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Resumen

RESUMEN

El picolinato de cromo (PicCr) es un suplemento alimenticio que ha presentado un
aumento indiscriminado en su consumo, principalmente por adultos jévenes en edad
reproductiva con el fin de quemar grasas y marcar musculos. Estudios realizados con
diferentes modelos biolégicos, describen al PicCr como agente clastogénico,
mutagénico y citotéxico. En varones se alteran los parametros seminales durante la
ingesta de PicCr. La ingesta de este suplemento por ratones hembra gestantes,
provoca anormalidades 6seas en la descendencia.

Con base en lo anterior en este estudio se analizaron los efectos del PicCr sobre la
respuesta ovulatoria y la fertilidad, asi como la posibilidad de alteraciones en la
progenie de hembras que fueron consumidoras, utilizando como modelo al ratén
hembra adulto.

Para analizar los efectos de la ingesta diaria de diferentes concentraciones de PicCr
sobre la respuesta ovulatoria, animales de tres meses de edad se dividieron en los
siguientes grupos experimentales: testigo, aceite de maiz [vehiculo] (Vh) y PicCr
(0.12, 0.36, 0.60, 1.20 y 1.80 pg). Tanto el PicCr como el Vh se administraron por via
oral durante 40 dias. Todos los grupos se sometieron a la prueba de ovulaciéon
inducida administrando eCG y hCG.

Los efectos del PicCr sobre la tasa de fertilidad se evaluaron administrando a cada
grupo una de las siguientes concentraciones de PicCr 0.12, 0.60, 1.20 pg, ademas un
grupo tratado con Vh y uno mas de animales testigo. La ingesta fue de 90 dias. Se
colocaron dos hembras con un macho de fertilidad comprobada. La presencia del
tapon espermatico se consideré como dia cero de prefiez. Las hembras prefiadas se
sacrificaron a los 18 dias de gestacion. A la autopsia se abri6 el Gtero y se cont6 el
namero de implantes, reabsorciones y fetos vivos y muertos.

Para analizar los efectos del PicCr sobre el desarrollo prenatal de la progenie, se
evaluaron las caracteristicas morfolégicas y esqueléticas de las crias de madres que
fueron consumidoras de PicCr. Los fetos obtenidos al dia 18 de gestacién, se pesaron
individualmente y se evalu6 la presencia de alteraciones morfolégicas. Los fetos se
procesaron para evidenciar las estructuras Oseas. Se registr6 la presencia de
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anormalidades esqueléticas (falta de osificacién) en cabeza, extremidades superiores
e inferiores, cola y esternebras.

Los resultados mostraron que la respuesta ovulatoria de los animales sometidos a la
ingesta diaria de 0.60 y 1.20 ug de PicCr fue menor en comparacién con el resto de los
grupos experimentales. La tasa de fertilidad de las hembras que consumieron 0.60 y
1.20 ng de PicCr, disminuy6 respecto al grupo tratado con Vh. El ntmero de
implantes fue similar entre los grupos tratados con PicCr y el Vh. La frecuencia de
hembras que presentaron reabsorciones se incrementé en los grupos que fueron
previamente tratados con 0.60 y 1.20 ug de PicCr, respecto al grupo Vh. El 100% de
los fetos estuvieron vivos. El peso de los fetos de las madres que fueron
consumidoras de PicCr disminuy6é de manera dosis dependiente. Se observé un
aumento significativo en la frecuencia de fetos con anormalidades esqueléticas en
cabeza, extremidades, cola y esternebras, de madres que fueron previamente tratados
con 0.12, 0.60 y 1.20 pg de PicCr, respecto al grupo Vh.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la ingesta prolongada
de PicCr perjudica la salud reproductiva de la hembra y que sus efectos representan
un riesgo en el desarrollo normal de las crias atin después de haber suspendido el
consumo de este suplemento.
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INTRODUCCION

En la especie humana, la infertilidad es una condicion que afecta del 15 al 20% de las

parejas en edad reproductiva (ESHRE, 1996).

En los dltimos afios la incidencia de infertilidad a nivel mundial estd en aumento, de
tal forma que el estudio de la pareja infértil se ha enfocado a considerar diferentes

factores de riesgo asociados con la infertilidad (Bentley, 2000).

La edad de la mujer es uno de los factores mas importantes en una pareja con
problemas de infertilidad. La edad promedio en la que una mujer desea quedar
embarazada ha aumentado considerablemente, su educacién asi como la necesidad
de un avance profesional constante, la han llevado a posponer su decision sobre el
embarazo. Elevados niveles de estrés fisico o psiquico, asi como la exposiciéon a
agentes quimicos pueden interrumpir o desorganizar el balance hormonal entre el
cerebro, la hipdfisis y los ovarios. Esta interrupcién puede generar un desequilibrio
entre los estrégenos y la progesterona, e inducir cambios en la duraciéon y

regularidad del ciclo menstrual y de la ovulacion (NIOSH, 1999).

La presion por conservar un peso corporal adecuado, ya sea por problemas de salud
como la obesidad o peor atn por cumplir con esquemas de belleza, marca la
tendencia a utilizar productos que promuevan la quema de grasa y el aumento de

masa muscular, siendo uno de ellos el picolinato de cromo (PicCr).

El cromo (Cr) es un elemento mineral esencial que ha recibido atencién considerable
ya que se le atribuyen algunos efectos benéficos sobre la funcion biolégica del ser

humano, tales como acelerar el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y

3
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proteinas. Esto ha propiciado la ingesta de PicCr, ya que tiene una mayor

biodisponibilidad del mineral cromo y por lo tanto es el de mayor absorcién.

Debido a la influencia del cromo en el metabolismo del aztcar y de las grasas, los
investigadores han explorado su potencial para promover la pérdida de peso y

mejorar la composicién corporal (menos grasa y mas musculo).

Ademas se ha mostrado que el PicCr ocasiona efectos deletéreos a nivel genético, lo

que ha llevado a analizar la posibilidad de regular su uso (Vincent, 2004).

En los altimos afios los efectos de la suplementaciéon con PicCr sobre la composicion
corporal y pardmetros seminales, han suscitado una fuerte polémica entre distintos
investigadores (Gonzélez y col., 2006; Rosas, 2009), pero poco se sabe sobre sus

efectos en la funcion reproductiva en la hembra.

Dado que en afios recientes ha aumentado el consumo de PicCr por adultos jévenes
en edad reproductiva, en este estudio se analiz6 el efecto de la ingesta diaria de PicCr
sobre la respuesta ovulatoria, la tasa de fertilidad y el desarrollo prenatal de la

progenie del ratén adulto.
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1. Eje hipotalamo-hipofisis-ovario

El hipotalamo controla al sistema nervioso auténomo y al sistema endocrino y de
esta manera la homeostasis corporal. Se ubica en un area cerebral cuya vasculatura,
asi como la presencia de numerosas vias neurales convergentes y divergentes, le
permiten realizar la integraciéon de sus aferencias nerviosas y quimicas que se
originan en aéreas extra hipotaldmicas que generan los mecanismos que regulan las

funciones neuroendocrinas (Snell, 1999; Yen, 2001).

El hipotdlamo es una estructura bilateral que se localiza en la base del diencéfalo y
forma las paredes laterales y el piso del tercer ventriculo. En el hipotadlamo las
neuronas forman agrupaciones que reciben el nombre de ntcleos. Tomando como
referencia la distribucién de éstos, el hipotadlamo se divide en cuatro regiones: area
preé6ptica, hipotdlamo anterior, medio y posterior (Silverman y col., 1994; Palkovits,

2000).

La participaciéon del hipotdlamo en la funcién reproductiva es principalmente por
intermedio de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que es un
decapéptido cuya secuencia de aminodacidos es pyro-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH».. Las neuronas que sintetizan GnRH (GnRHérgicas) no estin
organizadas en nucleos, su distribucion es en redes laxas y difusas y su ntmero es
pequeno a diferencia de otros sistemas neuronales (aproximadamente 1500 en la

rata) (Fink, 1986; Silverman y col., 1994).
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Alrededor de dos tercios del total de las neuronas GnRHérgicas proyectan sus fibras
hacia la eminencia media donde liberan la GnRH en los capilares que conforman el
sistema portal hipotalamo-hipofisiario y de esta manera llega a la hipofisis

(Merchenthaler y col., 1989; King y Rubin, 1995).

La hipdfisis se ubica en una depresion del hueso esfenoides que en el humano recibe
el nombre de silla turca. La hipofisis consiste de dos porciones que difieren
notablemente: la neurohipofisis que libera vasopresina y oxitocina y la
adenohipdfisis, la cual produce varias hormonas entre las que se encuentran las
gonadotropinas (hormona estimulante del foliculo [FSH], hormona luteinizante [LH]
y prolactina [PRL]), la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), la hormona
estimulante de la tiroides (TSH), la hormona del crecimiento (GH) y la hormona

estimulante de los melanocitos (MSH) (Gardner, 1981; Everett, 1994).

Las funciones ovdricas son reguladas por diversas sefiales tanto hormonales como
neuroendocrinas que se generan en diferentes regiones del sistema nervioso central y
en el propio ovario. Estas sefiales son integradas por el hipotalamo, que en respuesta
secreta GnRH, la cual estimula en la adenohipéfisis la secrecion de FSH y LH. La
secrecion de GnRH es pulsatil, cuya frecuencia y magnitud representan un cédigo
que determina la cantidad de gonadotropinas liberadas y la proporcién entre ambas

(De La Lastra y Leal, 1989) (Figura 1).

La FSH y la LH son glucoproteinas sintetizadas y secretadas por los gonadotropos de
la adenohipdfisis. Estdn compuestas por dos subunidades, la a que es comtn a FSH
y LH y la B que al ser diferente les confiere su especificidad biolégica (Bousfield y

col., 2006).
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Ambas gonadotropinas se vierten al torrente sanguineo y llegan a su érgano blanco,
el ovario. Bajo el estimulo de las gonadotropinas, la secrecién de estrégenos por el
ovario va en aumento hasta alcanzar la maxima concentracién en la etapa
preovulatoria y asi incrementar y mantener la respuesta de la hipofisis a la GnRH. En
estas condiciones ocurre la liberaciéon provulatoria de LH que conduce a la ovulacion

(Fink, 1986; Richards y Hedin, 1988).

