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ABSTRACT
Effects of acute exposure to cadmiun on response to estrogen in the prepuberal rat uterus

Background: Few information 1s available about uterine effects of Cadmium (Cd) exposure, where toxic
agents affecting the female genital tract mteract with estrogen (E) receptors, modifiying myometrial activity
and the menstrual cycle, causing dysmenorrhea, infertility and spontaneous abortion. No information
exists whether prenatal or early postnatal exposure may cause any gynecologic persistent adverse effect.
Our finding of a second mechanism of E interaction and differences between E receptors in the various
uterine cell types suggests that Cd may affect differently E interaction in each cell-type. Objective:
Evaluate a possible selective effect of acute Cd exposure on E action in the uterus during prepuber age.
Method: Female prepuber rats exposed to Cd 4 mg/kg and 2 hours later, treated with Estradiol-172 0,3 mg/kg.
A myometrial sample was obtained under anesthesia 24 hours after E treatment and histologically processed
for the quantification of E responses on different uterine cell-types. Results: Cd exposure potentiates E-
induced uterine eosinophilia and endometrial edema and inhibits E-induced cell hypertrophy in circular
myometrium and cell proliferation in luminal myometrium. Cd, in the absence of hormone stimulation,
causes a slight cell hypertrophy in circular myometrium. Conclusions: Acute exposure to Cd affects
differently various responses to E in the different uterine cell-types. Future studies should verify whether
this effect explains Cd-induced infertility, postpubertal sex organ development and whether prenatal or
early postnatal exposure to Cd induces delayed persistent effects.
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RESUMEN

Antecedentes: Existe poca informacion sobre efectos del cadmio (Cd) en el utero. En mujeres altera la
actividad miometrial, el ciclo menstrual y causa dismenorrea, abortos espontaneos, infertilidad y mortinatos.
No existe mformacion si la exposicion prenatal o postnatal temprana causa efectos ginecologicos diferidos
persistentes. Los toxicos que afectan el ttero suelen interactuar con receptores de estrogeno (E). Nuestro
hallazgo de un segundo mecanismo de accion de E y de diferencias entre receptores de E de los diversos
tipos celulares uterinos hacen posible que el Cd interactue con los E en forma diferente en cada tipo celular.
Objetivos: Buscar un posible efecto selectivo de la exposicion aguda a Cd con algunas respuestas a E en
utero de rata durante la edad prepuberal. Métodos: Ratas hembra impuberes recibieron 4 mg Cd/kg p.c. y 2
h después se trataron con 0,3 mg estradiol-17B/kg p.c.; los uteros fueron obtenidos bajo anestesia a las 24
h del tratamiento con E. Los tteros se procesaron para la cuantificacion de respuestas a E en cada tipo
celular por separado. Resultados: La exposicion a Cd incrementa la eosinofilia uterina y edema endometrial
inducidos por E; inhibe las siguientes respuestas a E: hipertrofia celular en miometrio circular, proliferacion
celular en epitelio luminal y miometrio. En ausencia de hormona, el cadmio causa una leve hipertrofia celular
en miometrio circular. Conclusiones: La exposicion aguda a Cd afecta de manera diferente las respuestas a
E en los diversos tipos celulares uterinos de rata prepuberal. Futuros estudios deberan verificar si este
efecto explica la infertilidad causada por exposicion a Cd, afecta el desarrollo postpuberal de los érganos
sexuales, e mvestigar si la exposicion prenatal o postnatal temprana induce efectos diferidos persistentes,

como puede ocurrir en poblacion infantil prenatalmente expuesta a Cd.
(Palabras clave: toxicidad, cadmio, utero, estrogeno, respuestas estrogénicas, rata impuber).
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Introduccion

El cadmio (Cd) es un metal pesado que
presenta toxicidad sobre el ser humano. Sus
principales origenes son antropogénicos. Nive-
les altos de Cd se asocian a graves efectos
sobre la salud, en tanto la exposicion a niveles
menores se asocia a cancer pulmonar y prosta-
tico!?, insuficiencia renal y enfermedades car-
diovasculares?, alteraciones del metabolismo de
la vitamina C y trastornos gastrointestinales
agudos. Varios estudios atribuyen al Cd altera-
ciones genéticas, entre ellas aberraciones cro-
mosomicas ¢ hipoploidia.

