catalizando la reduccion de hidroperoxidos lipidicos. Durante estas
reacciones la formacion de enlaces disulfuro entre dos moléculas de GSH da origen al glutatién oxidado
(GSSG), el cual es reducido a GSH de manera simultdnea. Cuando las células sufren estrés oxidante GSSG
se acumulard y el rango de GSH a GSSG disminuird, por lo tanto, es un indicador Util de estrés oxidante
en células y tejidos.

El monitoreo de la actividad hormonal es relevante en los procesos de maduracion sexual,
reproduccion y homeostasis. Una regulacion hormonal comprometida por estrés oxidante se traducira
en una capacidad reproductora alterada. Las hormonas analizadas en el presente estudio son: La
hormona luteinizante (LH), que juega un papel clave en las funciones gonadales, al actuar de forma
sinérgica con la hormona foliculo estimulante (FSH) estimulando el crecimiento, maduracion folicular y
la ovulacién, siendo la accién complementaria de ambas hormonas importante para el crecimiento
normal de un foliculo, por lo que la inhibicién de su actividad afectara en gran medida la capacidad de

una hembra de prefiarse [Kierszenbaum, 2007].

Ratones CD1

El stock de ratones CD1 es de origen exogamico, lo cual le confiere variabilidad genética,
representando con mayor exactitud los efectos que se observarian en una poblacion humana. Es
empleado como modelo por su facilidad de manejo y eficacia para realizar pruebas oncoldgicas,
toxicoldgicas y teratogénicas, entre otras [Benavides y Guénet, 2003]. Son de caracter décil con un

promedio de 12 crias por hembra.
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JUSTIFICACION

Si bien el conocimiento general sobre el efecto del Pb en organismos es extenso, los estudios
enfocados en hembras son menos comunes que en machos, ain menos de manera generacional. A
pesar de que la modificacion a la NOM-199-SSA1-2000 maneja limite minimo permisible de Pb en sangre
de poblacion no expuesta ocupacionalmente de 0.1 ppm (10 pg/dL), durante muchos afos el limite fue
de 0.25 ppm (25 pg/dL). Aunado a esto, las acciones de tratamiento y control se han enfocado en los
potenciales efectos neurotoxicos. Los aspectos relacionados a la salud reproductiva a nivel de génadas
femeninas no han sido abordados. Ademas, la escasez de estudios que evallen el impacto del estrés
oxidante en una exposicion cronica a baja concentracién de Pb deja un gran vacio en la informacion
respecto al perjuicio que puede provocar en érganos reproductores de hembras.

El Pb es un metal cuyo mecanismo de dafio principal se dirige a través del estrés oxidante, debido
principalmente a su interaccion con los grupos sulfhidrilo disponibles en las biomoléculas, inhibiendo o
modificando la actividad de distintos componentes celulares. Anteriormente se han realizado trabajos
en ratones expuestos a Pb, sin embargo, éstos han sido de manera aguda a altas concentraciones para
estudiar efectos en espermatogénesis o anormalidades histolégicas en una sola generacion de
organismos. El presente estudio pretende evaluar el efecto de la exposicion cronica de tres generaciones
a baja concentracién de Pb sobre biomarcadores de estrés oxidante y caracteristicas histoldgicas en
gonadas de hembras de ratones CD1, para determinar si dicha concentracion provocara afecciones y si

estas seran observables en distintas generaciones.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

éla exposicién crénica a una baja concentracion de plomo provocara dafios a nivel fisioldgico vy

morfoldgico en gdnadas femeninas de tres generaciones de ratones CD1?

HIPOTESIS

Si el plomo es capaz de provocar un desbalance en el estado REDOX celular y este metal puede ser
transferido por via materna, entonces la exposicion crénica a baja concentracién modificara parametros

indicadores de estrés oxidante en ovarios de tres generaciones de hembras de ratones CD1.
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OBIJETIVO GENERAL

Determinar si la exposicidon crénica a una baja concentracién de Pb provocara modificaciones en
marcadores de estrés oxidante y dafios tisulares en génadas femeninas en tres generaciones de hembras

de ratones CD1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si la exposicion crénica a una baja concentracién modifica marcadores de estrés
oxidante en génadas de hembras en tres generaciones.

e Establecer sila exposicion cronica a una baja concentracion afectar parametros hormonales en
suero de hembras de tres generaciones.

e |dentificar si la exposicion crdnica a una baja concentracién genera alteraciones histolégicas en

génadas de hembras y si esto se reflejard en las tres generaciones.

MATERIALES Y METODOS

Los procesos de manutencién y experimentacion se siguieron de acuerdo con las
especificaciones de la NOM-062-Z00-1999 y al reglamento del Bioterio UAM-I. El método para la
exposicion de ratones CD1 a acetato de plomo (PbA|Sigma-Aldrich) fue estandarizado por el Laboratorio
de Biomembranas de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, a través del agua para beber.
Todos los grupos se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas oscuridad, en ambientes
cerrados de 35 x 40 cm aproximadamente con una cama de aserrin, teniendo agua y comida disponible
a todas horas. Se utilizd una concentracién 0.2 ppm en agua para beber con base a las estimaciones de
Markowitz [2000], de modo que la concentracion final en sangre no rebasé el limite establecido en la
NOM-199-SA-2000.

Se establecieron 3 grupos experimentales, el grupo control o testigo (C) bebid agua purificada en
bebederos con capacidad de 250 ml. El grupo experimental, dividido a su vez en grupo P (exposicién
cronica en las 3 generaciones) y grupo A (solo FO expuesta hasta antes de la prefiez, F1 y F2 sin
tratamiento), preparando el agua para beber con acetato de plomo diluido a una concentracién de 0.2
ppm (por encima del limite permisible establecido en la modificacion realizada en el 2000 a la NOM-

127-SSA1-1994) en bebederos con capacidad de 250 ml. Todos los grupos fueron alimentados con
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pellets balanceados (Purina Rodent Lab Chow 5001). Ambos tratamientos se mantuvieron hasta el

sacrificio de las hembras mientras se encontraban en la edad de madurez sexual a los 140 dias de edad

(Figura 1). Hubo un total de 5 individuos por ambiente para evitar estrés por aglomeracion, dejando un

lapso de 7 dias para aclimatacién al medio.
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Equivalentes de edad humana (anos)

Comparaciones de tasas de maduracion

Edades Raton ve humano
Macimiente-1 mes 150 veces mas rapido

1-6 meses 45 veces mas rapido

G+ meses 25 veces mas rapido

Figura 1. Etapas en la historia de vida basado en ratones
C57BL/6J en comparacién con seres humanos para
determinar la edad adecuada para la cruza y sacrificio de
las hembras. Datos adaptados por Hagan (2017). The
Jackson Laboratory.

Figura 2. Fases del ciclo estral identificados en ratonas CD1. [a] Proestro, [b]
Estro, [c] Metaestro y [d] Diestro. Si bien un tipo celular dominara el campo,
pueden encontrarse otros tipos celulares dependiendo si es etapa temprana o
tardia de la fase del ciclo estral. Las células que permiten identificar cada fase
son los leucocitos [flecha negra], células nucleadas [flecha blanca] y células
cornificadas [*].

Las hembras de todas las generaciones se sacrificaron por sobredosis de pentobarbital, tomando

muestras de sangre por puncién cardiaca, asi como del seno venoso orbital, obteniendo 20-600 pl de

suero por individuo para analisis de actividad hormonal. Se realizd la diseccién y pesado de los ovarios.

El ovario derecho (OD) de 4 hembras por grupo se empled para analisis histoldgico, mientras que el

ovario izquierdo (Ol) para el indice de GSH/GSSG. La medicién de marcadores moleculares de estrés

oxidante se realizd homogenizando ambos ovarios de 4 hembras por marcador, los cuales fueron

alicuotados y procesados de acuerdo con las distintas técnicas establecidas (Hernandez-Alvarez et al.,

2019; Mesquita et al., 2014, Jentzsch et al., 1996).
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Se realizd un seguimiento del ciclo estral debido a que los procesos fisiolégicos normales
asociados a la ovulacién dependen de la fase del ciclo en que se encuentren, siendo el proestro, estroy
metaestro aquellas fases donde se aumentan de manera natural los niveles de ERO en el ovario, debido
a que son procesos relacionados con la ovulacion. Por esta razén, consideramos el diestro como la fase
del ciclo estral adecuada para realizar los sacrificios y mediciones de los marcadores de estrés oxidante.
La técnica de frotis vaginal fungié como herramienta Util para determinar la fase del ciclo estral adecuada
para cruzar y sacrificar a las hembras [Byers et al., 2012]. Si bien en un principio se planted el uso de la
determinacion de la fase del ciclo estral por observacion de genitales externos, se comprobd que la

citologia vaginal es la técnica mas confiable para determinar las fases de manera precisa (Figura 2).

Disefio experimental

Tratamiento con Pb (¥ \ Grupo control (C)
desde ol destete (21 dias postparto) desde el destete (21 dias postparto)

A\
Cruza a los 75 dias postparto (madurez sexual)

Suspensién de tratamiento mientras estén en el mismo ambiente con el macho

prefex | FO

' A '
Continda tratamiento con Pb (¥ Suspension de tratamiento con Pb (A Grupo control (€)
Durante prefiez y lactancia (£ 20 dias de Durante prefez y lactandia (£ 20 dias Prefiez y lactancla (£ 20 dias de
gestacion y £ 21 dias de lactacion) de gestacion y £ 21 dias de lactacién) gestacion y £ 21 dias de lactacion)
A
—* Cruza a los 75 dias postparto (madurez sexual) -

Suspension de tratamiento mientras estén en el mismo amblente con ef macho

e F1

‘ v v
ContinGa tratamiento con Pb [/ Suspension de tratamiento con Pb (A Grupo control (C)
Durante prefez y lactancia (£ 20 dias de Durante prefiez y lactancia (£ 20 dias Prefiez y lactancia (£ 20 dias de
gestacidn y £ 21 dias de lactacion) de gestacion y £ 21 dias de lactacion) gestacion y £ 21 dias de lactacion)

F2

Hembras de cada generacion se sacrificardn posterior al destete (+ 140 dias)
Figura 3. Disefio experimental para los tratamientos administrados a las tres generaciones. Tratamientos para FO: P-tratamiento desde
destete hasta destetar a sus propias crias; A-tratamiento hasta cruza, suspension de tratamiento desde prefiez. Tratamiento para F1: P-

Tratamiento con plomo desde gestacién hasta destete de sus propias crias; A-Sin tratamiento con plomo. Tratamiento para F2: P-
Tratamiento con plomo desde gestacidn hasta destete; A- Sin tratamiento con plomo en ningiin momento.

En la primera generacion, se usaron 6 hembras tratadas crénicamente con Pb (P), 6 tratadas con
Pb hasta antes de la prefiez (A) y 6 del grupo testigo (C). Las hembras de la primera generacién (FO)
fueron expuestas desde el destete (21 dias de edad) hasta la madurez sexual (2 y medio meses de edad)

a 0.2 ppm (20 pg/dL) de PbA a través del agua para beber. Una vez cumplido ese periodo, se colocaron
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en el mismo ambiente con un macho experto saludable, suspendiendo temporalmente el tratamiento
con PbA para evitar la exposicion de los machos. Una vez identificado el tapdn vaginal, se separd al
macho, colocando maximo 3 hembras en ambientes separados para evitar errores debido a
comportamientos que pudiesen afectar la interpretacién de los datos (ej. abortos, canibalismo,
competencia por alimento y comida, depresidon por aislamiento). Las hembras del grupo experimental
de FO se dividieron en los grupos sefialados anteriormente. Una vez destetadas las crias que
conformaron la 22 Generacion (F1), se separaron las hembras de cada grupo: continuando el tratamiento
en el grupo P y administrando agua al grupo A. Una vez destetadas las crias de la 32 generacién (F2), se
mantuvieron las mismas condiciones hasta que las crias alcanzaran la misma edad que las madres al
momento de ser sacrificadas. Todas las hembras fueron sacrificadas a los 140 dias de edad (4 % meses

de edad) (Figura 2).

