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V. RESUMEN

El Cadmio (Cd) es un metal pesado, cuyo desecho inadecuado al ambiente provoca
gue sus concentraciones en agua, en el aire y en los alimentos hayan incrementado en
los ultimos afios afectando a la salud, generando alteraciones en algunos sistemas por
ejemplo, el circulatorio, el urinario, el 6seo y el nervioso. Por otro lado, los ritmos
biolégicos son la expresion temporal repetitiva en intervalos de tiempo mas o menos
regulares que se produce como una respuesta, a un fenémeno y/o evento del medio y
gue puede sincronizarse a éste. En un estudio en ratas adultas se observd que los
ritmos circadianos de liberacion de neurotransmisores se vieron modificados por la
administracién crénica de Cd, éste genera efectos en sistemas maduros y se ha
cuestionado si en el desarrollo especialmente, donde hay periodos criticos del
desarrollo que son vulnerables a factores ambientales, puede producir efectos nocivos
en la salud, ya sea a nivel anatémico, conductual, fisiol6gico y celular, como es el caso
de la apoptosis en las células ganglionares de la retina (CGR) de raton. Se ha
comprobado que en las CGR, hay un subgrupo encargado de recibir la informacion
fotica para sincronizar los ritmos enddgenos.

Conociendo lo anterior, surge la incégnita si la administracion unica de Cd a ratas
Sprague-Dawley gestantes en el dia embrionario 14 (E14), tiene efectos en la
descendencia en etapas tempranas, juveniles y adultas. Para conocerlo se evaluaron
algunos parametros conductuales y fisiologicos de las estructuras que se desarrollan en
ese dia, como la amigdala y las CGR, tal como respuestas de ansiedad, estrés, miedo,
la percepcion visual y ademas la sincronizacion circadiana.

En este estudio fue posible establecer que la administracion prenatal aguda de
Cd a ratas gestantes, a su descendencia no se le modificd la percepcion visual, no
afectd los estados de ansiedad, sin embargo, si cambio la evaluacion de riesgo,
aumentando en machos y disminuyendo en hembras, ambos del grupo experimental. A
su vez, la respuesta de miedo tal como la inmovilidad o tiempo de congelamiento ante
un factor peligroso o estresante, se vio alterada, debido a que los animales del grupo
experimental, tienen un tiempo de congelamiento (no hay movimiento) menor que los
controles, dandoles una caracteristica de “temeridad”. Por ultimo, la endogeneidad del
ritmo circadiano de ingesta de agua, asi como el mayor consumo de ésta, durante la
escotofase y el componente homeostatico, no se vieron modificados, pero si la
sincronizacion, retardandose de un dia a dos segun la condicion de iluminacion.

Se concluye que la administracién prenatal CdCl, con una dosis de 1.0 mg/kg
peso corporal en el E14, tiene efectos en la progenie en sus estados tempranos,
juveniles y adultos, modificando los marcadores del desarrollo, mayor evaluacién de
riesgo, menor miedo ante condiciones adversas y alteraciones en la sincronizacion por
luz.

Palabras clave: cadmio, periodos criticos del desarrollo, marcadores del desarrollo
ipPRGC, miedo, ritmo de ingesta de agua y sincronizacion.
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1. ANTECEDENTES
1.1 Ritmos biologicos
1.1.1 Caracteristicas de los ritmos

Existen fendbmenos en la naturaleza que se presentan de manera ritmica, con una
periodicidad constante, por ejemplo, la duracion del dia y la noche. La variacion
temporal de estos fendmenos, tiene en los seres vivos efectos a nivel fisiolégico,
metabdlico, conductual, etc., (Cardinalli y Golombek, 1994).

Los seres vivos presentan una organizacion temporal que se puede mostrar a
través de los diversos ritmos bioldgicos, éstos se manifiestan en las células, los tejidos,
los 6rganos o incluso en las poblaciones (Aschoff, 1981). Un ritmo biolégico es la
expresion temporal repetitiva que se produce como una respuesta, ya sea interna o a
un fendmeno o evento del medio. Esta respuesta se repite de manera constante en
intervalos de tiempo mas o menos regulares, y puede 0 no sincronizarse a fenomenos
geofisicos y/o factores ambientales (Aschoff, 1981; Cardinalli y Golombek, 1994).

En todos los ritmos biolégicos su oscilacibn presenta caracteristicas
paramétricas, tales como la amplitud, que se define como la diferencia existente entre el
valor maximo y el minimo o viceversa (Brady, 1979), el periodo es el intervalo de
tiempo en el cual se completa una oscilacion (Marques et al, 1997), ademas todas las
oscilaciones tienen un punto maximo y un punto minimo denominados acrofase y
batifase respectivamente y finalmente al valor medio entre estos dos, se le conoce
como mesor y fase que es cualquier punto de la oscilacion (figura 1).

Los ritmos biologicos se pueden dividir de acuerdo a su naturaleza en geofisico
dependientes y en geofisico independientes. Los ritmos del primer tipo, son los
procesos biolégicos que se sincronizan con los movimientos ciclicos ambientales, por
ejemplo la duracion del dia y la noche, las estaciones, las mareas y la duracion del ciclo
lunar. Los ritmos geofisico independientes son aquellos que no dependen de factores

ambientales para oscilar y que son intrinsecamente homeostaticos (Duran et al, 2013).
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1.1.2 Clasificacion de los ritmos bioldgicos geofisico dependientes

Como se ha descrito previamente, todos los ritmos tienen un periodo con el que oscilan,
éste se puede utilizar para clasificarlos y generalmente se hace en relacion a la
duracion de un dia (24 hrs). Los ritmos circadianos (del latin circa: cercano a, y diem:
dia, es decir cercano a un dia) son aquellos cuyo periodo es de aproximadamente 24
horas. Si la oscilaciébn o periodo no se completa en este lapso de tiempo se les
denomina infradianos y por el contrario, si varias oscilaciones se completan en un dia
se les llama ultradianos. Estos también estan conformados por otros ritmos biol6gicos
gue no dependen de las oscilaciones geofisicas, sin embargo, esos se clasifican de
manera diferente (Aschoff, 1981; Duran et al, 2013).

Acrofase

A"
s
A
R Amplitad
Oscilacion
con ajuste
I de cosinor
Mesor
A
B i1 Fases
L
E Batifase

Periodo

TIEMPO

Figura 1. Pardmetros de una oscilacion ritmica de periodo constante utilizando un algoritmo matemético como el
ajuste de Cosinor (modificado de Duran et al, 2013).

Los ritmos circadianos se asocian al movimiento de rotacion de la Tierra, que
corresponde a un ciclo diario de Luz/Oscuridad (LO) (Marques et al, 1997). En el area
de la investigacién estos ritmos son los mas estudiados de los seres vivos. Muchas
respuestas fisioldgicas oscilan de manera circadiana y es por ello que se pueden
abordar no solo en biologia sino en la biomedicina, abriendo un panorama nuevo en el
cuidado de la salud (Duran et al, 2013).
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Los ritmos circadianos como ritmos biologicos presentan las caracteristicas: 1) ubicuos,
es decir propios de cada especie y 2) heredables que tienen una base genética.
Ademas como ritmos circadianos sus caracteristicas: 1) son enddgenos, es decir, que
éstos en condiciones constantes (ausencia de factores ambientales), siguen oscilando
y/o expresandose, lo cual se conoce como libre corrimiento, 2) compensan la
temperatura, es decir, que la duracion del periodo no se ven afectados por cambios en
la temperatura, debido a que existen mecanismos internos que permiten que se ajusten
y otra caracteristica mas es que 3) se pueden sincronizar perfectamente a los
sincronizadores ambientales (llamados Zeitgebers o dadores de tiempo), como el inicio
del dia o el encendido de las luces (Brady, 1979; Duran et al, 2013).

El principal zeitgeber que afecta a los seres vivos es la luz y los cambios en la
duracion de ésta (fotoperiodo), como es el caso del ciclo Luz/Oscuridad (Dunlap et al,
2004). Las sefales ambientales producen distintas variaciones fisiolégicas en los
diversos animales, debido a que durante el proceso evolutivo, se desarrollé6 un complejo
de mecanismos adaptado a dichos cambios ambientales cuya funcion es proveer a los
organismos un ritmo biolégico, a éste se le conoce como sistema circadiano (Toledo et
al, 2004).

1.2 Sistema circadiano

El sistema circadiano es un conjunto de estructuras y mecanismos necesarios para que
los ritmos circadianos oscilen y se sincronicen a un factor ambiental de manera
adecuada (Toledo et al, 2004). Dicho sistema esta conformado por una via de entrada,
un oscilador central y una via de salida (figura 2).

En el sistema circadiano la via de entrada es aquella que recibe la informacion
del sincronizador, en los mamiferos, la sefal fotica es recibida por la capa de células
ganglionares de la retina (CGR), para posteriormente enviar la sefial mediante el tracto
retinohipotalamico (TRH) al siguiente componente del sistema, el oscilador central,
también conocido como reloj biolégico o marcapasos central y que es el nucleo

supraquiasmatico (NSQ) (figura 3).
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El NSQ es un nucleo hipotalamico, dorsal al quiasma Optico (QO) y ventral al tercer
ventriculo (3V), esta conformado por dos componentes, una region central y una
corteza (Toledo et al, 2004, Soria y Urretavizcaya, 2009; y Golombek et al, 1997).

luz ﬁ

ojo

Via de salida

Figura 2. Sistema circadiano en mamiferos. La sefial fética entra por la retina y viaja a través del tracto
retinohipotalamico (TRH) hasta llegar al nicleo supraquiasmatico (NSQ). Aqui se sincroniza el ritmo enddgeno con la

sefial ambiental y posteriormente se emite una respuesta conductual o fisiolégica que se expresa por la via de salida
(modificado de Duran et al, 2013).

Por ultimo, la via de salida del sistema circadiano es la expresion del ritmo biolégico y
puede ser una respuesta fisiologica, metabdlica, celular y/o conductual del organismo,
por ejemplo ritmo de actividad/reposo, el ritmo de suefiolvigilia, la liberacion de cortisol,

la ingesta de alimento, la ingesta de agua, entre otros.
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Figura 3. Representacion esquemética del tracto retinohipotalamico (TRH). Transmision de la informacion fética hacia
el NSQ (modificado de Golombek y Rosenstein, 2009).
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1.3 Ritmo de ingesta de agua y sus estudios

En 1972 Stephan y Zucker buscaron en el hipotdlamo de ratas alguna region en donde
se podria hallar el marcapasos u oscilador central, lesionaron distintas regiones de esta
estructura para observar cémo respondian ante los cambios de fotoperiodo en los
ritmos de actividad locomotora e ingesta de agua (ya se habia demostrado que éstos
son generados por un oscilador central). Los investigadores asumieron que si se
dafiaba la estructura que los generaba, la expresion del ritmo desapareceria,
concluyeron que la regién ventromedial del hipotalamo es importante para el control del
ritmo de ingesta de agua y el de actividad locomotora, porque al lesionarla, éstos
presentaron arritmia.

En otro estudio (Johnson y Johnson, 1990) se relacionod la expresion del ritmo de
ingesta de agua con el inicio del ritmo de ingesta de alimento. Sin embargo,
concluyeron que las ratas seguian consumiendo agua sin necesidad de haber ingerido
alimento previamente, lo cual les indico que el ritmo de ingesta de agua no necesita de
otro ritmo o algun otro factor para expresarse.

Ambos estudios confirman que el ritmo de ingesta de agua es enddgeno, que su
expresion es generada por un oscilador central y no por algun otro factor y se sincroniza
con las condiciones de luz. Considerando todo lo anterior, dicho ritmo sirve para

estudiar y hacer investigacion en el area de los ritmos circadianos.

1.4 Cadmio
1.4.1 Caracteristicas del Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal que forma parte del grupo 1B de la tabla periddica, con un
peso atémico de 112.41; su forma iénica (Cd?*) esta usualmente combinada con formas
ibnicas del oxigeno (6xido de cadmio CdO,), cloruro (cloruro de cadmio, CdCl,) o
sulfuros (sulfato de cadmio CdSQO,); aunque también se ha encontrado que esta
asociado al cobre (Cu), hierro (Fe) o zinc (Zn) (Martinez et al, 2013).