Tras la expulsion del ovocito, el foliculo se transforma en cuerpo lateo. Los esteroides
secretados por el cuerpo lateo inhiben el eje hipotalamo-hipofisario desactivando la

elevada liberacion de FSH y LH, lo que impide el desarrollo de mas foliculos.

Los estrégenos producidos por el ovario causan inhibicién de la secrecion, tanto de
GnRH como de FSH y LH, completandose asi un circuito de retroalimentacién
hipotalamo-hipoéfisis-ovarico. Este efecto inhibitorio de los estrégenos se ve

potenciado por la progesterona (Prieto y col., 2002; Sanchez, 2003).

Los estrogenos producidos por el ovario pueden tanto inhibir (retroalimentaciéon

negativa) como estimular (retroalimentacién positiva) la secrecion de GnRH.
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Hipotalamo GnRH

¥
B

Adenohipéfisis

Figura 1. Esquema que muestra la regulacion neuroendocrina de las funciones del eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario (Tomado y modificado de Audesirk y Audesirk, 1997).
Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona estimulante del
foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), progesterona (P4), estradiol (Ez).

2. Ovario

Caracteristicas morfofisiolégicas
El ovario es la gonada de la hembra, sus funciones son la produccién de gametos

viables (gametogénesis) y la produccion de hormonas esteroides tales como
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progesterona, andrégenos y estrogenos (esteroidogénesis) y peptidicas como

inhibina, activina y relaxina (Goldfien y Monroe, 1988).

En la mayoria de las especies, el ovario es un 6rgano pareado situado por detras del
peritoneo y unido a la cara posterior del ligamento ancho por un pliegue del
peritoneo llamado mesovario. Los ovarios estdn unidos al tGtero por el ligamento
Gtero-ovérico y estan en intima relacién con las trompas uterinas (trompas de Falopio

u oviductos) (Goldfien y Monroe, 1988).

En el ovario se pueden distinguir tres zonas. La corteza, que es la zona ubicada en la
periferia del ovario y consta de un estroma de tejido conectivo en el que se incluyen
los foliculos ovéricos en diferentes etapas de desarrollo; la médula, que esta situada
en la porcién central del ovario y se compone de tejido conectivo con abundantes
vasos sanguineos, vias linfaticas y fibras nerviosas; y el hilio, que es la regiéon donde
se encuentran la arteria y vena ovaricas, los vasos linfaticos y las células intersticiales

(Sanchez, 2003 Geneser, 2000; Gartner, 2003; Ross, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del ovario que muestra el desarrollo folicular que culmina en la
ovulacién y consecuente formacién del cuerpo lateo (Tomado y modificado de Yen y
Jaffe’s, 2009).

El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario, debido a que a partir de
esta estructura se forman los tres compartimentos del ovario (Guyton, 1984; Ross y

col.,, 1992; Audesirk y Audesirk, 1996; Geneser, 2000; Ross, 2007).

1. El folicular, formado por foliculos en diferentes etapas de desarrollo que son
primordiales, en crecimiento (primarios, secundarios) y preovulatorios.

2. El luteal o cuerpo lateo, que se forma a partir de las células de la granulosa y de la
teca interna de los foliculos que expulsaron al ovocito.

3. El intersticial o glandula intersticial, incluye tanto a las células tecointersticiales de
los foliculos en crecimiento, como a las células de la teca de los foliculos que no

llegaron a ovular (atrésicos).
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Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual se forman los foliculos primordiales.
Se inicia en el momento en que los ovocitos desnudos son rodeados por una capa de
células foliculares y de una membrana basal que los separa del resto del ovario. En
los roedores como la rata y el ratén, este proceso comienza y culmina en la primera
semana de vida posnatal. Los ovocitos presentes en el momento del nacimiento
permanecen detenidos en su desarrollo en la primera division meiética (Ojeda y

Urbanski, 1994; Peters, 1978; Ross, 2007).

Desde el punto de vista histolégico los foliculos ovaricos pueden identificarse de

acuerdo con su estado de desarrollo en:

Foliculos primarios: La diferenciacion de los foliculos primordiales a primarios inicia
cuando las células foliculares aplanadas se transforman primero en cabicas y luego
en cilindricas y se dividen hasta formar una capa estratificada alrededor del 6vulo,
llamadas entonces células de la granulosa. Estas células proliferan de manera rapida
por la accién sinérgica de la FSH y los estrogenos. A su vez la FSH estimula la
sintesis de sus propios receptores en las células de la granulosa, lo que permite que el
nimero de receptores vaya en aumento conforme el foliculo madura. En un principio
las células foliculares se encuentran en contacto directo con el ovocito pero después
son separadas por una capa de mucopolisacaridos y glucoproteinas que sintetiza
tanto el ovocito como las células foliculares y que conforman la zona peltcida. En el
momento en que las células de la granulosa forman tres o mas capas alrededor del
ovocito, se inicia la diferenciaciéon de las células de la teca a partir de las células del

estroma ovarico que rodean al foliculo y que se ubican por fuera de la membrana

11
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basal (Guyton, 1984; Dominguez y col., 1991; Lesson y Leeson, 1992; Greenwald y
Roy, 1994; Ojeda y Urbanski, 1994) (Figura 3).

Foliculos secundarios o antrales: Al aumentar de tamano el foliculo, en la teca se
distinguen dos capas, una profunda muy vascularizada con células secretoras (teca
interna) y una superficial con células de tejido conectivo (teca externa). Entre las
células de la granulosa hay pequefias zonas con liquido. Conforme las células de la
granulosa contintian su multiplicacién, hay mayor produccién y acumulacion de
liquido en el interior de la capa de la granulosa, lo cual hace que se forme la cavidad
folicular o antro. El antro, que estd revestido por varias capas de células de la
granulosa también se hace mas grande. El ovocito y una parte de las células que lo
recubren llamado cumulus oophorous son desplazados progresivamente hacia un lado

de la cavidad folicular (Goldfien y Monroe, 1988) (Figura 3).

Foliculo maduro o preovulatorio: Conforme el foliculo crece adquiere mayor capacidad
en la sintesis de hormonas esteroides. Las células de la teca interna incrementan su
funcién secretora aportando los andrégenos que sirven de sustrato en la sintesis de
estrogenos por las células de la granulosa, lo que incrementa considerablemente la

cavidad antral. (Goldfien y Monroe, 1988) (Figura 3).

En el ovario de la rata, los foliculos alcanzan la etapa preovulatoria alrededor de los
17 6 19 dias después de haber iniciado el crecimiento. Las fibras de colageno, células
de tejido conectivo, sustancia fundamental y fibras musculares lisas de la teca externa
forman una vaina fibrosa que al disgregarse en un punto cercano a la superficie del
ovario, dan lugar a un orificio (estigma ovérico) por el cual saldra el ovocito

(Dominguez y col., 1991; Leeson y Leeson, 1992).
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ovocito células células ovocito ovocito
primario foliculares de la granulosa primario primario antro

corona

zona radiada
pellcida
= r z
1) FoLicuLo 2) FOLICULO 3) FOLICULO
PRIMORDIAL PRIMARIO SECUNDARIO

T estroma T

vasos sanguineos

4) FoLicuLo
PREOVULATORIO

ovulacion

5) CUERPO
LUTEO ovocito
secundario

Figura 3. Esquema que muestra las caracteristicas histolégicas que distinguen a los
foliculos en sus diferentes etapas de crecimiento: primordial, primario, secundario y
preovulatorio, asi como el cuerpo Ilateo (Tomado y modificado de:
http:/ /sosbiologiacelularytisular.blogspot. mx/2010_05_01_archive.html).

Atresia folicular

En el foliculo ovérico, la atresia es un proceso natural, degenerativo, paulatino e

irreversible, por el cual el foliculo pierde su integridad y funcionalidad (Sharma RK,
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2000; Chedrese J, 2003) La atresia ocurre en cualquier etapa del desarrollo folicular y
es el destino de la gran mayoria de los foliculos del ovario de los vertebrados

(Hurwitz A, 1992).

En la atresia destacan algunos cambios morfolégicos e histolégicos como son la
fragmentacion nuclear en las células de la granulosa (ntcleos picnoéticos),
desprendimiento de las células de la granulosa por la pérdida de la matriz
intercelular (descamacién), desprendimiento del complejo ctmulo-ovocito e
hipertrofia de las células de la teca. Aunado a esto, los cambios bioquimicos que
suceden son disminucién en la sintesis de ADN en las células de la granulosa,
perdida de receptores a gonadotropinas y disminucién en la sintesis y expresion de

ARNmMm para aromatasas (Greenwald, 1989; Tilly, 1992).

Que un foliculo ovule o sufra atresia, es determinado por el balance de senales que
reciben sus células. Si el foliculo mantiene su integridad y es seleccionado para la
ovulacion, el pico preovulatorio de LH desencadena una serie de eventos entre los
que destacan el reinicio de la meiosis del ovocito y la diferenciacién de las células de
la granulosa y teca a células lateas, formando el cuerpo hemorragico y
posteriormente el cuerpo lateo. Si el 6vulo no es fecundado, el cuerpo liateo degenera

(lutedlisis) (Dominguez y col., 1991; Niswender, 2000; Demeestere, 2005).

Esteroidogénesis

Los esteroides son sintetizados a partir del colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que se encuentran en el plasma sanguineo o el producido dentro de
las células a partir de acetato (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Hinshelwood, 1999).

