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°C, grados Celsius
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RESUMEN

La infertilidad en varones es una problematica que ha incrementado, principalmente
por alteraciones patoldgicas. Sin embargo, 34 a 40 % de los casos, se deben a causas
de infertilidad idiopética, relacionadas con la exposicibn a agentes toxicos en el
ambiente como el cadmio (Cd), un metal pesado derivado de las actividades
antropogénicas. El Cd esta ligado con una disminucion en los parametros de calidad
espermatica en eyaculados de humanos y roedores, aunque a la fecha no esta descrito
si estos efectos se asocian con una alteracion en la funcionalidad del epididimo, en el
que los espermatozoides maduran, mediante una serie ordenada de cambios
fisiolégicos, morfolégicos y bioquimicos, que les brindan las caracteristicas del
potencial fertilizante, dentro de ellos se puede mencionar: cambios en la glicosilacion
de la membrana plasmatica, que involucra carbohidratos como: N-acetilglucosamina,
acido sialico, manosa y fucosa, importantes para el reconocimiento e interaccion entre
gametos, y posterior fertilizacion del ovocito, asi como la fosforilacién de residuos de
tirosina en proteinas de espermatozoides, que es la base molecular para la adquisicion
de la movilidad espermatica, aunado al mantenimiento de la integridad y compactacion
del DNA espermatico. Por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto del
Cd sobre indicadores de la maduracién espermatica epididimaria en la rata Wistar.
Encontramos que el Cd en una dosis de 0.25 mg/Kg de CdCl2 por via IP, del dia 01 a
56 de vida, causa una disminucion de los pardmetros de determinacion espermatica
(concentracion vy vitalidad), y afecta a la maduracién espermatica de la rata Wistar,
pues se observo modificaciones en la distribucion y composicién de los carbohidratos
N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa, incrementé la fosforilacion de
residuos de tirosina en proteinas, y disminuyeron los porcentajes de compactacion e
integridad del DNA en los espermatozoides de las tres regiones del epididimo de
sujetos con exposicion a este metal. De tal forma, que la fertilidad en el macho puede
verse afectada por el Cd, y asi contribuir con la infertilidad de etiologia idiopatica y ser

la causa de la disminucion en la concepcion de la pareja.



ABSTRACT

Infertility in males is a problem that has increased, mainly due to pathological
alterations. However, 34-40% of cases are due to idiopathic infertility, related to
exposure to toxic agents in the environment such as cadmium (Cd), a heavy metal
derived from anthropogenic activities. Cd is linked to a decrease in sperm quality
parameters in ejaculates of humans and rodents, although up to date it is not described
if these effects are associated with an alteration in the functionality of the epididymis,
in which spermatozoa mature, by means of an orderly series of physiological,
morphological and biochemical changes that provide the characteristics of the fertilizing
potential. These include: changes in plasma membrane glycosylation, involving
carbohydrates such as N-acetylglucosamine, sialic acid, mannose and fucose,
important for the recognition and interaction between gametes, and subsequent
fertilization of the oocyte, as well as the phosphorylation of tyrosine residues in sperm
proteins, which is the molecular basis for the acquisition of sperm motility, together with
maintenance of integrity and compaction Of sperm DNA. Thus, the objective of this
work was to analyze the effect of Cd on indicators of epididymal sperm maturation in
the Wistar rat. We found that the Cd at a dose of 0.25 mg/kg of CdClz by IP, from day
01 to 56 of life, caused a decrease in sperm determination parameters (concentration
and vitality), and affects the sperm maturation of the rat Wistar, as it was observed
changes in the distribution and composition of N-acetylglucosamine and/or sialic acid,
mannose and fucose, increased phosphorylation of tyrosine residues in proteins, and
percentages of DNA compaction and integrity decreased in spermatozoa of the three
regions of the epididymis of subjects with exposure to this metal. Hence, fertility in the
male can be affected by Cd, and therefore contribute to the infertility of idiopathic
etiology and be the cause of the decline in conception of the couple.



I. INTRODUCCION

En la actualidad en todo el mundo se presentan casos de infertilidad, constituyendo un
problema de salud que afecta a las parejas. En México, datos del INEGI refieren que
la infertilidad afecta a cerca de 1.5 millones de parejas, es decir una de cada seis
parejas padecen problemas de concepcion (Instituto Nacional de Estadistica y

Geografia-Temas estadisticos, 2016).