El Cd es un metal pesado que en los Ultimos afios ha aumentado sus
concentraciones ambientales, debido al mal desecho de articulos que lo contienen
(como baterias, plasticos, pinturas, entre otros) en lugares inadecuados (Nava-Ruiz y
Méndez-Armenta, 2011), ademas esta liberacién es cada vez mayor debido a algunos
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procesos de industrializacion, como la quema de los combustibles fésiles, la mineria, la
produccién industrial, los fangos de aguas residuales, el desarrollo de fertilizantes con
fosfatos, el plateado de metales, la produccion de pigmentos para pinturas, los
estabilizadores de plasticos y las baterias de niquel-cadmio (Ni-Cd) (Garcia et al, 2005).
Otro producto que incrementa la concentracion de Cd en la atmosfera es el cigarro y el
humo que desprende, ya que la planta de tabaco bioacumula Cd del suelo, ésta misma
es utilizada en la fabricacion de cigarros y ademas este metal es uno de los
componentes que se le adicionan al producto final (Wills et al, 2008).

El Cd provoca efectos dafinos a la salud, principalmente porque se ingiere en la
dieta, mediante los alimentos que consumimos a diario (vegetales, carnes, mariscos,
entre otros) debido a que éstos lo bioacumulan a partir de los fertilizantes y abonos
(Garcia et al, 2005). Ademas de la ingesta de alimentos, existen otras vias de entrada
como la respiratoria y a través la piel (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011). También se
sabe que éste metal durante la gestacion puede generar efectos adversos en la
progenie (Samarawickrama, y Webb, 1981).
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Figura 4. Alteraciones ocasionadas por el Cd en los niveles de A) dopamina y B) serotonina en la hipdfisis anterior y
posterior en grupos controles (linea continua) y experimentales (linea punteada). Se observa que los animales
experimentales, tienen adelantos en las acrofases (modificado de Lafuente et al, 2005).
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También se ha observado que organismos expuestos a Cd modifican la expresion de
sus ritmos, por ejemplo, en un estudio realizado por Lafuente y colaboradores, (2005)
observaron que al administrar cadmio de manera crénica (30 dias) en ratas macho de
60 dias de edad, se modifica en la glandula hipdfisis anterior y en la posterior la
concentracion de dopamina y de serotonina a lo largo del dia, desfasando sus

acrofases con respecto al grupo control (figura 4).

1.4.2 El Cadmio en el desarrollo

En la rata, la gestacion y el desarrollo embrionario, representan un periodo de alta
susceptibilidad a la acumulacion de metales pesados, como el Cd (Samarawickrama y
Webb, 1979) debido a que este metal atraviesa la barrera hemato-placentaria
(Somawane et al, 1975). En un estudio realizado por Chernoff, (1973), demostro que las
crias de ratas gestantes de la cepa CD, después de una administracion cronica con
diferentes dosis (4, 6, 8 0 12 mg/kg peso corporal), de CdCl, entre dias embrionarios 13
y 19 (E13-19), mostraron que la mortalidad de los fetos aumenta cuando la dosis se
administra entre los dias E14 y E17, ademas, los efectos resultantes en las crias
dependen de la concentracion de la dosis, mientras es mas alta, aumenta la absorcion
de fetos, es mayor el numero de crias muertas y por ende disminuye el nUmero de crias
vivas al nacer, las que nacieron tuvieron mayores efectos teratogénicos, su peso y talla
es menor con respecto a los animales controles.

Samarawickrama y Webb, en 1981, confirmaron los experimentos de Chernoff,
de 1973, demostrando que una dosis de concentracion alta, provocara y aumentara los
efectos contraproducentes en la progenie. También describieron que en los ultimos
estados de la gestacion, los fetos son mas susceptibles a la absorcion de Cd y que
parte de la dosis de este metal se retiene en la placenta.

En el dia E9, se producen mayores efectos teratogénicos y éstos se pueden
observar a partir de una dosis de 1.25mg/kg de peso corporal, dichos efectos variaran
dependiendo de la dosis, la nutriciobn del animal, la cepa que se maneje y la edad
(Chernoff, 1973; Samarawickrama, y Webb, 1981; y Piasek, y Laskey, 1994). Almasi-

Tork y colaboradores en 2007 describieron que la administracion de Cd provoca

20



teratogénesis y anomalias en el sistema esquelético, en la formacion del tubo neural, en
el sistema renal, en el corazon y en el sistema inmune.

También se ha demostrado que la administracidbn subcronica (cuando la
aplicacion no es continua, en este caso la administracion fue de 5 veces por semana,
durante toda la gestacion) de Cd en diferentes concentraciones (0.04, 0.4 y 4.0 mg/kg)
a través del agua de consumo de los animales, no generé modificaciones en el numero
de fetos reabsorbidos, el nimero de fetos vivos, el peso y la talla (Baranski et al, 1983),
entre animales del grupo control y del grupo experimental.

En los dltimos afios se ha demostrado que el Cd se almacena en el epitelio
pigmentario de la retina y ademéas podria estar vinculado a la degeneracion macular y
problemas en la vision (Erie et al, 2005). Bajo este antecedente Almasi-Tork y
colaboradores (2007) evaluaron los efectos de Cd en el desarrollo de ratones,
contemplando los periodos criticos del desarrollo, evaluando dos concentraciones de
CdCl; (3 mg/kg y 5 mg/kg de peso corporal) administrados en el dia E9 (dia embrionario
9, periodo critico de proliferacion de células ganglionares de la retina en raton). El
experimento demostré que al inyectar ambas dosis de Cd en ese dia, en las crias
aumentd la muerte de las CGR (figura 5). Concluyeron que el Cd es un promotor de

apoptosis y ésta incrementa si la concentracion es mayor (Almasi-Tork et al, 2007).

Figura 5. Microfotografia electrénica, células ganglionares de la retina de ratén. A). CGR (grupo control) y B). CGR
(grupo con administracion aguda de Cd en el E9) (x12000) EN: nucleo eucromatico, Nu: nucleo, M: mitocondria, G:
Golgi: ER: reticulo endoplasmico, ribosomas libres. C: cromatina, al observar la cromatina libre en el nicleo, se habla
de estados de apoptosis (tomado de Almasi-Tork et al, 2007).
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1.5 Células ganglionares de la retina y las células ganglionares
intrinsecamente fotosensibles (ipRGC)
1.5.1 Células ganglionares de la retina

Las células ganglionares de la retina (CGR), son las principales receptoras de la
informacion proveniente de las células bipolares y amacrinas, éstas a su vez de los
fotorreceptores que son los conos y bastones. Las CGR continuamente estan
disparando potenciales de accion (Urtubia, 2006), mismos que se propagan a través de
sus axones que conforman el nervio éptico, éste sale de cada globo ocular, para
posteriormente formar el entrecruzamiento de ambos nervios, conocido como quiasma
Optico, cada uno de estos nervios viaja a su parte ipsilateral, llegando al area pretectal
del cerebro medio, al coliculo superior y al cuerpo geniculado lateral del tAlamo (Pérez y
Salceda, 2008). Las células de la retina, durante el desarrollo embrionario conforman
Sus conexiones con las estructuras previamente mencionadas, que constituyen la via
visual (Chew et al, 2017). Morfologicamente las células ganglionares se dividen en
ganglionares difusas (polisinapticas) y ganglionares enanas (monosinapticas) (Urtubia,
2006).

1.5.2 ipRGC

Hay un subgrupo de CGR que no intervienen en la via visual. En 2002 Berson y
colaboradores y Hattar y colaboradores encontraron que las células de este subgrupo
gue reciben el estimulo fético que permite la sincronizacion de los ritmos bioldgicos, las
cuales llamaron células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles o
ipRGC (figura 6) por sus siglas en inglés (Pérez-Ledn y Lane, 2009).

Las ipRGC contienen melanopsina (fotopigmento), la cual esta almacenada en
varicosidades a lo largo de las dendritas, en el soma y en parte del axon (Hattar et al,
2002), estas células tienen respuestas intrinsecas a la luz, de esta manera se les puede
considerar como fotorreceptoras. Su morfologia (figura 6) es parecida a las de las CGR
comunes, sin embargo, tienen menor cantidad de dendritas (Berson et al, 2002).

Al final de sus proyecciones axoénicas liberan el neurotransmisor péptido
activador de la adenilato ciclasa (PACAP) (Hattar et al, 2002), dichos axones forman el

TRH (Duran et al, 2013) que establece conexiones con las neuronas del NSQ,
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estructura donde se lleva a cabo la sincronizaciéon de la informacién ambiental con

cualquier ritmo circadiano (Pérez Ledn y Lane, 2009).

CGR tipica

Figura 6. A. Morfologia de las ipRGC A y B. morfologia de CGR tipicas. La flecha sefiala el axon de las células.
Obtenida con cdmara ltcida (modificado de Berson et al, 2002).

Las ipRGC se pueden dividir en cinco subtipos: M1, M2, M3, M4, M5. Las M1, son las
gue principalmente tienen mayores conexiones con la parte ventromedial del NSQ, el
resto tienen otra funcion que podria estar relacionada a la vision (Ecker et al, 2010;
Chew et al, 2017). Las ipRGC son importantes en la maduracion del reloj circadiano
durante el desarrollo, debido a que son las que indican la presencia de luz y que de
esta manera establecer un periodo circadiano, ademas puede ser un regulador neural
de las CGR tipicas, cuyas proyecciones van hacia el talamo (Chew et al, 2017).

En resumen en las CGR, existen las ipRGC vy las tipicas, las del primer grupo
ayudan en la maduracién del reloj circadiano y una vez maduro el sistema son
primordiales para que se lleve la sincronizacién mientras que las del segundo grupo,
gue son las mas comunes, tienen la funcion principal de llevar la informacion
proveniente de las otras células de la retina, para dar informacion visual. Si hay dafio en
las CGR, no habra transmision de la sefial neural y podria hablarse de deficiencias en
la vision. Muchos investigadores evallan la visidn en roedores mediante la percepcién
visual a través de la percepcién de la profundidad, como lo hicieron Walk y Gibson en
1961.
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1.6 Acantilado visual

Walk y Gibson en 1961, fueron de los primeros investigadores en disefiar y elaborar un
sistema para evaluar y describir en diferentes grupos de mamiferos las conductas
visuales, tal como la percepcion visual (Routtenberg y Glickman, 1964). Esta se puede
determinar a partir de la percepcion de la profundidad, para ello disefiaron un
dispositivo que llamaron visual Cliff que en espafiol se traduce como acantilado visual

(figura 7).

A

Figura 7. Acantilado visual, dispositivo para evaluar percepcién visual a partir de la determinacién de la profundidad.
En ratén, uno de los dispositivos carece de riel A) y el otro tiene un riel B). Tomado de Carr y McGuigan 1965; y Fox,
1965.

El sistema es un cuadrado o rectangulo, cuenta con una lamina de vidrio o acrilico en la
parte superior rodeada por paredes. El dispositivo cuenta con dos plataformas una
superior cuya caracteristica es tener un patron (cuadrados blancos con negro) pegado a
la misma, este patréon es el mismo en la base y en las paredes aledafias del sistema,
esta segunda zona es la plataforma profunda. Si los animales tienen una buena
percepcion de profundidad, evitaran pisar el cristal que esta sobre la plataforma
profunda, el caso contrario, indicaria que tienen deficiencia de vision (Walk y Gibson,
1961). El acantilado visual ha sido modificado por varios autores, pero conserva el

objetivo primordial de determinar la percepcion de la profundidad.
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1.7 Periodos criticos y eventos del desarrollo

Un periodo critico se puede entender como una ventana de desarrollo que solo sucede
una vez en el tiempo, se da la mayor tasa de cualquier evento en ese estado y puede
efectuarse de manera mas rapida. En el cerebro de mamiferos muchos procesos
pueden acelerar su actividad por periodos cortos (Morgane et al, 1993).

