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RESUMEN

En los ultimos anos se ha observado un aumento en la incidencia de alteraciones
en la salud, fendmeno que ha sido vinculado con la exposicidén a disruptores
endocrinos (DE). Diversos compuestos presentes en la vida cotidiana poseen
propiedades como DE, entre ellos el cadmio (Cd) y la flutamida (FMDA). Se ha
establecido que la exposicion a estos agentes durante la ventana de
masculinizacion (VM) puede interferir con la diferenciacion sexual, favoreciendo el
desarrollo de alteraciones en etapas postnatales como la ginecomastia, una
patologia caracterizada por el crecimiento anémalo del tejido mamario en varones.
Los efectos especificos de la exposicion gestacional al Cd sobre el desarrollo de la
glandula mamaria (GM) en ratas macho permanecen poco explorados. En
contraste, la FMDA ha sido mas ampliamente estudiada, y su impacto sobre la
morfogénesis mamaria masculina es mejor conocido. Dado que la FMDA actua
como un antagonista androgénico, su inclusion como control positivo en estudios
experimentales resulta esencial para establecer comparaciones funcionales frente
al Cd. En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar y comparar
los efectos del Cd y la FMDA sobre el desarrollo de la GM en la descendencia
masculina expuesta durante la gestacién. Para ello, se formaron cuatro grupos de
ratas Wistar hembras gestantes. Grupo I: Control Cd (100 pL de solucién salina i.p);
Grupo II: Cadmio (1 mg/kg de CdClzi.p); Grupo lll: Control FMDA (100 uL de aceite
de oliva s.c) y Grupo IV: FMDA (25 mg/kg de flutamida s.c). Todos los tratamientos
se administraron del dia 15 al 20 gestacional. Posteriormente se realizé eutanasia
a los 21 y 35 dias postnatales (DPN), se obtuvieron los parametros somatométricos,
sangre, suero y la GM para el analisis histolégico. Los resultados demostraron que
el grupo con Cd no presentd desarrollo del pezdn, pero si una ligera formacién de
conductos mamarios. Por el contrario, el grupo FMDA mostré desarrollo de pezén,
conductos mamarios y abundante tejido adiposo en el estroma. Ambos grupos
presentaron disminucion en las concentraciones de testosterona (T) a los 35 DPN
y disminucion de la distancia anogenital (DAG). Estos resultados fueron mas
evidentes en el grupo tratado con FMDA. Se ha demostrado que el Cd reduce las

concentraciones de T y la FMDA interfiere con los receptores de andrégenos (RA)
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durante la gestacion. Por lo que se concluye que la exposicién gestacional a Cd y
FMDA afecta la VM y promueve el desarrollo de la GM y del pezén en la

descendencia masculina.

Palabras clave: cadmio, flutamida, glandula mamaria, masculinizacién,

andrégenos, ginecomastia.
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ABSTRACT

In recent years, an increase in the incidence of health disorders has been observed, a
phenomenon that has been linked to exposure to endocrine disruptors (ED).
Various compounds present in everyday life possess ED properties, including
cadmium (Cd) and flutamide (FMDA). It has been established that exposure to these
agents during the masculinization window (WM) can interfere with sexual
differentiation, promoting the development of disorders in postnatal stages such as
gynecomastia, a condition characterized by abnormal growth of mammary tissue in
males. The specific effects of gestational exposure to Cd on mammary gland (MG)
development in male rats remain poorly explored. In contrast, flutamide has been
more extensively studied, and its impact on male mammary morphogenesis is better
understood. Since FMDA acts as an androgen antagonist, its inclusion as a positive
control in experimental studies is essential for establishing functional comparisons
with Cd. In this context, the present study aimed to evaluate and compare the effects
of Cd and FMDA on MG development in male offspring exposed during gestation.
To this end, four groups of pregnant Wistar rats were formed: 1) Control S.S (100 yL
of saline solution); 2) Control O.O (100 uL of olive oil); 3) Cd (1 mg/kg of CdCl,); and
4) FMDA (25 mg/kg of flutamide). All treatments were administered from gestational
day 15 to 20. Euthanasia was performed at postnatal days 21 and 35, and
somatometric parameters, blood, serum, and MG were collected for histological
analysis. The results showed that the Cd group did not present nipple development
but did exhibit slight mammary duct formation. In contrast, the FMDA group showed
nipple development, mammary ducts, and abundant adipose tissue in the stroma.
Both groups presented decreased T concentrations at PND 35 and reduced
anogenital distance (AGD). These results were more evident in the FMDA-treated
group. It has been demonstrated that Cd reduces T concentrations and that
flutamide interferes with androgen receptors (AR) during gestation. It is therefore
concluded that gestational exposure to Cd and FMDA affects the WM and promotes

the development of MG and nipples in male offspring.
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Keywords: cadmium, flutamide, mammary gland, masculinization, androgens,

gynecomastia.
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1. INTRODUCCION

Los disruptores endocrinos (DE) son compuestos quimicos capaces de alterar el
funcionamiento del sistema endocrino, el cual regula las hormonas en el organismo.
Los DE se encuentran en muchos productos de uso diario como plasticos,
productos farmacéuticos, pesticidas, compuestos industriales y metales. Algunos
compuestos naturales también se pueden comportar como DE en los que se
incluyen los fitoestrogenos, tales como la soja y la alfalfa (Pombo et al., 2020). Estas
sustancias pueden entrar al cuerpo humano a través de la ingesta, inhalacion o
absorcion cutanea (Kandarakis et al., 2009).

Los receptores de estrégenos (RE) y los receptores de andrégenos (RA) son blanco
de muchos DE, lo que puede desencadenar dos tipos de respuesta, una hormonal
denominada efecto agonista y/o una falta de respuesta hormonal denominada
accién antagonica (Di Nisio & Foresta, 2019). Incluso los DE son capaces de inducir
graves efectos adversos sobre la salud de un organismo o de su progenie. En
mujeres, la exposicion a DE se ha asociado con una variedad de problemas
reproductivos, como la infertilidad, trastornos menstruales, endometriosis y
anormalidades en el desarrollo de la glandula mamaria (GM) (Vandenberg, 2021).
En hombres, la exposicion de pesticidas y otros contaminantes como los metales
pesados se han vinculado a una disminucion en la cantidad y calidad de los
espermatozoides, lo que indica un impacto negativo significativo en la fertilidad
masculina (Martini et al., 2020). Estos efectos dependen del periodo de exposicion
y del momento en que se evalua su efecto mas que de las dosis. Por lo tanto, estos
compuestos pueden interferir en procesos fisiolégicos importantes, como en la
ventana de masculinizacion (VM) (15-19 DG). EI Cd es un DE capaz de producir
estrés oxidativo, lo que puede dafar a las células en los testiculos fetales alterando la
produccion hormonal (Miler, 2012). Por otro lado, la flutamida (FMDA) es un
antiandrégeno no esteroideo que actia como antagonista del RA bloqueando la
accioén de las hormonas androgénicas, lo cual pude provocar una disminucién en la
actividad androgénica afectando procesos fisioldgicos dependientes de la
testosterona (T). Se han identificado diversas sustancias con capacidad como DE

y se ha propuesto su mecanismo de accion y los efectos sobre la salud.
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(Tabla 1). Clasificacion de los DE. Mecanismo de accion y efectos en la salud reproductiva. (BPA= Bisfenol A,
BPS= Bisfenol S, BPF= Bisfenol F. DEHP= dietilhexilftalato, DBP= dibutilftalato, DINP= diisononilftalato).