Preparacién de muestras para analisis moleculares

Debido a que el peso de los ovarios varid en el grupo tratado (de 5 a 23 mg), se optd por usar
ambos ovarios de cada ratdn para TBARS y para PC, dejando por lo menos 3 hembras en las cuales se
utilizé el ovario derecho para histologia convencional, y el izquierdo para el indice GSH/GSSG. El suero
se extrajo para la medicion de hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH). Los ovarios se
mantuvieron a -80°C para evitar degradacion; posteriormente fueron homogeneizados y procesados de
acuerdo con los lineamientos establecidos por cada kit y protocolo empleado [Mesquita et al., 2014;

Jentzsch et al., 1996; Alvarez et al., 2019; Prophet y Mills, 1995].
Glutatién oxidado y reducido

El contenido de glutatién reducido (GSH) y glutatién oxidado (GSSG) en ovarios fue determinado
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de acuerdo con el protocolo descrito por Hernandez-
Alvarez et al. [2019] con algunas modificaciones. Primero, se homogenizaron 200 mg de tejido ovarico
con 800 pl de buffer de lisis (10% acido tricloroacético/ 1mN disulfonato de batofenantrolina (BPDS por
sus siglas en inglés)), centrifugdndolo a 5000xg por 10 min a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante,
inyectando 50 plL de la muestra en el sistema HPLC. El andlisis se realizd usando una bomba binaria
Waters 1525 HPLC (Waters, Miami, FL, USA) acoplada a un detector de absorbancia de longitud de onda

dual 2489 UV/visible (Waters™) calibrado a 210 nm. Las curvas de calibracion se prepararon usando
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estandares de GSH y GSSG (5, 10, 25, 50, 100, 200, y 400 uM). Los resultados se reportaron en nM/ug

de proteina.

Proteinas carboniladas

Para determinar la presencia de las proteinas carboniladas en el plasma y ovario, se utilizo el
método colorimétrico modificado de Mesquita et al. [2014]. En este proceso, son agregados 400 uL de
tejido homogenizado a 400 uL de 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM in 0.5 M H3PO4), incubando
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, son agregados 200 plL de hidroxido de
sodio (NaOH) 6 M, mezclando la muestra e incubando por 15 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, se afiadieron 250 pL de acido tricloroacético (50% w/v), seguido de su
mezcla en el Vortex. La mezcla fue entonces incubada a 20 °C por 15 minutos y centrifugando a 23,640
g por 5 min. Después de la centrifugacion, el sobrenadante fue descartado sin alterar el pellet formado,
dicho pellet fue lavado tres veces con 1 mL de etanol/acetato de etilo (1/1; v/v) para remover el DNPH
libre. En cada paso del lavado, el pellet se mantuvo durante 10 minutos con el solvente de lavado,
centrifugando a 23,640xg por 5 minutos antes del siguiente lavado. El pellet resultante fue resuspendido
en 1.0 mL de 6 M guanidin-HCI. Un volumen igual de solucién buffer fue usada como blanco. La
absorbancia de la solucién resultante fue leida a 450 nm posterior a la incubacién por 10 minutos en

una placa fotométrica Multiskan™ (Thermo Fisher).

Lipoperoxidacion

La medicién de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) se realizé en alicuotas de
tejido ovarico homogenizado (0.1 M PBS, pH 7.5) utilizando la técnica espectrofotométrica de Jentzsch
y colaboradores [1996]. En dicho método es afiadido 10% de acido tricloroacético a cada muestra
homogenizada; las mezclas se mantuvieron en hielo y fueron centrifugadas a 23,314g a 4 -C por 15 min.
Posteriormente, el TBA es afladido al sobrenadante, agitando vigorosamente la muestra e incubando a
100 -C por 60 min. Después de este proceso, las muestras son enfriadas a temperatura ambiente,
mezcladas de nuevo y centrifugadas, seguido de una lectura de absorbancia a 535 nm in un

espectofotdmetro Multiskan™ (Thermo Fisher). Los resultados se reportaron en mM/pug de proteina.

24



Histologia

Los ovarios se fijaron en formaldehido al 4% (P/V) y PBS durante 68 horas. El método empleado
se baso en la metodologia en el manual preparado para las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de
América. Las muestras fueron procesadas lavando con PBS, deshidratdandose con etanol, siendo
clarificadas y embebiendo los ovarios en parafina. Se cortaron muestras de 3um de espesor, y fueron
teflidas con hematoxilina-eosina (HE) de acuerdo con el método descrito por Prophet y Mills’ [1995]. Las
observaciones se realizaron en un microscopio Olympus BX41™ a 400X y 1000X de magnificacion; las
imagenes fueron capturadas usando una videocdmara Evolution Pro ®. El procesamiento de las
imagenes se realizd en ImagePro V. 6.0e. Se obtuvo un total de 33 imagenes donde el conteo folicular
fue realizado manualmente usando una Unica seccion por muestra tomada de la zona central-medular

del ovario; la presencia de precipitados en algunas muestras influencié los resultados del conteo.
Hormonas

Los niveles de la hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) en suero fueron medidos
con los kits ELISA FSH-suero y LH-suero de la marca DRG®. En cada caso fue empleada una curva estandar
proporcionada por el kit. Para este ensayo, se adicionaron 25 ulL de estandar, control y muestras a cada
pozo de la microplaca usando puntas desechables. Posteriormente, fueron agregados 100 uL de
conjugado enzimatico en cada pozo, mezclando exhaustivamente durante 10 segundos. La placa fue
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente. El contenido de los pozos fue agitado, lavando
los pozos cinco veces con agua destilada (400 plL por pozo), golpeando fuertemente la placa sobre papel
absorbente, removiendo gotas residuales. Después de dicho paso, se agregaron 100 plL de solucion
sustrato, incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reaccion enzimatica fue detenida
al afiadir 50 pL de solucion stop en cada pozo. Finalmente, la absorbancia fue determinada a 450

empleando un lector de microplacas de absorbancia en incubacion marca BioTek ELx808™.

Pruebas estadisticas

Los resultados de todos los analisis bioguimicos (proteinas carboniladas, lipoperoxidacién,
proporcién GSH/GSSG, hormonas y conteo de estructuras foliculares) se muestran como el promedio +

error estandar de la media (SEM). Las comparaciones entre los grupos C (control o testigo), A (con
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tratamiento anulado) y P (exposicidn crénica ininterrumpida) se realizaron con ANOVA de una via
(Kruskal-Wallis para aquellos que no se comportaban de manera normal) y en aquellos que se
encontraron diferencias significativas, se utilizd la prueba Post hoc de Dunnett. Se realizé la prueba T
(Prueba no paramétrica U de Mann-Withney en caso de que los datos no presentaran los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas) para comparar el nimero de crias de las 2
generaciones que se cruzaron, asi como la prueba de Chi cuadrada para determinar si existe
dependencia entre la proporcién de sexos y el grupo al que pertenecen. Todos los andlisis estadisticos
se realizaron usando el programa GraphPad Prism 8.0, los valores de p < 0.05 (*) o menos indican

significancia estadistica.

IV.  RESULTADOS

i. Parametros generales

Se obtuvo un total de 18 hembras para la 12 generacion (C:6, A:6 y P:6), 74 para la 22 generacion
(C:20,A:31yP:23)y90enla32generacién (C:30, A:30y P:30). No se observaron diferencias significativas
en los pesos (ANOVA, en (FO): Fz,21= 0.06027, p= 0.9417; (F1): F;,21=0.1630, p= 0.8507; y (F2):
F2,21=1.985, p= 0.1623), ni en la ganancia de peso (Kruskal-Wallis, en (FO): H=1.975 p= 0.3724; (F1):
H=0.4253, p= 0.8084; y (F2): H= 1.096, p= 0.5781) entre los tratamientos de cada generacion. En la
figura 4a se observa el promedio de peso corporal en todos los grupos, el cual fue de 28.88 g en FO
(C:29.3g, A:28.4g, P:29.1g), 30.94 gren F1 (C: 30.92g, A:30.58g, P:31.31g) y 29 gren F2 (C:28.1g, A:29.7g,
P:29.2g), mientras que la ganancia de peso observada en la figura 4b, fue en promedio 26.42 g en FO
(C:25.88g, A:25.94g, P:27.44g), 29.18 g en F1 (C: 30.01g, A: 29.03g, P: 28.50g) y 19.32 g en F2 (C: 19.13g,
A: 19.66g, P: 19.16g).
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Figura 4. Comparacién del (a) peso y (b) ganancia de peso de FO (C:6, A:6 y P:6), F1 (C:20, A:31 y P:23) y F2 (C:30, A:30 y P:30) con 20
semanas de tratamiento (p >0.05).
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El consumo de alimento (figura 5a) no difirié significativamente entre los tratamientos (ANOVA,
en (FO): Fz21=1.818, p=0.1869; (F1): F2,21=0.3891, p=0.6824; y (F2): F1,21=0.1273, p=0.8811), mientras
gue el consumo de agua (figura 5b) solo fue significativamente mayor en el grupo P de F1 (p <0.0001),
sin diferencias significativas entre los tratamientos en las demas generaciones (Kruskal-Wallis, en (FO):
H=2.313, p= 0.3145; ANOVA, en (F2): F2,21=0.04042 p= 0.9605). El promedio de consumo de alimento
semanal en todos los grupos fue 13.10 gr en FO (C:13.84, A:12.26, P:13.19), 12.23 gr en F1 (C: 11.64,
A:12.38, P:12.66)y 10.97 gren F2 (C:10.71, A:10.76, P:11.44). El promedio de consumo de agua semanal
en todos los grupos de FO fue de 14.93 mL (C:15.42, A:14.43, P:14.95),15.58 mLen F1 (C: 14.71, A:17.31,
P:14.73)y 18.96 mL en F2 (C:22.79, A:17.15, P:16.93).
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Figura 5. Consumo promedio de (a) alimento y de (b) agua de FO (C:6, A:6 y P:6), F1 (C:20, A:31y P:23) y F2 (C:30, A:30y P:30). Posterior a
20 semanas de tratamiento, sélo se observé diferencia significativa en el consumo de agua del grupo P en comparacion con C de F1 (p
0.0082).

En FOy F1, la cruza se llevd a cabo en la 82 semana de edad (2 % meses), la prefiez comenzd en
la 112-122 semana aproximadamente. No se observd diferencia significativa en el nimero de crias
paridas (ANOVA, en (FO): F2,15=2.586, p=0.1084; y (F1): F2,51=0.1107 p= 0.8954) (figura 6a), ni diferencia
significativa en el peso al destetar (Kruskal-Wallis, en (FO): H= 3.424, p= 0.1805; vy (F1): H= 6.647, p=
>0.9999) (figura 6b), excepto en el grupo A respecto al grupo C en F1 (p=0.0404). El total de crias paridas
en FO fue de 64 para el grupo C, 54 para el grupo Ay 59 para el grupo P; mientras que en F1 fue de 100
para el grupo C, 247 para el grupo Ay 197 para el grupo P. Una vez separadas al destetar, el promedio
de peso de hembras en todos los grupos de FO fue de 9.52 g (C:9.5g, A:10.03g, P:9.04g) y 10.55 g en F1
(C:10.13g, A:11.30g, P:10.55g).
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Figura 6. Comparacién de la cantidad de (a) crias paridas y del (b) peso de crias paridas de FO (C:6, A:6, P:6) y F1 (C: 20, A: 31, P: 23). Después
de 20 semanas de tratamiento no se observé diferencia significativa entre el nimero de crias paridas entre los grupos de las distintas
generaciones (p>0.05), mientras que el promedio de peso de crias paridas el grupo A de F1 fue el Unico que presentd diferencias
significativas con respecto al control (testigo) (p<0.05).