En las ratas la mayor proliferacion de células ganglionares tipo alfa es en el dia
embrionario 14 (E14) debido a que hay una mayor proliferacion en el centro de la retina
(Reese y Colello, 1992). En el dia E14 suceden otros eventos importantes, en un
estudio evaluaron la presencia del receptor TrkC en diferentes dias del desarrollo, este
receptor se acopla a la neurotrofina 3, misma que se expresa en el desarrollo del
sistema nervioso porque es un factor de crecimiento y especializacion neuronal.
Durante el periodo perinatal, se ha observado al receptor TrkC en el talamo y en la
corteza cerebral. En el trabajo que desarrollaron, dieron a conocer los dias en que
aparecio por primera vez el receptor, en qué estructuras y ademas la concentracion del
mismo. El marcaje de las células al microscopio fue determinado en el cerebro anterior.
La evaluacion se llevd en cada punto del desarrollo y la intensidad de la tincion fue
analizada de la siguiente manera: ninguna tincion (-), tincion baja (+), tincion intermedia
(++) y tincion abundante (+++) (Tabla 1) (Hassink, et al, 1999).

La exposicion de agentes toxicos durante la ontogenia o desarrollo embrionario
de un organismo, puede generar modificaciones en la cascada de eventos que se dan o
desarrollan en ese periodo y por ende habra efectos colaterales en las crias (Rice y
Barone, 2000). La teratogénesis que sufran los organismos a causa del Cd, dependera
de varios factores. La administracion de este metal pesado en el desarrollo puede ser
letal, puede generar cambios morfoldgicos, en la talla, en el peso y a nivel celular, lo
cual puede repercutir en alteraciones fisiolégicas a corto, mediano o largo plazo,
aunque no hay muchos estudios de este tipo.

Por tal motivo cuando se hacen experimentos donde hay administracion de Cd,
se debe considerar la cepa que se maneje, la dosis, la concentracion, la nutricion del
animal, la edad del mismo, el tiempo de exposicion, los periodos criticos en el dia o dias

de la administracion, las estructuras que pueden ser afectadas por el metal pesado y la
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funcion de las mismas (Chernoff, 1973; Samarawickrama, y Webb, M 1981; y Piasek,
M. y Laskey, J. 1994).

Tabla 1. Distribucién del receptor TrkC en distintas estructuras durante el desarrollo perinatal y en el estado adulto
(modificado de Hassink, et al, 1999).

Estructura Primera
aparicion Adulto
Septum (S) + + + - - -
Lateral Septum (LS) E16 + + + + +
Medial Septum (MS) E14 + ++ + + + I+
Zona estriada El14 + + +
subvenricular
Estriado E13 +++ +++ ++ ++ ++ +
Talamo E13 + + + _ _ N
Hipotalamo medial E12 + + + n T T
Nucleo preéptico medial E14 + + + + + —
NSQ E17 + ++ ++ ++ ++
Cama del nlcleo estriado E14 + + + + + T
terminal
Hipotalamo posterior E12 + + + + T —
Hipocampo E13 + + + N R N
Amigdala E12 + + + - _ -
Amigdala central E15 + + + + ++ ++
Amigdala basomedial El4 + + + + ++ ++
Amigdala basolateral E15 + + + + ++ ++

1.8 Amigdala, ansiedad y estrés
1.8.1 Amigdala

La amigdala es una estructura ubicada en el lI6bulo temporal, en la parte ventral del
hipocampo en ambos hemisferios y forma parte del sistema limbico. Se le ha
relacionado con las emociones en animales humanos y otros mamiferos, entre las que
se incluyen las respuestas de miedo y/o placer. Se considera que tiene la funcion de un
procesamiento emocional, debido a que en ella se inervan proyecciones de otras areas
de asociacién sensorial, es decir que en ella se llevan a cabo los procesos de

asociacién, estimulo, recompensa y castigo (Castro-Sierra et al, 2005).
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Se sabe que el complejo amigdalino esta conformado por 13 nacleos y algunas areas
corticales (Chareyron et al, 2011), cada uno de éstos tiene una funcion individual, sin
embargo, se han agrupado por su posicién anatomica entre si, se puede considerar el
complejo basal (B), lateral (L), central (CE) y el medial (M) (figura 8), éste Ultimo esta
conectado con nucleo basal de la estria terminal (NBET) que comunica el nucleo
cortical (o corticomedial, NC), o “amigdala olfativa”, el NBET contiene neuronas
similares a las del CE y constituye la “amigdala extendida”, junto con el nucleo
accumbens y otros nucleos basales, el NBET se halla en el cerebro anterior basal. con

algunos de los nucleos amigdalinos principales (Castro-Sierra et al, 2005).

Figura 8. Complejo amigdalino. Corte coronal a través de la amigdala de la rata, ndcleo central (CE), nlcleo medial
(M), nacleo lateral (L), nacleo basal (B), nucleos accesorios (AB), zonas sin letra son otros nudcleos (tomado de
Chareyron et al, 2011).

Por otro lado se considera que alteraciones como la ansiedad, el autismo, la depresion,
la narcolepsia, el trastorno por estrés postraumatico, las fobias y la esquizofrenia, son
producto de una lesion, trastornos del desarrollo o un desequilibrio de distintos
neurotransmisores en la amigdala (Sanchez- Navarro y Roman, 2004; Castro-Sierra et
al, 2005).

27



1.8.2 Ansiedad y estrés

En roedores se han realizado muchos estudios e investigaciones que involucran
conductas como repuestas de estrés y de ansiedad. El estrés, se define como la
respuesta que tiene un organismo ante un estimulo que puede ser agresivo 0 nho,
debido a que éste puede ser amenazante para la homeostasis (Duval et al, 2010). Con
la respuesta al estrés, el objetivo es restablecer la homeostasis que se ha alterado.
Dentro del estrés, esta el positivo o euestrés (se da cuando el estresor es controlable) o
el negativo o diestrés (donde el estresor no es controlable) (Aboitiz y Dagnino-Subiabre,
2007; y Dagnino-Subiabre, 2012).

La ansiedad, es la respuesta o conjunto de respuestas que exhibe un organismo
ante una amenaza real o bien ante un factor que le parece desagradable y ante el cual,
huiria, generalmente es externa y puede poner en un gran riesgo la estabilidad de la
homeostasis, las investigaciones de esta area son importantes y se utilizan modelos
animales no humanos que permiten imitar los procesos psicolégicos normales y
anormales (Becerra-Garcia et al, 2007; y Polanco et al, 2011).

En el presente trabajo de investigacion, se ahondara en los efectos a corto,
mediano y largo plazo de una dosis Unica de Cd, administrada de manera
intraperitoneal a nivel inguinal en ratas gestantes de la cepa Sprague-Dawley, en el dia
E14, considerado el periodo critico de las CGR, dentro de las cuales hay un subgrupo
encargado en recibir la informacion fotica para la sincronizacion de varios ritmos
biologicos y ademas que en ese dia hay estructuras que comienzan a especializarse,
por la presencia del receptor TrkC, como son la amigdala y el septum, estructuras

involucradas en la regulacion de la respuestas de estrés y ansiedad.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo embrionario es un periodo de alta susceptibilidad a metales pesados como
el Cd que puede modificar la secuencia normal de eventos, provocando alteraciones
morfoldgicas, fisioldgicas e incluso celulares. Se sabe que en la rata durante el dia E14
se presentan varios eventos del desarrollo como la formacion de la amigdala encargada

de conductas de estrés, ansiedad y miedo, por otro lado ese dia también es el periodo

28



critico de proliferaciéon de CGR, en estds hay un grupo que ayuda a sincronizar a los
ritmos biolégicos. Conociendo lo anterior ¢,sera posible que la administracién aguda de
Cd en el dia E14 pueda generar alteraciones del desarrollo de los individuos, las
respuestas de ansiedad, el estrés, el miedo, la percepcion visual y la sincronizacién ala

luz del ritmo de ingesta de agua?

3. HIPOTESIS

Se sabe que el Cd en el desarrollo provoca alteraciones celulares, fisioldgicas e incluso
conductuales entonces al administrar una dosis Unica de CdCl, en el dia E14 (periodo
donde se da la proliferacion de las CGR y el desarrollo de la amigdala), en la progenie
podran observarse modificaciones morfoldgicas, asi como efectos en la percepcion y
agudeza visual, en conductas relacionadas con el estrés, la ansiedad, el miedo y la

sincronizacion a la luz del ritmo de ingesta de agua.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar si la administracion aguda de Cd en el dia E14, provoca efectos en la
percepcion visual, en las respuestas conductuales de estrés, de ansiedad, de miedo y
genera deficiencias en la sincronizacion a la luz del ritmo de ingesta de agua en la

progenie juvenil.

4.2 Objetivos especificos
Después de la administracién aguda en el dia E14.
En ratas machos y hembras desde el PN1-PN35:

1. Realizar un seguimiento del desarrollo postnatal (PN1-30)

2. Evaluar y determinar la percepcion y agudeza visual (PN30-35).

3. Evaluar las conductas de exploracion en campo abierto (PN30-35).
En ratas macho desde los 30 a los 90 dias:

e Determinar si hay modificaciones en el ritmo de ingesta de agua.
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e Determinar la sincronizacion a la luz del ritmo de ingesta agua.

e Determinar el consumo de agua y alimento.

5. METODOS
5.1 Animales, gestacion y administracion

Los animales que se utilizaron en este experimento fueron proporcionados por el
bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Se emplearon seis ratas hembras adultas
de la cepa Sprague-Dawley, de 4-5 meses de edad con un peso entre 260y 280 g y
tres machos de 3-5 meses con un peso de 250 a 320 g. Se determiné la fase del ciclo
estral por medio de la técnica de frotis vaginales, en las fases del proestro y/o estro (en
ésta ultima las hembras son receptivas al macho) (figura 9A), se colocaron en cajas de
acrilico en una proporcion de 22:13 para el apareamiento. Un dia posterior a la cruza,
se realizaron nuevamente los frotis vaginales para la busqueda de espermatozoides,
ante la presencia de éstos (figura 9B), se considerd que la hembra estaba gestante y a

ese dia se le asigné como embrionario 1 o E1.

Figura 9. Determinacion de las fases del ciclo estral mediante frotis vaginalis. A) Transicion de proestro/estro, se
observan células cornificadas (c) y nucleadas (n) (100x). B) Frotis vaginalis efectuado después de la cruza, se
observan leucaocitos () y espermatozoides (e) (200x). Las células se tifieron con violeta de cresilo.

Aleatoriamente se seleccionaron tres ratas gestantes para el grupo control y tres para el

grupo experimental. Cada rata se alojo en una caja de acrilico de 52x15x20 cm con
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agua y alimento (LabChow, Purina 5008) ad libitum, con un fotoperiodo 12:12 donde el
ZTO (6am) correspondio al encendido y el ZT12 (6pm) al apagado de las luces.

En el dia E14 tanto a las hembras gestantes del grupo control y del grupo
experimental se les administré mediante una inyeccion intraperitoneal en el cuadrante
inferior derecho de la region inguinal los siguientes tratamientos.

e Grupo control (Con): Se inyectd solucién salina 0.1mL (vehiculo) +0.9 mL
de agua inyectable.
e Grupo experimental (Cd): Se inyecté CdCl, con una dosis de 1mg/kg peso

corporal (pc) 0.1mL + 0.9 mL de agua inyectable.

5.2 Marcadores del desarrollo

El nacimiento de las crias ocurrio entre los dias E21 y E23 (correspondiente al dia
postnatal 1 o PN1), se observo y registr0 si éstas presentaron alguna alteracion
teratogénica. Del dia PN1 al dia PN 30 se midi6 la longitud nasoanal (figura 10) y el
peso corporal (pc), también se registrd el dia PN en el que se presentaron los
siguientes marcadores del desarrollo: la aparicion de las vibrisas, la separaciéon de las
orejas, la aparicion de pelaje, la erupcion de los dientes incisivos superiores e inferiores,

la apertura del ojo izquierdo y derecho y el tiempo en el que comenzaron a caminatr.

Figura 10. Foto que muestran el procedimiento para medir la longitud naso anal en los animales.
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5.3 Percepcién visual, ansiedad y estrés

Cuando las crias cumplieron entre 30 y 35 dias fueron divididas en los siguientes
grupos: dCon=18, 2Con=12, 3Cd=18, y $Cd=10), una vez teniendo éstos, se llev6 a
cabo la prueba de acantilado visual (modificado de Carr y McGuigan, 1965; Fox, 1965;
y Baroncelli et al, 2013). Este dispositivo mide 69.3cm x 53cm x 17.5 cm (figura 11A) y
consiste en un campo abierto dividido en tres zonas, el piso (p) formado por una
plataforma de acrilico que tiene pegado un fondo de cuadrados (figura 11C), el abismo
(a), es la continuacion del acrilico, donde el fondo esta pegado a la base del dispositivo
de la plataforma y el riel (r), es la barrera visual que divide ambas zonas, tiene 5 cm de
elevacion. El piso y el abismo tienen sus respectivas orillas, orilla piso (op) y orilla
abismo (oa) (figura 11B). Las pruebas de se llevaron entre el ZT 5y ZT8, con luz blanca
difusa (no es la luz total, 50lux).