Tipo de

Ejemplos

Mecanismo
de accion

Efectos
en la salud

disruptor

Metales
Pesados

Farmacéuticos

Fitoestrogenos

Bisfenoles

Ftalatos

Parabenos

Cadmio
Plomo
Mercurio

Flutami
Etinilestradiol
Tamoxifeno

Lignanos
Isoflavonas

BPA
BPS
BPF

DEHP
DBP
DINP

Metilparabeno
Propilparabeno

e Alteran
receptores
hormonales

e Generan
estrés
oxidativo

Bloquea los
receptores de
andrégenos

Agonistas
estrogénicos

e Agonistade
estrogenos

e Antagonista de
andrégenos

e Disminuyen la
T fetal

e Afectaeleje
HHG

Agonistas
estrogénicos
débiles

Infertilidad
Neurotoxicidad
Dafio ovarico y
testicular

(Jeng, 2014)

Disminucién de
T
Ginecomastia
Infertilidad
masculina
Dafo hepatico
(Kolvenbag et al., 1998)
Alteraciones
menstruales
Reduccion de
fertilidad
Efectos
protectores en
menopausia

(Loutchanwoot et al., 2013)

Pubertad
precoz
Infertilidad
Resistenciaala
insulina
(Rochester, 2013)
Malformaciones
genitales
Disfuncién
testicular
Baja calidad
espermatica
(Meeker et al., 2009)
Disruptor
hormonal leve
Posible riesgo
en cancer de

mama
(Darbre & Harvey, 2008)
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Debido a la estructura quimica de la FMDA (Figura 1), que posee un anillo
aromatico y un grupo amida, es capaz de interactuar con dominio de unién de
ligando del RA. En consecuencia, actia como un antagonista androgénico,
interfiriendo con la senalizacién androgénica normal durante periodos criticos de

diferenciacién sexual.

O,N

CH,
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H

Figura 1. Estructura quimica de la flutamida.

CH,

1.1 Ventana de masculinizacién (VM)
La VM es un periodo en la etapa embrionaria/fetal en el que la accion de los

andrdégenos programa el desarrollo posterior de todos los érganos reproductores
masculinos. En el humano abarca de la semana 8 a la 14 y en la rata entre el dia
15 y 21 gestacional. Es un periodo esencial para el desarrollo del sistema
reproductor masculino, incluyendo la formacion de genitales externos, el descenso
testicular y la retencion del pezén (Welsh et al., 2008). Es dependiente de los
andrégenos, principalmente la T y de la dihidrotestosterona (DHT). La T es
producida por las células de Leydig fetales en los testiculos fetales y es crucial para
el desarrollo de los genitales internos, mientras que la DHT es derivada de la
conversiéon de T por la enzima 5a-reductasa y es responsable del desarrollo de los

genitales externos (Figura 2) (MacLusky & Naftolin, 1981).

Durante la VM, la expresién y actividad del RA en los tejidos diana es critica,
cualquier alteracién en la expresion de RA o en la disponibilidad de androgenos
puede resultar en una masculinizacion incompleta o defectuosa. Por ejemplo,
mutaciones en el gen del RA o deficiencias en la produccion de andrégenos pueden

llevar a condiciones de insensibilidad a los andréogenos en el sexo masculino
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(Quigley et al., 1995) provocando patologias en la diferenciacion sexual como

criptorquidia, hipospadias, una distancia anogenital (DAG) reducida o alteraciones

en el desarrollo de la GM.

>

Sintesis y acciéon de andrégenos

Células de Leydig

Esteroidogénesis

-

Testosterona
e0®

Células blanco

Testiculos T ® Tracto
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reproductivo

Sa-reductasa

|DHT .. > Genitales

externos

Tejidos sensibles a
andrégenos
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de masculinizacion
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Dias gestacionales Nacimiento Dias postnatales

Figura 2. Ventana de masculinizacion de la etapa gestacional. El principal evento de masculinizacion tiene lugar
durante el dia 15 al 21 gestacional. La testosterona (T) sintetizada por los testiculos fetales, asi como la
dihidrotestosterona (DHT) activan el receptor de andrégenos en las células diana provocando la diferenciacion del
tracto reproductor y de los genitales externos de los machos. Tomado y modificado de: Schwartz et al. (2021).

1.2 Desarrollo gestacional de la glandula mamaria
La GM es un 6rgano, que esta fuertemente influenciada por hormonas como el

estradiol,

Robinson

la progesterona, la T y la hormona del crecimiento (Hennighausen &

, 1998). En los humanos la GM es sexualmente dimdrfica, tanto en

apariencia general como en las caracteristicas de sus tejidos. La GM femenina esta

formada por tejido adiposo y glandular, esté ultimo formado por conductos

ramificados y I6bulos secretores terminales. La GM masculina se compone de tejido

adiposo con escasos conductos y estroma, generalmente no es funcional (Khan et

al., 2022)
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El estudio de la GM femenina ha recibido mayor interés en el campo de la
endocrinologia y la biologia del cancer. De hecho, se ha demostrado que la GM es
uno de los drganos mas sensibles a la exposicién perinatal a DE (Vandenberg,
2021).

El desarrollo embrionario de la GM de la rata macho esta bien documentado y es
similar al de la rata hembra. La GM de la rata hembra involucra una serie de senales
moleculares y celulares durante la etapa fetal, especificamente del dia 15 al 21.
Este proceso inicia con una interaccion entre el epitelio y el mesénquima, una sola
capa de epitelio cubico se desarrolla progresando en una secuencia cefalocaudal
(Vandenberg et al., 2013). La senalizacion de la via Wnt, juega un papel importante
en la especificacion de la linea mamaria en el embridon donde posteriormente se
formaran las placodas mamarias y la yema epitelial las cuales son dependientes de
factores de crecimiento como el de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10, por sus
siglas en inglés) y sus receptores. Se ha demostrado que otros factores como la
hormona similar a la hormona paratiroidea (PTHLH, por sus siglas en inglés) son
criticos para la interaccion entre el epitelio y el mesénquima. La proteina
morfogénica de huesos 4 (BMP4, por sus siglas en inglés) regula la diferenciacion
celular y la formaciéon de conductos glandulares. Existen otros factores de
transcripcion esenciales para el destino celular de la GM asi como para su
morfogénesis que actuan desde la embriogénesis hasta la adultez (Robinson,
2007). La GM esta conformada por tejido epitelial y un estroma compuesto por tejido
conjuntivo, tejido adiposo, vasos sanguineos, fibras musculares lisas y ganglios
linfaticos. Forman extensas laminas subcutaneas de tejido que se extienden desde la
region cervical hasta la inguinal en seis pares ventrolaterales, cada uno con su
propio pezén. El epitelio de la GM esta formado por conductos ramificados
continuos que emanan del pezén y conducen a conductos mas pequefos ubicados
en el area estromal denominados ductales, que terminan en yemas terminales y
alvéolos, rodeados por tejido adiposo (Figura 3), dependiendo de la etapa de
desarrollo (Masso-Welch et al., 2000). Este desarrollo esta regulado también por
un complejo sistema hormonal, los REa, promueven la ramificacion de los

conductos mamarios mientras que los RA inician la diferenciacion del fenotipo
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— Dermis

masculino al promover la atrofia de las yemas rudimentarias (Lucas et al., 2007), lo
que se le denomina, retencion del pezén (RP) que se presenta durante la ventana
de masculinizacion. Esta atrofia se desencadena por la condensacién del
mesénquima, inducida por la T y se sabe que en la rata macho se puede alterar,
dando lugar a una GM con caracteristicas femeninas (Vandenberg et al., 2013). En
hembras durante la etapa postnatal la progesterona y la prolactina son hormonas
claves para la proliferacion celular y la formacién de l6bulos esenciales para la

produccion de leche (Robinson, 2007).

E11 E12 E14.5-16 E17.5-18 E19.5
Linea Placoda ! Yema | Brote primario Arbol ductal
de leche

. e SR
:E;&O,4
U%'
primario
’D Epitelio . Mesénquima D —

mamario mamario

Epitelio

Dorsal === Ventral Almohadilla

de grasa

Figura 3. Desarrollo de la glandula mamaria de la rata durante el periodo gestacional. Alrededor del dia
gestacional 15 el desarrollo de la linea de leche mamaria es definida por el engrosamiento del ectodermo (gris).
El mesénquima mamario (azul) comienza a condensarse promoviendo la formacion de placodas individuales las
cuales se van a diferenciar en yemas mamarias (naranja). A partir del dia E14.5 en los machos, los andrégenos
promueven la atrofia de las yemas, lo que se le denomina retencion del pezén (RP), mientras que, en las hembras,
esta ausencia de andrégenos promueve la proliferacion de brotes mamarios que se van a ramificar en ductos
rodeados por una almohadilla de grasa (verde). Las células del mesénquima mamario forman el pezén, que esta
conformado por células epidérmicas especializadas (rosa). Tomado y modificado de Robinson, (2007).

Esta sensibilidad hormonal, hace que la GM sea vulnerable a perturbaciones por
agentes ambientales, como los DE, la alteracion o ausencia de esta sefalizacion

hormonal puede impedir la maduracion funcional de la GM.