Los principales esteroides producidos por el ovario son progesterona,
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androstenediona, testosterona y estradiol. Las células de la teca y de la granulosa
representan el sustrato anatémico de la sintesis de estas hormonas. Los
intermediarios en la biosintesis del estradiol por las células de la granulosa lo
constituyen los andrégenos producidos por las células de la teca interna, la cual es

estimulada por la LH (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Las células de la teca presentan receptores a LH y las células de la granulosa a FSH y
posteriormente a LH. La unién de la LH a su receptor estimula a la adenilato ciclasa
que cataliza la sintesis de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) a partir de
trifosfato de adenosina (ATP), lo cual activa la proteina cinasa A, que a su vez
estimula la expresion de enzimas que participan en la biosintesis de esteroides desde
colesterol hasta andrégenos. En las células de la granulosa la unién de la FSH a su
receptor desencadena la misma via de sefializacién, con la diferencia de que ademas
utiliza al fosfato de inositol como segundo mensajero encargado de activar a la
proteina cinasa B, lo que incrementa la expresion de la enzima aromatasa (Gore-

Langton y Armstrong, 1994; Strauss y Williams, 2009).

En la mitocondria de la célula de la teca, el colesterol libre se transforma en
pregnenolona por accion de la enzima Pss0 que escinde la cadena lateral del colesterol
(Pssoscc). Una vez sintetizada la pregnenolona esta puede tomar dos rutas diferentes
de biosintesis: en la ruta A# la pregnenolona se convierte en progesterona mediante
las enzimas 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HDS). La progesterona por
medio de la enzima 17a-hidroxilasa es convertida a 17a-hidroxiprogesterona que a
su vez es convertida en androstenediona por la Ci7.20 liasa. La androstenediona es
transformada en testosterona por la enzima 17(3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(17B-HSD) (Van Voorhis, 1999; Gore Langton y Amstrong, 1994; Yen y Adashi, 2001)
(Figura 4).
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En la ruta A% la pregnenolona es modificada por la enzima 17a-hidroxilasa en 17a-
hidroxipregnenolona. Esta por accién de la enzima Cizzo liasa se convierte en
dehidroepiandrosterona (DHEA) que a su vez es transformada en androstenediona
por accién de la enzima 3B-HDS y finalmente la androstenediona es transformada en
testosterona por la enzima 17p-HSD (Felig y col., 1981; Gore Langton y Amstrong,
1994; Yen y Adashi, 2001) (Figura 4).

La mayor parte de los andrégenos que salen a la circulacion sanguinea, atraviesan la
membrana basal y llegan a la célula de la granulosa. La conversién de andrégenos a
estrogenos es catalizada por la enzima Pisparomatasa; la androstenediona es
aromatizada a estrona y la testosterona a 17p-estradiol. Parte del estradiol ingresa al
fluido folicular y el resto sale al torrente sanguineo por la vena ovérica (Gore-

Langton y Armstrong, 1994) (Figura 4).
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v CELULA DE LA TECA

Andrégenos €
Circulacion sanguinea

a CELULA DE LA GRANULOSA Antro folicular

Figura 4. Biosintesis de las hormonas esteroides (Tomado y modificado de Gore-
Langdon y Armstrong, 1994). Hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del
foliculo (FSH), trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), Pss0 que escinde la cadena lateral del colesterol (Pssoscc). 33-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HDS), 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p-HSD).
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Ovoulacion

La ovulacién es la liberacion del ovocito y es un proceso mediado por hormonas. En
las ultimas fases del desarrollo folicular los estrégenos, junto con las gonadotropinas
coordinan la maduracién del foliculo preovulatorio y ejercen una accién de
retroalimentacion positiva sobre el eje hipotalamo-hipéfisis que provoca la liberacion
de gonadotropinas que culminaré con la ovulacion. Las células de la granulosa ahora
sintetizan progesterona, que aunada a la secreciéon de estradiol, incrementan el
niamero de sus receptores a LH y en la hipéfisis promueven la liberacion
preovulatoria de LH. Se produce un aumento de las concentraciones del AMPc
tisular, lo que induce la liberacién y activaciéon de enzimas luteoliticas responsables

de la ruptura de la pared folicular (Sanchez, 2003; Ross, 2007).

El ovocito expulsado es un ovocito secundario, ya que justo antes de salir culmina la
primera fase de la meiosis e inicia la segunda divisiéon meidtica que se detiene en
metafase. La segunda fase de la meiosis se reinicia soélo si el ovocito es fecundado

(Ross y col., 1992; Espey y Lipner, 1994).

3. Ciclo estral

En la mayoria de las especies, la caracteristica mas relevante de la ciclicidad de la
funcién ovérica durante la vida reproductiva, es la apariciéon de la conducta de celo o
estro, de ahi el nombre de ciclo estral, en la cual la hembra acepta la monta y cépula.
Esta conducta de estro coincide temporalmente con la ovulacién (rata, ratén,

hémster) (Tresguerres, 2003).
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En el ratén, aproximadamente el 50% de las cepas presenta ciclos estrales irregulares
(Ramirez, 1973). En la rata este ciclo est4 bien caracterizado, tiene una duracion entre
cuatro y cinco dias y se divide en cuatro fases: estro, metaestro (diestro 1), diestro

(diestro 2) y proestro (Tresguerres, 2003).

ESTRO: Es el periodo de celo en el que la hembra presenta patrones de conducta
sexual caracteristicos como la lordosis; acepta el acercamiento, la monta y la cépula
con el macho. Como la ovulacién ha sucedido pocas horas antes, los 6vulos se
encuentran en el oviducto. El foliculo postovulatorio comienza a estructurarse como
cuerpo lateo mientras una nueva serie de foliculos primarios comienza a
desarrollarse. En la mucosa vaginal ocurren numerosas mitosis que desplazan a las
capas més superficiales (epitelio escamoso y cornificado) que son exfoliadas en el
frotis vaginal, lo que es el indicativo citoloégico de estro y sefial probable de

ovulacién.

METAESTRO: Aparece al dia siguiente del estro y tiene aproximadamente la misma
duracion que la fase de estro. La monta y la cépula ya no son permitidas. La
secrecion de progesterona por el cuerpo lateo y la de estradiol por los foliculos
inhiben la secrecién de gonadotropinas. La vascularizacién y la motilidad del tGtero
estan disminuidas. En el frotis vaginal se aprecia infiltraciéon leucocitaria junto con

algunas células cornificadas.

DIESTRO: Esta fase dura entre 60 y 70 h. Si no ocurri6 la fecundacién o no hubo
copula se da la regresion del cuerpo lateo (lutedlisis). La secrecion de estradiol por
los foliculos en crecimiento sigue aumentando. El ttero es pequefio, anémico y no
contréctil. Presencia de cuerpos liateos maduros. En la citologia vaginal predominan

los leucocitos.
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PROESTRO: Los foliculos han adquirido el estadio de foliculos preovulatorios y
secretan grandes cantidades de estradiol. Esta hormona ejerce ahora un efecto
estimulante (retroalimentacién positiva) sobre la secrecién de gonadotropinas. La LH
induce la ovulacién y la luteinizacién del foliculo postovulatorio. El atero por accion
del estradiol, se hace extremadamente contractil y en la vagina aparecen células

epiteliales nucleadas.

4. Infertilidad en la mujer

La fertilidad se define como la capacidad de concebir y procrear una especie, por lo
que la infertilidad es la disminucién de esta capacidad. La infertilidad, a diferencia

de la esterilidad, no es un estado irreversible (Yen, 2001).

En la especie humana, la infertilidad es una condicién que afecta del 15 al 20% de las
parejas en edad reproductiva. Clinicamente se define como la incapacidad de
concebir después de 12 meses de relaciones sexuales frecuentes en la fase fértil del

ciclo menstrual sin medidas anticonceptivas (ESHRE, 1996; Yen, 2001).

En los dltimos afios la incidencia de infertilidad a nivel mundial estd en aumento, de
tal forma que en el estudio de la pareja infértil se estdn considerando diferentes
factores de riesgo asociados con la infertilidad entre los que se encuentran los

siguientes (Bentley, 2000).

1. Anovulacién. Estd presente aproximadamente en el 20% de las parejas. Se define

como la condicién en la cual el desarrollo y la ruptura folicular estan alterados y por
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lo tanto el ovocito no es liberado del foliculo. La anovulacién puede estar asociada a

disfuncién hipotalamica, hipofisaria u ovérica de etiologia variable (Franks, 1991).

2. Sindrome del ovario poliquistico (SOPQ). Afecta del 6 al 10% de mujeres en edad
reproductiva. Es el mas comun y el desorden endocrino menos entendido que causa
infertilidad femenina. El SOPQ se caracteriza por periodos de anovulacion,
concentraciones variables de gonadotropinas, irregularidades en el ciclo menstrual,
amenorrea, presencia de quistes foliculares, hiperandrogenismo e infertilidad (Barria

y col., 1993, Rosa E-Silva y col., 2003).

3. Factor utero-tubdrico-peritoneal. Se presenta en aproximadamente el 30% de las
parejas. Las funciones de las trompas de Falopio estdn intimamente ligadas a la
integridad del epitelio ciliado responsable de la captacion de ovocitos. La
fertilizacién tiene lugar en el extremo de la secciéon ampular. Las trompas también
participan en el desarrollo temprano del embrién y en su transporte a la cavidad
uterina. Por consiguiente cualquier alteracién anatémica o funcional de las trompas

estd asociada a infertilidad (Brugo-Olmedo, 2003).

4. Edad. La edad de la mujer es uno de los factores mas importantes en una pareja
con problemas de infertilidad. La edad promedio a la cual la mujer desea quedar
embarazada ha aumentado considerablemente; su educacion, asi como la necesidad
de un avance profesional constante, la han llevado a posponer su decision sobre el
embarazo, de tal forma que en la actualidad desean quedar embarazadas a una edad
aproximada de 35 afios, momento en el cual la fertilidad comienza a declinar (Brugo-

Olmedo, 2003).
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5. Factores ambientales y toxicos. El aumento del estrés fisico o psiquico, asi como la
exposicion a agentes quimicos pueden interrumpir o desorganizar el balance
hormonal entre el cerebro, la hipodfisis y los ovarios. Esta interrupcion puede generar
un desequilibrio entre los estrégenos y la progesterona, e inducir cambios en la

duracion y regularidad del ciclo menstrual y de la ovulacion (NIOSH, 1999).

5. Toxicologia reproductiva

La toxicologia reproductiva estudia los efectos adversos producidos por agentes
exogenos fisicos (radiaciones), quimicos (naturales o sintéticos) y bioldgicos (virus)

en la reproducciéon (OMS, 1997; Bonilla y col., 2001).