Para las pruebas de percepcion, agudeza visual, estrés, ansiedad y miedo, se
efectuaron en los cuatro grupos dos ensayos, uno con riel (punto de inicio en el riel) y
uno sin riel (punto de inicio en la orilla del piso) (figura 11B). Para determinar si las ratas
tienen una buena percepcion y agudeza visual mediante la percepcion de la
profundidad, se registro el tiempo de permanencia en cada una de las zonas, el nimero
de entradas a cada zona, la latencia de entrada al abismo y a cada una de las zonas,
considerando el paso de todo el cuerpo asi como Unicamente el paso de la cabeza del
animal.

Para evaluar las respuestas de ansiedad y de estrés se registro el tiempo de
congelamiento total del animal (es decir, que el animal estaba paralizado y no tenia
movimiento) y en cada una de las zonas, la distancia total recorrida y en cada una de
las zonas, la latencia de entrada de la cabeza al abismo, el nUmero de veces que entro
la cabeza a esa misma zona, ademas se contabilizé el nimero de micciones, de
acicalamientos, de bolos fecales y se obtuvo un indice.

Para evaluar las respuestas de ansiedad y de estrés se registro el tiempo de
congelamiento total del animal (es decir, que el animal estaba paralizado y no tenia
movimiento) y en cada una de las zonas, la distancia total recorrida y en cada una de

las zonas, la latencia de entrada de la cabeza al abismo, el nUmero de veces que entro
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la cabeza a esa misma zona, ademas se contabiliz6 el nimero de micciones, de

acicalamientos, de bolos fecales y se obtuvo un indice.

Orilla abismo (oa)

Abismo (a)

Riel (r)

Piso (p)

53cm

Orilla piso (op)

Figura 11. Acantilado visual A) se indican las medidas del dissiio, el color gris representa el patrén. B) muestra
las zonas que integran el laberinto, el punto negro es el punto de partida del ensayo con riel y el punto gris es el lugar
de inicio del ensayo sin riel. C) Foto del dispositivo con el fondo de cuadrados.

5.4 Ritmo de ingesta de agua, parametros y sincronizacion

Posterior a la prueba del acantilado visual los machos fueron divididos en dos grupos:
Con (n=4) y Cd (n=4). Se registro el ritmo de ingesta de agua, los animales de ambos
grupos pasaron por diferentes condiciones de iluminacion: Luz/Oscuridad (LO) durante
7 dias con encendido y apagado de luces ZT 0 (7am) y ZT12 (7pm) respectivamente,
oscuridad constante (OO) (15 dias), Luz/Oscuridad (LO2) (15 dias) con encendido y
apagado de ZT 0 (7am) y ZT12 (7pm), y por ultimo se llevé a cabo una condicion de

Luz/Oscuridad donde se atrasé el encendido de las luces de 6 y 10 horas (1 mes) con
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encendido y apagado de las luces de ZT 0 (1pm) y ZT12 (1am) 6 ZT O (4pm) y ZT12
(4am) (figura 12). El registro se hizo con el software de Actibio y con focos a una
intensidad de luz de 148 lux. Una vez que concluyo el registro circadiano bajo diferentes
condiciones de iluminacién, se obtuvo el indice alpha/rho (el cual mide la cantidad de
actividad/reposo) de los ultimos 5 dias de la condicién de LO2. Durante el protocolo de

registro circadiano se midio el consumo semanal de agua y alimento.

i
-.

LO Horas de atraso
en el encendido de |1
las luces

Figura 12. Esquema que muestra las diferentes condiciones de luz a lo largo del tiempo de registro: LO (7 dias), OO
(15 dias), LO2 (15 dias) y LO con atraso (1 mes).

5.5 Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos de talla y peso se normalizaron para ser analizados con una
prueba de ANOVA de dos vias, comparando ambos grupos por dia. Para los
marcadores del desarrollo se calculé un indice (indice=n/N, donde n es el nimero de
animales que presentaron ese marcador para ese dia postnatal y N el total de animales
de cada grupo) y posteriormente se realizé una prueba de X? comparando el nimero de
animales que presentaron ese marcador, en ese dia.

Para las pruebas de percepcién visual, se utiliz6 una ANOVA de dos vias y se
compararon los individuos de cada grupo. Con vs 4Cd vs 2Con vs 2Cd, en el ensayo
con riel y sin riel, de esta misma manera se evaluaron algunas conductas de estrés y de
ansiedad. Por otro lado, para las conductas de defecacion, miccion y acicalamiento, se

obtuvo un indice (Indice=n/Nx100, donde n es el nimero de animales que presentaron
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esa conducta y N el total de animales de cada grupo) y posteriormente se realizé una
X2,

Para la sincronizacién a la luz del ritmo de ingesta de agua se obtuvo el nimero
de dias transitorios existentes de la condicion de OO a LO2 y de LO2 a LO con retraso
en el encendido de las luces, con los dias contados se realiz6 la prueba estadistica t de
Student no paramétrico. Por ultimo se obtuvieron periodogramas de los ultimos 5 dias
de cada condicién y se hizo una grafica, donde se distribuyeron los mismos.

Para el andlisis de alpha/rho, se obtuvo el indice de los ultimos 5 dias de la
condicién LO2, para los 4 animales del grupo Con y del grupo Cd y se compararon con
unat de Student no paramétrica.

Para conocer si la administracion prenatal de Cd generé modificaciones en la
composicion homeostatica, se hizo una t de Student no paramétrica, comparando el

consumo semanal de agua y de alimento.

6. RESULTADOS
6.1 Desarrollo
6.1.1 Tallay peso

En la figura 13, se observa que la talla naso-anal por dia de las crias (machos y hembras)
del PN1-30 es diferente en algunos dias después del nacimiento, entre ambos grupos, los
animales del grupo control son mas grandes que los experimentales. Se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias y arrojo que en ambos grupos, en los dias PN 3, 7, 8, 9,
16, 17, 28, 29 y 30 (valor de p< 0.04) son significativamente diferentes.

En la figura 14 se observa el peso por dia de las crias (machos y hembras) del
grupo control y del grupo experimental del PN1-30, se comparo el peso de los animales
por dia de ambos grupos con una ANOVA de dos vias. La prueba indicé que si hay
diferencias estadisticamente significativas, en el grupo Con se observé una mayor masa
corporal en los dias PN 20, 24, 27, 28, 29 y 30 (valor de p<0.05).
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Figura 13. Gréafica que muestra el promedio la talla naso-anal de los animales Con (m) y Cd (o). PN3 p=0.017, PN7
p=0.0035, PN 8 p=0.0073, PN9 p=0.0080, PN17 p=0.0374, PN28 p=0.0015, PN 29 p=0.0040 y PN30 p=0.0045 Los

datos muestran promedios + error estandar de la media, * p<0.05.

19 Peso del animal

85

(o))
(]

(5}

Pesoen (g)
(2]

w
(]

25

15

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Dia postnatal

Figura 14. Gréfica que muestra el promedio de la masa corporal de los animales de (m) y Cd (0).PN20 p=0.0057,
PN24 p=0.0048, PN27 p=0.0157, PN28 p=0.0029, PN29 p<0.0001 y PN30 p=0.0147. Se presentan promedios +

error estandar, * hay diferencias estadisticamente significativas.
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6.1.2 Marcadores del desarrollo

Se registraron los marcadores e indices del desarrollo en los primeros dias de vida de
las crias en ambos grupos, se evalud si se presentaron en diferentes dias entre ambos

grupos con una X? (tabla 2). En ésta se puede observar el evento del desarrollo, el dia

en que se presentd, el numero de individuos en los cuales se observé ese evento, el

total de animales registrados en ese evento (el nimero encerrado entre paréntesis).

Tabla 2. indices de los marcadores del desarrollo para el grupo control y el experimental (indice:néN donde n es el
ndamero de animales que presentaron ese evento en ese dia, y N el total de animales. Se hizo una X“ y se obtuvieron
los valores de P), los datos sefialados en negritas son significativos.

Evento

Vibrisas

Separacion
de la oreja

Aparicién
de pelaje

Erupcion
incisivos
superiores

Erupcion
incisivos
inferiores

Apertura
del ojo
derecho

Apertura
del ojo
izquierdo

Caminar

CON

No. de
individuos
51(51)

13(20)
0(20)
7(20)
7(32)
18(32)
7(32)
0(32)
4(33)
6(33)

15(33)
8(33)
3(30)

11(30)
0(30)

ED)

1(36)

11(36)
18(36)
6(36)
10(31)

17(31)
4(31)

indice

1

0.65
0.00
0.35

0.22
0.56
0.22
0.00

0.12
0.18
0.45
0.24

0.10
0.37
0.00
0.53

0.03
0.31
0.50
0.17

0.32

0.55
0.13

CD
No. de Indice
individuos
48(48) 1.00
4(14) 0.29
10(14) 0.71
0(14) 0.00
14(34) 0.41
8(34) 0.24
0(34) 0.00
12(34) 0.35
0 (16) 0.00
6(16) 0.38
1(16) 0.06
9(16) 0.56
3(8) 0.38
0(8) 0.00
5(8) 0.63
0(8) 0.00
0(28) 0.00
6(28) 0.21
22(28) 0.79
0(28 0.00
8(29) 0.28
21(29) 0.72
0(29) 0.00
7(29) 0.27
15(29) 0.58
4(29) 0.15
0(29) 0.00

En la aparicion de las vibrisas no hay diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos.

En la separacion de las orejas, se observa que en el grupo control el mayor

indice de animales que presentan ese evento fue en el dia PN3, mientras que en el

37



grupo experimental el mayor indice de este evento es en el dia PN4, retraso de un dia 'y
el periodo en que se desarrolla el marcador, se ve reducido a dos dias (Anexo 1).

En la aparicion del pelaje, el indice maximo de este evento fue en el dia PN5 en
el grupo control, mientras que en el grupo experimental, fue el dia PN4, con un dia de
adelanto (Anexo 2), aunque la prueba estadistica no indico diferencias significativas.
Ademas se puede observar que el periodo en el que se desarrollé dicho marcador es de
tres dias para el grupo control y de cuatro dias para el grupo experimental.

En el marcador de la erupcion de dientes incisivos superiores, para el grupo
control y el grupo experimental el indice maximo se dio en los dias PN9 y PN10
respectivamente, mostrando este Ultimo un dia de retraso (Anexo 3). El periodo en el
gue se desarroll6 el marcador es 4 dias para el grupo control y 3 dias para el grupo
experimental.

En la erupcion de dientes incisivos inferiores, se observo el mayor indice en el
dia PN11 para el grupo control, mientras que para el grupo experimental fue el dia
PN10, con un dia de adelanto (Anexo 4). En ambos grupos el evento del desarrollo
presenta un periodo de 4 dias.

Para la apertura del ojo derecho en ambos grupos, el maximo indice fue en el dia
PN16. El periodo de este marcador, es de 4 dias para el grupo control, mientras que
para el grupo experimental se desarrolla inicamente en 2 dias (Anexo 5). Mientras que
en la apertura del ojo izquierdo, no se encontraron diferencias significativas en los
indices por dia (Anexo 6). En ambos grupos su periodo durd 3 dias aproximadamente.

Para el caso del tiempo para empezar a caminar, se observé el maximo indice en
el dia PN15 en el grupo control y en el PN16 en el grupo experimental, presentando
este ultimo un dia de retraso, ademas el periodo fue de 4 y de 3 dias respectivamente
(Anexo 7).

6.2 Agudezay percepcion visual

Para evaluar la percepcién visual se utilizé el dispositivo de acantilado visual, en éste se
determiné el tiempo de permanencia en cada zona de los animales de cada grupo. En

la zona del abismo (a) se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
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ensayo con riel, donde los machos control, permanecieron mas tiempo en esta zona,
dCon vs 4Cd p=0.0159, las hembras de ambos grupos permanecieron un tiempo
similar, debido a que no existen diferencias (figura 15A). En la orilla del abismo (o0a) los
animales de ambos grupos, permanecieron un tiempo similar (figura 15B).