Asi, una exposicién a un DE como el Cd y la FMDA pueden alterar el desarrollo de
la GM, esto depende del periodo de exposicion y del momento en que se evallua su
efecto (Vandenberg, 2021). Las investigaciones hasta el momento son
principalmente en la hembra, sin embargo, es importante dilucidar estos efectos en la
GM masculina. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es determinar si la

exposicion a dos DE como el Cd y la FMDA en la VM induce el desarrollo de la GM
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de la progenie masculina.

2. ANTECEDENTES

2.1 Cadmio y sus efectos en la salud reproductiva
El Cd es un metal pesado, considerado un contaminante ambiental producto de las

actividades antropogénicas (Satarug et al., 2010) al que estamos expuestos la
mayoria de la poblacion a través de actividades no ocupacionales que puede
afectar las funciones reproductivas de humanos y animales. Las principales fuentes
de exposicion al Cd en la poblacion en general son mediante productos alimenticios y
cigarros [Unidad de Investigacion Cientifica (UNICA), 2022]. Se han reportado
concentraciones de 0.01 y 0.21 mg/kg de Cd en vegetales como la zanahoria y la
papa, respectivamente (Radwan & Salama, 2006; Moreno et al., 2016). Tiene una
vida media biolégica de 20 a 40 afios y su acumulacion es principalmente en el
higado, los rifiones y drganos reproductivos (Arteaga et al., 2021). De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010), la ingesta semanal tolerable de
Cd es de 7 ug/kg de peso corporal. Sin embargo, la exposicion a Cd a la que los
seres humanos se encuentran es mucho mayor que la fijada como tolerable por la
OMS. Asi, mujeres en gestacion pueden estar expuestas a Cd en cualquier
momento, al igual que sus neonatos. Al respecto, se ha reportado una
concentracion de 0.34 ng/ml de Cd en suero sanguineo de mujeres embarazadas
y de 0.17 ng/mg en nifos que viven en la Ciudad de México (Lewis et al. 2018).
Estas concentraciones pueden depender de la ingesta de alimentos o exposicion
ambiental. Asi mismo, se ha reportado que una exposicidon gestacional tiene efectos
sobre el desarrollo del tracto reproductivo de ratas macho y puede inducir

criptorquidia, hipospadias e infertilidad en la etapa adulta (Siu et al., 2009).

2.2 Mecanismo de accion del Cd

El Cd tiene varias vias de entrada al organismo, las principales son la inhalacion de
polvo, gases e ingesta por agua y alimentos contaminados. Una vez que el Cd se
encuentra en el torrente sanguineo, este es capaz de desplazar metales bivalentes
con actividad fisiolégica como el calcio (Ca*?), zinc (Zn*?) y hierro (Fe*?). EI Cd

ingresa a la célula por medio de transportadores de membrana involucrados en el
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paso de estos cationes a las células a través del mimetismo ionico. Por lo que, los
mecanismos responsables de su acumulacion se deben a la competencia que el
Cd genera con estos metales esenciales, siendo su principal entrada a través de
los canales de Ca, debido a que el Cay el Cd tienen un radio i6nico y carga similar
(Flores et al., 2012). Otra forma de entrada del Cd a la célula es a través del
transportador de metales divalentes (DMT1) o por la proteina transportadora 8
relacionada a Zn y Fe (ZIP 8) (Arteaga- Silva et al., 2021). De esta manera, el Cd
entra a la mitocondria, la cual promueve la disminucién de la actividad de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx), catalasa, (CAT) y la superéxido
dismutasa (SOD), lo que conlleva a un aumento de radicales libres y aumento de
los niveles de lipoperoxidacion (LPO) que puede culminar en muerte celular por
apoptosis (Zhang et al., 2010). Cuando el Cd ingresa a la célula se activan unas
proteinas llamadas metalotioneinas (MTs), las cuales son proteinas de unién al Cd
y actuan como protectores del dafo oxidativo (Ejnik et al., 2010). También se ha
reportado que otras proteinas que se inducen en respuesta a la exposicién a Cd es
la proteina de choque térmico 70 (Hsp 70, por sus siglas en inglés) que se activa
rapidamente en respuesta al estrés y tiene una gran importancia en la proteccién y
tolerancia del Cd (Selim et al., 2012). (Figura 4).
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Figura 4. Efectos del Cd a nivel celular. Las principales vias de ingreso a la célula son a través de los canales
de Ca y Zn, principalmente ZIP 8 y CaT1. De esta manera el Cd ingresa a la mitocondria disminuyendo la
actividad de las enzimas antioxidantes provocando un aumento de lipoperoxidacion lo que conlleva a la célula
a muerte por apoptosis 0 necrosis. LPO= Lipoperoxidacion, SOD= Super 6xido dismutasa, CAT= Catalasa,
CaSR=Receptor sensor del Calcio, ZIP8=Proteina transportadora de Zinc 8, CaT1= Transportador de Calcio
1, DMT1= Transportador de metales divalentes 1. Realizado en BioRender.

2.3 Flutamida y sus efectos en la salud reproductiva

La FMDA se utiliza principalmente en el tratamiento del cancer de proéstata, ya que
compite conla Ty con la DHT por el mismo sitio de unién en el RA, bloqueando asi
la activacién del receptor. Al inducir este antagonismo se disminuye la proliferacion
del tumor. Una vez que la FMDA se une al RA, impide la translocacion del complejo
RA al nucleo de la célula, reduciendo la expresion de genes dependientes de
andrégenos (Figura 5) (Labrie, 1993). Al interferir con la actividad androgénica, la
FMDA puede reducir el tamafio de los tumores prostaticos y controlar la progresion
del cancer. Esto es especialmente util en combinacion con tratamientos que
reducen los niveles de T en el cuerpo, como la castracion médica o quirurgica
(Nelson et al., 2002).
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Se ha reportado que uno de los efectos mas significativos de la exposicion a FMDA
en la salud del organismo es la hepatotoxicidad, pues causa dano al higado, que
en casos graves puede llevar a hepatitis o fallo hepatico, asi como alteraciones
hormonales (Goss et al., 2000). También produce una serie de efectos
reproductivos en los varones como la alteracion en la espermatogénesis,
hipospadias, dafio en la morfologia y funcién testicular (Yu et al., 2020), asi como
ginecomastia ante una exposicion gestacional (Fagerlund et al., 2015). En mujeres
la FMDA es utilizada para tratar el hiperandrogenismo y se ha visto que causa
amenorrea o irregularidades en el ciclo menstrual e incluso alteraciones en la
fertilidad (Lambros et al., 2020). Aunque estos efectos estan menos estudiados en
comparacion de los efectos en varones. La FMDA se ha empleado en investigacion

como un modelo de exposicion a los DE (Guzman & Zambrano, 2007).

2.4 Mecanismo de accion de la flutamida

La FMDA es un antiandrogeno no esteroideo, que actua inhibiendo de forma
competitiva la union de los andrégenos a su receptor, bloqueando asi su accion
(Godspiel & Kohler, 1990).

El mecanismo de accién de los andrégenos se realiza a través de la unién a los RA,
que son proteinas nucleares que actuan como factores de transcripcion. Cuando
los androgenos como T o la DHT se unen al RA, el complejo hormona-receptor se
transloca al nucleo celular, donde se une a secuencias especificas de ADN
denominadas elementos de respuesta a andrégenos. Esta unidon promueve la
transcripcion de genes especificos que son responsables de la diferenciacion y
desarrollo de caracteristicas masculinas (Heinlein & Chang, 2002). En este sentido, la
FMDA actua como antagonista de los RA. Se une a los receptores del citoplasma de
las células blanco (Tait et al., 1988). Al bloquear esta unién se impide la activacion
del complejo andrégeno-receptor inhibiendo asi la transcripcion de genes mediados
por andrégenos (Gao et al.,, 2020), lo que conlleva a una reduccién de la

proliferacion de células sensibles a andrégenos.
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Transcripcion genética

Figura 5. Mecanismo de accién de la FMDA en la célula. La FMDA se une de modo competitivo a los RA
impidiendo que los andrégenos se unan. Al inducir este bloqueo se impide la activacion del complejo andrégeno-
receptor inhibiendo asi la transcripcion de genes mediados por andrégenos. Realizado en: BioRender.