La infertilidad, en humanos, esta definida como la imposibilidad de lograr un embarazo
clinico luego de un afio de relaciones sexuales regulares sin el uso de algin método
anticonceptivo (WHO, 2010). La organizacion mundial de la salud (OMS) ha reportado
que, aproximadamente el 15 % de las parejas tienen problemas de fertilidad y al no
lograr un embarazo en el plazo de un afio requieren de asistencia médica (WHO,
2010). El 30 % de los problemas de fertilidad se debe a factores asociados con la
mujer, otro 30 % a factores asociados con el varén y el 40 % restante a multiples
causas sin definir, que incluyen a los dos miembros de la pareja, por lo cual se ha
considerado que el hombre esta involucrado en el 50 % de los problemas de infertilidad
de la pareja (Cui et al., 2016).

La infertilidad masculina puede ser provocada por una gran variedad de condiciones,
sin embargo; casi siempre se relaciona con alteraciones cuantitativas o cualitativas de
los parametros seminales como la concentracion, la movilidad y la viabilidad de los

espermatozoides (Palmay Vinay, 2014).

Actualmente, varias de las causas en la infertilidad masculina se asocian a patologias
gue pueden identificarse e incluso ser tratadas, como el hipogonadismo
hipogonadotrépico y el varicocele; otras como las malformaciones congénitas
genitales y la atrofia testicular se logran diagnosticar, pero no cuentan con un
tratamiento especifico. Sin embargo, aun se desconoce las causas de

aproximadamente el 34 al 40 % de los casos de infertilidad masculina, razén por la



cual se les denomina infertilidad con etiologia desconocida (Povey y Stocks, 2010;
Arrotéia et al., 2012).

En la ultima década, la infertilidad masculina ha recibido la atencion de diversas
investigaciones, pues se sugiere que la salud reproductiva, tanto de humanos como
de animales, ha sufrido efectos adversos como resultado de la exposicion a agentes
guimicos que se encuentran en el ambiente (Povey y Stocks, 2010), los cuales pueden
interactuar con el sistema endodcrino y provocar alteraciones, en la produccion de
espermatozoides y en las estructuras del aparato reproductor relacionadas con la
capacidad fertilizante de los espermatozoides como la préstata, las vesiculas
seminales y el epididimo, afectando asi la capacidad reproductiva del macho (Anway
et al., 2005; Wong y Cheng, 2011).

Dentro de los agentes ambientales asociados con la pérdida de fertilidad en el hombre,
destacan los metales pesados como el plomo (Pb), el mercurio (Hg) y el cadmio (Cd),
entre otros (Wijesekara et al., 2015). Los cuales pueden presentarse de manera fortuita

y por el resultado de las actividades antropogénicas.

Con respecto al Cd, se sabe gue puede interactuar con el eje hipotalamo-hipofisis-
gonada (HHG) y ejercer efectos no deseables en los tres niveles, trayendo como
consecuencia una disminucion en la concentracion de testosterona (T); y por ende, en
la espermatogénesis (Jarup y Akesson, 2009; Lafuente, 2013). Sin embargo, se sabe
poco acerca de los efectos del Cd en la funcién del epididimo y los procesos de
maduracién espermatica que suceden en los espermatozoides para lograr la

capacidad fertilizante (Robaire y Hinton, 2015).

A la fecha, la mayoria de las investigaciones que estudian los efectos del Cd sobre los
espermatozoides, son realizadas en muestras de eyaculado, sin embargo; se
desconoce si existen afectaciones de este metal en algun proceso bioquimico y/o
morfolégico, que dé lugar a una deficiencia fisiolégica que no permita el éxito

reproductivo del macho. Es por ello, que es necesario seguir indagando mas acerca



de los efectos del Cd en el epididimo, pues es, en este 6rgano, donde se lleva a cabo

la maduracion espermética.
II. ANTECEDENTES

El Cd es uno de los agentes téxicos con mayor presencia en el ambiente, pues es
utilizado ampliamente para proteger contra la corrosién de metales como el fierro y el
acero, ademas de que se utiliza como sulfito de Cd y selenito de Cd en la fabricacion
de pinturas utilizadas para colorear ceramicas y plasticos. También es utilizado en la
fabricacion de baterias de hidréxido de niquel-Cd para la industria automotriz y en la
agricultura forma parte de fertilizantes fosforados y de pesticidas (Cichy, Jaroszek y
Pasezek, 2014).