En la zona piso (p) del laberinto, los machos Con, permanecieron mas tiempo
que los machos Cd, la ANOVA de dos vias arroj6 diferencias estadisticamente
significativas en el ensayo sin riel, Con vs JCd p=0.0392 (figura 15C), caso que no
sucedié con las hembras En la orilla del piso (op), los animales de ambos grupos
permanecieron un tiempo similar, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (figura 15D). El tiempo de permanencia en la zona riel, sélo se midié para
el ensayo que tuvo éste, dénde los machos experimentales estuvieron mas tiempo en
esa zona (4 Con vs 4Cd p= 0.0293), mientras que para las hembras de ambos grupos
mantuvieron tiempos de permanencia similares, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 15. ANOVA de dos vias. Tiempo de permanencia de los animales del grupo control y del grupo experimental
en cada una de las zonas del laberinto: A) Zona a (centro), ensayo con riel 3Con vs §Cd con una p=0.0159. B) Oa.
C) Zona p, ensayo sin riel Con vs 3Cd con una p=0.0392. D) Op. E) Riel, Gnicamente el ensayo con riel, $Con vs
dCd con una p= 0.0293. Los datos que se muestran son los promedios + error estandar de la media * hay
diferencias estadisticamente significativas.
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Otra de las respuestas que se midi6 para determinar la percepcion visual, fue la latencia
de entrada a la zona a y oa. En la zona a la latencia de entrada es similar en el ensayo
con riel y sin riel para ambos grupos (figura 16A), sin embargo, si se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ensayos, puesto que los animales
(machos y hembras) en el ensayo con riel su latencia es mayor para entrar al abismo,
con respecto al ensayo sin riel, lo cual podria indicar que el riel tiene un papel
fundamental para la agudeza visual. Mientras que en la latencia de entrada a oa (figura
16B) es similar entro los animales control, respecto a los experimentales, asi mismo
comparandolo con el ensayo sin riel, debido a que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos .

A Latencia de entrada a la zona del abismo B Latencia de entrada ala orilla del abismo

>

S M3 |3
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Figura 16. ANOVA de dos vias. Latencia de entrada de los animales del grupo control y del grupo experimental a las
diferentes zonas. A) La zona abismo, hay diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos, a, b, c, y d
indican que hay diferencias entre ensayos: 4'Con/riel vs & Con/sin riel con una p= 0.0045; Q Con/riel vs $Con/sin riel
p=0.0105 y 9Cd/riel vs QCd/sin riel p=0.0161. B) La orilla del abismo no existen diferencias estadisticamente
significativas. Los datos que se muestran son los promedios + error estdndar de la media, * hay diferencias
estadisticamente significativas.

Por otro lado para determinar la percepcién visual y evaluacion de riesgo dentro del
laberinto, se evalud la latencia de entrada Unicamente de la cabeza a la zona a y oa,
ademas el numero de veces que la cabeza del animal entro en a. En el tiempo de
latencia de entrada de la cabeza de los animales de ambos grupos en a (figura 17 A),
Unicamente en el ensayo con riel, se observa que los machos experimentales

aumentaron esta conducta, mientras que las hembras de ese mismo grupo la
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disminuyeron. La prueba de ANOVA de dos vias arroj6 que existen diferencias
estadisticamente significativas para §Con vs 4Cd p=0.0404 y YCon vs 2Cd p= 0.0165.
Mientras que la latencia de entrada de la cabeza y el nimero de entradas de la cabeza
(figura 17B y figura 17C respectivamente) en oa, los animales de ambos grupos en los

dos ensayos los resultados son similares.
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Figura 17. ANOVA de dos vias. Latencia de entrada de la cabeza de los animales de ambos grupos en dos ensayos,
con riel y sin riel. A) Zona abismo hay diferencias estadisticamente significativas: JCon vs 3Cd p=0.0404, 3Cd vs
QCd p=0.0125y ?Con vs $Cd p= 0.0165. B) La orilla del abismo existen estadisticamente significativas. C) Nimero
de veces que la cabeza de los animales de ambos grupos entré a la orilla del abismo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Los datos que se muestran son los promedios + error estandar de la media, * hay
diferencias estadisticamente significativas.
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6.3 Ansiedad, estrés y miedo

Para conocer si los animales de cada grupo presentaron estrés en las pruebas de
campo abierto, se midieron diferentes pardmetros como la distancia, el tiempo de
congelamiento total y en cada una de las zonas. Ademas se realizé un indice a partir de
las respuestas emocionales que mostraron los animales (hacer micciones, defecar y
acicalarse) en este laberinto. Dicho indice se obtuvo mediante la siguiente formula:
namero de animales que presentaron esa conducta (n), entre el total de animales a los
cuales se les aplicé la prueba (N); indice=n/N.

En el tiempo total de congelamiento se observé que los animales del grupo
experimental permanecieron menos tiempo “paralizados”, esto lo corrobor6 la prueba
estadistica indicando que hay diferencias estadisticamente significativas en el ensayo
con riel, para 3Con vs JCd p=0.0369 y 2Con vs 2Cd p=0.0078; mientras que en el
ensayo sin riel dCon vs 4Cd p= 0.0297 y QCon vs 2Cd p=0.0166 (figura 18A). En el
tiempo de congelamiento por zona, se encontro que hay diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el experimental en el ensayo con riel y sin riel en a

(Anexo 8), en oa (Anexo 9), en p (Anexo 10) y en op (Anexo 11).
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Figura 18. ANOVA de dos vias. A) tiempo total de congelamiento de los animales de ambos grupos en dos ensayos,
con riel para 3Con vs JCd con una p=0.0369, ?Con vs 2Cd con una p=0.0078; mientras que en el ensayo sin riel
dCon vs 4Cd hay una p= 0.0297 y finalmente QCon vs 2Cd con una p=0.0166. B) Distancia total recorrida. Los
datos que se muestran son los promedios + error estdndar de la media, * hay diferencias estadisticamente
significativas.
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Acerca de la distancia recorrida y la total, los animales de ambos grupos tuvieron
distancias similares en los dos ensayos, la ANOVA de dos vias no mostré diferencias
estadisticamente significativas en el total (figura 18B), ni en las zonas: a (Anexo 12), en
oa (Anexo 13), p (Anexo 14), en op (Anexo 15), sin embargo, si existen diferencias
estadisticamente significativas en el riel (Anexo 16).

Con respecto a las respuestas emocionales observadas en la prueba del
acantilado visual, fungiendo como un campo abierto, se evaluaron Unicamente por
grupo (sin distincién de machos y hembras), resultado que en el ensayo con riel, las
conductas examinadas de ambos grupos presentan indices similares, mientras que en
el ensayo sin riel, el indice de bolos fecales, aumenta en el grupo Con (p=0.0268)
(figura 19).

A Respuestas en campo abierto en el B Respuestas en campo abierto en el
ensayo con riel ensayo sin riel
045 - 0.45 -
04 - mCon 0OCd 04 - . mCon OCd
0.35 A 0.35 -
03 4 03 —
.30.25 . .20.25 4
202+ 202 -
0.15 A \_0_15 4
0.1 1 0.1 4
0.05 A . 0.05 -
0 T T 1 0 - . .
Defecar Hacer micciones  Acicalamiento Defecar Hacer micciones  Acicalamiento
Respuestas Respuestas

Figura 19. indices de los animales (machos y hembras) que presentaron las respuestas de bolos fecales, micciones y
acicalamiento, en la prueba de campo abierto, A) ensayo con riel, B) ensayo sin riel, se puede visualizar que existen
diferencias estadisticamente significativas en el indice de los bolos fecales, donde el grupo Con presenta un mayor
indice (0.29) al grupo Cd (0.06), X* p= 0.0268, * hay diferencias estadisticamente significativas.

6.4 Ritmo ingesta de aguay su sincronizacion.

En el ritmo de ingesta de agua se evalu6 cada uno de sus componentes y el periodo de
los mismos, bajo las diferentes condiciones de iluminacion: LO, OO, LO2 y LO con
atraso de encendido de las luces. Bajo la condicion LO, los periodos duran 24 horas
aproximadamente (figura 20A), bajo ausencia de luz el periodo circadiano del ritmo no
desaparece (figura 20C) su oscilacion dura alrededor de las 24 horas, que indica el

periodo enddgeno del ritmo y que no se vio afectado, en el caso de la LO2, se observa
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qgue la duracion del periodo va de las 22 a las 26 (figura 20C) y en LO con atraso de
encendido de luz, el periodo estd marcado en 24 horas, para ambos grupos (figura
20D). En todas las condiciones se pueden observar arménicos (es decir elementos o
componentes, que forman parte de la oscilacion) cuya duracion es de 4-8 horas

aproximadamente.
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Figura 20. Potencias de los diferentes componentes del ritmo de ingesta de agua, sus longitudes de periodo y su
distribucion, en las diferentes condiciones de luz A) LO, B) OO, C) LO2 y D) atraso del encendido de las luces. En las

cuatro condiciones se puede observar que existen componentes alrededor de las 24 hrs, lo que indica de un periodo
circadiano.

Por otro lado, se presentan dos actogramas representativos del ritmo de ingesta de
agua, uno de un animal del grupo Con (figura 21A) y otro de un animal del grupo Cd
(figura 21B), bajo las diferentes condiciones de iluminacion, se observa claramente
como los animales de ambos grupos se sincronizaron al cambio del encendido y
apagado de luces, 6/18 hrs (condiciones de bioterio) a 7/19 hrs (primeros 7 dias)

respectivamente, posteriormente ante la condicién constante (15 dias) su ritmo entr6 en
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libre corrimiento, es decir, se expreso la duracion de su periodo endégeno, éste dura
mas de 24 horas, debido a que al pasar los dias, la actividad inicia después, lo que
habla de un retraso de inicio de fase. Al regresar al fotoperiodo anterior (15 dias), los
animales lograron sincronizarse los primeros dias, en esta condicion se pueden
observar los transitorios (dias que tarda en sincronizarse a una nueva condicion de
iluminacién), de esta manera se puede decir que el ritmo estd sincronizado con el
encendido/apagado de las luces, y por dltimo, cuando se retrasé el encendido de las
luces (en los actogramas representativos fueron 6 horas), los animales tuvieron
transitorios los primeros dias, casi al terminar el registro, el ritmo de ingesta de agua
esta sincronizado, el mayor consumo se da en la escotofase (en el anexo 17A, B, C, D,
E y F, se pueden observar los actogramas de todos los animales que se estuvieron bajo

registro del ritmo de ingesta de agua).

A 0o:00 06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:00 18:00 00:00 B 00:00 06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:00 18:00 00:00
26-abr
28-abr
30-abr

Figura 21. Actogramas representativos del ritmo de ingesta de agua A) control y B) experimental, bajo diferentes
condiciones de luz, LO (7 dias) con encendido y apagado de luces 7:19, OO (15 dias), LO (15 dias) con encendido y
apagado de 7:19 y retraso del encendido de las luces con 6 horas de atraso (15 dias) con encendido y apagado de
las luces de 13 a 1 (la zona sombreada corresponde a la escoto fase lineas grises son los transitorios y flechas
negras muestran el libre corrimiento del ritmo).

Para la sincronizacién del ritmo de ingesta de agua, se contabilizaron los dias
transitorios existentes entre el final de la condicién de luz hasta que el ritmo fue estable

en la nueva condicion. De OO/LO2, el grupo control presentd un promedio de 7 dias
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+ 0.70 mientras que el experimental, una media de 9.25 dias + 0.45 y ambos tienen
una p=0.0388, esto indica que a los animales del grupo experimental les toma
aproximadamente de un dia y medio a dos a sincronizarse a un nuevo fotoperiodo
(figura 22A). De la condicion LO2/LO 6-10 horas de retraso del encendido de las luces,
el grupo control presentdé una media de 8 dias + 0.40 y para el grupo experimental 9.25
dias +£0.25 con una p=0.0401, es decir que para la condicién de iluminacion donde se
retraso el encendido de las luces, los animales experimentales requirieron de al menos

un dia més para sincronizarse (figura 22B).
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Figura 22. Dias transitorios que tardaron los animales en volver a sincronizar el ritmo de ingesta de agua después de
finalizar una condicion de luz. A) De Oscuridad constante a luz oscuridad (OO/LO?2) con diferencias estadisticamente
significativas, p= 0.0388 y B) de Luz Oscuridad 2 a Luz Oscuridad con 6 horas de retraso en el encendido de las
luces, p=0.0401, * hay diferencias estadisticamente significativas.