2.5 Retencion del pezén (RP)

La RP es el proceso que se da de manera natural en los varones y se utiliza para
detectar la antiandrogenicidad por compuestos con capacidad de DE. Este
mecanismo de RP se genera debido a que en la etapa gestacional el mesénquima
del epitelio mamario de embriones masculinos expresan RA y hay una mayor
sensibilidad a la T, lo que conduce a una condensacion irreversible del mesénquima
alrededor de la yema mamaria que posteriormente origina la degeneracién del
epitelio. La interaccion con la epidermis y el mesénquima provoca que la mayoria
de las células epiteliales de la yema mamaria masculina entran en apoptosis
promoviendo la RP en el DG 16. Al respecto, se ha descrito que el mecanismo que
puede conducir a un desarrollo de pezén es a través de la reduccion de la
sefalizacién de andrégenos, estos incluyen la esteroidogénesis interrumpida por la
inhibicion de la 5a-reductasa que evitara la conversion de T en el metabolito DHT y
por consiguiente no se une al RA (Figura 6) (Christiansen et al., 2020). Por lo tanto,

los DE en hembras gestantes pueden tener efectos adversos y propiciar una
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alteracion en la RP y en el desarrollo de la GM en la descendencia masculina puede
repercutir en la masculinizacion y vida adulta del individuo.

Testosterona

O

Cécl|ula Andrégenos fetales
——K—
Leycelig (Testosterona) 5a-reductasa
T DHT

Testiculo \ - /

fetal V4 %

RA
\
=

Figura 6. Alteracion en la sefalizacién androgénica. La sefalizacion de androgenos puede alterarse a través
de: 1) la produccién de andrégenos por los testiculos fetales, 2) la conversién en DHT por la accién de la enzima
5a-reductasa y/o 3) los receptores de androgenos (RAs). Tomado y modificado de: Welsh et al., 2014. Realizado
en: BioRender.

2.6 Ginecomastia
La GM masculina y sus patologias asociadas permanecen en gran medida sin

estudiar. Una de ellas es la ginecomastia, la cual consiste en el aumento benigno
de la mama en hombres debido a la proliferacién del epitelio ductal o estromal y la
pseudo- ginecomastia referida como el aumento del tejido adiposo. Estas
alteraciones de la GM se consideran normales hasta que no se presenten sintomas
como dolor, crecimiento rapido con un diametro mayor de 4 cm o masa palpable,
incluso cancer de mama (Bonilla, 2021). Sin embargo, esta ultima patologia se
podria presentar si se presenta alguna condicién genética como el sindrome de
Klinefelter. Este desarrollo anormal del tejido mamario masculino que puede ser
unilateral o bilateral, afectando no solo la apariencia fisica, sino que también puede
tener un impacto en la autoestima y el bienestar emocional. Los mecanismos
exactos que conducen al desarrollo de GM no estan del todo dilucidados, pero se
sugiere que un aumento de la relacién estrégenos/andrégenos juega un papel
importante (Lucas et al., 2007; Narula & Carlson, 2014). El tejido mamario contiene

RE y RA (Pelletier, 2000). La disminucién de la accién de los androgenos puede
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ser el resultado de una deficiencia primaria o secundaria de T, pero también puede
deberse a la insensibilidad del RA (Lucas et al., 2007).

Puede ser causada por un desequilibrio entre los andrégenos y los estrogenos,
donde las concentraciones de estrégenos son relativamente mas altos en
comparacion con los andrégenos. La exposicion a quimicos con cierta actividad
agonista estrogénica o una disminucion en la concentracion de andrégenos libres
son otras de las posibles causas (Barrantes, 2016).

La incidencia de la ginecomastia se reporta de un 60 a 90 % en etapa neonatal, 50
a 60 % en la pubertad y 70 % en edades avanzadas (Gottlieb et al., 2015). Estos
datos reflejan la variabilidad en la incidencia a nivel mundial influencia por factores
como la edad, cambios hormonales y las condiciones ambientales. Se ha referido
de un 25% de origen idiopatica, de 10 a 20 % para la generada por farmacos, 8%
por cirrosis 0 malnutricion, 8 % por hipogonadismo primario, 3% debido a tumores,
2 % por hipogonadismo hipofisiario, 1.5 % al hipertiroidismo y 1 % por enfermedad
renal. La prevalencia reportada de ginecomastia en la pubertad puede surgir de una
amplia gama de condiciones patolégicas como la falla gonadal primaria en el
sindrome de Klinefelter, anorquia congénita, insuficiencia gonadal secundaria en el
eje hipotalamo-hipdfisis, tumores productores de hormona gonadotropina coridnica
humana (hCG). Ademas de defectos en la sintesis de andrégenos por exposicién a
farmacos en donde se ve alterada la proporcién de estrégenos/andrégenos séricos
(Berger et al., 2022).

Su incidencia varia ampliamente segun la edad y otros factores ambientales, se
estima que afecta hasta el 65% de los adolescentes durante la pubertad y entre el
30 % y el 70 % de los hombres mayores (Nordt & DiVasta, 2008). Normalmente la
ginecomastia es el resultado de un desbalance hormonal entre andrégenos y
estrogenos (Luis et al., 2001). La prevalencia de esta condicién incrementa en la
edad avanzada por la disminucién en las concentraciones de T y otros cambios
hormonales asociados con el envejecimiento (Braunstein, 2007). Aunque en la
mayoria de los casos no supone un riesgo para la salud, la ginecomastia puede
ocasionar angustia emocional y malestar fisico, generando asi deficiencias

psicolégicas como la depresion, ansiedad, baja autoestima, confusién de identidad,
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trastornos alimentarios y fobia social. Todas estas debido a la imagen corporal
alterada por la GM (Berger et al., 2022).

3. JUSTIFICACION
En la actualidad, multiples compuestos de uso comun han sido identificados como

posibles DE, capaces de alterar el equilibrio hormonal del organismo. Entre ellos, el
Cd, un metal pesado con amplia presencia ambiental, y la FMDA, un farmaco
antiandrégeno, que se destaca por sus efectos sobre la diferenciacion sexual. La
exposicion a estos compuestos durante periodos criticos del desarrollo, como la VM
puede inducir alteraciones reproductivas entre ellas, el desarrollo andmalo del tejido
mamario masculino. Pese a la creciente evidencia sobre los efectos de los DE, el
impacto especifico de la exposicién prenatal al Cd sobre la morfogénesis de la GM
en machos no ha sido ampliamente elucidado. Por el contrario, la FMDA ha sido
ampliamente utilizada como modelo de referencia debido a su conocida accién
antiandrogénica. Estudiar y comparar los efectos de ambos compuestos es
fundamental para comprender los mecanismos mediante los cuales los DE alteran
el desarrollo mamario masculino y para establecer biomarcadores tempranos de
disrupcién endocrina. Este proyecto busca aportar evidencia experimental relevante
que permita ampliar el conocimiento sobre |la susceptibilidad de la GM masculina
frente a la exposicidn gestacional a DE, con implicaciones tanto en la salud publica

como en la regulacion de sustancias quimicas con potencial disruptor hormonal.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cual sera el efecto de la exposicion a cadmio y flutamida durante la ventana de
masculinizacién en el desarrollo de la glandula mamaria de la descendencia

masculina de la rata?
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5. HIPOTESIS
La exposicién a cadmio y flutamida en la ventana de masculinizacién inducira el

desarrollo de la glandula mamaria en la descendencia masculina de la rata.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivos generales
e Determinar si la exposicion a cadmio y flutamida en la ventana de
masculinizacién induce el desarrollo de la glandula mamaria en la

descendencia masculina de la rata.

e Analizar el desarrollo de la glandula mamaria en distintas etapas postnatales
en ratas macho expuestas a cadmio y ratas macho expuestas a flutamida

durante la ventana de masculinizacion.

7. DISENO EXPERIMENTAL

Administracion Obtencion de parametros somatométricos
y tejidos
Grupo I. Control solucién salina ®\ W qf
Grupo Il. Tx 1 mg/kg de CdCl, ~ ./
E fotd
Grupo lIl. Control aceite de oliva Tincion con H/E S%?;%:;g%e;m

Grupo IV. Tx 25 mg/kg de flutamida sl atémica
$ ELISA
(4 T

Procesamiento de muestras y
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Figura 7. Disefio experimental. Se formaron cuatro grupos de ratas hembras Wistar gestantes, dos controles (solucién salina y aceite
de oliva) y dos tratados (Cd y FMDA) las cuales fueron administrados del 15 al 20 DG. Al nacimiento se realizd sexado de las crias y
se registraron el peso, la talla y la DAG de los machos. Posteriormente a los 21 y 35 DPN se evaluaron parametros somatométricos,
(peso, talla y DAG), se tomaron muestras de sangre para cuantificacion de Cd y de suero para cuantificacion de T. Asi como obtencién
de tejido mamario para analisis histolégico.