Existen varios tipos de toxicidad (Bonilla y col., 2001; Branch, 2004; Altamirano y col.,
2006):

Toxicidad en 6rganos. Cuando los agentes alteran la funcion normal del sistema
reproductor.

Teratogenicidad. Capacidad de los diferentes agentes para causar malformaciones
estructurales en el feto en desarrollo (Branch, 2004).

Toxicologia del desarrollo. Involucra las alteraciones producidas en la descendencia
como resultado de los cambios en el sistema materno por la exposiciéon a los

diferentes agentes.

Dado que los agentes quimicos estdn presentes en casi todos los medios en los cuales
se desenvuelven las mujeres fértiles y las embarazadas, estos agentes juegan un papel
preponderante en la etiologia de las alteraciones reproductivas (Palmer, 1980;

ECETOC, 1983; WHO, 1984; Khera, 1984).
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El desarrollo de los embriones de los mamiferos es un proceso biolégico complejo, en
donde, a pesar de la delicada sincronizacién de los numerosos eventos, pueden

ocurrir errores durante las diferentes etapas que preceden y proceden este proceso.

Alteraciones en la gametogénesis, fertilizacion, blastogénesis, embriogénesis o
fetogénesis pueden originar alguna anomalia reconocible al nacimiento o algtn tipo
de defecto fisiolégico o reproductivo detectable solamente tiempo después del

nacimiento (Pimentel, 2006).

La aparicion de malformaciones en el producto pueden tener su origen en
alteraciones en los genes y cromosomas, pero también el desarrollo embrionario y
fetal normal puede ser alterado por diversos factores externos. Estos al inducir
alguna anormalidad suelen ser causa de defectos congénitos y por ello se les ha
denominado teratégenos (del griego teratos, “monstruo” y genos o génesis,
“nacimiento u origen”) (Shepard, 1995). Por ello, la teratologia es la disciplina

cientifica que estudia las anomalias congénitas del embrién.

La embriogénesis de todos los mamiferos depende del sistema materno, de tal forma
que el desarrollo y nacimiento del producto depende en gran parte del ambiente en
el cual vive la madre. La edad y el estado fisico y nutricional de la madre también
son factores que determinan el crecimiento y desarrollo in utero. Cuando la
integridad del sistema materno es modificada o perturbada se puede afectar

indirectamente al producto (Pimentel, 2006).

En las figura 5 se observan algunas anormalidades esqueléticas tales como falta de
osificacion (cuando los huesos presentan una apariencia porosa) que se pueden

presentar en cabeza, extremidades, cola y esternén (esternebras).
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Figura 5. Esquema de algunas anormalidades esqueléticas (falta de osificacion) en
fetos de raton, que se pueden presentar en a) cabeza, b) extremidades, c) cola y d)
esternebras (Tomado y modificado de Taylor, 1985).
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6. Cromo

El cromo (Cr) es un elemento mineral que quimicamente existe en varios estados de
oxidacion desde -2 hasta +6. Los estados de oxidacién mas estables son el trivalente

(3+) y el hexavalente (6+) (Jeejeebhoy, 1999; Armendariz-Anguiano y col., 2007).

El Cr3* estd presente en el aire, el agua, la tierra y en numerosos alimentos. Es un
elemento traza (nutrimento que el cuerpo necesita en concentraciones de una parte
por millén y comprende menos del 0.01% del peso corporal) esencial, ya que su
deficiencia en la dieta resulta en anormalidades en las funciones biolégicas en las que
participa y que se pueden prevenir o revertir con la ingesta de dicho elemento
(Nielsen, 1984). Concentraciones mds bajas o muy altas a la 6ptima pueden alterar
estas funciones y comprometer la salud del organismo (Gémez y Magafia, 2004). En
el humano, la ingesta diaria recomendable de Cr3* es de 25 a 35 pg/dia (Food and

Nutrition Board, 2002).

La cantidad de Cr3* presente en los alimentos es variable (Tabla 1) y depende en gran
medida, de las concentraciones de cromo en el entorno o durante el proceso de

fabricaciéon o ambos (Gémez y Magafia, 2003; Havel, 2004).
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Cuadro 1. Contenido de Cr3* en algunos alimentos (Tomado y modificado de Gémez
y Magania, 2003; Havel, 2004).

Alimento Porcion Cromo por porcion (ug)
Harina 1/3 taza 03-04
Huevo 1 <05
Leche 1 taza <05
Naranja 1 mediana 0.5

Pollo 100g 0.5
Arroz Y2 taza 0.6
Pescado 100 g 0.6-09
Vino tinto 100 ml 0.6-85
Jitomate 1 mediano 0.9
Pan Integral 1 rebanada 0.8-1.0
Pavo 100 g 09-17
Broécoli 100 g 09-16
Platano 1 mediano 1.0
Manzana (no pelada) 1 mediana 14-75
Harina integral 100 g 1.7
Hojuelas de maiz 1 taza 2.6
Té o café 1 taza 8.0

El mecanismo de absorcién del Cr3* no se conoce con precision, se cree que es por
difusién pasiva o por una proteina transportadora. Se absorbe en el intestino delgado

especialmente en el yeyuno, donde la presencia de ciertos agentes quelantes previene
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su hidrélisis y precipitacion. Dicho efecto podria ocurrir facilmente en el medio
intestinal por tener un pH practicamente neutro. La absorcion y metabolismo del
Cr3* también son afectados por otros metales, principalmente el zinc y el hierro

(Borel y col., 1984).

Los 6rganos que almacenan grandes cantidades de Cr3* son higado, rifién, masculo,
bazo, pancreas y hueso. Se excreta principalmente por la orina y en menor cantidad
por el cabello, sudor y heces (Mertz, 1988; Dowling, 1990; Seaborn, 1990).

La importancia biolégica del cromo se descubri6 a finales de los afios 50, cuando se
observo en ratas de laboratorio con intolerancia a la glucosa, que la levadura (rica en
cromo) suprimia la incapacidad de mantener las concentraciones normales de aztcar

en la sangre (Schwarz y Mertz, 1959).

El Cr3* esta vinculado con la expresion o actividad del receptor a insulina (Striffer y
col., 1993). Se ha propuesto que el transporte de iones Cr3* se lleva a cabo mediante la
proteina transferrina, como respuesta a incrementos en las concentraciones de

insulina plasmatica (Vincent, 2000).

Yamamoto y colaboradores en 1988 separaron y caracterizaron una proteina de bajo
peso molecular llamada cromodulina, compuesta por cuatro aminoacidos (Gly-Cls-
Glu-Asp). Vincent (2000) describe que la cromodulina se encuentra almacenada en el
citosol de las células dependientes de insulina en forma de apocromodulina (forma
inactiva de la cromodulina) y se activa al unirse a cuatro iones de Cr3*. La accién
primaria del cromo como complejo cromo-cromodulina es la amplificaciéon de la
sefial de la insulina, lo que modifica la captura de la glucosa y el metabolismo de los

lipidos (Anderson, 1997; Davis y col., 1997) (Figura 6).
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Figura 6. Posible mecanismo de acciéon del cromo proveniente de la dieta en las
células, en la regulaciéon de las concentraciones de insulina y glucosa sanguineas

(Tomado y modificado de Rosas, 2009).

1) Inicia con un aumento en la concentracion de glucosa en la sangre, sefial que llega

a las células beta del pancreas. Estas 2) responden secretando insulina al torrente

sanguineo, que posteriormente 3) se une a su receptor de membrana, 4) permitiendo

la entrada a la célula del cromo existente en la sangre, mediante la proteina

transferrina (como respuesta al incremento de la insulina plasmatica) (Yamamoto y

col.,, 1984; McLaren y Meguid, 1993; Vincent, 2000) ingresandolo por endocitosis,

posteriormente es liberado para unirse a la apocromodulina (forma inactiva de la
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cromodulina porque no tiene iones de cromo) y 5) se convierte en cromodulina
(enlaza a cuatro iones de cromo), la cual 6) se une al receptor de insulina, e induce un
cambio conformacional mediante un sistema de auto amplificacién de la senal de la
insulina por la activaciéon de la region tirosina cinasa en la subunidad beta del
receptor de insulina (en ausencia de la insulina la actividad tirosina cinasa
permanece desconectada) (Roth y col., 1994; Anderson, 1997; Davis y Vincent, 1997;
Vincent 2000; Cefalu y Hu, 2004; Wang y col.,, 2006). El receptor activado se
autofosforila a otras proteinas, donde la mas importante es la llamada sustrato del
receptor de la insulina 1(IRS-1). La IRS-1 activa a dos vias intracelulares: a) la cascada
de las cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas) que intervienen en la
regulacion de la expresion genética de diversas proteinas, y b) la via de la fosfatidil-
inositol 3 cinasa (PI3 cinasa), la cual estd involucrada en diversos efectos metabolicos,
principalmente en la exocitosis de los GLUT. Esto 7) desencadena en consecuencia,
una cascada de eventos moleculares, incluyendo, (Shepherd y Kahn, 1998; Vincent
2000, Clodfelder y col, 2001; Castrejon y col, 2007) la activaciéon de la cascada de
cinasas que producen 8) las translocacion del GLUT intracelular de las vesiculas
hacia la membrana (ya que el 90% de las moléculas de GLUT se encuentran
localizadas dentro de vesiculas de depodsito en ausencia de insulina y otros
estimulos), incrementando momentaneamente el nimero de GLUT en la membrana
de la célula. La glucosa 9) se une al transportador en la cara interna de la membrana,
es entonces cuando 10) provocando un cambio en la conformacién del transportador,
quedando la glucosa y su sitio de unién localizados en la cara interna de la
membrana, es entonces cuando 11) el transportador libera glucosa (repitiendo el
ciclo) y en consecuencia, aumentando la velocidad del transporte de glucosa hacia el
interior celular (de 10 a 20 veces), al haberse potencializado la accién de la insulina
(Steele y col., 1977; Carruthers, 1990; Mastick y col., 2003; Cefalu y Hu, 2004; Gémez y

Magaria, 2004; Wang y col., 2005). Al disminuir la concentracion de glucosa en la
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sangre, las células beta pancreaticas dejan de secretar insulina y 14) la concentracién
de insulina sanguinea disminuye, es entonces cuando 15) la cromodulina se libera del
receptor y se revierten sus efectos (Vincent, 2000). Siendo éste, posiblemente un
mecanismo importante en la homeostasis de la glucosa en personas sanas (Mastick y

col., 1994; Figueroa, 2003).