Por otro lado se obtuvo el indice de la relacion alpha/rho del ritmo de ingesta de agua
en condicion LO2 12:12 con el encendido y apagado de las luces de 7/19 hrs
respectivamente. En la prueba de t de Student no se obtuvieron diferencias
significativas (figura 23), lo cual explica que los animales de ambos grupos son
nocturnos y que el ritmo no se vio modificado por la administracion prenatal de Cd
debido a que tiene actividad en el dia, pero el mayor consumo se llevé a cabo en la

escotofase.
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Figura 23. Promedios del indice de la relacion alpha/rho en el grupo control y experimental, con un error estandar de
la media de 0.025 y 0.041 respectivamente, no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Los datos
gue se muestran son los promedios + error estandar de la media.

Para determinar si el cadmio modificé el consumo de agua y de alimento, se midieron
estos a lo largo de las semanas de registro del ritmo de ingesta de agua, a medida que
crecieron los animales, tuvieron un requerimiento mayor de agua, sin embargo, al
comparar ambos grupos no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

(figura 24).
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Figura 24. Consumo de A) agua y B) alimento durante 7 semanas de registro circadiano. Los datos que se muestran
son los promedios = error estandar de la media.
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7. DISCUSIONES
7.1 Efectos del Cd en el desarrollo y estado temprano de la rata.

En el trabajo presentado no se encontraron malformaciones teratogénicas en el cuerpo
de las crias, lo cual indica que la dosis utilizada de Cd no las genero, estos hallazgos
coinciden con los resultados encontrados en el estudio de Samarawickrama y Webb
(1979), en este trabajo ellos determinaron que una dosis con concentracion de 1.1
mg/kg pc no resulto ser letal, cosa que si lo fue una concentracion igual o mayor a 1.35
mg/kg pc. Posteriormente en 1981, estos mismos autores administraron de manera
aguda varias dosis en varios grupos dependiendo su condicion (nulliparas, ratas viejas,
lactantes, prefiadas en varios dias embrionarios) de esta manera conocerian la dosis
letal al 50% (LDso). En ratas gestantes de 12-16 dias la LDsp que les correspondi6 fue
de 2.5 mg/kg pc, por lo cual indujeron que para evaluar los efectos de Cd, sin ser letal
en ratas gestantes durante esos dias, la dosis tuvo que ser la mitad de la LDsy es decir
de 1.25 mg/kg pc, con la misma observaron mayor numero de malformaciones
teratogénicas y mientras se acercaban al dia PN 16, aumentaba el porcentaje de crias
muertas al nacer.

Por otro lado, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control y el grupo experimental en la talla (figura 13), en el peso (figura 14) en
algunos dias posnatales y en diversos marcadores del desarrollo tales como la
separacion de la oreja, la aparicion de pelaje, la erupcidon de incisivos superiores, la
apertura del ojo derecho y el tiempo para empezar a caminar (Tabla 2), quiza estas
alteraciones sean causadas por el Cd que ingres6 durante el desarrollo.
Samarawickrama y Webb (1979) en su trabajo describen que después de una
administracién aguda de Cd con una dosis de 1.25 mg/kg pc en el dia E12, el metal
pesado se puede observar en la sangre de la madre 4 y 24 horas posteriores a la
inyeccion, el Cd estd en menor porcentaje con respecto a lo inyectado, ellos asumieron
gue el metal pesado puede bioacumularse en el cuerpo de la madre, en algunos
organos (higado y rifidén), en la placenta y algun porcentaje ingresa al feto. Somawane y
colaboradores (1975) describieron que con la administracion intravenosa a partir de una
dosis igual o mayor a 0.4 mg/kg pc a una rata gestante, el metal pesado ingresa al

embrién, también encontraron que mientras la concentracion sea mas alta, aumentara
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la bioacumulacion de dicho metal en los fetos. Cuando se hacen administraciones con
dosis que tienen concentraciones altas, hay mas efectos perjudiciales en las crias,
particularmente en el peso corporal, tal como lo observaron estos mismos autores, pues
al administrar una dosis de 1.6 mg/kg provocé un menor peso por camada en el E20 y
una dosis con una concentracion de 1.25 mg/kg pc la dosis provocé un menor peso
corporal por cria durante el mismo dia embrionario.

Sin embargo, hay otros factores que ocasionan diferentes efectos en la progenie,
por ejemplo, el dia de la administracién, mientras ésta sea de 1.25 mg/kg y se acerque
al dia E15 el peso es menor, quizd se deba a que el metal pesado pueda atrofiar
algunos musculos (Samarawickrama y Webb, 1979).

En la investigacion que se realiz6 la dosis administrada fue similar, 1.0 mg/kg pc
en el dia E14 y se encontré el peso corporal era menor postnatalmente. Con los
estudios anteriores se puede afirmar que en este trabajo, un porcentaje de Cd de la
dosis utilizada si ingres6 en la progenie y logré causar los retrasos y adelantos en los
marcadores del desarrollo, asi como la reduccion del peso y de la talla, quiza se deba
gue al bioacumular el Cd, no permite la absorcion y la integracion del Zn, desplazandolo
y a su vez, evitando que cumpla las funciones que tiene, tales como el crecimiento o la
regulacion fisioldgica de muchos procesos (Ojars et al, 1972) o bien la posible atrofia de
musculos y érganos, por ejemplo, se ha reportado que el Zn ayuda a la neurogénesis, a
la migracion neuronal, a la formacion y estructuracion del cerebro (Bhatnagar y Taneja,
2001), si el Cd, desplaza al Zn, la ausencia de éste ultimo puede modificar el desarrollo
por ejemplo en el atraso o adelanto de los marcadores del desarrollo, modificar el

tamafo, el peso postnatal e funcionalidad de varias estructuras y érganos.

7.2 Efectos del Cd en la percepcion visual

Por otro lado, en la parte de percepcion visual uno de los parametros para determinar si
ésta fue deficiente o no, fue el tiempo de permanencia en cada una de las zonas, el
cual no resulté estadisticamente significativo entre ambos grupos, es decir que la
percepcion de profundidad y por ende la percepcion visual no fue modificada por la

administracién de Cd, se observa que para ambos grupos es similar. En un estudio
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realizado por Routtenberg y Glickmam en 1984, demostraron que la pigmentacion de
los ojos es importante para la percepcion visual, encontraron que las ratas de la cepa
hooted (sus ojos son pigmentados) en etapas tempranas y adultas pasan menos tiempo
en la zona profunda, sin embargo, con ratas de la cepa Sprague-Dawley (0jos
despigmentados), sucede lo contrario, permanecen mas tiempo y mas veces en esa
misma zona, durante las mismas etapas, concluyendo la importancia de la
pigmentacion para la percepcion de profundidad y por ende de la agudeza visual,
debido a esto en ratas albinas su vision es deficiente.

Los animales utilizados en esta investigacion fueron las ratas de la cepa
Sprague-Dawley mismas que son parcialmente ciegas debido a la falta de pigmentacion
en sus ojos, por lo cual no tienen una adecuada percepcién y agudeza visual,
probablemente por eso se observé que los tiempos de permanencia y el niumero de
veces en cada una de las zonas, principalmente en el abismo, son muy similares entre
ambos grupos, esto indicaria que el Cd no altero la vision; en caso de que este metal
hubiese generado alguna afectacion en la estructura anatomica de la capa de CGR, se
observarian modificaciones en la vision, debido a que se sabe que en esta capa se
conjunta toda la informacion de la sefal fética que llega a los fotorreceptores (Urtubia,
2006).

Quizé el Cd genero afectaciones en la integridad de la capa, de ser el caso,
puede ser una disminucion en el numero de este tipo de células pues la administracion
de dicho metal puede inducir apoptosis (la administracion de una dosis con una alta
concentracion en un evento Unico, provoca apoptosis en las CGR) (Almasi-Tork et al,
2007), sin embargo, la prueba conductual no lo determinG, en caso de que se haya
modificado alguna capa de la retina podra dilucidarse a través de un estudio histologico
de la retina.

Por otro lado la investigacién que se presenta se observd que la administracion
prenatal de Cd en el dia E14 no modifico el tamafio o la forma de las vibrisas, mismas
gue les pueden estar ayudando a los animales de ambos grupos a crearse un mapa y
por tal motivo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
de permanencia ni en la latencia de entrada a la zona del abismo. Tal como Schiffman

y colaboradores en 1970, describieron que en ratas albinas de la cepa Wistar, debido a
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su parcial ceguera utlizan las vibrisas para formar un mapa del medio, pero, en
ausencia de éstas, las ratas se pierden en el ambiente en el que estdn y no pueden
formar un mapa de él.

En la prueba de percepcion y agudeza visual, se observé que el riel tiene un
papel importante para los animales puedan discernir la profundidad, cuando éstos
fueron colocados sobre el riel para iniciar el ensayo, hubo una mayor latencia para
entrar en la zona centro del abismo y en ausencia de dicho riel, cuando el punto de
partida del animal fue mas lejos, la latencia de entrada a esa misma zona fue menor
(figura 16A), los resultados presentados son similares a lo que observaron Carr y
McGuigan en 1965, mediante el “Visual CIiff’ estudiaron a ratas albinas de la cepa
Sherman de 28-30 dias, el dispositivo contaba con un riel que estaba 10 cm sobre la
plataforma base, en sus dos pruebas (moviendo el patron del piso después del riel y
antes del mismo), los animales no descendieron a la zona profunda, porque el riel al
parecer aumento la profundidad, ésta es detectada por sus vibrisas, ya que su parcial
ceguera no les ayudaria mucho.

Como se ha descrito previamente en esta investigacion donde se administro 1.0
mg/kg en pc prenatalmente, el tiempo de latencia de entrada al abismo en el ensayo sin
riel fue menor, mientras que con el riel ese tiempo es mayor (como lo reportado por
Carr y McGuigan, 1965), quiza se deba a cuatro posibles circunstancias: 1) las ratas
han aprendido que el abismo es seguro, 2) no distinguen una profundidad por su vision
pobre, 3) las vibrisas no les estan ayudaron a discernir la profundidad como cuando
estan sobre el riel 0 4) se modifica la respuesta de ansiedad al aumentar su evaluacion

de riesgo con la conducta de asomar la cabeza.

7.3 Ansiedad, estrés, evaluacion de riesgo y miedo

Sestakova y colaboradores en 2013 describieron que cuando los animales son mas
ansiosos, permanecen mas tiempo en la periferia y menos en el centro de la zona o del
laberinto, similar a los resultados observados en la investigacion que se presenta,
donde se observa que ambos grupos esta caracteristica es similar, a excepcion del

tiempo de permanencia de los machos del grupo control, en p del ensayo sin riel, donde
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permanecieron mas tiempo en el centro, con respecto a los demas grupos,
probablemente esto se deba a que ese mismo grupo tuvo mayor tiempo de
congelamiento en la misma zona (Anexo 10), sin embargo, podria dar una pauta de que
sus niveles de ansiedad son similares.

En los animales de ambos grupos existe una respuesta de ansiedad que es parte
de un complejo que se observa en todos los organismos y es un estado que se observa
cuando éstos se encuentran ante una situacion de peligro (Becerra-Garcia et al, 2007).
Para saber si hay modificaciones en esta respuesta es necesario hacer pruebas que
nos brinden informacion de la misma, en este caso es necesario un laberinto conocido
como elevado en cruz (Sestakova et al, 2013), si se compara este laberinto con el
acantilado visual, donde los brazos abiertos son como la zona a, es decir un lugar no
seguro y los brazos cerrados como la zona p, donde es un lugar seguro, la zona no
segura o brazos abiertos generaran ansiedad.