Al comparar la proporcién de sexos en los tres grupos de las dos generaciones, el analisis de x2
no demostrd una asociacion significativa entre la proporcion de sexos y el grupo al que pertenecian las
crias paridas de cada grupo (tabla Il). Sin embargo, se observa una ligera tendencia hacia los machos en

los organismos expuestos a Pb por lo que, de aumentarse la concentracion, esta tendencia posiblemente

seria mas marcada.

Tabla Il. Proporcién de hembras y machos en ratones hembra con distintos tratamientos.

Grupo (Generacion) Machos Hembras p
C(FO) 51.22% 48.78%
A(FO) 43.64% 56.36% 0.2050
P(F1) 60.34% 39.66%
C(F1) 54.79% 45.21%
A(F1) 57.56% 42.35% 0.8128
P(F1) 57.64% 42.36%

En la figura 7 se observa que la proporcién del peso de los ovarios con respecto al peso corporal
no mostroé diferencia significativa entre los grupos de FO (p=0.2742). Sin embargo, en F1 se observé un
aumento significativo del grupo P con respecto a C (p= 0.0377); mientras que en F2, fue
significativamente mayor en ambos grupos experimentales (A, p= 0.0096 y P, p= 0.0179). El porcentaje
del peso ovdrico con relacién al peso corporal en todos los grupos fue 0.031% en FO (C: 0.034%, A:
0.032%, P: 0.028%), 0.030% en F1 (C: 0.027%, A: 0.030%, P: 0.033%) y 0.032% en F2 (C:0.028%,
A:0.033%, P:0.037).
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Figura 7. Comparacion de la proporcion entre peso de ovarios con peso corporal de FO (C:6, A:6y P:6), F1 (C:20, A:30y P: 23) y F2 (C: 30,
A:30y P:30). Después de 20 semanas de tratamiento no se observé un aumento significativo en dicha proporcion en el grupo P respecto a
Cen F1 (p>0.05), asf como un aumento significativo en los grupos Ay P con respecto a C en F2 (p< 0.05).

ii. Marcadores de estrés oxidante
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Figura 8. Coeficiente de relacién de GSH/GSSG en homogenizado de ovario en hembras de FO (C:4, A:4, P:4), F1(C: 4, A: 6, P: 4) y F2 (C: 5,
A: 5, P: 6). Posterior a 20 semanas de tratamiento, hubo diferencia significativa entre los grupos Ay P con respecto a Cen FO, F1y F2.

La proporciéon de glutatiéon reducido (GSH) y oxidado (GSSG) (en el cual los valores de 6 a 8 se
consideran normales y valores inferiores a 1 patolégicos) mostré que existe un estrés oxidante en las
tres generaciones de los grupos Ay P. El promedio del indice GSH/GSSG en FO fue de 6.3372 (C), 2.8298
(A) y 0.6646 (P); en F1 fue de 6.3005 (C), 3.0928 (A) y 1.9935 (P); y en F2 fue de 6.7250 (C), 3.4522 (A) y

29



1.5333 (P). Las concentraciones tanto de GSH como de GSSG difirieron significativamente (p < 0.0001)
en grupos Ay P con respecto a C en FO; esto se mantuvo en F1 (A, p=0.0078 y P, p= 0.0020) y en F2 (A,
p=0.0002y P, p<0.0001) (figura 8). La figura 8 describiria entonces que el grupo C se encuentra dentro
de los valores normales de relacién de oxidacién y reduccién; el grupo A estd presentando un estrés, sin
embargo, los niveles de glutatién disponibles aln pueden contrarrestar el efecto oxidante; finalmente
el nivel de GSH del grupo P es muy disminuido, lo que se traduce en un estrés oxidante mayor en el

organo pesar de haberse anulado el tratamiento desde la primera generacion (grupo A).
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Figura 9. Proteinas carboniladas en homogenizado de ovario en hembras de FO (C:3, A:4, P:3), F1 (C: 4, A: 6, P: 5) y F2 (C: 4, A: 5, P: 5).
Donde posterior a 20 semanas de tratamiento, sélo se observaron diferencias significativas entre el grupo P (p < 0.05) con respecto a C en
FlydeAyP (p<0.05) con respectoaCen F2.
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En FO se observd que el grupo P tuvo los niveles mds bajos de proteinas carboniladas (PC) en
comparacion con los grupos Ay C, aungue no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, en
la generacién F1 se observa que estos valores se invierten, siendo los niveles de PC significativamente
mayores en el grupo P (p= 0.0258) en comparacion al control (testigo), no asi en el grupo A, aunque los
niveles sean ligeramente mayores. Finalmente, en F2 se mantiene esta diferencia significativa en el
grupo P con respecto al control (testigo) (p= 0.0113), mientras que el grupo A muestra un aumento
significativo (p=0.0080) en los niveles de las PC (Figura 9). El promedio de proteinas carboniladas en FO
fue de 0.8135 (C), 0.8920 (A) y 0.5617 (P); en F1 fue de 0.1362(C), 0.2015 (A) y 0.2515 (P); y en F2 fue
de 0.1881 (C), 0.3315 (A) y 0.3231 (P) nmol/mg de proteina.
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Figura 10. Niveles de TBARS en homogenizado de ovario (p>0.05) en hembras de FO (C:2, A:4, P:4), F1(C: 4, A: 6, P:5)yF2(C: 4, A: 6, P: 6).
Después de 20 semanas de tratamiento sélo se observaron diferencias significativas entre el grupo A (p < 0.05) y P (p < 0.05) con respecto
aCenFl.

En la lipoperoxidacién, identificada por la produccion de malondialdehido (MDA) o sustancias
reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARS), sélo se observaron diferencias significativas entre los grupos A
(p=0.0078) y P (p= 0.0060) con respecto al control (testigo) en la generacion F1, mientras que en FOy
F2, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 10). El promedio de TBARS en FO
fue de 8.5205 (C), 6.7779 (A) y 9.5647 (P); en F1 fue de 7.0500(C), 9.3245 (A) y 9.4176 (P); y en F2 fue
de 8.5696 (C), 10.5352 (A) y 8.4568 (P) mM de MDA/ug de proteina (figura 10).

Al realizar las mediciones de la concentracidon de hormonas, es evidente que aun al haber una
tendencia a la disminucién de los niveles de las hormonas FSH y LH en ambos tratamientos de la primera
generacion (F0), solo el grupo P mostré una disminucidn significativa en la concentracién de LH en suero
(p= 0.0368), no asi en FSH (Figura 11). Igualmente se observa que dichas concentraciones tampoco
difirieron significativamente en las siguientes generaciones entre los grupos. El promedio de la
concentracién de FSH en FO fue de 0.5795 (C), 0.5420 (A) y 0.5633 (P); en F1 fue de 0.5566 (C), 0.5541
(A) y 0.5466 (P); y en F2 fue de 0.5476 (C), 0.5463 (A) y 0.5756 (P) mIU/mL. El promedio la concentracion
de LH en FO fue de 0.5340 (C), 0.5095 (A) y 0.4840 (P); en F1 fue de 0.5192 (C), 0.5100 (A) y 0.5152 (P);
y en F2 fue de 0.5522 (C), 0.5622 (A) y 0.5536 (P) mIU/mL.
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Figura 11. Concentracién de (a) hormona foliculo estimulante y (b) hormona luteinizante en suero de hembras de FO (C:4, A:4, P:4), F1 (C:
5,A:5,P:5)yF2(C:5, A: 5, P: 5). Posterior a 20 semanas de tratamiento, los niveles de LH fueron significativamente menores en el grupo
P con respecto a C en FO (p < 0.05) (a), mientras que en las siguientes generaciones no hubo diferencias significativas entre los grupos. Los
niveles de FSH (b) no difirieron significativamente en los tratamientos de todas las generaciones (p>0.05).

iii. Conteo folicular y caracteristicas histolégicas

El grupo C presentd la mayor cantidad de foliculos primordiales y en desarrollo (primarios y
secundarios) en comparacion con los grupos experimentales en FO (p=0.0110), F1 (p=0.0270) y F2 (p=
0.0012) en ambos grupos experimentales. Los foliculos en desarrollo (primarios y secundarios)
difirieron significativamente sdlo en el grupo P (p=0.0134) respecto al control (testigo) en FO, mientras
gue ambos grupos tuvieron un numero significativamente menor de foliculos en desarrollo en
comparacién con el grupo control (testigo) en F1 (A, p= 0.0169 y P, p=0. 0275) y F2 (A, p= 0.0014 y P,
p=0.0007), (Figura 12).
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Figura 12. Conteo de estructuras foliculares. Las estructuras observadas fueron tefiidas con el método de HE en ovarios derechos de
ratonas CD1 con sus respectivos tratamientos en Fo (C:4, A:4, P:4), F1(C:4, A:6, P:4), y F; (C:5, A:5, P:6) (* p < 0.05, ** p < 0.005, *** p <
0.0005).

El numero de foliculos antrales observados fue significativamente mayor en el grupo C respecto
a ambos grupos experimentales (p= 0.0080) en FO y en F2 (p=0.0003); resulta interesante que en F1,
el numero de foliculos antrales en el grupo C fuera sélo significativamente mayor que en el grupo A
(p=10.0097) y que el grupo P tuviese una mayor cantidad de foliculos antrales, pese a que el andlisis no
demostrd diferencias significativas. Finalmente, el nimero de cuerpos IUteos y albicans varié
significativamente en ambos grupos experimentales en FO (A, p=0.0068 y P, p= 0.0311), mientras que
en F1 no hubo diferencias significativas (p= 0.3966) y en F2, sdlo el grupo A mostrd una diferencia
significativa (p=0.0226) (Figura 12).

Se observaron alteraciones histoldgicas en los grupos experimentales de todas las
generaciones, dentro de las cuales fueron recurrentes un leve engrosamiento del epitelio germinal, asi
como la pérdida de la cohesién de células de los foliculos antrales y cuerpos lUteos; mientras el
aumento en la vacuolacion de células de la corteza ovdrica ocurrié a partir de F1 (Figura 14). Sélo a

partir de F1 se observd un dafio mas notorio en el ovario en general, asi como aumento en la
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vascularizacioén, lo que podria indicar un proceso inflamatorio, el cual siguid presente en algunos

organismos del grupo Py A en F2 (Figura 13 a 15).

FO

En FO, el grupo C presenté caracteristicas normales, varias estructuras foliculares en distintas
etapas de desarrollo, incluidos los foliculos primordiales, con epitelio germinal bien delimitado y sin
cambios patolégicos aparentes (Figura 14). Hubo vacuolacion en las células que rodean las estructuras
foliculares (Vac) en el grupo A, el cual presenté un epitelio ovérico ligeramente engrosado (V). El grupo
P presentd un engrosamiento del epitelio germinal mas acentuado y parte de la corteza ovarica se
encontré vacuolada. En los grupos experimentales, las estructuras foliculares fueron similares al grupo

C, con estructuras integras y reconocibles (figura 13).