Aunque es poco probable consumir cantidades perjudiciales de cromo en la
alimentaciéon, la fabricacion de suplementos alimenticios con concentraciones

variables de Cr3* facilita la disponibilidad de este metal (Levina y Lay, 2008).

El Cr3* en forma de quelato (Cr organico) es mads facilmente asimilado por el
organismo (Chang y col.,, 1994, Hemken, 1997, Moreno, 2007), un quelato puede
definirse como un complejo formado entre un agente quelante y un ién metélico
(Langwinsky y Patino, 2002). Entre las formas de Cr orgénico mas utilizadas estan el
cromo-levadura (Cr-Lev), el cromo metionina (Cr-Met) y el picolinato de cromo

(PicCr) (Moreno, 1996).

7. Picolinato de Cromo

Debido a la influencia del cromo en el metabolismo del aztcar y de las grasas, se ha
explorado su potencial para promover la pérdida de peso y mejorar la composicién

corporal (menos grasa y mas musculo) (Ryan, 2003; Havel, 2004).

El Cr3* esta presente en numerosos suplementos alimenticios y multivitaminicos,
generalmente se encuentra disponible en forma de sales como el PicCr y el cloruro de

cromo (Cl3Cr), entre otros. El CI3Cr se absorbe en menor cantidad que el PicCr, por lo
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que este ultimo permite una mayor biodisponibilidad del metal (Ryan, 2003; Havel,

2004).

El PicCr [Cr (C6H4NO2)3], es un compuesto que tiene un peso molecular de 418.30 y
consta de tres complejos de acido picolinico (AcPic) y un centro de Cr3*. El &cido
picolinico es un derivado natural del aminodcido triptéfano que facilita la absorciéon
intestinal del Cr3*, se produce de forma natural en la leche materna y se encuentra en
muchos alimentos comunes (Henderson y Swan, 1971; Rebello y col., 1982; Solorzano

del Rio, 1998; Melvin, 2002; Cefalu y Hu, 2004) (Figura 7).

Teéricamente, los suplementos de Cr3* benefician a los deportistas de alto
rendimiento, ya que mejoran la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de los
hidratos de carbono durante el ejercicio. El Cr3* puede aumentar el efecto
anabolizante de la insulina, lo que resulta en incremento de la masa magra y
disminucién de la masa grasa y el peso corporal. Dado el potencial de aplicaciéon
comercial de esta teérica posibilidad para los deportistas y la poblaciéon en general, la
mayoria de las investigaciones realizadas hasta la fecha se han centrado en el efecto
de los suplementos de Cr3* sobre la composiciéon del organismo, utilizando en la

mayoria de los estudios PicCr (Melvin, 2002).
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Figura 7. Estructura quimica del picolinato de cromo [Cr (C6H4NO2)3] (Tomado de
Sung-II Kim, 2003).

Stearns y colaboradores (1995a, b) mencionan que en cultivos de células de ovario de
hédmster chino (CHO), la administracion de PicCr, tiene un efecto clastégeno

(rompimiento de los cromosomas) sobre el acido desoxirribonucleico (ADN).

Hepburn y colaboradoes en el 2003, estudiaron el potencial genotéxico del PicCr
utilizando como modelo biolégico a la Drosophila melanogaster y observaron que la
adicion de PicCr en el alimento en dosis aproximadamente equivalente a la
recomendada para humanos, provoca retraso en el estadio de pupa y eclosién, e

incrementa tanto la tasa de mutaciones letales como la de hembras estériles.

Un estudio realizado en varones adultos jovenes sanos sometidos a la ingesta diaria

de 200 pg de PicCr (durante 21 dias), mostré6 que el PicCr no modificé las
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concentraciones de insulina y glucosa sanguineas. En contraste se apreciaron efectos
negativos en algunos pardmetros seminales como disminucién de la movilidad y
vitalidad espermatica y alteraciones en la morfologia del espermatozoide.
Pardmetros que tienen un papel relevante en el diagnéstico del factor masculino, ya
que se consideran decisivos en el éxito de los tratamientos de reproduccion asistida,

embarazo, gestacion y umbrales de fertilidad (Cuapio, 2009).

También se han estudiado los efectos del PicCr durante la prefiez utilizando ratones
a los cuales se les suplemento6 la dieta con 200 mg de PicCr/Kg de alimento del dia 6
a 17 de gestacion. El andlisis de la descendencia mostré que la ingesta materna de
PicCr provoca alteraciones morfolégicas en el desarrollo de los fetos tales como

bifurcacién en la segunda costilla (Bailey y col., 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cromo trivalente es un micronutriente esencial en los seres vivos. En los humanos,
este micronutriente se encuentra disponible en suplementos alimenticios como el
picolinato de cromo, del cual ha habido un aumento indiscriminado en su consumo
principalmente por adultos jovenes en edad reproductiva, debido a su propiedad
para quemar grasas y marcar musculos. Sin embargo se ha mostrado que la
administraciéon prolongada o excesiva de este suplemento provoca la acumulacion
del metal en el organismo, alcanzando concentraciones que pueden lesionar a los
cromosomas. También se ha descrito en varones adultos jovenes, que la ingesta
semicronica de PicCr altera los parametros seminales y en ratones hembra prefiados
se ha observado que su consumo durante la gestacion provoca defectos esqueléticos

en la descendencia.

A la fecha no se conoce cudl es su efecto sobre la funcién reproductiva de la hembra,
por lo que en el presente trabajo se utilizé6 como modelo al ratén hembra adulto para
evaluar los efectos del PicCr sobre la capacidad ovulatoria y la fertilidad, asi como las
posibles repercusiones en el desarrollo prenatal de las crias nacidas de madres que

fueron consumidoras de PicCr.
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HIPOTESIS

Si el consumo de picolinato de cromo es capaz de dafiar parametros que
comprometen la salud reproductiva, entonces en la hembra del ratén la ingesta de
este suplemento alterard la capacidad de respuesta ovulatoria, la fertilidad y el

desarrollo prenatal de su descendencia.

OBJETIVOS

e Evaluar la respuesta ovulatoria del ratén adulto a la administraciéon de

gonadotropinas (prueba de ovulacion inducida).
e Estudiar los efectos de la ingesta diaria de diferentes concentraciones de PicCr
sobre la respuesta ovulatoria de ratones hembra estimulados con

gonadotropinas.

e Analizar el indice de fertilidad de las hembras sometidas a la ingesta diaria de

PicCr.

e Analizar las caracteristicas morfolégicas y esqueléticas de las crias nacidas de

madres que fueron pretratadas con PicCr.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra virgenes adultas de tres meses de edad de la cepa CD1
mantenidas en condiciones convencionales de bioterio, con fotoperiodo de 14 h de
luz y 10 h de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h), 40% de humedad, 21+2

°C de temperatura y libre acceso al agua y al alimento.

Administracion oral del picolinato de cromo

Se utilizé el PicCr disponible comercialmente para consumo humano (General
Nutrition Center, México [GNC]) en presentacion de tabletas (550 mg) con 200 pg de
PicCr cada una. Las tabletas se pulverizaron en un mortero para preparar las
diferentes concentraciones utilizando como vehiculo el aceite de maiz. Las
concentraciones de PicCr se determinaron a partir de la dosis de 200 pg/dia, que es
la recomendada para consumo humano (peso corporal aproximado de 60 Kg)
(National Research Council, 1989), lo que corresponde a 0.12 pg/dia para un ratén
adulto (peso corporal aproximado de 35 g). En el cuadro 2 se muestran las dosis

administradas en un volumen de 50 pl de aceite de maiz por animal.

Cuadro 2. Concentraciones de PicCr empleadas durante el tratamiento.

deTn dosis ecomendada | TiCCrug/50naton/di
Dosis recomendada 0.12
3 0.36
5 0.60
10 1.20
15 1.80
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El tratamiento se aplicé por via oral con la ayuda de un combitubo (eppendorf) de
2.5 ml acoplado a un repipeteador (eppendorf). La administracion del compuesto se
realiz6 diariamente entre las 10:00 y 11:00 h durante 40 dias como minimo, que

corresponde en promedio a dos ciclos ovaricos en el raton.

Procedimiento de autopsia

Todos los animales se sacrificaron por decapitacién en diferentes tiempos, segtin se
indica en el disefio experimental. A la autopsia se disecaron los ovarios y el atero y se
pesaron en balanza de precisiéon. En los oviductos se buscé la presencia de ovocitos,

en cuyo caso se contaron con la ayuda de un microscopio estereoscépico.

DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1. Respuesta ovulatoria del ratén adulto a 1a administracién de eCG y

hCG (prueba de ovulacién inducida).

Con el fin de sincronizar la ovulacion, las hembras se sometieron a una prueba de
ovulacién inducida por la administracién secuencial de la gonadotropina coriénica
equina (eCG) (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA) y la gonadotropina coriénica
humana (hCG) (Sigma).

Se utilizaron 20 hembras adultas en diestro vaginal que se dividieron en cuatro
grupos experimentales. Entre las 9:00 y 10:00 h a cada grupo se le inyect6 por via
subcutanea una de las siguientes concentraciones de eCG 1.5, 2, 3 y 5 u.i.,, 54 h mas
tarde se inyectaron con 3 u.i. de hCG y se sacrificaron 20 h después. Se cont6 con

grupo de animales de la misma edad que se sacrificaron cuando presentaron estro
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vaginal precedido de proestro (intactos). Los animales se autopsiaron siguiendo el

procedimiento descrito previamente.

Experimento 2. Efectos de la ingesta diaria de diferentes concentraciones de PicCr

sobre la respuesta ovulatoria inducida por gonadotropinas.