En algunos experimentos se evaluo la ansiedad con diferentes protocolos, por
ejemplo Kamel y colaboradores en 2011, observaron como la administracion cronica de
CdCI2 durante la gestacion, provoco en la progenie adulta que se incrementaran las
respuestas de ansiedad, por ejemplo, en el tiempo de congelamiento fue mayor, el
numero de bolos fecales también incrementod, entre otras. Dentro del laberinto elevado
en cruz, aumento el tiempo en los brazos cerrados y disminuyd en los brazos abiertos.
En otro trabajo realizado en la cepa Wistar generaron dos linajes, uno con individuos
muy ansiosos y uno mas con individuos de bajos niveles de ansiedad (Liebsch et al,
1998). Leret, Millan y Antonio en 2003 realizaron otro experimento donde se administro
a ratas prefladas Cadmio y Plomo durante la gestacion y la lactancia, provocando que
las crias en edades adultas presentaran ansiedad. Todos estos estudios, utilizaron el
laberinto elevado en cruz para evaluar la ansiedad, se observé que los animales
ansiosos pasan menos tiempo en los brazos abiertos (zona no segura) y mas en los
brazos cerrados (zona segura) dado lo anterior, al evaluar los resultados y observar que
el tiempo de permanencia en cada una de las zonas es similar para ambos grupos (sea
segura o no), estas pruebas son indicativas de que la administracion aguda de CdCl,

1.0 mg/kg pc en el dia E14 no generd ansiedad en estados tempranos.
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Se sabe que bajos niveles de ansiedad disminuyen la locomocion, esto se puede
observar en la distancia recorrida (Liebsch et al, 1998). Como se describio previamente,
la dosis utilizada en esta tesis fue similar a las utilizadas por otros autores (Somawane
et al, 1975; Samarawickrama y Webb, 1979 y 1981), aquellas que no generaron
malformaciones morfolégicas o motoras observables, mismas que puedan modificar el
movimiento y por ende la distancia recorrida, caso contrario al de dosis mayores a 1.25
mg/kg pc. En un estudio (Salvatori et al, 2004), utilizaron una dosis cronica de
20mg/mg, encontraron que algunos animales del grupo experimental (10/64 animales)
presentaron modificaciones teratogénicas en los huesos metacarpales, cuando se les
aplico la prueba de campo abierto y se evalud la locomocion entre el grupo control y el
experimental, no se encontraron diferencias significativas, lo cual indica que a pesar de
las malformaciones presentadas su locomocién resultd similar.

A pesar de que no se registro teratogénesis a nivel morfolégico y no se realizaron
procedimientos para buscar a nivel anatomico, la distancia no fue modificada, los
resultados (figura 18 B) de este trabajo se asemejan a los del estudio de Salvatori y
colaboradores en el 2004, donde en la prueba de campo abierto, no hay diferencias
significativas en la distancia recorrida por ambos grupos, considerando a ésta como un
indicador de ansiedad y de movimiento que haya sido afectado por las alteraciones en
estructuras motoras. Se puede afirmar lo siguiente, la dosis empleada de Cd no
modificé la ansiedad entre los animales, si hubieran modificaciones teratogénicas
Oseas, al parecer no modificaron la locomocion.

Como se describio previamente, al parecer los animales de ambos grupos tienen
la misma vision deficiente y debido a ésto, utilizan las vibrisas para formar un mapa, es
por eso que se midi6 la latencia de la entrada de la cabeza de los animales a las zonas
del abismo. En la figura 17A se observa que en el ensayo con riel el tiempo de latencia
de la cabeza a la zona centro de los machos del grupo experimental y las hembras del
grupo control, fue mayor con respecto a su contra parte (JControl y 2Cd). Tanto la
latencia en las orillas del laberinto como el nimero de veces que entré la cabeza en oa
fue similar en ambos grupos para ambos ensayos, sabiendo que los animales ansiosos
pasan mas tiempo en la zona segura y que en este experimento su tiempo es similar,

se descarta la ansiedad. Las diferencias observadas en la latencia de entrada de la
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cabeza, quiza se deba a otra conducta, como el miedo o la temeridad. Schiffman y
colaboradores (1970) describieron que las vibrisas tienen un papel importante en la
evasion de la profundidad y que en pruebas de acantilado visual, las ratas responden
por la palpacion de la zona profunda con estas estructuras. Segun Becerra-Garcia y
colaboradores (2007) explican que utilizan las vibrisas cuando el peligro estd mas
remoto, en este caso, los animales estan sobre el riel y tiene una zona no segura
proxima a ellos y el “asomar” la cabeza ésta se puede considerar una evaluacion de
riesgo (Griebel et al, 1997), en la investigacion realizada, se demostré que los machos
del grupo Cd, al parecer tienen una mayor evaluacion de riesgo con respecto a los
machos del grupo Con, sin embargo, en las hembras pasa lo contrario, las control
tienen una mayor evaluacion de riesgo.

Los resultados de la investigacion realizada fueron que la mayor evaluacion de
riesgo mediante la latencia de entrada de la cabeza incrementd en los machos y
disminuyeron en las hembras, ambos del grupo experimental con respecto a su
contraparte en el grupo control. En el caso de las hembras control, quiza se deba a que
las hembras llegan a tener mas actividad que los machos. Liebsch y colaboradores en
1998 crearon dos linajes de ratas altos niveles de ansiedad y bajos niveles de ansiedad,
la hembras de este ultimo grupo presentaron mayor actividad en el laberinto elevado en
cruz, con respecto a los machos de ese mismo linaje, por otro lado, Blizard, Lippman y
Chen (1975) encontraron que en ratas de la cepa Sprague-Dawley, la actividad es
mayor en las hembras conforme avanza la edad con respecto a los machos. Anderson
(1941) explica que las hembras tienen una alta respuesta emocional y a su vez un alto
nivel de actividad, debido a esto, probablemente en el acantilado visual las hembras del
grupo control, tengan una mayor evaluacion del riesgo y los machos no. Si en el grupo
experimental (machos y hembras) pasa lo contrario a lo que se observa en los animales
del grupo control, quiza hay una estructura relacionada con la evaluacién del riesgo que
fue afectada por la administracion de Cd en el dia E14, como podria ser la amigdala
(Becerra-Garcia et al, 2007).

Acerca del congelamiento/paralisis de los animales, su tiempo de congelamiento
puede indicar una conducta de miedo, esta respuesta también esta relacionada con

medida por la presion arterial, la frecuencia cardiaca, la respiracion, entre otros. Las
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conductas de miedo son reguladas por el complejo amigdalino (Becerra-Garcia et al,
2007; y Davis, 1992). El nucleo medio de la amigdala y el lecho de la estria terminal
(estructuras de este complejo) ya son distinguibles a partir del dia E14 y 24 horas antes
es su pico de neurogénesis (Cooke y Simerlym 2005). Rice y Baron (2000) describieron
qgue el desarrollo de la amigdala ocurre de los dias E12 al E21, mientras que en el
complejo amigdalino se observa al receptor TrkC del factor de crecimiento la
neurotrofina 3 (importante para el crecimiento, la neurogénesis y especializacién), este
receptor se expresa entre los dias E12-E14 y podria indicar las presencia de dicho
factor (Hassink et al, 1999).

Con respecto al tiempo de congelamiento en los animales experimentales es
mucho menor que el de los animales controles, quiza se deba a que los animales del
grupo experimental probablemente tengan menor miedo, sin embargo, estos resultados
son contrarios a los de otros estudios, Kamel y Razek (2011) encontraron que al
administrar una dosis cronica en ratas gestantes (desarrollo embrionario y lactancia),
las crias en edades de 30 dias permanecen mas tiempo congeladas con respecto a los
animales del grupo control, el tiempo es mayor si la concentracion de la dosis es alta.
En un experimento similar al anterior realizado por Lehotzki y colaboradores (1990),
demostraron que al administrar diferentes concentraciones de Cd (0.0, 0.2, 0.62 y 2
mg/kg pc) en una exposicién cronica (E7-E15), encontraron que las crias expuestas
prenatalmente a Cd, en el dia PN 39 después de administrarles D-anfetamina (que
reduce las situaciones de inmovilidad), permanecieron mas tiempo congeladas o
inmovilizadas en situacion de nado estresante y mientras fue mayor la concentracion
gue se administro a las madres, las crias permanecieron mas tiempo inmovilizadas. En
los tres casos, se observa que la conducta de miedo (congelamiento) esta siendo
modificada, eso quiere decir que el Cd administrado prenatalmente gener¢ alteraciones
en alguna de las estructuras del complejo amigdalino, sin embargo, se desconoce a qué
nivel sea o bien en cual proceso del desarrollo sucedid, ya sea modificando la
neurogénesis, provocado apoptosis, necrosis, menores conexiones sinapticas o algun
otro fenébmeno dentro de este complejo, pero esto se podria corroborar mediante la

histologia del mismo.

57



Dentro de las conductas de estrés y miedo como respuestas emocionales se
encuentran la defecacion, las micciones y los acicalamientos, mismas que se evaluaron
(figura 19B), en el segundo ensayo (sin riel), el nimero de bolos fecales disminuyd en
los animales del grupo experimental y aument6é en los animales del grupo control. La
defecacion esta considerada como una respuesta emocional de los organismos, cuando
éstos estan expuestos a un ambiente peligroso, es acompafiado con altos niveles de
defecacion (Hall, 1934; Sestakova et al, 2013). Como se ha descrito previamente, la
zona p no es segura 'y pudo provocar incrementar las conductas en los animales del
grupo control, éstas parecieran estar disminuidas en los animales experimentales, en el
segundo ensayo, si la defecacion es una respuesta emocional, nos indica que ante un

ambiente peligroso, ésta disminuye en los animales experimentales.

7.4 Ritmos de ingesta de agua, caracteristicas y sincronizacion

Por otro lado en la distribucién de la potencia del periodo del ritmo de ingesta de agua
en las diferentes condiciones de fotoperiodo (figura 19), se observa claramente que
dentro de éstas, tanto los animales del grupo control y los animales del grupo
experimental, presentan periodos de 24 horas lo cual indica que la administracion de
1.0 mg/kg pc de Cd no afectd el desarrollo ni la integridad del NSQ, ya que si fuese asi,
la ritmicidad habria desaparecido, similar a las ratas adultas que sufrieron una lesion en
el NSQ, los periodogramas del ritmo ante esta lesidon, no presentaron un periodo de 24
horas. El ritmo Unicamente se expresoO en ratas sanas y en aguellas que tuvieron una
lesion y posteriormente recibieron el trasplante de dicha estructura. La “reaparicion” del
ritmo sucedid posterior al trasplante o incluso después de varias semanas (Drucker-
Colin et al, 1984), aunque en algunos experimentos, no todos los animales expresaron
el ritmo de 24 horas, se sincronizaron o incluso la expresiéon del ritmo tardé mas (Boer
et al, 1993).

En ambos experimentos se observa la importancia del NSQ para la expresiéon de
los ritmos circadianos. En los actogramas del ritmo de ingesta de agua (figura 20), se
observa que en los animales de ambos grupos, hubo sincronizacion a la primera

condicion de luz (LO) en los primeros dias, ademas la mayor “actividad” del ritmo
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sucedio en la escotofase (figura 22), tal como lo han descrito otros autores (Stephan y
Zucker, 1972 y Johnson y Johnson, 1990). Se puede observar que posteriormente ante
la condicion de oscuridad constante (OO), el ritmo presenta libre corrimiento, éste fue
robusto en el animal control que en el experimental. En la siguiente condicién, ambos
animales se vuelven a sincronizar (LO2) y cuando fue el retraso del encendido de las
luces, de igual manera, los animales de ambos grupos se sincronizaron al mismo. A
pesar de que el ritmo se presenta de manera muy similar en los animales de ambos
grupos, hay diferencias en el tiempo de sincronizacion ante esta Ultima condicion (figura
22). Las modificaciones de la sincronizacion fética, a veces son producto de la via de
entrada del sistema circadiano, por ejemplo, Stephan y Sucker en 1975, observaron
gue ratas enucleadas de un o0jo y con lesiones en el nervio Optico, tardan mas en
sincronizarse a un nuevo fotoperiodo, debido a que, para que se lleve la sincronizacion
es importante la via de entrada. En esos afios no se conocia el tracto
retinohipotalamico, Johnson, Moore y Morin (1988), observaron en el hamster que al
destruir y/o dafar el TRH, la sincronizacion era casi nula, ocasionando que el ritmo
entrara en libre corrimiento, debido a que estos axones tenian comunicacién con la
parte ventro-lateral del NSQ.