F1

En F1, el grupo C no presentd cambios patoldgicos aparentes; el epitelio germinal presenté
buena delimitacion, las estructuras ovdricas fueron normales (figura 15). En el grupo A, se observo
vacuolacién en las células que rodean las estructuras foliculares (Vac), con pocos o nulos foliculos
primordiales distinguibles; el epitelio ovarico ligeramente engrosado y con pérdida de estructura en
algunas areas ('), asi como precipitados, principalmente en cuerpo luteo; el foliculo antral no mantuvo
la estructura tipica (*) (figura 15). El grupo P presenté un dafio exacerbado en el tejido, donde las
estructuras foliculares fueron menos distinguibles y hubo presencia de precipitados. En ambos grupos
experimentales se observé un aumento en la vascularizacion (=), lo que podria indicar un proceso
inflamatorio. Aun cuando este dafio es evidente en los grupos experimentales, algunas estructuras

foliculares mantenian una forma relativamente discernible del resto del tejido (figura 14).

F2

En F2, el grupo C presentd caracteristicas normales, varios foliculos primordiales, secundarios y
preantrales, asi como cuerpos lUteos sin cambios patoldgicos aparentes, epitelio germinal bien definido
(V¥), con células de la granulosa hiperpigmentadas tipicas del inicio de la degradacion para la formacion
del cuerpo luteo (figura 15). En el grupo A se observd disminucién en la presencia de estructuras

foliculares, engrosamiento y pérdida de una estructura definida en el epitelio ovérico (V¥), pérdida de la
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estructura general del cuerpo IUteo (*), aumento en la vascularizacion, identificado por la presencia de
eritrocitos en multiples areas del tejido (=), y precipitados en distintas dreas del tejido (figura 16). El
grupo P presentd epitelio ovarico definido corteza ovérica con abundante dafio al tejido, presencia
moderada de precipitados, desprendimiento de las células que conforman al cuerpo Iuteo (*), y mayor
vascularizacion que en el grupo P y A (=) (figura 15). En los grupos experimentales se pudo observar
que el grupo A presentd caracteristicas histolégicas mas parecidas al grupo A de FO. Mas de la mitad del
grupo P (3 de 5 organismos) continué mostrando dafio evidente en tejidos, mientras que los demas

volvieron a presentar caracteristicas similares a su grupo en FO.
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Figura 13. Corte histolédgico de ovario derecho (OD) en hembras de FO pertenecientes a los grupos C, Ay P (de arriba hacia abajo).
Acercamiento a los foliculos que liberaron al ovocito, donde se observan sélo un leve engrosamiento del epitelio germinal ('V), ligero
aumento en la vascularizacion del tejido (=), asi como unas cuantas células estructurales vacuoladas (¢). 400 y 1000X
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Figura 14. Corte histolégico de ovario derecho (OD) en hembras de F1 pertenecientes a los grupos C, Ay P (de arriba hacia abajo).
Acercamiento a los foliculos que liberaron al ovocito, epitelio germinal ligeramente engrosado ( V), células estructurales vacuoladas (°),
dafio las estructuras foliculares (*) y aumento en la vascularizacién del tejido () en grupos experimentales. 400 y 1000X.
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Figura 15. Corte histoldgico de ovario derecho (OD) en hembras de F2 pertenecientes a los grupos C, Ay P (de arriba hacia abajo). En C, se
observa un epitelio germinal bien definido ( V), asi como el inicio del aumento en la vascularizacién tipica en el cuerpo lateo (=), asi como
células de la granulosa comenzando a degradarse para formar al cuerpo Ilteo; en A, se observa engrosamiento del epitelio germinal (V),
células vacuoladas (*) y estructuras foliculares dafiadas (*), mientras que en P sigue observandose un dafio agudo en todo el tejido ovarico
en general, con aumento considerable de vascularizacion y vacuolacién celular . 400 y 1000x.
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V.

DISCUSION

Los metales pesados son capaces de producir ERO que dafian componentes celulares [Gurer y
Ercal, 2000; Ercal et al, 2001}y, si bien el plomo (Pb) no puede sufrir modificaciones REDOX [Ercal et al.,
2001], provoca estrés oxidante (EO) y dafio al DNA por otras vias [Gurer y Ercal, 2000; Ercal et al., 2001,
Flora et al., 2012]. Por ejemplo, el Pb estimula a la xantina oxidasa (una molécula prooxidante) e inhibe
la actividad de enzimas antioxidantes como CAT, SOD y GPx, lo que aumenta considerablemente los

niveles de ERO celulares [Ariza et al. 1998; Ahamed vy Siddiqui, 2007; Kasperczyk et al., 2013].

Aunado a esto, el Pb tiene la capacidad de formar enlaces covalentes con los grupos sulfhidrilos
(-SH) de proteinas, inactivandolas o modificando su funcién y afectando moléculas como el glutation
reducido (GSH), donde la unién del Pb al -SH de este disminuye sus niveles significativamente [Patrick,
2006; Ahamed y Siddiqui, 2007; Neupane y Pecoraro, 2011; Jangid et al., 2011; Mah y Jalilehvand, 2013].
Empero de tener una vida media muy corta, las consecuencias generadas por las ERO afectan procesos

importantes que generan EO severo [Zarkovic, 2020].

La capacidad antioxidante de los organismos es importante para mantener la salud celular, donde
el GSH es el mayor determinante del balance intracelular. Por esta razén, la relacion GSH/GSSG es un
indicador importante del potencial REDOX. En un individuo saludable, los niveles de GSH serdn mayores
que del glutation oxidado (GSSG) [Carlberg y Mannervik, 1985], sin embargo, en este trabajo la relacion
de GSH/GSSH fue significativamente desbalanceada en las tres generaciones de los grupos
experimentales, indicando EQ. Esto podria deberse tanto a la inactivacion ya mencionada, pero el Pb
también inhibe la actividad de la glutatién-reductasa (GR), la cual convierte al GSSG en GSH, lo que
ralentiza la regeneracion de GSH y aumenta la susceptibilidad al dafio oxidante [Carlberg y Mannervik,
1985; Hunaiti y Soud, 2000].

El desequilibrio observado refleja desregulaciones en la actividad enzimatica, comprometiendo
del transporte celular, de la transduccion de sefiales y la expresion génica mediada por factores de
transcripcion intimamente ligados a la proporcion de GSH/GSSG, asi como una capacidad antioxidante
severamente disminuida [Neupane y Pecoraro, 2011; Mah vy Jalilehvand, 2013]. Es notable que en este
estudio ocurra una alteracion significativa de GSH/GSSG incluso en aquellos organismos en que se anuld
el tratamiento desde la primera generacion, ya que lo observado en este trabajo se ha relacionado con

EO severo en sangre e higado [Gurer-Orhan et al., 2004; Hasanein et al., 2016].
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El EO tendrd un impacto importante en procesos como la oxidacién (o carbonilacion) de
proteinas, la cual se da de manera natural en las células [Fedorova, 2017] pero que, al haber un
desbalance en estas modificaciones, generara distintos procesos patoldgicos con gran impacto en la
salud celular [Suzuki et al., 2010]; al respecto, se ha observado que féminas que presentan
enfermedades en las que se desarrollan quistes ovaricos muestran un aumento en los niveles de PC
[Kandasamy et al., 2010; Jan et al.,, 2015]. Resulta intrigante que en la primera generacion de este
estudio, el grupo experimental mostrd niveles de proteinas carboniladas menores al grupo control
(testigo), mientras que en las siguientes generaciones, estos niveles fueron significativamente mayores
en el grupo experimental;, esto podria deberse a que el organismo responde efectivamente al
contaminante al ser expuesta en otra etapa de su vida, pero que la exposicion durante la gestacion vy la
lactancia de las generaciones siguientes afecte la capacidad del organismo para lidiar con la

carbonilacién proteica.

Este aumento también se ha observado durante exposiciones a altas concentraciones de Pb en
células de la granulosa [Aglan et al., 2020; Ma et al., 2020], sanguineas y hepaticas [Gurer-Orhan et al.,
2004; Quintanar-Escorza et al., 2010; Kasperczyk et al.,, 2012; Hasanein et al., 2016], planteando la
posibilidad de que la exposicidn crénica a baja concentracion tiene la capacidad para dafar a los
componentes celulares ovaricos de manera similar a exposiciones agudas a altas concentraciones. Pese
a no haber diferido significativamente en la primera generacién, es evidente que los ovarios de este
estudio presentan un EO proteico importante en generaciones siguientes que puede asociarse a

multiples enfermedades crénico-degenerativas [Dalle-Donne et al., 2003].

Cuando un organismo estd bajo EO, los fosfolipidos membranales pueden ser seriamente
afectados [Halliwell y Chirico, 1993]; al respecto, se sabe que el Pb ejerce efectos sobre la estructura,
funciones membranales, asi como algunas enzimas y proteinas transmembranales [Gurer y Ercal, 2000;
Ahamed y Siddiqui, 2007; Kirberger et al., 2013], incrementando la lipoperoxidacién (MDA/TBARS) en
ovarios y otros compartimentos [Xu et al., 2007, Nampoothiri y Gupta, 2008; Shafig-ur-Rehman, 2013].
Al respecto, se sabe que La peroxidacion lipidica representa un mecanismo importante de dafio tisular
asociado al envejecimiento y enfermedades como el sindrome de ovario poliquistico poliquistico (SOP)

y cancer ovarico [Behrman et al., 2001; Zhao et al., 2019].

En el presente trabajo, los niveles de TBARS sélo aumentaron significativamente en los grupos

experimentales de la generacién donde las células vacuoladas y espacios en blanco en el ovario fueron
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mas evidentes, aunque otros trabajos han reportado una modificacion importante en este marcador a
concentraciones un poco mas elevadas que la empleada en el presente estudio [Nampoothiri y Gupta,
2008]. Lo observado podria deberse en parte a que la concentracién empleada es considerablemente
menor que la evaluada en otros trabajos y, aunque el comportamiento de este marcador pareciera ir de
la mano con la alteracion histoldgica observada en ovarios, se necesitarian mas analisis para corroborar

o refutar esta posibilidad.

Se ha reportado que el estradiol y el estrégeno ejercen un efecto protector ante la
lipoperoxidacion en hembras [Komura, 1986; Huh et al., 1994; Vedder et al., 1999], sin embargo, esto
no seria suficiente para explicar lo observado, ya que el indice de GSH/GSSG vy los niveles de PC si se
vieron significativamente afectados, por lo que estos resultados podrian deberse a otros factores
ademas de la baja concentracién empleada; tampoco seria prudente descartar el hecho de que lo
observado pudiese ser una respuesta adaptativa en los organismos de los grupos experimentales para

proteger la integridad celular.

Esto es importante ya que la exposicién a Pb, asi como el aumento de dichos marcadores se han
asociado con la alteracion del eje hipotdlamo-hipdfisis, reduciendo la respuesta de hormonas
importantes para la maduracién sexual [Doumoutchis et al., 2009]. La exposicion cronica a 0.20 ppm de
Pb durante 4 %5 a 5 meses en diestro de ratones durante tres generaciones de este estudio sélo provoco
una disminucién en la concentracién de la LH en la primera generacion expuesta cronicamente, mientras
que los niveles de FSH no cambiaron en ninguna generacion. El hecho de que FSH y LH cuentan con
distintos patrones de secrecion [McNeilly et al., 2003] podria explicar por qué ambas hormonas no
fueron afectadas de la misma manera. La recuperacion de la LH en generaciones siguientes, asi como el
mantenimiento de la FSH en las tres generaciones del grupo experimental podria deberse en parte al
tiempo que durd el tratamiento, o bien, lo observado en el presente estudio puede deberse a una
respuesta adaptativa.