8. METODOLOGIA

8.1 Modelo de estudio

Se utilizaron 12 ratas hembra Wistar provenientes del Bioterio de la Universidad
UAM-I, de cuatro meses de edad, las cuales previamente tuvieron un parto
(asegurando asi su fertilidad y experiencia materna), con un peso de 250 a 300 g.
Una vez que se dio la copula y se observé que los machos presentaron tres
eyaculaciones, se revis6 la presencia del tapén vaginal y de esta manera se
aseguro la prenez. A este dia se le design6é como dia gestacional cero (DG 0). Las
hembras gestantes fueron colocadas individualmente en cajas, bajo un ciclo
invertido de luz-oscuridad de 12:12 horas (con luz encendida de 8:00 a 20:00 h) a

una temperatura constante de 24 °C y acceso libre a comida y agua.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron conforme a los lineamientos
éticos para la investigacién, la docencia y la difusién en la Division de Ciencias
Biologicas y de la Salud de la UAM-I. Las actividades con animales fueron
aprobadas por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Bioterio
de la UAM (aprobacion CECBS22-15, emitida el 14 de diciembre de 2022) y se
llevaron a cabo conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999,
especificamente en lo referente a las técnicas de produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio.

8.2 Administracion prenatal de Cd y flutamida

Las hembras se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos:
Grupo I: Control Cd se administré i.p. con solucion salina (SS).

Grupo II: Cadmio se administré i.p. con 1 mg/kg de cloruro de cadmio (CdCl2) en

un volumen de inyeccion de 100 pL.
Grupo llI: Control FMDA se administro via s.c. con aceite de oliva.

Grupo IV: FMDA se administré via s.c. con 25 mg/kg de flutamida diluida en etanol
al 5% y aceite de oliva, en un volumen de inyeccion entre 200 y 400 pL conforme

el peso corporal de la hembra gestante.
Todas las administraciones se realizaron entre los 15 a 20 DG. Las hembras fueron
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monitoreadas diariamente, para tener registro de la hora y fecha del nacimiento de
las crias. Al nacimiento de las crias se hizo el conteo del numero de hembras y
machos nacidos por camada. El dia del nacimiento, fue registrado como dia
postnatal 0 (DPN 0), este dia las crias fueron sexadas y separados los machos de
las hembras. Asimismo, se tomaron los indices morfométricos: peso, talla y
distancia anogenital (DAG) hasta el dia 35. También se observd, el descenso
testicular (DT) dando un seguimiento cronoldgico para determinar el momento en
el cual los testiculos alcanzan su posicidn definitiva en las bolsas escrotales. Por
otro lado, se documenté la retencion del pezén (RP) monitoreando la presencia de
pezones en los machos, lo cual podria indicar una alteracién de la diferenciacion
sexual determinada por los andrégenos durante el periodo gestacional. En el DPN
21 todos los machos fueron destetados y colocados en jaulas colectivas, bajo las
mismas condiciones descritas para las hembras gestantes, para continuar su

monitoreo hasta los 35 DPN.

Cuando los sujetos cumplieron 21 y 35 DPN se les aplico eutanasia bajo anestesia
con una combinacion de ketamina (80 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), administradas
por via i.p. De cada uno de los sujetos de todos los grupos, se colectd la sangre,
por puncién cardiaca para obtener suero y cuantificar la concentracién de T por
ELISA y de la sangre cuantificar Cd. La evaluacion de la RP se realizd
cualitativamente mediante la observacion de la linea mamaria, comparando con la
disposicion anatémica de la linea mamaria en una hembra de la misma edad
sirviendo como referencia para identificar la presencia de estructuras mamarias
visibles en los machos. La diseccion de la GM de la region derecha se utilizé para
el analisis histolégico mientras que la de la regién izquierda se utilizé para el analisis

de la bioacumulacién de Cd por medio de espectrofotometria de absorcion atomica.
8.3 Diseccién de la glandula mamaria y evaluacién histolégica mediante la
tincion Hematoxilina Eosina

Todos los machos fueron rasurados en el area abdominal para exponer los pezones
desarrollados. Los pezones desarrollados junto con el tejido mamario de la parte

inguinal fueron disectados y se fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 24 h. El
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tejido se lavd con PBS y se procesd en un histoquinette con concentraciones
crecientes de etanol, aclaramiento con xileno y dos cambios de parafina para su
inclusién. Una vez incluidas las muestras se realizaron cortes de 5 ym de grosor
con un microtomo rotatorio, se montaron en portaobjetos gelatinizados y se tifieron
con hematoxilina y eosina, finalmente se montaron con Entellan. El analisis
histoldgico se realizé por microscopia de luz en un microscopio a un aumento de
10x acoplado a una camara digital y se determind la estructura del desarrollo

mamario.

La evaluacion morfométrica de la GM se realizé empleando el Sistema de Analisis
de Imagenes Image Pro-Plus 5.0 en las crias macho mediante mediciones de
cuatro parametros de la GM los cuales fueron: invaginacion, engrosamiento del
epitelio, desarrollo del pezén y numero de conductos en el area del estroma (Figura
8). Para la invaginacion, la medicién se tomé desde la base de la epidermis hasta
la parte mas distal de esta, para el engrosamiento del epitelio se considerd sdlo en
la parte apical del pezén (b), para la medicion del pezén se realizé desde la base
de este hasta la punta (a) y finalmente, para valorar el niumero de conductos se hizo
el conteo de la parte del estroma en un area de 870 x 650 um? (B). La evaluacioén
se realizé solo en aquellos cortes histolégicos que cualitativamente se notaban
diferentes significativamente en comparacion con el grupo control a los 21 y 35 DPN

del grupo con exposicion a FMDA.

£,
R A
O AT e

faiats .

Figura 8. Evaluacion histolégica del desarrollo de GM en la descendencia. Corte histolégico de GM de macho
de 21 DPN expuesto durante la gestacion a FMDA. A) Epitelio de la GM (a) invaginacion, (b) engrosamiento del
epitelio, (c) desarrollo del pezén. B) Estroma de la GM (d) conductos glandulares.



8.4 Determinacion de la concentraciéon de Cd en tejidos y sangre
Para determinar la concentracion de Cd en tejidos y sangre de crias macho, se realizé

eutanasia y se recolectaron aproximadamente 0.5 cm de higado, rifidn y GM ademas
de 1 mL de sangre. Las muestras de tejido se colocaron en tubos de polipropileno
libres de metales mientras que la sangre fue almacenada en tubos Vacutainer con
EDTA. A cada muestra de tejido se le agregd acido nitrico al 70 % con respecto al
peso del tejido y se llevd a cabo la digestion de la muestra durante 7 dias.
Posteriormente, las muestras digeridas fueron diluidas: las correspondientes al grupo
control en una proporcion 1:20 (50 pL de la digestion y 950 uL de acido de curva) y
las del grupo tratado con CdCI2 en una dilucién de 1:50 con acido de curva (20 pL de
la digestion y 980 pyL de acido de curva). El andlisis de las muestras se realizd
mediante espectrofotometria de absorcién atdmica utilizando un equipo Perkin-Elmer
(Modelo AA Analyst 600; Norwalk, CT, USA) con horno de grafito (HGA-600) y un

auto-muestreador.

8.5 Concentracién de T en suero sanguineo
La concentracion de T se determind mediante la técnica de ELISA, usando el kit
comercial DRG® Free Testosterone EIA-2924, Estados Unidos. Este ensayo se basa
en un principio de unién competitiva en el cual los pocillos estan recubiertos con un
anticuerpo especifico de la T. La T libre compite con un conjugado de T unida a
peroxidasa de rabano picante para unirse al anticuerpo. Tras la incubacion, se eliminé el
conjugado no unido mediante lavados. La cantidad de conjugado que permanece
unido es inversamente proporcional a la concentracion de T de la muestra. Finalmente,
se anadié la solucion de sustrato y la intensidad del color generado que también es
inversamente proporcional a la concentracion de T libre. Se cuantific6 mediante una

curva estandar.