En ese momento aun se desconocia cual era la via de entrada exacta,
actualmente se sabe que esta via esta conformada por las ipRGC (Hattar et al, 2002, y
Berson et al, 2002), éstas, son un tipo de células ganglionares de la retina, mismas que
tienen su neurogénesis a partir del dia E14 (Reese y Colello, 1992). Si las dosis con
concentraciones altas de Cd son administradas prenatalmente generan apoptosis en las
células ganglionares de raton (Almasi-Tork et al, 2007), puede que en la rata también
haya sucedido algo similar, resultando que la dosis administrada afecté a las ipRGC,
(que son la via de entrada) y por ende el tiempo de sincronizacion se retraso, 2.25 dias
de OO aLOydelal.25dias en el caso de LO a LO con retraso del encendido de las
luces (figura 22) e incluso, el periodo también se pudo haber modificado, debido a la
maduracion del sistema circadiano y de los ritmos que expresa, debido a que las

ipPRGC, son importantes para la maduracién de ambos (Chew et al, 2017).
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Por otro lado, la administracion de Cd no esta interfiriendo con la parte homeostética de

este ritmo, debido a que no hubo alguna modificacion en el consumo de agua y

alimento.

8. RESUMEN DE RESULTADOS

Parametro medido

Descripcion

Tallay peso

Marcadores del desarrollo

Percepcion visual

Conductas de miedo

Al acercarse al dia 30, los animales del grupo experimental
disminuyeron su talla nasoanal y su peso corporal.

En los animales experimentales las vibrisas no se
modificaron, la separacion de la oreja se presentd un dia
después, la aparicion del pelaje se adelanté un dia, en la
erupcion de incisivos superiores e inferiores se acorto el
periodo, al igual que la apertura del ojo derecho, pero no del
izquierdo y por dltimo hubo un retraso en el tiempo para
empezar a caminar.

La percepcion visual no fue modificada, ya que no se
observaron diferencias entre los grupos en las distintas
zonas y donde las hubo ay p (4'Con vs 4Cd ensayo con riel
y &Con vs 4Cd ensayo sin riel, respectivamente) pueda
deberse al tiempo de congelamiento.

Mientras que la latencia de entrada a la zona a fue
modificado para ambos grupos debido al riel, ya que en
ausencia de éste, la latencia es menor.

Para este tipo de conductas se observd que en el grupo
experimental se modificd la evaluacién de riesgo utilizando
el tiempo de entrada de la cabeza del animal, debido a que
los machos aumentaron y las hembras disminuyeron esa
latencia con respecto al control.

El tiempo de congelamiento de los animales experimentales

fue mucho menor, habla de una condiciéon de temeridad.
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Ansiedad y estrés

Sincronizacion a la luz del

ritmo de ingesta de agua

Las respuestas emocionales por estrés en el campo abierto
son modificadas por el riel, en los animales de ambos
grupos se observo que en ausencia de éste las respuesta,
de defecar disminuye en los experimentales y aumenta en
los controles, mientras que la respuesta de acicalarse
aumentan en ambos grupos.

La endogeneidad del ritmo no se ve modificada, su periodo
en condiciones de LO dura 24, en OO, dura mas de 24
horas y los animales experimentales tardan de 1 a 2.5 dias
mas en sincronizarse a un nuevo fotoperiodo y la parte
homeostatica, es decir el consumo de agua no se vio
modificado.
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9. CONCLUSIONES

La administracion de Cd a ratas gestantes, en el dia E14 gener6 varias modificaciones
en la progenie. La dosis utilizada no es letal y aparentemente no provoco teratogénesis
a nivel morfolégico, sin embargo, aun se desconoce si esta concentracion induce
modificaciones anatdmicas, debido a que este aspecto no fue evaluado, sin embargo,
dicha dosis si modificé en las crias su talla y su peso en algunos dias postnatales,
ocasiono retrasos en la separacion de la oreja, en la aparicion del pelaje, en la erupcion
de dientes incisivos superiores, adelant6 la apertura del ojo derecho y retrasé el tiempo
para comenzar a caminar. Los efectos de este metal pesado dependen de varios
factores como: la especie empleada, la cepa de la especie, la edad del espécimen, la
edad de la madre cuando esta gestando, la via de administracion, las concentracion de
la dosis, entre otros.

Por otro lado, se concluye que la dosis empleada no ocasioné problemas de
vision porque no fue observado en la prueba conductual. En el acantilado visual, el cual
funge como un laberinto de campo abierto no se observo alteraciones en las respuestas
de ansiedad en estados juveniles, sin embargo, las respuestas emocionales,
aumentaron sin el riel y la conducta de miedo se ve disminuida en animales expuestos
prenatalmente.

La dosis de 1.0 mg/kg pc no modifico la endogeneidad del ritmo circadiano de
ingesta de agua, sin embargo, hay retrasos en la resincronizacion a las nuevas
condiciones de luz. Dentro del ritmo de ingesta de agua no se vio alterada la
composicion homeostatica ya que el consumo de agua fue similar en ambos grupos, asi
como el consumo de alimento.

Este trabajo permite concluir acerca de los efectos inducidos con una dosis
prenatal aguda de CdCl,, a partir de lo cual fue posible obtener informacién de las
modificaciones a nivel fisiolégico y conductual en el corto, el mediano y el largo plazo,
asi poder correlacionarlas con el dia de administracion y su efecto toxicolégico en los
periodos criticos del desarrollo embrionario, sin embargo, a su vez, abre mas incognitas

para estudios posteriores.
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11. ANEXOS

11. 1 Marcadores del desarrollo
1 - Separacion de la oreja
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Anexo 1. Gréfica que muestra los indices de separacion de la
oreja, por dia, indice= n/N donde n es el nimero de animales
que presentaron ese marcador y N el total de animales que
habia. X?, estadistica: PN3 p=0.0057, PN4 p<0.0001 y PN5
p=0.013, * hay diferencias estadisticamente significativas.
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Anexo 2. Grafica que muestra los indices de la aparicion de
pelo, por dia, indice= n/N donde n es el nimero de
animales que presentaron ese marcador y N el total de
animales que habia. X°, estadistica: PN4 p=0.224, PN5
p=0.0721, PN6 p=0.0094 y PN7 p=0.0017, * hay diferencias
estadisticamente significativas.
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Anexo 3. Gréfica que muestra los indices de la erupcion de
dientes incisivos, por dia, indice= n/N donde n es el nimero de
animales que presentaron ese marcador y N el total de
animales que habia. X estadistica: PN7 p=0.1714, PN8
p=0.262, PN9 p=0.0369 y PN10 p=0.1379, * hay diferencias
estadisticamente significativas.

Anexo 4. Gréfica que muestra los indices de la erupcién de
dientes incisivos inferiores, por dia, indice= n/N donde n es el
namero de animales que presentaron ese marcador y N el total
de animales que habia. X? estadistica: PN8 p=0.1281, PN9
p=0.0962, PN10 p=0.0003 y PN11 p=0.0468, * hay diferencias
estadisticamente significativas.
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Anexo 5. Grafica que muestra los indices de la apertura del ojo
derecho, por dia, indice= n/N donde n es el nimero de animales
gue presentaron ese marcador y N el total de animales que habia.
X?, estadistica: PN14 p=0.3807, PN15 p=0.63, PN16 p=0.2639 y
PN17 p=0.0365, * hay diferencias estadisticamente significativas.
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Anexo 6. Grafica que muestra los indices de la apertura del
0jo izquierdo, por dia, indice= n/N donde n es el nimero de
animales que presentaron ese marcador y N el total de
animales que habia. X?, estadistica: PN15 p=0.772, PN16
p=0.5037 y PN17 p=0.0601, * hay diferencias
estadisticamente significativas.
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Anexo 7. Gréfica que muestra los indices de tiempo para empezar a caminar,
por dia, indice= n/N donde n es el nimero de animales que presentaron ese
marcador y N el total de animales que habia. X?, estadistica: PN15 p=0.084,
PN16 p=0.0138, PN17 p=0.6899 y PN18 p=0.0677, * hay diferencias

estadisticamente significativas.
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11.2 Parametros conductuales
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Anexo 8. ANOVA de dos vias. Tiempo de congelamiento
en a, de los animales del grupo control y del grupo
experimental. En el ensayo con riel, se encontrd
diferencias estadisticamente significativas en §'Control vs
4'Cd con una p=0.0325 y en el ensayo sin riel §'Control
vs JCd con una p=0.0028, los datos que se muestran
son los promedios + error estandar de la media, *hay
diferencias estadisticamente significativas.
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Anexo 10. ANOVA de dos vias. Tiempo de

congelamiento en p de los animales del grupo control y
del grupo experimental en el ensayo con riel, se encontrd
diferencias estadisticamente significativas en @Control vs
@ Cd con una p=0.0130, y en el ensayo sin riel se
encontré diferencias estadisticamente significativas en
d'Control vs 4Cd con una p=0.0021 y QControl vs 9Cd
con una p=0.0080, los datos que se muestran son los
promedios =+ error estandar de la media, *hay diferencias
estadisticamente significativas.
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Anexo 9. ANOVA de dos vias, Tiempo de congelamiento
en oa, de los animales del grupo control y del grupo
experimental. En el ensayo con riel, se encontré
diferencias estadisticamente significativas en & Control vs
4'Cd con una p=0.0325 y en el ensayo sin riel 3Control
vs 4Cd con una p=0.0028, los datos que se muestran
son los promedios + error estandar de la media.
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Anexo i1i. ANUVA  ue uus 1as. Hienpu  ue

congelamiento en op de los animales del grupo control y
del grupo experimental en los ensayos con riel, se
encontré diferencias estadisticamente significativas en
QControl vs 2Cd con una p=0.0229, y en el ensayo sin
riel se encontr6 diferencias  estadisticamente
significativas en ¢ Control vs $Cd con una p=0.0024, los
datos que se muestran son los promedios + error
estandar de la media, *hay diferencias estadisticamente
significativas.
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Anexo 12. ANOVA de dos vias. Distancia recorrida de los
animales del grupo control y del grupo experimental en a, dos
ensayos con riel, y sin riel, no hay diferencias
estadisticamente significativas, los datos que se muestran
son los promedios =+ error estandar de la media.
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Anexo 14. ANOVA de dos vias. Distancia recorrida de los
animales del grupo control y del grupo experimental en p, dos
ensayos con riel, y sin riel, no hay diferencias
estadisticamente significativas, los datos que se muestran
son los promedios =+ error estandar de la media.
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Anexo 13. ANOVA de dos vias. Distancia recorrida de los
animales del grupo control y del grupo experimental en oa, dos
ensayos con riel, y sin riel, no hay diferencias estadisticamente
significativas, los datos que se muestran son los promedios
+ error estandar de la media.
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Anexo 15. ANOVA de dos vias. Distancia recorrida de los
animales del grupo control y del grupo experimental en op, dos
ensayos con riel, y sin riel, no hay diferencias estadisticamente
significativas, los datos que se muestran son los promedios
+ error estandar de la media.
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Distancia recorrida en r
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Anexo 16. ANOVA de dos vias. Distancia recorrida de los animales del grupo control y del grupo experimental en r,
dos ensayos con riel, y sin riel, no hay diferencias estadisticamente significativas, los datos que se muestran son los
promedios = error estandar de la media.
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11.3 Actogramas individuales

00:00 06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:.00 18:00 00:00 06:00 12:.00 18:00

u — T T
12:00 18:00 06:00 12:00 18:00

06:00 12:00 18:00 00:00 12:00 18:00

oslo0 1200 1mo0  oooo ? 06:00 oo 0s00 | 1200
& L

Anexo 17. Actogramas de animales pertenecientes al grupo control (A, Cy E) y al grupo experimental (B, Dy F), bajo
diferentes condiciones de luz, LO (7 dias) con encendido y apagado de luces 7:19 (Ay B) y 5:17 (C, D, Ey F), OO
(15 dias), LO (15 dias) con encendido y apagado de 7:19 y retraso del encendido de las luces con 6 horas de atraso
(15 dias) con encendido y apagado de las luces de 13 a 1 (A y B) y 8 horas de retraso con encendido y apagado de
las luces de 3:15 (C, D, Ey F).
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