En hamsters hembra, el Cd inhibe la ovula-
cion y produce esterilidad*; en ratas causa cam-
bios patologicos en titero®, ovarios® y placenta’.
En la mujer, afecta la actividad miometrial en
ausencia de embarazo®, altera el ciclo menstrual,
causa dismenorrea, esterilidad, abortos espon-
tancos, mortinatos’, dafio placentario® y au-
menta el nivel de testosterona en suero'!.

Se ha sugerido que el Cd activa receptores
citosdlico-nucleares de estrogeno (E)!? (ver
comentario editorial de S. Safe'®), y que en
ausencia de hormona este metal pesado repro-
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duce los efectos de E tanto en utero como en
glandula mamaria’. En células tumorales
mamarias MCF7 el Cd activaria receptores de
E alfa y beta. Se¢ ha sugerido que el Cd
interactua con grupos tiol (SH) del sitio activo o
de union del receptor de E a la hormona'S. Este
hecho es importante porque no todos los recep-
tores de E presentan grupos SH en su sitio
activo; a diferencia de los citosélico-nucleares
que son afectados por los bloqueadores de gru-
pos SHY, los receptores de E de los cosindfilos
no lo son'!”. En consecuencia, es posible es-
perar una disociacion entre las diversas res-
puestas a E bajo el efecto de exposicion aguda
a Cd.

Si todos los receptores de E fueran idénticos
entre si y existiera un Unico mecanismo de
accion hormonal, tal como se considero inicial-
mente!’, seria suficiente investigar sélo una
respuesta estrogénica para verificar si el Cd
afecta o no la accion de los E.

El hallazgo®*! y posteriores estudios!®?, en
nuestro laboratorio, de receptores de E en la
superficie de los leucocitos cosinofilos, nos ha
permitido la descripcion®*** del primero de los
mecanismos no genoémicos de accion de hor-
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monas esteroidales, involucrado en diversas res-
puestas estrogénicas denominadas no-genomi-
cas. Los receptores clasicos "citosolico-nuclea-
res" descritos por Jensen!’, por el contrario,
estan involucrados en las "respuestas genomi-
cas" a los E (hipertrofia de los diversos tipos
celulares uterinos, sintesis de proteinas especi-
ficas, respuesta proliferativa para diversos ti-
pos celulares, etc) mediante el mecanismo de
activacion (desrepresion) genomica. Hoy dia
también se conocen varias diferencias entre los
receptores citosolico-nucleares de E de los di-
versos tipos celulares de organos blanco!®25-28,
Estos antecedentes sugieren la posibilidad de
una disociacion toxicologica de respuestas a E,
lo cual justifica la necesidad de investigar posi-
bles efectos selectivos de la exposicion a Cd en
algunas respuestas hormonales en érganos blan-
co.

El presente trabajo representa la primera
etapa del estudio y describe efectos precoces
de exposicion aguda a cadmio; en etapas poste-
riores se investigaran los efectos diferidos de la
exposicion perinatal a dicho toxico por la posibi-
lidad que causen efectos diferidos persistentes
por ¢l mecanismo del imprinting®.

Material y Métodos

por animal®*3!; el edema del endometrio pro-
fundo fue evaluado por morfometria en 36 areas
en 12 cortes transversales de utero®'; la hiper-
trofia miometrial fue evaluada por morfometria
en 36 areas en 12 cortes transversales de ute-
ro*!32, y la respuesta proliferativa fue evaluada
por recuento de figuras mitoticas en 24 cortes
de utero en cada capa histoldgica uterina por
separado y expresada como numero de mitosis
por corte de utero®. Los resultados fueron
expresados como % de la respuesta obtenida
con E en ratas controles, valor que fue definido
como 100% de respuesta, y definiendo el valor
obtenido en los controles como 0% de respues-
ta, pudiendo existir valores negativos cuando
las mediciones reflejaron valores inferiores a
los del control®.