Se utilizaron hembras adultas que se dividieron en seis grupos experimentales. A
cada grupo se le administré por via oral una de las siguientes dosis de PicCr 0.12,
0.36, 0.60, 1.20 y 1.80 pg. Como grupo de comparacién se utilizaron animales de la
misma edad que s6lo recibieron aceite de maiz (vehiculo [Vh]). La ingesta de PicCr o
Vh se continué por un promedio de 40 dias. Todos los animales se pesaron cada

tercer dia hasta el momento del sacrificio.

Cuatro dias antes de finalizar el tratamiento se inicié la toma de frotis vaginales y
cuando se presenté la citologia caracteristica de diestro, se inici6 la prueba de
ovulacién inducida administrando 1.5 w.i. de eCG y 54 h después 3 u.i. de hCG,
concentraciones determinadas en funcién de la cuota ovulatoria que caracteriza a la
especie (Reyes, 2010) (experimento anterior). Se conté con un grupo de animales de
cuatro meses de edad que tnicamente se sometieron a la prueba de ovulaciéon
inducida (testigos). Todos los animales se sacrificaron 20 h después de Ila

administraciéon de hCG y se autopsiaron siguiendo el procedimiento antes descrito.

Experimento 3. Estudio de los efectos de la ingesta diaria de PicCr sobre la

fertilidad de las hembras adultas.

Se utilizaron hembras adultas sometidas a la ingesta diaria de PicCr (0.12, 0.60 y 1.20

ng) o Vh durante 90 dias, momento en el cual se les realiz6 una prueba de fertilidad,
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que consistié en colocar dos hembras con un macho de fertilidad comprobada. A las
hembras se les revis6 diariamente la vagina (promedio de 7 dias) en busca del tapon

espermatico (TE), cuya presencia se consideré como dia uno de prefiez.

Al dia 18 de prefiez, las hembras se sacrificaron por dislocacién cervical. A la
autopsia se expuso el utero y se abri6 para contar el nimero de implantes,
reabsorciones y fetos vivos y muertos. Se cont6 con un grupo de hembras que sélo se

sometieron a la prueba de fertilidad (testigo).

Experimento 4. Analizar las caracteristicas morfolégicas y esqueléticas de las crias

nacidas de madres que fueron consumidoras de PicCr.

Los fetos obtenidos de hembras sometidas a la ingesta diaria de PicCr (0.12, 0.60 y
1.20 pg) o Vh durante 90 dias y testigo (experimento anterior), se removieron del
utero, se pesaron individualmente en balanza digital y se examinaron bajo el

microscopio estereoscopico para identificar la presencia de alteraciones morfolégicas.

La mitad de los fetos de cada camada se fijaron en etanol al 70% (Sigma) por 24 h.
Posteriormente se desviceraron, se aclararon en una solucion de KOH al 1% (Sigma)
(aproximadamente tres cambios) y se tifieron colocandolos por 48 h en una solucién
de rojo de alizarina al 1% disuelto en KOH al 1%. Transcurrido este tiempo los fetos
se lavaron con una solucién 1:4 de glicerina pura (Sigma) mas KOH al 1% hasta
eliminar el exceso de colorante (Mengola y col., 2001). Los fetos ya transparentados
se revisaron bajo el microscopio estereoscopico para identificar y registrar la
presencia de anormalidades esqueléticas tales como falta de osificacién (cuando los

huesos presentan una apariencia porosa) en cabeza, extremidades superiores e
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inferiores, cola y esternebras; estas altimas se clasificaron en asimétricas, bifurcadas,

divididas, fusionadas, hemiesternebras, hiperplésicas y rudimentarias.

Andlisis estadistico

El peso corporal y de los 6rganos y el niumero de ovocitos liberados se expresaron

como la media + e.e.m.

El ntimero de ovocitos liberados se analiz6 con la prueba de U de Mann Whitney. La

tasa de animales ovulantes (TAO) se calcul6 de la siguiente manera:

Numero de animales que ovulan

TAO = x 100

Numero total de animales

Y se compar6 utilizando la prueba de probabilidad exacta de Fisher para
proporciones. El peso corporal y de los érganos se analizé por la prueba de “t “de
Student. Se consideraron como significativas aquellas diferencias cuya probabilidad

fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

1. Respuesta ovulatoria del raton adulto a la administracion de eCG y hCG

(prueba de ovulacién inducida).

Los resultados muestran que en los ratones adultos de 3 meses de edad tratados con
eCG (independientemente de la concentracion), seguida de 3 u.i. de hCG, la
ovulacién se presentd en el 100% de los animales 72 h después de la administraciéon
de eCG. No obstante que la tasa de animales ovulantes entre el grupo intacto y los
tratados con gonadotropinas fue igual, el ntimero de ovocitos liberados fue
significativamente madas alto en la mayoria de los grupos estimulados con
gonadotropinas. El andlisis de correlacién de Pearson mostr6 la existencia de una
relacion directamente proporcional (r=0.90, p=0.03) entre la concentraciéon de eCG y
la cuota ovulatoria (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del namero de ovocitos
liberados y peso de ovarios y tutero de ratones adultos inyectados con diferentes
concentraciones de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados 20 horas
mas tarde y sin tratamiento (intactos).

Parametros Intactos 1.5u.i 2u.i. 3u.i. 5u.i.
Nul.nero de 5 5 5 5 5
animales
TAO 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
Nuamero de
! 112+ 04 152+ 0.9 * 144+20 | 285+65% | 30.0+26%*
ovocitos
Peso ‘:e 0;"“"’5 304+23 262+05 | 41.1+40%* | 340439 | 477+68%
mg
Peso (de ;‘tem 1852+17.4 | 1782+202 | 1605+17.9 | 173776 | 183.4+20.9
mg

* p<0.05 vs Intactos (prueba de U de Mann-Whitney).
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El peso de los ovarios de los animales tratados con 2 y 5 u.i. de eCG+ hCG mostré un
incremento significativo aunque no directamente proporcional a la concentracion de
eCG administrada. El peso del ttero no se modific6 de manera significativa

independiente de la concentracion de eCG.

2. Efectos de la ingesta diaria de diferentes concentraciones de PicCr sobre la

respuesta ovulatoria inducida por gonadotropinas.

En la figura 8 se muestra que el peso corporal de los animales sometidos a la ingesta
diaria de PicCr durante 40 dias no se modificé respecto al peso inicial en ninguno de

los grupos experimentales.

& 40

35

30

25

20 M Pesoinicial

M Pesofinal
15

10

T Vh 012 0.36 0.60 1.20 1.80

PicCr (ug)

Figura 8. Peso corporal (media + e.e.m.) de los ratones hembra adultos antes (peso
inicial) y después (peso final) de ser sometidos a la ingesta diaria de PicCr (0.12, 0.36,
0.60, 1.20, 1.80 ng) o vehiculo (Vh) por 40 dias y sin tratamiento (testigo [T]),
inyectados con 1.5 w.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados 20
horas mas tarde.
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En cuanto a la respuesta ovulatoria tanto los animales testigo como los tratados con
Vh ovularon en respuesta al estimulo de 1.5 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG vy liberaron
un nimero de ovocitos similar. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el peso de los ovarios y del utero entre los dos grupos

experimentales (Tabla 2).

Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del ntimero de ovocitos
liberados y del peso de los ovarios y el tutero de ratones testigo y tratados con
vehiculo (Vh), inyectados con 1.5 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y
sacrificados 20 horas mas tarde.

Parametros Testigo Vh
Numero de animales 10 10
TAO 100% 100 %
Numero de ovocitos 11.8+1.0 9.8+1.3
Peso de ovarios (mg) 22.7+1.5 20.2+1.8
Peso de tdtero (mg) 148979 160.7 +15.1

Sélo en los grupos tratados con 0.60 y 1.20 nug de PicCr diariamente, la tasa de
animales ovulantes fue significativamente menor en comparaciéon con el grupo Vh.
No se observaron diferencias significativas en el nimero de ovocitos liberados con

los tratamientos con PicCr respecto al grupo Vh (Figura 9).
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Tasa de animales ovulantes

0o 100 -

80 -

Vh 0.12 0.36 0.60 1.20 1.80

PicCr (ug)

N° de ovocitos liberados

No 14 A

10 -

Vh 0.12 0.36 0.60 1.20 1.80

PicCr (ug)
* p<0.05 vs Vh (prueba exacta de Fisher).

Figura 9. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del ntiimero de ovocitos
liberados de ratones tratados con vehiculo (Vh) o con diferentes concentraciones de
PicCr durante 40 dias e inyectados con 1.5 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de
hCG y sacrificados 20 horas mas tarde.
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El peso de los ovarios y el dtero de los animales con PicCr vy tratados con
gonadotropinas no presentaron diferencias significativas en comparacién con el

grupo con Vh (Tabla 3).

Tabla 3. Media * eee.m. del peso de los ovarios y del ttero de ratones adultos
tratados con vehiculo (Vh) o con diferentes concentraciones de PicCr, durante 40 dias
e inyectados con 1.5 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados 20
horas mas tarde.

Numero de HEED d‘e Loz Peso de tatero
Grupos o ovarios
animales (mg)
(mg)

Vehiculo 10 20.2+1.8 160.7 £ 15.1

0.12 10 20.3+0.9 185.2+18.6

0.36 10 169+ 2.0 175.0+ 25.9

PicCr (ug) 0.60 10 17.4+2.0 135.2+ 9.6
1.20 11 184+ 2.0 144.4 + 8.2

1.80 10 195+ 23 182.4+25.9

3. Estudio de los efectos de la ingesta diaria de PicCr sobre la fertilidad de las

hembras adultas.