8.6 Analisis estadistico
Los datos se presentan como la media *+ desviacion estandar (SD). Para el analisis
estadistico se aplico un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de
comparaciones multiples de Tukey. Los analisis se llevaron a cabo con el software
estadistico GraphPad Prism® Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas aquellas con un valor de p < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion de los parametros somatométricos de las crias macho
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal del grupo

tratado con Cd cuando se compard con su grupo control. Estas diferencias fueron
evidentes a los 21 y los 35 DPN en el grupo con Cd. Esto indica que la exposicién al
Cd tuvo efecto sobre el crecimiento corporal, afectando negativamente estas etapas
tempranas de desarrollo. En cuanto al grupo expuesto a FMDA no se encontraron
diferencias significativas en el peso respecto al grupo control en la primera edad
analizada. Sin embargo, se observé diferencia significativa en el grupo de mayor edad,
a los 35 DPN en comparacion con su control. Los animales del grupo control tuvieron

un peso corporal adecuado a su edad, esto para ambos tratamientos (Figura 9).
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Figura 9. Peso corporal de ratas tratadas con Cd y FMDA a los 21 y 35 DPN. Cada columna muestra la media
+ desviacion estandar (x £ SD), n=6. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias, seguido
de una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas
aquellas con * p < 0.05
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En relacién con la talla corporal no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las edades evaluadas, tanto a los 21 como a los 35 DPN,
en el grupo con exposiciéon a Cd, esto al compararlos con su respectivo grupo control.
Esto sugiere que, a diferencia del peso corporal, la exposicién a Cd no tuvo un impacto
evidente sobre la longitud corporal de los animales durante el periodo analizado, al
menos en las condiciones y dosis del presente estudio. Por el contrario, en el grupo
tratado con FMDA, se observé una diferencia significativa en la talla corporal, pero
unicamente a los 35 DPN. Es decir, los animales de esta edad presentaron una longitud
corporal menor en comparacion con su grupo control. Esta diferencia no se evidencid

en la etapa mas temprana, a los 21 DPN (Figura 10).
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Figura 10. Talla corporal de ratas tratadas con Cd y FMDA a los 21 y 35 DPN. El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias, seguido
de una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas con * p < 0.05. 35



Al analizar el efecto del Cd y la FMDA sobre la DAG, se observaron diferencias
significativas en comparacion con los grupos control. Estas diferencias fueron
evidentes a los 21 DPN con una reduccion tanto en el grupo expuesto a Cd como
en el grupo tratado con FMDA.. Esta disminucion persistié unicamente en el grupo
con exposicion a FMDA a los 35 DPN, indicando un efecto sostenido en

comparacion con el Cd (Figura 11).
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Figura 11. Distancia anogenital (DAG) de ratas tratadas con Cd y FMDA a los 21 y 35 DPN. El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de comparaciones
multiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas con * p < 0.05.
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9.2 Evaluacion de las concentraciones séricas de testosterona

En relacién con los efectos del Cd y de la FMDA sobre las concentraciones séricas
de T, los resultados obtenidos muestran una disminucion de esta hormona en los
grupos experimentales, particularmente a los 35 DPN en donde se observd una
reduccidn significativa en comparacion con el grupo control, para el grupo tratado
con Cd y el grupo de FMDA. Por otro lado, a los 21 DPN no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles séricos de T entre los

grupos experimentales y su respectivo grupo control (Figura 12).
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Figura 12. Concentraciones séricas de testosterona de ratas tratadas con Cd y FMDA a los 21 y 35 DPN. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de comparaciones
multiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas con * p < 0.05.
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9.3 Evaluacién de las concentraciones de Cd en higado, riiién, glandula
mamaria (GM) y sangre

Al analizar las concentraciones de Cd en los distintos tejidos evaluados; higado,
rifdn y GM se observé una distribucion segun el tipo de tejido y la etapa evaluada.
Alos 21 DPN, se observd una mayor acumulacién de Cd en el higado seguido del
rindn mientras que en la GM las concentraciones son notablemente menores. A los
35 DPN, se observé una disminucién general en la concentracion de Cd en los
tejidos comparada con los niveles del DPN 21. Sin embargo, los niveles de Cd en
higado y rindn siguen siendo significativamente mayores en comparacion con sus
respectivos controles. Esto indica que el higado actia como el 6rgano principal de
almacenamiento de metales pesados en etapas tempranas. En el caso de la GM,
aunque su acumulacién es significativamente menor que los otros érganos, se

observa una diferencia respecto al grupo control (Figura 13).
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Figura 13. Concentraciones de Cd en higado, rifién y GM a los 21 y 35 DPN. El analisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc
de comparaciones mdltiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas aquellas con * p < 0.05



Al comparar las concentraciones de Cd en sangre con el grupo control se observé una
diferencia significativa en las dos edades evaluadas. Hubo una notoria acumulacion de Cd
en las dos edades evaluadas, a los 21 y 35 DPN. Sin embargo, al comparar entre las dos
edades evaluadas, se observé una disminucion clara de los niveles de este metal a los 35
DPN. Esta disminucion fue notoria conforme avanzaba el desarrollo del organismo. Esto
podria deberse al mecanismo fisioldgico de distribucién y/o eliminacién del Cd en el
organismo (Figura 14).
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Figura 14. Concentraciones de Cd en sangre a los 21 y 35 DPN. El analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Se consideraron
diferencias significativas aquellas con * p < 0.05.
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9.4 Evaluacién histolégica del desarrollo de la glandula mamaria (GM) de las

crias macho

Al realizar una evaluacion histolégica sobre el desarrollo de la GM en crias macho
expuestas prenatalmente al Cd, se observaron alteraciones morfolégicas a los 21
DPN que sugieren un ligero desarrollo de conductos glandulares en comparacion
con el grupo control (Figura 15). Por otro lado, el grupo expuesto a FMDA mostro
un desarrollo mucho mas evidente tanto a los 21 como a los 35 DPN. Se identifican
caracteristicas similares al desarrollo mamario femenino como la invaginacion de
la epidermis hacia el mesénquima mamario, la formacién de conductos epiteliales
bien definidos y la bifurcaciéon de la epidermis que dio origen a la formacion del
pezon (Figura 16). Este desarrollo fue mas evidente a los 35 DPN, etapa en la que
se observo el desarrollo del pezén mas definido, lo que indica que los efectos de la
FMDA pueden permanecer y modular el desarrollo tisular mas alla de las primeras
etapas postnatales. Al comparar las mediciones morfométricas de las distintas
estructuras glandulares (invaginacion, grosor del epitelio, desarrollo del pezén y
numero de conductos) (Figura 17), se encontrd que, si bien el desarrollo ductal y la
formaciéon del pezdn fueron mas notorios a los 35 DPN, el grosor del epitelio fue
mayor a los 21 DPN. Esto podria deberse a que previo al desarrollo del pezén hay
un desarrollo proliferativo intenso, seguida de la diferenciacion estructural del
pezon.

En particular, la FMDA evidencia como el bloqueo de los RA puede desencadenar
un desarrollo mamario en machos, mientras que el Cd aunque en menor grado,

también parece ejercer un efecto sobre el desarrollo mamario.
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Figura 15. Imagenes histolégicas representativas que muestran el efecto de la exposicion prenatal de ratas macho al Cd
sobre el desarrollo de la GM a los 21 DPN. a) Corresponde al grupo control, se observa una epidermis (E) bien definida,
una dermis (D) compacta y el estroma (ES) predominado por tejido adiposo (TA), sin presencia de estructuras glandulares
en la regién estromal. b) Corresponde al grupo expuesto a Cd, se observa un desarrollo escaso de conductos glandulares
(CG) en la region estromal lo cual indica una posible alteracién del desarrollo glandular. Tincién con Hematoxilina y Eosina
(10x).
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Control