Analisis Estadistico: Para realizar com-
paraciones multiples entre las condiciones ex-
perimentales, los datos fueron sometidos al test
de la minima diferencia significativa (LSD). La
varianza comun para este test fue obtenida por
analisis de varianza de entrada simple (ANOVA),
y no se declaran diferencias significativas a
menos que el test de ANOVA fuera significati-
vo (p <0,05)*.

Resultados

Ratas hembra Sprague Dawley prepuberes
(21 dias de edad) fueron expuestas a Cd (una
dosis de 4 mg/kg p.c., via subcutanea en ¢l
dorso del animal) o a vehiculo. La dosis elegida
se baso en los estudios de Baranski y Sitarek™®.
Dos horas después de la exposicion, las ratas
se trataron con estradiol-17f (300 pg/kg peso
corporal) o vehiculo, y a las 24 horas del trata-
miento, se extrajeron los uteros bajo anestesia,
se los fijo en formalina neutra al 4% para
posterior proceso histologico®3!. Luego los ani-
males fueron eutanasiados por sobredosis de
anestésico. Se utilizaron 10 animales por condi-
cion experimental, total 40 animales.

Se evaluaron respuestas estrogénicas no
gendémicas (cosinofilia y edema uterinos) y
genomicas (hipertrofia miometrial y prolifera-
cion celular en epitelio luminal uterino y mio-
metrio). La eosinofilia uterina fue evaluada por
recuento en 30 cortes transversales de utero
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La figura 1 muestra que la eosinofilia uterina
(A) y el edema endometrial (B) inducidos por E
en animales expuestos a Cd son de mayor
intensidad que las respuestas a E en animales
no expuestos a Cd (p <0,0001 y p <0,001 para
ambas respuestas). La figura 2 muestra que la
exposicion a Cd inhibe parcialmente la hipertro-
fia celular inducida por E en miometrio circular
(p < 0,05, en comparacion con la respuesta a E
animales no expuestos a Cd), y en ausencia de
hormona, la exposicion a Cd causa una leve
hipertrofia celular en este tejido (p < 0,01, en
comparacion con controles no tratados con hor-
mona y no expuestos a Cd). La figura 3 mues-
tra que el Cd inhibe en forma pronunciada la
respuesta proliferativa a E en epitelio luminal
uterino (A) y en miometrio circular (B) (p <0,001
y p <0,0001 respectivamente, en comparacion
con la respuesta proliferativa a E en animales
no expuestos a Cd).
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Figura 1. Efecto de la exposicion aguda a cadmio en la eosinophilia uterina (A) y edema del estroma endometrial profundo (B)
inducidos por estradiol 24 h del tratamiento con la hormona o vehiculo. Las ratas fueron expuestas a cadmio s.c. (Cd) o los
controles a su vehiculo (C), y dos horas después fueron tratadas s.c. con estradiol-17f (E) o su vehiculo (V). Los tteros fueron
extraidos bajo anestesia 24 h después del tratamiento con E o su vehiculo. Las barras indican los promedios (expresados como
% de la respuesta a E en animales no expuestos a Cd) + el error estandar del promedio. Estadistica: Test de la minima diferencia
significativa (LSD), ****p < 0,0001, comparado con la condicion homologa sin tratamiento con E; +++p > 0,001,
++++p < 0,0001, comparado con la condicion homologa no expuesta a Cd.
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Figura 2. Efecto de la exposicion aguda a cadmio en la
hipertrofia celular en miometrio circular inducida por estradiol
24 h del tratamiento con la hormona o vehiculo. Las ratas
fueron expuestas a cadmio s.c. (Cd) o los controles a su
vehiculo (C), y dos horas después fueron tratadas s.c. con
estradiol-17f (E) o su vehiculo (V). Los uteros fueron extraidos
bajo anestesia 24 h después del tratamiento. Las barras indican
los promedios (expresados como % de la respuesta a E en
animales no expuestos a Cd) + el error estandar del promedio.
Estadistica: Test de la minima diferencia significativa (LSD),
*H#%D < 0,0001, comparado con la condicidon homdloga sin
tratamiento con E; +p > 0,05, ++p < 0,01, comparado con la
condicién homdloga no expuesta a Cd.
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Figura 3. Efecto de la exposicion aguda a cadmio en la respuesta proliferativa en epitelio luminal uterino (A) y miometrio (B),
inducidos por estradiol 24 h del tratamiento con la hormona o vehiculo. Las ratas fueron expuestas a cadmio s.c. (Cd) o los
controles a su vehiculo (C), y dos horas después fueron tratadas s.c. con estradiol-173 (E) o su vehiculo (V). Los uteros fueron
extraidos bajo anestesia 24 h después del tratamiento. Las barras indican los promedios (expresados como % de la respuesta a
E en animales no expuestos a Cd) + el error estandar del promedio. Estadistica: Test de la minima diferencia significativa (LSD),
*p < 0,01, *¥**p < 0,0001, comparado con la condicion homologa sin tratamiento con E; +++p > 0,001, ++++p < 0,0001,