Seria incorrecto asumir a partir de estos resultados que la exposicion cronica no afectaria la
capacidad reproductora ya que, por ejemplo, la disminucion en los niveles de LH observada en la primera
generacion, se ha asociado a la insuficiencia ovarica prematura (IOP) o desdrdenes en el hipotdlamo
[Razi et al., 2021]. Aungue las concentraciones de Pb en las que se ha reportado una alteraciéon
importante en la concentracidon hormonal suelen ser elevadas [Ronis et al., 1996; Doumoutchis et al.,

2009; Salim-Hamed et al., 2014; Trojnar et al., 2014; Ma et al., 2020], se ha reportado que la exposicion

41



a 0.15 ppm de Pb durante 12 meses disminuye los niveles séricos de FSH, estradiol y progesterona,
incrementando los niveles de LH y testosterona en el proestro de ratas [Dumitrescu et al., 2014 y 2015],
por lo tanto, no es posible asumir que no existan alteraciones en los picos hormonales de otras etapas
del ciclo estral que no fueron analizadas; seria interesante realizar trabajos que complementen lo
observado para entender por qué sucede esto a bajas concentraciones y si estos efectos podrian

exacerbarse durante tratamientos mas prolongados.

Todo lo anterior estad intimamente relacionado con los cambios estructurales y funcionales
ciclicos en los ovarios durante la etapa reproductiva, donde la integridad estructural de este, y la funcién
de las ERO como segundos mensajeros son vitales en la manutencion de la capacidad reproductora
femenina, siendo el ovario derecho el mas activo y sensible de los dos [Wiebold y Becker, 1987; Sharma,
et al., 2012 b]. Debido a que todos los ovarios analizados histolégicamente fueron derechos, y a que el
diestro es la etapa en la que hay menor fluctuacién de ERO, las modificaciones observadas en este
trabajo reflejan una alteracién que afectara la capacidad reproductora femenina de manera sutil, pero
tangible.

Aunado a esto, el aumento de peso ovarico observado ha sido asociado con patologias en
humanos como los edemas o torsiones ovaricas [Cass, 2005; Andre et al., 2017], asi como el sindrome
de ovario poliquistico (SOP), que a su vez se relaciona con procesos patoldgicos como el aumento de
hormonas masculinas, hipotiroidismo, tumores pseudo inflamatorios, ooforitis, entre otros [Stephen,
1995; Hansen et al., 1997; Chang, 2007; Puzigaic et al., 2009; Lalwani et al., 2011], indicando potenciales
alteraciones devenidas de la exposicion a Pb a largo plazo. Se sabe que el desbalance de ERO durante la
exposicion a Pb provoca la muerte fisiolégica del dvulo, infertilidad, insuficiencia ovarica prematura (IOP)
e irregularidades en el ciclo estral [Hilderbrand et al., 1973; Dhir y Dhand, 2010; Ray et al., 2012; Sharma
y Battacharya, 2014; Waseem et al., 2014; Dumitrescu et al., 2015; Agarwal et al., 2016; Zhang et al.,
2016; Buck, 2018; Kumar, 2018; Liu et al., 2019]

Debido a esto, se esperaria que la capacidad para quedar prefiadas, asi como el nimero de partos
se viera seriamente afectado; es interesante entonces que la cantidad de hembras prefiadas, asi como
el nimero de crias paridas con normo peso no difirieron del grupo control o testigo, pese a que el grupo
experimental presentara modificaciones en la histoarquitectura, aumento de peso ovarico v alteracion
en la duracién de las fases del estro en el ciclo estral (datos no mostrados), similar a lo reportado en

trabajos con otras especies [Franks et al., 1989; Dhir y Dhand, 2010]. La disminucién de estas afecciones
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con el pasar de las generaciones podria indicar una respuesta adaptativa multigeneracional, sin
embargo, se esperaria que las alteraciones histolégicas observadas se exacerbaran al mantener la
exposicion durante mas tiempo en una misma generacion [Taupeau et al., 2001; Panwar et al., 2011;
Qureshi y Sharma, 2012; Sharma et al., 2012a], por lo que no es posible aseverar que las generaciones

posteriores tengan una adaptacién y/o recuperacion total a estos problemas.

Pese a usar concentraciones de Pb menores que en otros estudios, hubo alteraciones histolégicas
incluso en los grupos donde se anuld el tratamiento, lo cual podria relacionarse a trabajos previos donde
se estimo que el dafio a las estructuras y funciones ovaricas se deben tanto a la exposicion incidental,
como al Pb acumulado [Taupeau et al., 2001; Qureshi et al., 2010]. Aunado a esto, las modificaciones
observadas en el grupo con tratamiento anulado también fueron observables en las generaciones
siguientes, ya que el Pb puede traspasar la barrera placentaria, acumuldndose y afectando al ovario de

las crias en desarrollo [Krieg y Feng, 2011; Taupeau et al., 2001; Waseem et al., 2014].

Dentro de los efectos que ejerce el Pb en ovarios se encuentran la pérdida en la organizacion de
estructuras ovaricas, aumento de la atresia folicular y disminucién en la cantidad de foliculos disponibles,
ya sea debido a la afeccidn en la reserva folicular o al efecto directo sobre los foliculos mas maduros
[Lefevre 2001; Taupeau et al., 2001 y 2003; Dhir y Dhand, 2010; Junaid et al., 2010; Panwar et al., 2011;
Qureshiy Sharma, 2012 a y b; Jasim-Sodani, 2017]. En este estudio se observa alteracién en el epitelio
germinal, vacuolacion de las células de la corteza ovarica, asi como disminucion en la mayoria de las
estructuras foliculares en los grupos experimentales desde la primera generaciodn, lo cual concuerda con
el EO medido en las muestras ovaricas, aun si no se observaran alteraciones hormonales significativas.
El hecho de que dichos dafios se exacerbaran en la segunda generacién y disminuyeran en algunos
individuos de la tercera podria ser un indicio de una adaptacién generacional al estrés inducido por la
exposicion, sin embargo, surge la interrogante sobre posibles secuelas en etapas de vida posteriores.

Los efectos mencionados son de gran relevancia en temas de salud publica debido a la
prevalencia del Pb en el ambiente y a su uso industrial en paises en desarrollo [Doumouchtsis et al.,
2009; Sharma y Battacharya, 2014; Junaid et al., 2010; Resongles et al., 2021]. Aunado a esto, los niveles
de Pb son significativamente mayores en mujeres con tumores ovaricos malignos, SOP, y mujeres
infértiles en comparacion con mujeres saludables, afectando la capacidad reproductora a largo plazo
[ATSDR, 2017; Cerna et al., 2012; Hsiao-Ling et al., 2015; Zhang et al., 2015; Canaz et al., 2017]. Ademas,

se ha reportado la capacidad del Pb y otros contaminantes de afectar de manera multigeneracional la
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fisiologia gonadal y el comportamiento en modelos murinos durante periodos prolongados de
exposicion [Lukacinova et al., 2012; Li et al., 2020; Rahman et al., 2021] y que dicha exposicion no

afectard de la misma manera a distintas generaciones [Sobolewski, 2020].

Aunado a esto, existe evidencia indirecta que demuestra que el Pb provoca alteraciones
epigenéticas y genéticas en humanos que pueden ser transmitidas incluso a las nietas de las mujeres
expuestas [Sen et al., 2015; Sobolewski et al., 2020]. Por esta razon, la exposicidon de una generacion
podria afectar a generaciones postreras aun con la anulacién de tratamiento y de una reproduccion
exitosa, ya que gametos alterados pueden contribuir con el aumento de EO en generaciones siguientes

pese a que los pardmetros generales sean normales [Lukacinova et al., 2012, Sen et al., 2015].

La importancia del presente estudio radica en que la exposicién a una baja concentracion, en
comparacién con trabajos anteriores, provoco la alteracion de marcadores bioldgicos asociados al estrés
oxidante e histologia ovdrica en distintas generaciones aun con la anulacion del tratamiento,
comprobando que en efecto no existe una concentracién de Pb que pueda considerarse segura [ATSDR,
2017], lo que provocara dafios indetectables a simple vista sobre la integridad ovdrica. Se considera que
los efectos deletéreos asociados a la exposicion a Pb son un conjunto de alteraciones simultaneas a
distintos niveles que provocardn estrés oxidante, por lo que es importante plantear futuras
investigaciones complementando lo observado con otras técnicas que nos permitan evaluar de manera
integral y precisa los efectos potenciales que la exposicidon crénica a bajas concentraciones de Pb podria
ejercer sobre la integridad ovarica de varias generaciones de hembras, asi como la capacidad de

adaptacion generacional de estas.

CONCLUSIONES

e La exposicidén crénica a una baja concentracion de Pb afecta el cociente de peso de los

ovarios/peso corporal en la descendencia.

e Eltratamiento no tuvo una asociacion significativa con la proporcion de sexos, hubo una ligera

tendencia en el aumento de machos de crias cuyas madres fueron expuestas.
e Elnumero de crias paridas y su peso al destete no fue afectado por el tratamiento con Pb.
e Laexposicidn a una baja concentracion de Pb en agua para beber provocd modificaciones en

marcadores relacionados al estrés oxidante.
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e Aunque se anule el tratamiento, la exposicion crénica a baja concentracion de Pb provoco una
disminucion en la disponibilidad de GSH, representado por el indice GSH/GSSG.

e Eltratamiento con Pb promovid la carbonilacién de proteinas en la descendencia, aun al anular
el tratamiento.

e Los marcadores de la lipoperoxidacién aumentaron en la segunda generacion, aun con la
anulacion del tratamiento.

e La exposicion cronica a Pb no modifico significativamente los niveles hormonales en suero de
hembras expuestas de generaciones siguientes.

e Laexposicidn a concentracion baja de Pb provocé alteraciones en componentes histoldgicos del
ovario, exacerbados en la segunda generacion.

e La exposicidén a baja concentracion de Pb provocéd disminucidén en el nimero de estructuras

foliculares en los ovarios de hembras, aun con la anulacion del tratamiento.

PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos y discutidos en el presente estudio plantean algunas perspectivas para

realizar experimentos futuros que se pueden encaminar con distintos abordajes:

1. El primer objetivo estaria dirigido a determinar si la administracion crénica a una baja
concentracién de Pb afectara los niveles hormonales y marcadores de estrés oxidante en
otras etapas del ciclo estral, si esto también se vera exacerbado al aumentar el periodo de
exposicion o en edades avanzadas.

2. El segundo objetivo propuesto estaria dirigido a implementar varias cruzas de una hembra
durante su edad reproductora, para observar si el tamafio de las camadas es mermado
debido al tratamiento administrado y las consecuencias epigenéticas en mas de tres
generaciones.