Figura 16. Cortes histologicos representativos que muestran el efecto de la exposicion prenatal de ratas macho a FMDA sobre el
desarrollo de la GM a los 21 y 35 DPN. En el grupo control se distingue la epidermis (E), dermis (D) el tejido conjuntivo (TC) y el
estroma (ES), sin evidencia de desarrollo de estructuras mamarias, lo cual es consistente con el fenotipo masculino normal. En
contraste, los cortes de los grupos tratados con FMDA en ambas edades muestran modificaciones morfolégicas significativas. A
los 21 DPN, se observa la invaginacién de la epidermis hacia el estroma, asi como el inicio de la formacion de los conductos
glandulares (CG) que indican el previo desarrollo del pezén. Este desarrollo es mas evidente a los 35 DPN, donde el desarrollo de
conductos glandulares asi como del pezén se observa con mayor claridad, lo que indica una feminizacion parcial ya que estas
estructuras son tipicamente ausentes en machos. Tincion con Hematoxilina y Eosina (10x).
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Figura 17. Mediciones morfométricas del desarrollo histoldgico de la glandula mamaria (GM) de ratas tratadas con FMDA a
los 21 y 35 DPN. Cada grafica representa un parametro estructural asociado con el desarrollo mamario inducido por la accién
anti androgénica de la flutamida. Los parametros evaluados incluyen: a) grado de invaginacién de la epidermis, b) grosor del
epitelio glandular, c¢) grado del desarrollo del pezén y d) nimero total de conductos glandulares observados por campo. Tincion
con Hematoxilina y Eosina. (ay b) 10x, (c y d) 40x.
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10. DISCUSION
La gestacion es un periodo crucial para la diferenciacion y el desarrollo normal del

organismo. Durante este periodo la ventana de masculinizacién es de gran
importancia para el desarrollo reproductivo normal en fetos masculinos. Se sabe
que si la exposicidn a andrégenos se reduce o bloquea durante este periodo se
pueden presentar trastornos reproductivos en el nacimiento y en la edad adulta del
organismo (Sharpe, 2020).

Este periodo, es altamente susceptible a sustancias quimicas como los DE, ya que
pueden interferir con la accion hormonal afectando el correcto desarrollo del
organismo en distintas etapas de vida. La ventana mas sensible en la cual pueden
actuar estos compuestos es durante el desarrollo gestacional los cuales pueden
tener un efecto duradero (Philippat et al., 2007) estos compuestos pueden afectar
el desarrollo fetal tanto al inicio como al final de la gestacion (Ohtani et al., 2018).
Por lo que, una exposicion durante la gestacion a DE puede desencadenar una serie
de alteraciones en el tracto reproductor masculino dependiente de hormonas
androgénicas, afectando asi su diferenciacion sexual.

En el presente trabajo se observo el peso, talla, distancia anogenital, concentracién de
Cd en tejidos, concentracion de T y desarrollo de la GM a los 21 y 35 DPN en
individuos tratados con Cd y en individuos tratados con FMDA durante la gestacion.
Estos compuestos son considerados DE ya que el Cd puede modificar la secrecion
de hormonas dependiendo de la concentracion y del periodo en el que se expone el
organismo mientras que la FMDA pertenece a una clase de compuestos
denominados bloqueadores de los RA que inhiben de forma competitiva los ligandos
naturales del RA (Zacharia, 2017).

Respecto al peso corporal, se observd una disminucion en los grupos
experimentales comparados con los grupos control, este parametro fue mas
evidente en el grupo con exposiciéon a Cd (Figura 9). Estos resultados son
semejantes con los presentados por Couto et al., en el 2009, quienes encontraron
una disminucién en la ganancia de peso corporal de las crias con exposicion
gestacional y neonatal a Cd a una dosis de 20 mg/kg, asi como una reduccion en la

longitud corporal. En este estudio no encontramos diferencia significativa en la talla
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corporal, esto podria deberse a que nuestro esquema de administracion y la dosis
fue menor.

El aumento del peso corporal podria estar relacionado con la ganancia de masa
muscular, la cual es dependiente de la concentracion de T ya que influye
directamente en la sintesis de proteinas y por ende en el crecimiento muscular. El
Cd puede afectar la sintesis de T interrumpiendo el desarrollo normal de las células
de Leydig fetales reduciendo la expresion de enzimas esteroidogénicas clave, como
CYP11A1 la cual es crucial al inicio de la esteroidogénesis, para la sintesis de
esteroides, asi como disminucion de las enzimas 33-HSD y CYP17A1 enzimas
necesarias para la produccion de T (Tian et al., 2017). Los efectos en el peso antes
mencionados también podrian deberse a que el Cd conduce a un aumento de estrés
oxidativo disminuyendo las enzimas antioxidantes y generando especies reactivas
de oxigeno lo que podria verse reflejado en muerte de células del musculo
esquelético, promoviendo asi un bajo peso en etapas postnatales (Boughammoura
et al., 2020).

La disminucion del peso corporal en los animales del grupo de FMDA a los 35 DPN
puede deberse a que la FMDA es un antiandrégeno que bloquea a los RA
impidiendo la accién de la T y de la DHT, las cuales juegan un papel importante en
la sintesis de proteinas musculares. La deficiencia de la union de la T a su receptor
puede alterar la sintesis de estas proteinas promoviendo la disminucion de masa
muscular repercutiendo en el bajo peso de la descendencia (Ghaibour et al., 2023).
Con respecto a la DAG se observd una disminucion significativa al 21 DPN en el
grupo con exposicién a Cd y a los 21 y 35 DPN en el grupo expuesto a FMDA al
compararlos con el grupo control (Figura 11), lo que indica que la FMDA tiene mayor
efecto en la diferenciacion sexual masculina ya que la DAG es un biomarcador de
masculinizacion. Nuestros resultados son similares a los reportados por Pallarés en el
2013, quienes demostraron que la exposicion prenatal a FMDA en crias macho,
desarrollan una disminucion en la DAG asociadas a anomalias en el pene
(hipospadias) y en el descenso testicular. En el presente trabajo observamos
efectos en el descenso testicular, algunos individuos desarrollaron criptorquidia

unilateral (datos no mostrados). Las alteraciones observadas en la diferenciacion
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sexual pueden asociarse con alteraciones en la sintesis de andrégenos o en su
funcién, diversos antecedentes han demostrado que la inhibicion de la accién
androgénica durante las etapas criticas del desarrollo sexual altera la morfologia de
los genitales externos de machos (Caso et al., 2003).

Esta DAG disminuida en machos se mantuvo similar a la de las hembras al menos
hasta los 35 DPN. Sin embargo, otros estudios mencionan que este parametro se
observo significativamente diferente hasta los 40 DPN (Pallarés, 2013), posterior a
este tiempo seguia siendo menor en comparacion con los machos control. Otro de
los efectos que se observaron en las crias macho con exposiciéon a FMDA fue la
presencia de pezones que normalmente se encuentran presentes en las crias
hembras; mas adelante se abordara este punto.

La DAG en el grupo con Cd presenté una disminucion a los 21 DPN la cual fue
menos evidente comparandola con el grupo control. Nuestros resultados se apegan a
los de Zhang et al., (2009), los cuales no reportan diferencias significativas en la
DAG en etapas postnatales utilizando una dosis de 1, 10 y 100 ug/L de Cd. Por otro
lado, Couto et al., (2009) informaron que hubo una tendencia a la disminucién de la
distancia anogenital en crias macho tratados con 20 mg/kg de Cd en la gestacion,
en el mismo estudio realizaron una administracién postnatal de T revirtiendo los
efectos del Cd y corroborando el efecto de esta hormona en la DAG. Esta diferencia
podria deberse a la dosis empleada en cada uno de los estudios y el tiempo de
exposicion.

En relacion con la concentracion de T sérica en crias macho, fue significativamente
menor a los 35 DPN en ambos grupos experimentales (Figura 12). Esta edad es
importante ya que durante este periodo hay un aumento en la concentracion de T
sérica lo que promueve el inicio de la pubertad en la rata macho, caracterizada por
la presencia de espermatidas alargadas y la liberacion de espermatozoides en el
lumen del tubulo en los testiculos, por lo que una disminucion en la sintesis de T
durante esta edad conlleva a alteraciones en el desarrollo del organismo.

En la rata se observan dos poblaciones de células de Leydig: las fetales y adultas.
Estas dos poblaciones son diferentes en morfologia, propiedades bioquimicas y

funcién (Wen et al., 2016; Ye et al., 2017). Las células de Leydig fetales se originan
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en el testiculo fetal y producen andrégenos y el factor similar a insulina tipo 3, ambos
son criticos para el descenso testicular y desarrollo del aparato reproductor (Wen et
al., 2016). Las células adultas se desarrollan en la etapa puberal y junto con sus
productos de secrecién son responsables tanto de la espermatogénesis como del
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, como el aumento del
tamano de las glandulas accesorias, crecimiento del tamano corporal, desarrollo del
comportamiento sexual, etc (Ye et al., 2017).