La tasa de fertilidad de las hembras tratadas durante 90 dias con Vh fue similar a la
del grupo testigo (10/10 vs 10/10). En las hembras que fueron consumidoras de
PicCr durante 90 dias, la tasa de fertilidad disminuy6 significativamente en los
grupos tratados diariamente con 0.60, 1.20 pg en comparacion con el grupo de
animales con vehiculo. En estos grupos se observé aumento significativo en el
nimero de hembras que presentaron reabsorciones comparado con el grupo Vh
(Figura 10). El analisis de Pearson mostré que no se correlaciona la tasa de fertilidad
(r=-0.81, p=0.19) ni el nimero de hembras con reabsorciones (r=0.83, p=0.37), con el

incremento en la dosis de PicCr.
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Tasa de fertilidad

% 100 -
80

60 1 * *
40 -
20 A
0 _

Vh 0.12 0.60 1.20

PicCr (ug)

Frecuencia de hembras con reabsorciones

% 70 -
* *
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
0 m
Vh 0.12 0.60 1.20
PicCr (ug)

* p<0.05 vs Vh (Prueba exacta de Fisher).

Figura 10. Tasa de fertilidad de hembras que fueron consumidoras de PicCr antes de
la gestacion y frecuencia de madres con reabsorciones.
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En los grupos tratados con PicCr, el promedio de implantes por hembra no se

modificé en comparacion con el grupo Vh (Tabla 4).

Cabe sefialar que en las hembras que fueron consumidoras de PicCr durante 90 dias,

el nimero de fetos vivos y muertos no mostré diferencias significativas entre los

grupos tratados diariamente con 0.60 6 1.20 pg de PicCr en comparacion con el grupo

de animales con vehiculo. En todos los grupos los fetos obtenidos a los 18 dias de

gestacion estuvieron vivos.

Tabla 4. Media + e.e.m. del nimero de implantes por hembra de los grupos que
fueron sometidos a la ingesta diaria de PicCr o vehiculo (Vh) durante 90 dias antes

de la prefiez y sacrificadas al dia 18 de gestacion.

Grupos Implantes
Vh 11.1+£0.8
0.12 11.1+0.7
PicCr (ug) 0.60 8.8+1.2
1.20 102 £+ 1.9

4. Caracteristicas morfoldgicas y esqueléticas de las crias nacidas de madres que

fueron consumidoras de PicCr.

El peso fetal promedio no mostré diferencias significativas entre el grupo testigo y el

tratado con Vh (1.3 £ 0.03 vs 1.2 £ 0.04). El peso de los fetos obtenidos de madres que
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consumieron PicCr antes de la gestacion resulté ser significativamente menor,

independientemente de la dosis administrada (Figura 11).

Peso fetal

g 14 -

1.2 1

0.8 1
0.6 -
04 -

0.2 -

Vh 0.60 1.20

PicCr (ug)

* p<0.05 vs Vh (prueba de t de Student).

Figura 11. Media + e.e.m. del peso de los fetos de hembras que fueron consumidoras
de PicCr o vehiculo (Vh) durante 90 dias antes de la prefiez y sacrificadas al dia 18 de
gestacion.

No se observaron alteraciones morfolégicas externas en los fetos,

independientemente del grupo experimental.

En el grupo tratado con Vh, el nimero de fetos que presentaron anormalidades
esqueléticas no mostré diferencias significativas respecto al grupo testigo (11/43 vs

5/49).
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En las hembras que fueron consumidoras de PicCr en las dosis de 0.60 y 1.20 pg, la
frecuencia de fetos con anormalidades esqueléticas aumentoé significativamente en

comparacion con el grupo con Vh (Tabla 5).

No hay una relacién directa entre la concentracion de PicCr y la frecuencia de fetos

con anormalidades esqueléticas (r=0.92, p=0.07, Pearson) (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia de fetos con anormalidades esqueléticas (ntimero de fetos
anormales/ntmero total de fetos) obtenidos de hembras que fueron consumidoras
de PicCr o vehiculo (Vh) durante 90 dias antes de la prefiez y sacrificadas al dia 18 de
gestacion.

) Namero Frecuencia de
Grupos Numerojtotal de fetos fetos con
de fetos anormales anormalidades
Vh 43 11 26%
0.12 33 15 45%
PicCr
0.60 23 21 * 91% *
(g)
1.20 24 24 * 100% *

* p<0.05 vs Vh (Prueba exacta de Fisher).

El ndmero de fetos con anormalidades esqueléticas en cabeza y cola fue
significativamente mayor en el grupo de hembras que fueron tratadas con 1.20 de
PicCr respecto al grupo con Vh. El namero de fetos con anormalidades en
esternebras aumento significativamente en todos los grupos de hembras que fueron

consumidoras de PicCr (Figura 12).
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El andlisis de correlacion de Pearson mostré la existencia de una relaciéon
directamente proporcional entre la concentracion de PicCr y la frecuencia de fetos

con anormalidades esqueléticas en cabeza (r= 0.99, p= 0.01).

% 100 -

80 -

. N
. i

50
40

20 A

Vh 0.12

0.60 1.20

[ cabeza B extremidades B cola M esternebras

* p<0.05 vs Vh (Prueba exacta de Fisher).

Figura 12. Ntmero de fetos con anormalidades esqueléticas en cabeza, extremidades,
cola y esternebras obtenidos de hembras que fueron consumidoras de PicCr o
vehiculo (Vh) durante 90 dias antes de la prefiez y sacrificadas al dia 18 de gestacion.
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En la tabla 6 se muestran las esternebras anormales segtn su clasificacion, presentes
en los fetos obtenidos de hembras que fueron consumidoras de PicCr o Vh, donde se
observa que con la dosis de 0.12 pg de PicCr hay un incremento significativo en el
namero de esternebras divididas y una disminucién en el ntimero de esternebras

rudimentarias en comparacion con el Vh.

En los fetos obtenidos de madres tratadas o no con PicCr no se encontraron

esternebras bifurcadas, fusionadas o hiperplasicas.

Tabla 6. Numero de esternebras asimétricas, hemiesternebras, divididas y
rudimentarias observadas en los fetos de hembras que fueron consumidoras de PicCr
o vehiculo (Vh) durante 90 dias antes de la prefiez y sacrificadas al dia 18 de
gestacion.

Grup o Totales | Asimetria | Hemiesternebra | Dividida | Rudimentaria
(%) (%) (%) (%) (%)
Vh 4 0(0) 1(25) 1(25) 3 (75)
0.12 15 3 (20) 3 (20) 12 (80)* 3 (20)%
PicCr 0.60
(ug) . 16 0 (0) 2 (13) 3(19) 14 (88)
1.20 24 0(0) 1 (4) 15 (63) 19 (79)

* p<0.05 vs Vh (prueba de Ji ?).

En las figuras 13 y 14 se muestran las diferentes anormalidades esqueléticas
presentes en los fetos obtenidos de hembras que fueron consumidoras de PicCr y los

fetos normales.
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Fetos de hembras con
PicCr

Fetos de hembras sin
PicCr

Figura 13. Fetos obtenidos de hembras que fueron consumidoras de PicCr durante 90
dias antes de la prefiez. Normal (a); falta de osificacion en cabeza (b) y extremidades

(©)
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Fetos de hembras con
PicCr

Fetos de hembras sin
PicCr

Figura 14. Fetos obtenidos de hembras que fueron consumidoras de PicCr durante 90
dias antes de la prefiez. Normal (a); falta de osificacion en esternebras:
hemiesternebras y rudimentarias (b), asimétricas (c) y divididas (d).
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el PicCr administrado de forma
prolongada a ratones hembra en edad adulta, disminuye la fertilidad y la tasa
ovulatoria en respuesta a la estimulacién gonadotrépica. Los fetos de hembras que
fueron cosumidoras de PicCr presentan bajo peso corporal e incremento en la

frecuencia de anormalidades esqueléticas.

La eCG es una gonadotropina muy utilizada en protocolos de superovulacion debido
a su accion estimulante, tanto para incrementar la eficiencia reproductiva con interés
productivo (Brogliati y col., 1997; Maclellan y col., 1998; Murphy y col., 1998;
Riesenberg y col., 2001), como para la realizaciéon de trabajos de investigacion en los
que se utilizan animales de laboratorio (Walton y col., 1983; Mckiernan y Bavister,
1998; Ertzeid y Storeng, 2001; Susuki y col., 2003). Los resultados obtenidos en este
estudio muestran que en el ratén adulto la administracién secuencial de eCG y hCG
tuvo un efecto estimulante sobre la respuesta ovulatoria, independientemente de la

concentraciéon de eCG empleada.

Una respuesta 6ptima en términos de tasa ovulatoria esta estrechamente relacionada
con la dosis utilizada de eCG. Sin embargo, un elevado ntimero de ovocitos no
siempre se correlaciona con la calidad de los mismos (Miller y Armstrong, 1981;
Walton y col., 1983; Ertzeid y Storeng, 1992; Mckiernan, y Bavister, 1998; Murphy y
col.,, 1998; Ertzeid y Storeng, 2001, Van Der y D'hooghe, 2001). La prueba de
ovulaciéon inducida se realiz6é con diferentes concentraciones de eCG con la finalidad
de obtener el 100% de animales ovulantes y cuya cuota ovulatoria fuera similar al
namero de crias promedio por paricion que presenta el raton CD1 adulto bajo

nuestras condiciones de confinamiento (14 * 0.4 crias) (Reyes, 2010). En este estudio
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la concentracion de 1.5 u.i. de eCG fue la que cumpli6 con esta condicidn,

considerandose como superovulacién la respuesta obtenida con 3 6 5 u.i. de eCG.

Las variaciones observadas en el peso de los ovarios de las hembras estimuladas con
diferentes dosis de eCG respecto a las hembras sin estimulacién hormonal, estarian
relacionadas principalmente con los cambios que ocurren en el crecimiento y
diferenciacién de los foliculos durante la fase preovulatoria que se transforman en

cambios morfolégicos cuantitativos después de la ovulacién (Richards, 1980).

Dentro de los efectos de la eCG, se ha descrito que en el ovario de los roedores
previene la entrada de los foliculos a la atresia o los rescata de la misma (Peters y col.,
1975; Garcia, 1997). Desde el punto de vista endécrino es importante resaltar que la
eCG posee actividad FSH y LH, lo que promueve la maduracién gonadal y la
esteroidogénesis (Prieto, 2002). Asi, el tratamiento con dosis altas de eCG provoca el
reclutamiento de un mayor ntimero de foliculos sanos, que llegan a la ovulacién bajo

el estimulo de hCG, efectos que se reflejan en nuestros resultados.