3. En un tercer objetivo se determinaria si el tratamiento crénico a baja concentracion afecta
otros marcadores hormonales como testosterona, progesterona y estradiol; asi como otros
marcadores de estrés oxidante, como NADPH, xantina oxidasa, analisis de ERO por dicloro
fluoresceina, enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, GR), entre otros, durante un periodo
mas prolongado de exposicidn, ahondando en los mecanismos moleculares con herramientas

computacionales como el docking molecular.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Bal-Price Anna Lead (Pb) is a heavy metal that alters the oxidation-reduction balance, affecting reproductive health and transfer

during pregnancy and lactation. However, the multigenerational impact of exposure to low concentrations of Pb
Keywords: on mammalian ovaries has not been assessed. This study evaluated general parameters, histology, redox state
Lead acetate (RS), protein carbonylation (PC), lipid peroxidation (LP), and hormone concentrations in the ovaries of mice

a\fary (CD1® ICR) of three successive generations with both unigenerational (E1) and multigenerational (E2) exposure to
Tol>c:city 0.2 ppm lead acetate through the drinking water and a control group. Body weight, food consumption, the

Low concentration
Generational exposure
Histology

Oxidative stress

number of born pups, and their weight after weaning were not significantly affected by Pb exposure in E1 and E2.
However, the ovaries of three successive generations of the E1 group, in which only the FO was exposed, showed
alterations in the ovarian histoarchitecture, increase in follicular atresia, decrease in the number of available
follicles, and a significant RS and PC elevation that were surprisingly similar to those observed in the E2 group.
LP increased in the second generation of E1 and E2, while hormone concentration was not altered. This is the first
demonstration that exposure to low concentration of Pb induces multigenerational histological alterations and
oxidative stress in mouse ovaries, that the termination of this exposure does not ensure the safety of later
generations and that the lack of modifications in general parameters may facilitate the silent development of

pathologies that affect ovarian health.

1. Introduction

Lead (Pb) is a heavy metal that is regulated by government agencies
to protect the population and the environment from its toxic effects [1,
2]. However, due to the historical exploitation and its environmental
persistence, Pb concentrations are still present in some living organisms.
Its toxic threshold is difficult to define due to its physicochemical vari-
ations, its behavior, and its interactions with other elements in the at-
mosphere, the hydrosphere, sediment and soil, groundwater, and biota
[3]. In addition, the differences in responses within and among species
limit the use of strategies for monitoring Pb concentrations in organisms

[1,3].

Most cases of human Pb exposure result from the use of gasoline
additives, Pb-based paints, ceramic glazes, and poorly managed drink-
ing water systems [3]. Moreover, parameters such as water chemistry,
pH, and temperature influence the availability of Pb in different regions
of the world, facilitating its ubiquitous presence in many countries and
leading to frequent non-occupational exposure to Pb. In addition, Pb
exposure is estimated to account for an annual worldwide loss of 21.7
million years of human life due to disability and death because of its
long-term effects on the population’s health, according to the World
Health Organization [4-8].

Abbreviations: Pb-Lead, PbA-Lead acetate; OS-Oxidative Stress, ROS-Reactive Oxygen Species; FO-First generation, F1-Second generation; F2-Third generation,

RS- Redox state, PC-Protein CarbonylationLP-Lipid Peroxidation.
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Pb can access the body through various routes, the most common
being the gastrointestinal tract through oral ingestion [3]. Once inside
the organism, Pb is distributed to various body compartments and tis-
sues: blood, brain, and liver suffer the most notorious and studied effects
of this metal, while bone is known as a repository where this metal will
accumulate over a period of many years [1,9,10]. Pb is present in cells in
an ionic form that is particularly attracted to sulfhydryl groups and to
protein components while competing with essential metals such as cal-
cium that are intimately related to the body’s oxidation-reduction bal-
ance (redox state) and to various metabolic pathways [3,11,12]. As a
result, a cascade of Pb toxicity may ensue because these interactions do
not function correctly, decreasing enzyme activity and resulting in fewer
available antioxidants and in the accumulation of reactive oxygen spe-
cies (ROS) formed during normal cellular processes, ultimately resulting in
oxidative stress (OS) [11,13,14].

Female fertility depends greatly on the ovaries, which play a central
role in sexual maturation and in the generation and development of
oocytes [14]. ROS are formed during steroidogenesis, follicular matu-
ration, resumption of meiosis, and ovulation [15]. However, excessive
ROS in the ovaries promote many pathological processes [15]. Hence,
antioxidant enzymes and molecules such as glutathione (GSH) are
pivotal in maintaining the redox balance and thereby ensuring ovarian
homeostasis [15]. Unfortunately, exposure even to low concentrations
of Pb promotes OS by causing an imbalance in this relationship [16-18],
facilitating ROS-related cellular damage, apoptosis, necrosis, and
resumption of meiosis, altering the ovarian histoarchitecture, and
affecting female reproductive health in both the short and long terms
[16,19-21].

Moreover, the calcium mobilization that occurs during gestation and
lactation releases the Pb stored in the female osseous system, posing a
risk factor to the health of both the mother and the fetus, even when they
are no longer environmentally exposed to Pb [2,22]. Therefore, the
deleterious effects of Pb exposure concern not only the exposed female’s
reproductive health but also the health of the next generation.
Augmented follicular atresia, resumption of meiosis, necrosis, hormonal
imbalances, decreased number of primordial follicles, and increased
number of atretic follicles are some of the most often reported
ROS-related alterations in the offspring of females exposed to this metal
during pregnancy or lactation [19,23-26]. However, the cited reports
focus on uninterrupted treatments exposure of pregnant females and
their fetuses or weanlings to high concentrations of Pb, leaving unan-
swered questions about the possible effects of Pb exposure on the
offspring and on their descendants during adulthood.

Studies on the effect of Pb exposure on males in one and two-
generational models with uninterrupted treatment have reported that this
heavy metal accumulates in the gonads of both the mother and the fetus
to a degree that is directly correlated with the concentration used [27-
29]. Some of the most severe changes observed are the destruction of
gonad parenchyma, vascular congestion, necrosis, hormonal imbal-
ance, and short or long-term sterility [24,25]. Nevertheless, exposure
this metal does not necessarily impact gonads in the same way in each
generation; thus, the lack of noticeable alterations in one generation does
not ensure the safety of the exposed animals’ offspring and their
descendants [27-29].

In addition, some females that have been exposed to Pb retain the
ability to procreate later in life, and because Pb can be transferred to the
fetus and to lactating offspring, it can affect the ovarian and reproduc-
tive health of the descendants despite a lack of exposure to environ-
mental Pb during their development [2]. Moreover, research on the
effects of other xenobiotics such as phthalate mixtures and bisphenol A
(BPA) has shown that similar ovarian alterations are observable in up to
four successive generations after termination of exposure to these xe-
nobiotics [30,31]. This emphasizes the importance of expanding our
knowledge about Pb’s toxicity to the female reproductive system and its
generational impact.

Although extensive research has been conducted on the effects of Pb
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exposure on ovaries, there are no published studies on the effects of
exposure to low concentrations of this metal on mammalian ovarian
histoarchitecture, or on OS biomarkers in three successive generations.
In addition, Pb storage in bone, liberation, and transfer from the mother
to the offspring point to potential damage to the ovarian structures of
unexposed generations. Thus, this study analyzes the effects of unig-
enerational and multigenerational exposure to a low concentration of Pb
and its capacity to alter OS biomarkers, hormone levels, and ovarian
histology in three successive generations of female mice.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Pb was purchased from Sigma—Aldrich in the form of lead acetate
[PbA/ Pb (CH3COO)2] (Product number 32306, CAS registry number
51404-69-4. The PbA was diluted in tap water filtered by the vivarium
to obtain a 0.2 ppm suspension. Pb was administered through the ani-
mals’ drinking water, which was provided ad libitum [5]. The concen-
tration was selected based on the concentration standard used in
drinking water (1 ppm) in previous experimental reports [19,21].

2.2. Animals

Female CD1 mice (Crl: CD1 [ICR]) were provided by the Metropol-
itan Autonomous University (UAM) animal care facility immediately
after weaning of the animals (22 days old). The mice were housed in
acrylic cages at 21 °C with a 12 h/12 h photoperiod and fed a balanced
commercial diet (Nupec, Mexico). The vivarium provided drinking
water. Food and water were available ad libitum to the animals in all
groups. The animals were weighed, and their average food and water
consumption was measured three times weekly by comparing the
amount of water and feed provided at the beginning of the week with the
amount of water and feed remaining at the end of the week. During the
last week of the treatment, the estrous cycle was followed through
analysis of vaginal smear to ensure that all organisms were in diestrus
[32] when euthanized.

The experimental design and animal management protocols used in
this study were approved by the Bioethics Committee for Animal Ex-
periments of the Metropolitan Autonomous University (UAM) and
conformed to the Official Mexican Standard for the Care and Use of
Laboratory Animals (NOM-062-Z00-1999), which is based on the U.S.
National Institute of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH Publications No. 8023).

2.3. Treatment

Eighteen 22-day-old, healthy, unexposed female mice were selected.
The FO generation had a total of 18 female mice. Six organisms of the
mice were assigned to the control group, and 12 organisms were given
drinking water containing 0.2 ppm PbA until they were 75 days of age.
At this time, the animals were mated with unexposed male mice of
proven fertility. After mating, six mice (group E1) no longer received the
treatment, but instead were allowed to ingest the same clean water as the
control group (C); the remaining six mice (group E2) in the experi-
mental group continued to receive the treatment throughout pregnancy
and lactation. The 65 pups born to the FO dams were considered the F1
generation. The F1 generation pups born to the mice in Group E1 were
never exposed to PbA, while the F1 generation pups born to the mice in
Group E2 were exposed to PbA (through their mothers) from conception
until they were euthanized. At 75 days of age, F1 females were mated to
unexposed fertile adult males to generate an F2 generation. The 69 mice
in the F2 generation received the same treatment as their counterparts in
the F1 generation.
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2.4. Ovaries and blood sampling

At 4 Y2 months (135 days) of age, FO, F1, and F2 mice were weighed

and euthanized while in diestrus (the stage of the estrus cycle was confirmed
by vaginal smear) [32]. The animals’ ovaries were collected, weighed, and
stored at — 80 °C until further analysis, and blood was collected via
cardiac puncture and used to evaluate hormone levels.
Ovaries were chosen randomly from among individuals of each group
and analyzed for OS biomarkers. The right ovaries of at least 3 in-
dividuals per group per generation were subjected to histological
analysis.

2.5. Follicle count and histological analysis

The animals’ right ovaries were dissected and fixed in 4% formalin
and PBS in aqueous solution for 48 h. We based our methodology on the
manual prepared by the Armed Forces of the United States of America.
The samples were processed by washing, dehydration with ethanol,
clarification, and embedding of the ovaries in paraffin. Sections of 3 um
in thickness were cut and stained with hematoxylin-eosin (HE) accord-
ing to the method described by Prophet & Mills’ [33]. Observations were
made with an Olympus BX41™ microscope at 100X magpnification, and
the images were captured using an Evolution Pro ® video camera. Image
processing was performed in ImagePro V. 6.0e. The follicle count was
performed manually using a single section per individual taken from near the
central-medullar zone of the ovary; the presence of precipitates in some
samples influenced the counting results.

2.6. Redox state (RS) (GSH/GSSG ratio)

The content of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione
(GSSQG) in the ovaries of 4 ¥2 months-old mice was determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC) according to the protocol
described by Herna’ndez-A lvarez [34] with some modifications. First,
200 mg of ovarian tissue was homogenized in 800 pL lysis buffer (10%
hydrochloric acid/1 mM bathophenanthrolinedisulfonate, BPDS). The
homogenate was centrifuged at 5000g for 10 min at 4 °C. The super-
natant was recovered, and 50 pL of the sample was injected into the
HPLC system. The analysis was conducted using a Waters 1525 Binary
HPLC Pump (Waters, Miami, FL, USA) coupled to a 2489 UV/visible
detector calibrated at 210 nm. The stationary phase was a 4:6 X 250 mm
Zorbax Eclipse XDB-C18 column with a particle size of 5 ym, and 1%
acetonitrile/99% of monobasic potassium phosphate buffer (20 mM
KH2PO4) at pH 2.7 was used as the mobile phase. The flow rate from
min 0 to min 5 was 1 mL/min (1% acetonitrile/99% phosphate buffer),
from min 5 to min 8 it was 1.1 mL/min (10% acetonitrile/90% phos-
phate buffer), and from min 8 to min 10 it was 1 mL/min (1% aceto-
nitrile/99% phosphate buffer). GSH and GSSG were detected at 210 nm
using a Waters™ 2489 UV/Vis dual-wavelength absorbance detector.
Glutathione calibration curves were prepared using GSH and GSSG
standards (5, 10, 25, 50, 100, 200, and 400 uM).