comparado con la condicion homologa no expuesta a Cd.

La figura 4 muestra microfotografias repre-
sentativas de endometrio profundo y miometrio
circular (A, By C) y epitelio endometrial luminal
(D, E y F), en animales controles sin exposicion
a Cd ni tratamiento con E (A y D), sin exposi-
cion a cadmio y tratados con E (B y E) y en
expuestos a Cd y tratados con E (C y F). No se
muestra la condicion expuestos a Cd y sin
tratamiento hormonal, por su similitud a la de
animales controles. La eosinofilia uterina y el
edema endometrial profundo son de mayor mag-
nitud en animales expuestos a Cd y tratados
con E (C), que en los no expuestos tratados con
E (B); no se observan cosinofilos uterinos ni
edema endometrial profundo en animales con-
troles (A). Se observa un mayor numero de
figuras mitoticas en animales no expuestos tra-
tados con E (E) que en aquellos expuestos a Cd
y tratados con E (F).

Volumen 79 - Numero 4

Discusion

Hasta nuestro conocimiento, el presente es-
tudio entrega la primera evidencia experimental
que la exposicion aguda a Cd potencia algunas
respuestas a E mientras que inhibe otras. El
pretratamiento con Cd 2 h antes del tratamien-
to hormonal potencia la eosinofilia y el edema
uterinos (respuestas no-gendmicas), pero inhibe
la proliferacion celular en epitelio luminal uteri-
no y miometrio, y la hipertrofia celular en
miometrio circular. Esta disociacion de res-
puestas a la hormona, sugiere diferencias en la
interaccion con cada uno de los dos mecanis-
mos descritos en el utero para la accion de
E!222_Considerando el papel de los cosinofilos
uterinos en el desarrollo del edema endometrial
inducido por E?2% la potenciacion de esta ulti-
ma respuesta por Cd puede ser explicada por
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Figura 4. Microfotografias de ttero para observar la eosinofilia uterina y edema endometrial inducidos por estrogeno (A, B 'y
C) y de mitosis en epitelio luminal uterino (D, E y F) en animales no expuestos y tratados con E (B y E), y en animales
expuestos a Cd y luego tratados con E (C y F), en comparacion con animales controles no expuestos y sin tratamiento
hormonal (A y D), que no presentan dichas respuestas. Las microfotografias fueron tomadas con objetivo de inmersion 100x.
Los eosindfilos uterinos (flechas) se reconocen por el aspecto de sus nucleos muy obscuro y en la mayoria de ellos, nucleo en
anillo. El edema se observa como la mayor separacion entre los nucleos celulares del estroma endometrial profundo (porcion
inferior izquierda de las microfotografias). El miometrio circular se observa en la porcion derecha superior de las fotografias A,
B y C. Las mitosis se observan en el epitelio luminal del endometrio, que recubre el lumen uterino.
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un aumento en el nimero de eosindfilos uterinos.
En concordancia con los presentes resultados,
se ha demostrado previamente que toda condi-
cion experimental que incremente la eosinofilia
uterina®, aun en ausencia de E*, incrementa
en forma paralela el edema endometrial. Mas
aun, se ha reportado una correlacion entre
eosinofilia ¢ imbibicioén acuosa uterinos induci-
dos por E®.