El Cd y sus compuestos, son vertidos a las aguas a través de los relaves mineros y
desagies de las industrias, depositandose en los rios y lagos, de igual manera en
sistemas acuaticos marinos, en los que se ha reportado concentraciones de Cd que
estan por debajo de los 5 ng/L, a un promedio de 40 ng/L en las aguas superficiales
no contaminadas, mientras que en las zonas costeras se han registrado hasta 250
ng/L (Pavlaki et al., 2016), como consecuencia de los aportes fluviales y del impacto
humano directo, el Cd se encuentra libre en el ambiente, tanto en el suelo como en las
aguas de riego, por lo que entra en contacto con los alimentos de origen vegetal, en
los que se puede tener concentraciones que no suelen superar los 200 mg/kg, de peso
fresco; mientras que en el caso de carnes y pescados, el Cd se encuentra presente en

concentraciones de hasta 50 mg/kg (Delfino et al., 2003).

El hecho que se encuentren reportadas cantidades tan altas de Cd en estos alimentos
se debe a que el Cd tiene la caracteristica de bioacumularse; es decir el Cd se
almacena en los tejidos, debido a que no participa en reacciones metabdlicas
esenciales para las formas de vida y porque carece de mecanismos de excreciones,
es decir que el Cd no puede salir del organismo (Delfino et al., 2003; Theileh et al.,

2007; Saeed, 2013). Adicionalmente, el Cd puede ser ingerido a través de los articulos



de ceramica utilizados en la cocina, especialmente cuando son usados para contener
sustancias acidas como los jugos citricos y el vinagre, produciendo solubilizacion con
el vidriado de dichos articulos, extrayéndose cantidades de Cd que contaminan los
alimentos y bebidas. Otro factor importante de exposicion al Cd suele presentarse con
el humo del tabaco, tanto para personas fumadoras como para fumadores pasivos
(Ashraf, 2012).

De acuerdo con la NOM-009-SSA1-1993 y la Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR, 2012) las cantidades permitidas de Cd a las que un ser
humano puede exponerse van desde 0.25 a 0.50 ppm (correspondientes a 0.25y 0.5
mg de Cd por litro de agua), sin embargo; la poblacién en general esta expuesta a Cd
a través de diferentes vias como el agua potable, los alimentos y el aire, este ultimo
en zonas no industriales puede llegar a presentar una concentracion de Cd de 0.1 a 6
ng/m3. Mas aun, se puede llegar a tener una exposicion ocupacional al Cd en diversas
areas de trabajo, tal es el caso de las industrias mineras, automotriz y textil (Siu et al.,
2009), en donde se sabe que el Cd puede estar en el aire en concentraciones que
pueden ir desde los 9.1 a 26.7 yg/m?3, lo que favorece que posteriormente se deposite
una mayor cantidad en el suelo, en donde puede permanecer hasta por 300 afios, y

un 90% continda sin transformarse (Ramirez, 2002).
[I.1. Efectos del cadmio sobre la fertilidad masculina

Se ha reportado que el Cd puede alterar la fertilidad masculina de humanos y de
diferentes especies de animales (Benoff, Jacob y Hurley, 2000; Zhang y Lui, 2014),
afectando al eje de regulacién neuroendocrino HHG (Lafuente, 2013), ademas de
influir sobre la calidad espermatica (Pizent, Tariba y Zivkovi¢, 2012), por lo que a su
vez, se ha realizado la busqueda y explicacion de las alteraciones inducidas por el Cd
en las estructuras que regulan a los procesos de maduracion espermatica, y asi poder

entender los efectos adversos del Cd en la infertilidad.



[1.1.1. Efectos del cadmio sobre el eje hipotalamo hipofisis génada

Se ha demostrado que la exposicion a Cd puede afectar seriamente la salud
reproductiva, causando infertilidad tanto en hembras como en machos de diferentes
especies (Benoff et al., 2009; Byrne et al., 2009; Siu et al., 2009; Mouritsen et al., 2010).
Asi mismo, la exposicion a Cd esta asociada con cambios en la actividad del sistema
endocrino (Esquifino et al., 2001), pues se sabe que el Cd se bioacumula en el eje
HHG en sus tres niveles, provocando diferentes efectos indeseables. En el hipotalamo
se han encontrado diferentes alteraciones (Jiménez-Ortega et al., 2012), pues el Cd
es capaz de atravesar la barrera hemato-encefalica (Murphy, 1997) y bioacularse
(Lafuente, 2013). Asi, se ha reportado que disminuye las concentraciones de la
norepinefrina, serotonina y dopamina en diferentes areas del hipotalamicas, ademas
de modificar las concentraciones del 4cido gamma aminobutirico (GABA), taurina,
glutamato y aspartato (Esquifino et al., 2001; Lafuente et al., 2001), de igual manera el
Cd induce cambios en la expresion de los genes reloj Per 1 y Per 2 en el hipotdlamo
de ratas (Cano et al., 2007).