2.7. Protein carbonylation (PC)

A modification of the method described by Mesquita et al. [35] was
used to determine the presence of carbonylated proteins. First, 400 pL of
ovarian homogenate was added to 400 pL of DNPH (10 mM in 0.5 M
H3PO4). After 10 min of incubation, 200 puL of 6 M NaOH was added,
and the sample was mixed and incubated for 15 min in the dark at room
temperature. After the addition of 250 pL of trichloroacetic acid (50%
w/v), the mixture was vortexed. The mixture was then incubated at
20 °C for at least 15 min before centrifugation at 23,640 g for 5 min.
Following centrifugation, the supernatant was discarded without dis-
turbing the pellet, and the pellet was washed three times with 1 mL of
ethanol/ethyl acetate (1/1; v/v) to remove free DNPH reagent. At each
washing step, the pellet was allowed to stand for 10 min after addition of
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the washing solvent, and the mixture was then centrifuged at 23,6409
for 5 min. The resulting pellet was resuspended in 1.0 mL of 6 M
guanidine-HCI. An equal volume of buffer solution was used as a blank.
The absorbance of the resulting solution was read at 450 nm after in-
cubation for 10 min in a Multiskan™ FC Microplate Photometer
(Thermo Fisher).

2.8. Lipid peroxidation (LP)

To determine LP levels, thiobarbituric acid-reactive species (TBARS)
present in aliquots of ovarian homogenates (0.1 M PBS, pH 7.5) were
evaluated using a spectrophotometric technique [36]. The basis of this
method is the reaction between thiobarbituric acid (TBA) and the lip-
operoxidation product malondialdehyde, which produces TBARS.
Briefly, 10% trichloroacetic acid was added to each serum aliquot and to
a sample of each ovary homogenate; the mixtures were maintained on
ice and then centrifuged at 23,314g and 4 °C for 15 min. Next, TBA was
added to the supernatants, and the sample was shaken vigorously,
incubated at 100 °C for 60 min, cooled to room temperature, mixed
again, and centrifuged, followed by reading of the absorbance at 535 nm
in a Multiskan™ spectrophotometer (Thermo Fisher). A reference
standard of 1,1,3,3-tetramethoxypropane was prepared.

2.9. Hormonal analysis

The levels of follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing
hormone (LH) in serum were measured by DRG® FSH-serum and LH-
serum ELISA Kits. A standard curve was used in each case. For this
assay, 25 pL each of standards, controls, and samples were added to
microplate wells using new disposable tips. Then, 100 pL of enzyme
conjugate was dispensed into each well and thoroughly mixed for 10 s.
The plate was incubated for 30 min at room temperature. The contents
of the wells were shaken, the wells were rinsed five times with distilled
water (400 pL per well), and the plate was struck sharply on absorbent
paper to remove residual droplets. Then, 100 pL of the substrate solution
was added, and the plate was incubated for 10 min at room temperature.
The enzymatic reaction was stopped by addition of 50 pL stop solution to each
well. Finally, the absorbance at 450 nm of the solution in each well was
determined using a BioTek ELx808™ Incubating Absorbance
Microplate Reader.

2.10. Statistical analysis

All data were analyzed using GraphPad Prism software 8.0 (Graph-
Pad Prism, San Diego, CA, USA). The data are presented as the mean =
the standard error of the mean (SEM). For normally distributed data,
multiple comparisons were made using Dunnett’s test following one-
way analysis of variance (ANOVA). For nonnormally distributed data,
the Kruskal-Wallis test was used to make multiple comparisons be-
tween the experimental groups and the control group. The T test was
used to compare the number of pups delivered and weight of weanlings
between the generations that mated (FO and F1). Statistical significance
was assigned at p < 0.05.

3. Results
3.1. General parameters

No significant differences (p > 0.9) in body weight, food, or water
consumption were found in both experimental groups compared to the
Control group. The number of pups born and their weight after weaning
did not differ significantly among the groups (p > 0.9) (Tables 1 and 2 in
the supplementary material).
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3.2. Body weight/ovary weight ratio

The ratio of ovary weight to body weight did not differ significantly
among the FO groups (p > 0.05), but, in comparison to Group C, it
increased significantly in F1 and F2 of E2, and in F2 of E1 (p < 0.05)
(Fig. 1).

3.3. Follicle count and histology

The animals in Group C had significantly higher numbers of pri-
mordial follicles than groups E1 and E2 in all three generations. Also,
group C had significantly higher number of developing follicles than
group E2 in FO, and significantly higher in comparison with both E1 and
E2 in F1 and F2 (p < 0.005). Furthermore, Group C had significantly
more ovarian antral follicles in FO and F2 compared to E1 and E2 groups, and
only differed significantly with E1 in F1 (p < 0.005). Termination of the
treatment in FO did not result in recovery of the number of devel-
oping, antral follicles, or corpus luteum and albicans in later generations
of group E1. The counts of corpus luteum and albicans in Group C were
significantly higher than those in groups E1 and E2 in FO, and signifi-
cantly higher than group E1 in F2 (Fig. 2).

According to Fig. 3, histological examination of the ovaries of the
animals in Group C showed no apparent pathological modification in
any of the three generations; in contrast, the ovaries of the animals in
experimental groups displayed histological alterations. The FO experi-
mental groups showed thickening of the germinal epithelium, detach-
ment of granulosa cells within the follicles, and slight vacuolation of the
surrounding cortical cells. In the mice belonging to E1 and E2 groups of
the F1 generation, massive damage to the ovaries was apparent; all
cellular compartments presented large white spaces, there was vacuo-
lation of the cells surrounding the follicles, and increased vasculariza-
tion, indicating possible inflammation; some precipitate was observable,
mainly in the follicles (Fig. 3). In the mice of the F2 generation, more
than half of the individuals in the E2 group displayed exacerbated
ovarian damage similar to that seen in the F1 mice; the ovaries of the
remaining individuals in the E2 group, as well as those of all the animals
in the E1 group had histological characteristics similar to those of FO
animals, including thickened germinal epithelium, in some cases
without a defined structure, and loss of a well-defined corpus luteum,
with slightly vacuolated surrounding cells. In both the E1 and E2 groups,
precipitates were present in the follicles of some individuals.

3.4. Redox state (RS) (GSH/GSSG ratio)

Exposure to a low concentration of Pb significantly affected the RS in
the FO animals, and this modification was still detectable in the
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Fig. 1. Generational effect of exposure to Pb on ovary weight/body weight ratio
in female (CD1) mice. The results represent the mean + standard error of the
mean. C (control), E1 (unigenerational exposure), and E2 (multigenera-
tional exposure). The numbers of mice per group were FO (C:4, E1:4, E2:4), F1
(C:4, E1:6, E2:4), and F2 (C:5, E1:5, E2:6). * Statistically significant difference
relative to the paired negative controls (p < 0.05).
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subsequent generations (F1 and F2), even after termination of the
treatment (E1). The results show that the amount of GSH present is
significantly lower than the amount of GSSG, indicating severe OS (Fig.
4).

3.5. Protein carbonylation (PC)

The E2 groups of F1 and F2 contained significantly higher amounts
of carbonylated proteins compared to Group C (p < 0.05). Furthermore,
the PC levels of the animals in Group E1 were significantly higher than
those of Group C in the F2 generation (Fig. 5).

3.6. Lipid peroxidation (LP)

The MDA analysis did not show a significant difference in the FO and
F2 groups. Nevertheless, in the F1 animals, LP levels were significantly
higher in Groups E1 and E2 than in Group C (Fig. 6).

3.7. FSH and LH analysis

All females were sacrificed when in diestrus, a stage in which FSH
and LH levels are lower than in other phases of the estrus cycle. Group
E2 of FO showed a significant decrease in LH hormone concentration
compared to Group C (p < 0.05) at this phase of the estrus cycle, while
FSH levels showed no significant alterations. Generations F1 and F2
showed no significant difference in the serum concentration of either
hormone (Fig. 7).

4. Discussion

This is the first study in which the multigenerational effects of a low
concentration Pb exposure on ovarian histology and OS have been re-
ported, although effects of exposure to high Pb concentrations on
reproductive health have previously been reported [21]. The only
known research with a similar focus known to the authors of this study

addresses rats that received uninterrupted exposure to high PbA con-
centrations (20 ppm) through their drinking water and its effects on
general parameters such as body weight, food and water intake, number
of litters, number of newborns, and number of weanlings focusing pri-
marily on the second and third generations [29]. In comparison, this
work evaluated, in addition, histological alterations and changes in the
levels of hormones and OS biomarkers in animals exposed at a consid-
erably lower concentration (0.2 ppm PbA), focusing on FO and subse-
quent generations that received continuous or discontinuous treatments.

Various ovarian pathologies are intimately linked to the capacity of

Pb to augment ROS production without undergoing redox modifications
[16,18,20]. These changes lead to oocyte death, infertility, premature
ovarian failure (POF), and estrous cycle irregularities [14]; thus, the
ability of organisms that experience Pb exposure to become pregnant, as
well as the number of offspring born, could be seriously affected.
Interestingly, in this study, the number of pregnant females and the
number and weight of the offspring did not differ significantly among
the groups, despite the changes in the duration of the phases of the
estrous cycle in both the E1 and E2 groups over three successive gen-
erations (data not shown). On the other hand, although the ovary
weight/body weight ratio did not differ significantly among the FO
groups, it was significantly higher in Group E2 in F1, and both Group E1
and Group E2 had significantly higher ovary weight/body weight pro-
portions than did Group C in F2. This is important, as ovarian weight
gain and enlargement in humans are associated with ovarian edema and
polycystic ovarian syndrome [37,38]. Interestingly, these alterations are
observable after exposure to Pb at a low concentration (0.2 ppm) for a
relatively short period (approximately 20 weeks); in comparison, in
Lukacinova’s research animals were exposed to Pb at ten times that
concentration (20 ppm) for a prolonged period (78 weeks) [29].
Therefore, the lack of large changes in the general parameters measured
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Fig. 2. Follicular structure count. The structures were observed after H&E staining of the ovaries of CD1 mice in Groups C (control), E1 (unigenerational), and E2
(multigenerational) when the animals were 140 days of age (4 % months). The numbers of mice per group were FO (C:4, E1:4, E2:4), F1(C:4, E1:6, E2:4), and F2 (C:5,

E1:5, E2:6) (* p < 0.05.** p < 0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001).

C

SPAROL
"'»f;‘

AW
x¢

Fig. 3. Generational effect of Pb exposure on mouse ovarian histology over three generations, measured when the mice were 140 days of age. The alterations marked
in the figure are increased vascularization (—), thickening or loss of structure in the germinal epithelium ( v ), alterations in the follicles (*), and vacuolation of the

cells surrounding the follicles (Vac). H&E, 1000 X.
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in this study could be exacerbated after exposure for prolonged periods
and does not indicate that the organisms do not experience deleterious
effects over time [1,19].