Nuestro estudio no permite discernir si la
leve hipertrofia celular en miometrio circular en
ratas expuestas a Cd sin tratamiento con E es
inducida por activacion de receptores de E, o
por otro mecanismo.

Las disimilitudes entre los efectos de la ex-
posicion aguda a cadmio, con aquellos de una
exposicion a plomo®, sugieren diferencias en
los mecanismos involucrados. El plomo inhibe
la eosinofilia uterina inducida por E*; en cam-
bio el Cd potencia dicha respuesta hormonal. El
plomo antagoniza totalmente la hipertrofia celu-
lar inducida por E en miometrio circular®, en
cambio el Cd sélo la inhibe levemente. Esto
puede sugerir que algunos de los mecanismos
involucrados en las toxicidad de ambos metales
en utero no sean los mismos.

La importante inhibicion por Cd de la res-
puesta proliferativa a E en miometrio y epitelio
luminal uterino puede contribuir a explicar la
infertilidad causada por Cd tanto en animales
de laboratorio* como en la mujer’. Una inter-
accion con la accion de E después de la menar-
quia puede interferir con el desarrollo de los
organos sexuales y causar secuelas. Esta posi-
bilidad debera investigarse en estudios epidemio-
logicos en pacientes pediatricos y en adultos.
La diferencia entre la magnitud de la inhibicion
de la respuesta proliferativa en miometrio y la
leve inhibicion de la hipertrofia celular en este
tejido por Cd, sugieren, pero no demuestran,
diferencias entre los receptores involucrados
en ambas respuestas o en los mecanismos mole-
culares involucrados (cofactores, co-inductores
alostéricos, fosforilacion del receptor, etc). Es-
tas posibles diferencias también deberan ser
investigadas.

Numerosos agentes quimicos que interac-
tuan en forma aguda con la accion de los E323637,
también causan efectos diferidos irreversibles
después de una exposicion perinatal®-*. El
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mecanismo involucrado es el imprinting o pro-
gramacion celular, que ocurre en periodos criti-
cos del desarrollo fetal tardio, perinatal o infan-
til temprano, y es responsable del desarrollo de
diversas patologias que se manifiestan mas tar-
de en la vida®?® incluidas patologias gineco-
logicas y alteraciones de la sexualidad®. Tra-
bajos en curso en nuestro Laboratorio estan
destinados a explorar esta posibilidad, que aler-
ta ante la necesidad de evitar la exposicion a
Cd durante estos periodos tan sensibles del
desarrollo de 6rganos y tejidos, y que puede ser
responsable de diversas patologias gineco-obs-
tétricas de la mujer postpuberal, adolescente o
adulta, o que afecten su sexualidad.

Se concluye que la exposicion aguda a Cd
afecta de manera diferente las respuestas a E
en los diversos tipos celulares uterinos de rata
prepuberal, y que futuros estudios deberan ve-
rificar si este efecto contribuye a explicar para
la especie humana la infertilidad causada por
exposicion a Cd, e investigar si la exposicion
prenatal o postnatal temprana induce efectos
diferidos persistentes, como puede ocurrir en
poblacion infantil prenatalmente expuesta a Cd.
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