Li et al. (2017) sugieren que el Cd puede atravesar la placenta y eventualmente
causar dano tisular al feto afectando a las células de Leydig en desarrollo,
demostraron que este metal disminuye los niveles de expresion de CYP11A1,
HSD3B1, CYP17A1 y HSD17B3 asi como SCARB1 y STAR bloqueando el
transporte de colesterol o que disminuye la sintesis de T.

Con respecto a la FMDA, trabajos realizados en porcinos, donde se administraron

FMDA pre y postnatalmente encontraron que la administracién en estas etapas tiene
un efecto a largo plazo en la estructura y funcion de las células de Leydig, induce
cambios en el metabolismo de la T incrementando el mMRNA de aromatasa e
induciendo una elevacién de las concentraciones de estradiol y por tanto una
reduccion en las concentraciones de T (Kotula-Balack et al., 2012).

Esto puede relacionarse con el desarrollo de la GM en donde se observé un
desarrollo parcial en el grupo administrado con Cd en comparacién con el grupo
control (Figura 15) mientras que en el grupo expuesto a FMDA se observé un mayor
desarrollo la GM con presencia de conductos glandulares en el area estromal, asi
como el desarrollo de pezén similar al de las hembras (Figura 16).

El desarrollo de la GM es un proceso de diferenciacion epitelial y mesenquimal,
durante el periodo gestacional se envian diversas sefnales moleculares hacia las
células mesenquimales y epiteliales para que se dé la diferenciacion de la GM. En
el caso de los machos la unién de la T a los RA en el area mesenquimal promueve
la constriccion de la yema mamaria evitando que se forme el pezén, por lo que en
ausencia de T o bien de RA se promueve su desarrollo diferenciandose en pezén
como es en el caso de las hembras (Robinson, 2007). En este trabajo el Cd

promovié el desarrollo de conductos glandulares debido a una disminucion de la
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sintesis de T, la sefializacion androgénica fue parcial por lo que no hubo una
diferencia notoria comparandola con el grupo control. Aunque actualmente hay
escasos antecedentes relacionando el efecto del Cd en el desarrollo de la GM en
machos, en hembras el Cd puede actuar como un xenoestrégeno, es decir pueden
imitar los efectos de los estrégenos los cuales son importantes para el desarrollo de la
GM en la hembra por lo que esta alteracion en la sefalizacion hormonal normal
puede afectar el desarrollo la GM (Mera et al., 2023).

Por otro lado, la FMDA fue capaz de promover el desarrollo del pezén esto debido
a que al ser un compuesto que bloquea los RA, hubo una inhibiciéon de la union de
la T a su receptor impidiendo este proceso de diferenciacion sexual, la retencién del
pezoén, favoreciendo su desarrollo (Figura 16 y 17). Estos resultados se asemejan a
los descritos por Pallarés (2013) en el cual menciona que una exposicion
gestacional a FMDA del 15 al 21 gestacional promovié el desarrollo de brotes
mamarios en la descendencia masculina. Este periodo es similar al utilizado en este
trabajo y es crucial para el desarrollo y diferenciacion de la GM tanto en machos
como en hembras por lo que una perturbacion hormonal puede promover anomalias
en la diferenciacién sexual durante el desarrollo del organismo.

Por otra parte, al analizar los efectos de la exposicion gestacional al Cd sobre tejidos
como el higado y el rifidn se observé que en ambos tejidos tanto a los 21 como a
los 35 DPN hubo una acumulacion significativa de este al compararlos con los
grupos controles (Figura 13), estos tejidos son blanco del Cd y su acumulacién
depende del tiempo de exposicion, asi como de la dosis. El papel de estos 6rganos
es de almacenamiento, filtracion y eliminacion de metales téxicos. La acumulacién
de Cd en higados y en rifiones esta bien documentado, estudios han demostrado
una fuerte asociacion entre la exposicion a metales y la presencia de dafio renal
croénico (Sabath & Robles, 2012).

En rindn, esta acumulacién se da principalmente en la corteza renal, donde la
concentracion es aproximadamente 1.5 veces mayor que en el rindn completo,
acumulandose en las células del tubulo proximal (Ramirez, 2002). En el caso de la
concentracion de Cd en la sangre se observé mayor acumulacion en ambas edades

comparandolo con el grupo control, pero significativamente menor comparandolo
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con los tejidos analizados. Al momento que ingresa el Cd al organismo se transporta
por la sangre y se distribuye rapidamente a los tejidos antes mencionados, por lo
que, la permanencia del Cd en la sangre es relativamente corta lo cual podria
explicar esta diferencia de concentraciones entre los tejidos y la sangre. La
concentracion de Cd en la GM de ratas macho expuestas prenatalmente no
presento diferencia significativa con respecto al grupo control. EI Cd que se acumula
en la placenta puede alterar su estructura y funcién permitiendo que se acumule en
6rganos fetales afectando asi su desarrollo (Geng & Wang, 2019). Phuapittayalert
et al. (2013) observaron cambios morfolégicos a nivel placentario, asi como niveles
altos de Cd en placenta, sangre y orina. La placenta al ser un sitio de acumulacién
de metales pesados puede interferir con el transporte de micronutrientes al feto
(Kippler et al., 2010).

La exposicién prenatal al Cd y a la FMDA durante la ventana critica de
masculinizacién compromete el adecuado desarrollo sexual masculino,
favoreciendo la feminizacion parcial de estructuras como la GM y alterando
parametros morfolégicos y funcionales importantes en los individuos expuestos a
estos DE.
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11. ACCION DEL Cd Y FLUTAMIDA EN LA GESTACION Y SUS EFECTOS EN
EL DESARROLLO DE LA GM EN LOS MACHOS

Durante la gestacion el Cd y la FMDA pueden atravesar la barrera
hematoplacentaria a través de la exposicién materno-fetal. EI Cd ingresa a las
células fetales mediante transportadores de cationes divalentes como ZIP8 y CaT1.
Una vez dentro las metalotioneinas actuan como proteinas quelantes, secuestrando
al metal para mantener la homeostasis celular. Sin embargo, una exposicién
prolongada o concentraciones elevadas de Cd puede generar un desequilibrio del
sistema antioxidante. Esto puede generar una disminucién de la actividad de
enzimas antioxidantes clave como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), lo cual favorece el aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS). El incremento de ROS induce dano oxidativo,
especialmente lipoperoxidacion de membranas, alterando la integridad celular y
promoviendo la apoptosis.

Los testiculos fetales son particularmente vulnerables a esta toxicidad ya que el Cd
puede inhibir enzimas clave para la esteroidogénesis, como CYP11A1, CYP17A1,
3B-HSD y 17B-HSD disminuyendo asi la sintesis de T. La T desempena un papel
importante para la masculinizacién del feto, regulando procesos como el desarrollo
de la GM vy la inhibicién del desarrollo del pezén.

Por su parte, la FMDA, un antiandroégeno no esteroideo, atraviesa la membrana
celular por difusidon pasiva y actua bloqueando los RA, impidiendo la activacién
transcripcional de genes dependientes de andrégenos. Esta inhibicion afecta
directamente el proceso de regresion de la yema mamaria en fetos masculinos, ya
que impide la constriccion mesenquimatosa necesaria para su involucion. Como
consecuencia, la yema mamaria contintia su desarrollo, promoviendo la formacién
de un arbol ductal bien estructurado y la presencia visible del pezén. Por lo tanto, la
exposicion gestacional a FMDA no solo afecta la producciéon hormonal, sino también
la senalizacion androgénica tisular, alterando la diferenciacion sexual masculina
(Figura 18).
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12. CONCLUSION

La exposicion a Cd y FMDA durante la ventana de masculinizaciéon promovieron el

desarrollo de la GM en la descendencia masculina de la rata Wistar.

13. PERSPECTIVAS
Para comprender mejor el efecto del Cd y la FMDA se considera profundizar en los

mecanismos moleculares y como afectan el desarrollo de la GM en la etapa
prenatal, evaluando la expresidon génica de los receptores hormonales clave. Asi
como analizar el efecto de otros compuestos con propiedades similares sobre la

diferenciacién sexual de la GM durante el desarrollo embrionario.
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