In healthy organisms with optimal antioxidant capacity, GSH levels
are higher than GSSG levels [39]. However, in this work, the GSH/GSSH ratio
(RS) was found to be significantly unbalanced, as is typically seen in
ovariectomized rats, in the experimental groups in all generations. This
observation correlates with an accelerated aging process and severe OS
[39]. This RS imbalance could be due to the ability of Pb to form
covalent bonds with the sulfhydryl group (SH) of GSH, altering its
availability and tridimensional conformation [9,18,25]. Another reason
for this effect could be inhibition of glutathione reductase (GR) activity
by Pb, slowing GSH regeneration, impairing the antioxidant function of
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Fig. 4. Generational effect of Pb on the GSH/
GSSG ratio in mice ovary. The ratio of reduced
glutathione (GSH) to oxidized glutathione
(GSSG) in the ovaries of CD1 mice that received
the respective treatments was determined by
HPLC when the animals were 140 days of age.
Statistically significant differences compared
with the paired control groups are marked with
*(p <0.05), ** (p <0.01), ***(p < 0.005),

and * ** *(p < 0.0001). The comparisons were
established using ANOVA and a post hoc Dun-
nett test. The numbers of mice per group were FO
(C:4, E1:4, E2:4), F1(C:4, E1:6, E2:4), and F2
(C:5, E1:5, E2:6).
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Fig. 5. Generational effect of Pb on protein
carbonylation in mice ovary. The concentration
of carbonylated protein in the ovaries of CD1
mice that received the respective treatments
was determined using a modification of the
method described by Mesquita et al. [30] when
the animals were 140 days of age. Statistically
significant differences compared with the
paired control groups are marked with *
(p <0.05), ** (p <0.01). The comparisons
were established using ANOVA and a post hoc
Dunnett test. The number of mice per group were
FO (C:3, E1:4, E2:4), F1 (C:5, E1:5, E2:5), and
F2 (C:4, E1:4, E2:4).
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Fig. 6. Generational effect of Pb on lipid per-
oxidation in mice ovary. The levels of thio-
barbituric acid reactive substances in the
ovaries of CD1 that received the respective
treatments at were determined spectrophoto-
metrically [36 when the animals were]140 days
of age. Statistically significant differences
compared with the paired control groups are
marked with * * (p < 0.01). The comparisons
were established using ANOVA (Kruskal-Wallis
for nonnormally distributed data) and a post
hoc Dunnett test. The numbers of mice per group
were FO (C:2, E1:4, E2:4), F1 (C:4, E1:6,

E2:6), and F2 (C:4, E1:6, E2:6).
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this molecule, and increasing the susceptibility of cells in the ovary to
oxidative damage [12,17]. Due to the various roles GSH plays on
ovarian health, the alterations observed regarding this biomarker hint at
the possibility of affected tumor response, and development of pathol-
ogies such as polycystic ovarian syndrome if exposure is prolonged.
Remarkably, a significant alteration in RS, which is related to severe
OS in rat liver [40], was observed in F1 and F2 even after cessation of the
treatment (Group E1). The multigenerational effects of Pb in the ovary
RS could be explained by the transfer of residual Pb of gestating females
to descendants in utero and through lactation [21,24]. In addition, there
is indirect evidence that female exposure to Pb causes genetic and
epigenetic alterations that can be transmitted to their grandchildren [41,
42]. Therefore, early life exposure of female mice to Pb in FO in this
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study could reprogram gene expression through epigenetic modifica-
tions, and successful reproduction in organisms with altered gametes
could contribute to enhanced OS in later generations.

In this study, the second and third generations of the multigenera-
tional exposure group (E2) showed significantly higher levels of car-
bonylated proteins than did the control group. PC is correlated with OS
and with pathological processes associated with multiple chronic
degenerative diseases [23]. A similar increase has been observed in liver
and granulosa cells of rodents and other species exposed to high con-
centrations of Pb [40,43]. Levels of this biomarker were lower only in
the first generation of the experimental group, possibly because the
animals were not exposed in the womb, allowing an effective response to
the contaminant. Remarkably, these biomarker alterations were present
since the second generation after the termination of the treatment (Group
E1), a phenomenon that would not typically be expected to occur in
unexposed generations, especially at the Pb concentration employed
[19,27]. Thus, the PC observed in this study can cause loss of protein
function, inducing subsequent cellular dysfunction and tissue damage.

OS due to Pb exposure can affect cellular lipids, altering membrane
structure and function and increasing LP in ovaries [40]. Interestingly,
in this study, LP levels increased significantly only in the experimental
groups in the F1 generations, in animals in which histological alterations
were also exacerbated. The observed results could be partially due to the
fact that estradiol and estrogen exert a protective role against LP,
meaning that the hypothalamic-pituitary axis is not yet compromised
[24,39,44,45], or to the low concentration of Pb employed, in contrast
with previous reports. The reason this biomarker increased significantly
only in the second generation of this study is unknown. Although hor-
mones are known to exert a protective effect against LP in females [39,
45], we are hesitant to conclude that this explains what we observed
since the animal’s RS and PC levels were significantly affected; thus,
these results could be due to other factors and do not exempt organisms
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Fig. 7. Generational effect of Pb on FSH and LH
levels in the blood of female mice. The levels of

F2

5 both hormones were determined by ELISA
using the ovaries of CD1 mice that were 140 days
of age and had received the respective
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from undergoing OS, inducing ovarian dysfunction due to affected
protein synthesis, reduced protein content, diminished ROS scavengers’
availability, inhibited antioxidant enzyme activity, altered follicular
maturation, and cellular death in the ovary [14].
The activity of cellular lipids is closely linked to hormone produc-
tion, a process that is known to be greatly altered by the increase in ROS
caused by high Pb exposure and Pb accumulation [46]. It has been re-
ported that exposure to Pb at concentrations as low as 0.15 ppm de-
creases serum levels of FSH, estradiol, and progesterone and increases
LH and testosterone levels [46]. However, chronic exposure to 0.20 ppm
Pb in this study caused a decrease in LH concentration only in the first
experimental generation (E2); FSH levels did not change in either gen-
eration. This is relevant, as decreased LH levels have been associated
with POF and hypothalamic disorders [47], both have serious health
consequences including psychological distress, infertility, osteoporosis,
autoimmune disorders, ischemic heart disease, and increased risk of
mortality. The differential secretion patterns of FSH and LH could
explain why the two hormones were not affected in the same way [45].
Moreover, the recovery of LH levels in subsequent generations and the
maintenance of FSH levels in all three generations could be due to the
length of the treatment, reflecting an adaptive response, or because the
hypothalamic-pituitary axis still responded effectively despite the
evident OS in the ovaries. Although most of the concentrations of Pb that
have been reported to significantly affect hormone concentrations are
higher than those used in our study [24,44], we cannot assume that
other hormones were not affected, that there were no alterations in
hormone peaks at stages of the estrous cycle that were not analyzed, or
that the observed alterations might not be exacerbated over time [46].
The OS factors previously mentioned are closely related to the cyclic
structural and functional changes in the ovaries that occur during the
stages of reproduction [15]. In the present study, histological alterations
in the right ovaries of both experimental groups were observed in three
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successive generations, even after the cessation of the treatment (Group
E1). Among the many effects that Pb exerts on the ovaries, loss of the
normal organization of ovarian structures, increased follicular atresia,
and a decrease in the number of available follicles appear to be the most
common [19,23-26]. The main alterations observed in the present study
were related to diminished number of primordial and developing folli-
cles, changes in the integrity of the germinal epithelium, and vacuoli-
zation of cellular components. These changes were exacerbated in the
second generation and partially recovered in some individuals in the
third generation. The observable effects that occurred between FO and
F2 despite termination of treatment, are astounding and represent a
previously unreported phenomenon. Likewise, it is worth noting that,
because in mammals the right ovary is the most active and the most
sensitive [25,48], the reported alterations indicate the possibility of
smaller litters or overall difficulty in becoming pregnant in the future.
Additionally, since females were still at an optimal age for reproduction
at the end of the experiment, the question arises of whether exacerbated
damage may occur at later stages of life [34,45]. It has been reported
that calcium plays a vital role in stimulating endogenous sources of ROS
that are important for follicular maturation, ovulation, and other pro-
cesses that are intimately linked to ovarian histoarchitecture. However,
an abnormal increase in calcium levels triggers OS, promoting apoptosis
and other pathologies in cellular components of the ovary [11,13].
Taking this into consideration, the alterations in ovarian histology, the
increase in follicular atresia, and the decrease in the number of available
follicles observed in this study could also be caused by the ability of Pb
to compete with this essential metal at calcium-binding sites, causing an
increase in cellular free calcium and altering the Ca-ROS-dependent
redox balance [49].

The reported multigenerational effects of Pb in this study are rele-
vant to public health issues due to the environmental prevalence if Pb
and its industrial use, especially in developing countries [4,6-8,37,50].
As seen in our results, the lack of alterations in general parameters does
not indicate that organisms are not suffering deleterious effects on the
ovaries [29-31]. In addition, it has been reported that increased serum
Pb levels are highly correlated with the development of malignant
ovarian tumors, polycystic ovary syndrome, and infertility in women,
hinting at its potential to affect long-term reproductive capacity [1,8,37,
38,50,51]. The importance of this study lies in the fact that it shows that
exposure to Pb at a low concentration causes alterations in the levels of
biomarkers associated with OS and changes in ovarian histology in three
subsequent generations, despite cessation of the treatment. Since many
countries have reported higher concentrations of Pb than the one used in
this research in different environmental compartments [1,2,4,6,7], it is
possible that this metal may cause undetectable damage to various or-
ganisms before pathological signs are evident.

Currently, the development of radioprotectors that exhibit high and
significant antioxidant activities [52,53] promises new tools for the
design and synthesis of agents that can help protect organisms from OS
caused by exposure of the gonads to heavy metals. However, such
valuable tools should not only be used in follow-up cases; advantage
should also be taken of their potential as a prophylactic treatment for
descendants of previously exposed females, taking into consideration
the biochemistry of Pb, its ubiquitous presence in the environment, and
the many ways it affects organisms [1,5-7,9].

The results of this study demonstrate that a lack of significant dif-
ferences in general parameters such as body weight, number of pups
delivered, and weanling weight does not indicate that an organism has
not suffered alterations in ovarian structures or in the oxidative balance
within its ovaries that allow the silent development of pathologies that
might severely compromise reproductive health and even affect unex-
posed generations. Ovarian integrity and function are pivotal to the
reproductive capacity of a species and to the individual’s health and
quality of life. Therefore, it is crucial to consider this and future research
using instruments that allow us to understand the problem more deeply,
comprehensively evaluating the potential effects that exposure to low
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concentrations of Pb could exert in multiple generations. Moreover, the
findings in this and other reports should be used as valuable parameters
that aid in designing new treatments that protect the populations and
organisms, and support enforcement of existing regulations that benefit
human and environmental health.

5. Conclusions

Exposure to a low concentration of Pb causes alterations in the levels
of OS-related biomarkers, such as RS and PC, in mouse ovaries. These
biomarkers show significant modifications even after the termination of
the treatment, and the alterations persist in later generations. The
observation of alterations in OS biomarkers in later generations even
after termination of the treatment, can be explained by previous studies
in which it was reported that Pb stored in mother’s bones can be liber-
ated and transmitted to the offspring during gestation and lactation as
well as by the presence of inherited epigenetic alterations. Exposure to
Pb at a low concentration affects the number of follicles in the ovaries of
female mice in three successive generations, even after termination of
the treatment. In addition, all generations show compromised ovarian
histoarchitecture. These results demonstrate that exposure to Pb at a low
concentration causes damage that can go unnoticed and that affects the
ovarian health of later generations. To protect human and animal
reproductive health from this metal, these data must be considered in the
follow-up of females who have at one time been exposed to Pb.
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