Se ha relacionado a los suplementos de cromo con la pérdida de peso y grasa
corporal, lo que ha llevado al PicCr a ganar popularidad como suplemento dietético,
especialmente entre quienes integran programas de reduccién de peso (Caffaratti y
Brifion, 2005). Sin embargo no existen evidencias que indiquen que los suplementos
de cromo incrementan la masa muscular a un nivel mayor al que se produce con una
dieta saludable y ejercicio fisico (Caffaratti y Brifion, 2005). Stout y col., en 2009
muestran que la adiciéon de PicCr a la dieta diaria de ratas y ratones de ambos sexos
durante dos afios no modifica el peso corporal a lo largo del experimento. Nuestros
resultados coinciden con este estudio, ya que el peso corporal de las hembras antes,

durante y al término del tratamiento prolongado con PicCr fue similar.
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Se ha descrito que concentraciones altas de PicCr provocan dafio cromosémico en las
células CHO al exceder los limites que pueden soportar las células in vivo (Stearns y
col.,, 1995a). Ortega en 2011, describe que el PicCr adicionado al cultivo de células de
la granulosa de mujer, modifica la esteroidogénesis y dafia al ADN, lo que se
traduciria en un desbalance hormonal que comprometeria la ovulacién. Nuestros
resultados muestran que la ingesta prolongada de concentraciones medias y altas de
PicCr modifica la capacidad ovulatoria de ratones que fueron estimulados con

gonadotropinas, ya que inhibe la ovulacion en el 50% de los animales.

Estudios in vitro indican que la comunicacion entre las células de la granulosa y el
ovocito es un fenémeno esencial para el crecimiento temprano del foliculo, para
corroborar lo anterior Tsafriri, (1997) separé el ovocito inmaduro de las células de la
granulosa, lo que detuvo el crecimiento. McGee y col. (1997) observaron en roedores
que los foliculos preantrales cultivados en ausencia de suero folicular sufren
apoptosis a pesar de estar expuestos a las gonadotropinas, a sus analogos o al AMPc
(McGee y Hsueh, 2000). Con estos antecedentes y nuestros resultados se puede
sugerir que aunque la cuota ovulatoria de los animales tratados con PicCr que

lograron ovular no fuera afectada, los ovocitos pueden no ser viables.

A la fecha no existen estudios sobre los efectos que el PicCr pueda tener en la
fertilidad de la hembra; tampoco sobre el posible potencial dafiino al embrién y/o
feto cuando la hembra consumidora de PicCr deja de consumirlo al iniciar la
gestacion. Este es el primer estudio realizado en la hembra de mamiferos en edad
reproductiva que muestra que la ingesta de dosis medias de PicCr durante largos
periodos de tiempo disminuye la tasa de fertilidad y aunque esta condicién se
interrumpa antes de la gestacién induce alteraciones en el desarrollo prenatal de la

progenie.
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En los protocolos de investigacién en toxicologia reproductiva establecidos para
detectar alteraciones en la fertilidad, los organismos se deben exponer al agente
toxico durante todo el ciclo reproductivo, en el caso de los machos se tratan por lo
menos un ciclo espermatogénico y en la hembra en el dltimo estado de maduracion
del ovocito, antes que los animales de generacion progenitora (FO) sean apareados,
aunque en algunos casos la exposicion de las hembras se puede continuar después

del apareamiento y hasta el final de la lactancia (ECETOC, 1983).

Los indices de implantacién y reabsorcién son medidas indirectas de la viabilidad
del cigoto, del proceso de implantaciéon y del desarrollo embrionario. El primer
indice aporta informacién sobre los ovocitos que, una vez fecundados lograron
anclarse a las paredes del atero; en tanto que el segundo informa sobre el desarrollo
del embrion a partir de su implantacion (De Oliveira, 1989). En este estudio la tasa de
fertilidad disminuye al incrementar la dosis de PicCr, lo que parece estar relacionado
con el aumento en la frecuencia de hembras que presentaron reabsorciones. Estos
resultados apoyan la interpretaciéon de que no todos los ovocitos ovulados por los

animales tratados con PicCr son viables.

El bajo peso al nacimiento es en general un indice de la condiciéon del recién nacido
(Kalman, 1989). Este pardmetro en algunos casos también refleja la condicion
materna, ya que existe la posibilidad de que se deba a la toxicidad o desnutriciéon
materna mas que a la accion del agente directamente sobre el feto (Torchinsky y col.,
2011). Lo anterior, aunado al hecho que el PicCr tiende a acumularse en varios
organos (rifiones, musculo, higado, bazo, corazén, pancreas y hueso) (Mertz, 1988;
Cefalu y Hu, 2004), nos permite sugerir que el bajo peso de los fetos obtenidos de
madres que fueron consumidoras de PicCr es el resultado de la accién del PicCr

sobre el desarrollo in utero.
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El esqueleto fetal es un fino indicador de dafio durante el desarrollo prenatal
(Kalman, 1989), atin sin que se manifiesten alteraciones morfolégicas externas, como

ocurrid en este estudio.

En un estudio realizado por Bailey y col. (2006), utilizando al ratén hembra gestante,
muestra que el tratamiento oral con 200 mg/kg PicCr del dia 6 al 17 de prefiez
resulta en defectos en el desarrollo de la descendencia (anomalias vertebrales) en una
frecuencia significativamente mayor a la observada en los fetos de hembras tratadas
con CICr o AcPic. En contraste con este estudio, nuestros resultados muestran que
los efectos del PicCr no sélo se manifiestan al exponer a la descendencia durante el
desarrollo prenatal, sino también representa un riesgo para los fetos de madres que
consumieron PicCr antes de la gestacion, ya que la disminucién en los centros de
osificacién de cabeza, cola, extremidades y esternebras indica la permanencia de la

accion adversa del PicCr sobre el proceso de osificacion.

Muchas de las anormalidades en esternebras se pueden atribuir a un retraso en la
velocidad normal de osificacion o a alteraciones en el desarrollo. Una marcada
disminucién en el peso fetal frecuentemente es reflejo del retraso en la osificacién
(Kappen y col., 2007). El aumento en el porcentaje de esternebras anormales aunado

al bajo peso corporal, muestran que el PicCr retrasa el crecimiento intrauterino

Algunos teratégenos administrados a dosis que no inducen anormalidades
estructurales al nacimiento o retraso en el crecimiento fetal, pueden dafar la
osteogénesis comprometiendo la estructura 6sea de la descendencia en la etapa
adulta (Torchinsky y col., 2011). En el ratén, las anormalidades esqueléticas a

menudo no interfieren con la viabilidad y la capacidad reproductiva (Kappen y col.,

2007).
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No existe un mecanismo que explique completamente como se originan las
anormalidades fetales originadas por agentes toxicos. En algunos casos se sabe que el
compuesto interactda con la madre o directamente con el producto en desarrollo,
pero la ruta o las vias por las cuales se da el efecto final que se observa como una

malformacion determinada no siempre es posible determinarlas (Scialli, 1992).

Los metales tienen diferentes mecanismos de accidn, recientemente se han estudiado
los relacionados con las alteraciones endécrinas y el estrés oxidante. Los efectos
producidos por los metales dependen de varios factores, tales como el tiempo y
duracion de la exposicién, la distribuciéon y la acumulacién en varios érganos, y en la

capacidad de interferir con los procesos de desarrollo de los érganos (Apostoli y col.,

2007).

Bailey y col. (2006), sugieren que la combinacién quimica del 4cido picolinico y el
cromo es la responsable de las anomalias vertebrales observadas en fetos expuestos a
PicCr durante la gestacion. Speetjens y col (1999), mencionan que al parecer la unién
del picolinato con el centro crémico del complejo, permite que éste pueda ser
reducido por agentes biolégicos reductores como el ascorbato (vitamina C) y trioles.
El complejo resultante puede interactuar con oxigeno catalitico generando especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Vincent, 2000). En humanos se ha mostrado que el PicCr
es citotéxico ya que en linfocitos de sangre periférica al ser expuestos se induce

apoptosis a través de la generaciéon de ERO (Jana y col., 2009).

Las ERO son un conjunto de moléculas muy reactivas producidas en algunos procesos
metabdlicos en los que participa el oxigeno, entre ellas se encuentran los radicales
libres. Su gran reactividad se debe a que poseen electrones desapareados que les

permite reaccionar con otras moléculas organicas en procesos de oxido-reduccion. El
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desbalance en la produccién de ERO y la defensa antioxidante que provoca el estrés
“oxidante” llevan a una variedad de cambios fisiologicos y bioquimicos, los cuales

provocan el deterioro y muerte celular (Gastel y Perez, 2009).

El potencial del PicCr para causar dafio se encuentra en su estabilidad, ya que la

molécula puede entrar intacta en las células y generar el dafio al ADN (Hepburn y

col., 2003b).

Estudios in vitro e in vivo muestran que los efectos del PicCr se deben al compuesto
ensi y no ala accién por separado de sus componentes, ya que ni el Cr (en forma de
cloruro) ni el AcPic han mostrado tener efectos téxicos (Hepburn y col. 2003a; Bailey,

2006; Ortega, 2011).

El PicCr induce una amplia variedad de efectos adversos sobre la reproduccion y el
desarrollo prenatal por lo que se sugerimos que el uso, abuso o consumo prolongado
de PicCr como suplemento alimenticio es prejudicial a la salud reproductiva de la

hembra.
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CONCLUSIONES

e En ratones hembra adultos, la ingesta diaria de PicCr disminuye la respuesta

ovulatoria frente al estimulo gonadotrépico.

e Laingesta de PicCr en forma prolongada disminuye la tasa de fertilidad.

e Las hembras gestantes que fueron consumidoras de PicCr presentan mayor riesgo

de reabsorciones aunado a menor peso fetal.

e El PicCr tiene efectos embriotdxicos y fetotoxicos evidenciados por el retraso en el

proceso de osificacién y el bajo peso corporal.

e En los fetos de hembras que fueron consumidoras de PicCr se incrementa la
frecuencia de anormalidades esqueléticas en cabeza, extremidades, cola y

esternebras.
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