En cuanto a la hipdfisis, se ha reportado que es un érgano blanco muy sensible al Cd,
por lo cual tiene efectos endocrinos en células gonadotropas, como ya ha sido
demostrado en ratas y primates (Jiménez-Ortega et al., 2012; Lafuente, 2013).
También, se ha observado que la exposicion ocupacional a Cd reduce la secrecion de
la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) en
trabajadores varones urbanos (Ciarrocca et al., 2013). El Cd directamente puede
inhibir la liberaciébn de hormonas hipofisarias (Poliandri et al., 2006), asi lo ha
demostrado el estudio reportado por Esquifino y cols. (1999), en donde los patrones
de secrecion de prolactina cambian, después de una administracion cronica del metal
por via subcutanea a ratas macho puberes (de los 30 a los 60 dias de vida) y adultas
(de los 60 a los 90 dias de vida), en una dosis de 0.5 y de 1 mg/Kg de peso
respectivamente. De igual forma, hay cambios diferenciales en las concentraciones
plasmaticas de hormona adrenocorticotropica (ACTH), de tirotropina (TSH) y de

hormona del crecimiento (GH), aunado a que hay una disminucion en las
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concentraciones de FSH y una alteracion en la frecuencia del pulso y la vida media de
la LH en ratas machos puberes y adultas (Lafuente et al., 1999), lo que se relaciona
con una disminucién de T en plasma. Ademas, se sabe que la administracion de Cd
induce estrés oxidativo y lipoperoxidacion (LPO) en la hipdfisis anterior (Poliandri et
al., 2006).

Existe evidencia que el Cd altera la funcion testicular (Lafuente et al., 2000; Hachfi y
Sakly, 2010; Mendiola et al., 2011), sus efectos toxicos sobre el testiculo generan bajas
concentraciones de T en plasma (Lafuente et al., 2000). Ademas, se ha reportado que
la administracién de Cd a ratones, en una dosis de 4 mg/kg de peso corporal durante
6 dias induce, en el testiculo una disminucion importante de la actividad de las enzimas
esteroidogénicas testiculares como la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD) y
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD), enzimas clave para la biosintesis de
T. Como consecuencia se presenta una reduccion en la concentracion de T en plasma,
una disminucion en el recuento de espermatozoides testiculares, asi como, pérdida en
la movilidad espermética, aumento de la concentracién intracelular de especies
reactivas de oxigeno (EROs), una mayor LPO, incremento de la fragmentacién del
acido desoxirribonucleico (DNA) y la disminucion en la concentracion de enzimas

antioxidantes (Manna, Sinha y Sil, 2008).

Del mismo modo, de acuerdo con Gunnarsson, Nordberg y Selstam (2007) el Cd afecta
el desarrollo de los testiculos y altera la sintesis de andrégenos, asi como la produccion
de gametos. También, se sabe que el Cd causa un aumento en la expresion de la
enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en el testiculo, que puede
ser una consecuencia de la disminucion en la concentracion de T inducida por este
metal (Wang et al., 2012; Ji et al., 2013; Ohtani et al., 2013).

Ademas, la disminucion en la concentracion de T causada por la intoxicacién con Cd,
no soélo afecta la funcion testicular, sino que también disminuye el peso de otros
organos dependientes de andrégenos como el epididimo (Hernandez-Rodriguez et al.,
2016).
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[1.1.2. Efectos del cadmio sobre la espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso extraordinariamente complejo, pero bien
controlado, en el que una serie de divisiones mitoticas y meidticas combinadas con la
espermiogénesis, dan lugar a los espermatozoides maduros. Esto a partir de las
espermatogonias y de un microambiente regulado por las células de Sertoli y las de
Leydig. Ademas de la participacion de factores paracrinos como: las citosinas y los
factores de crecimiento que regulan los mecanismos de division y renovacion celular,

y de la interleucina 1 que es capaz de modular las funciones de las células de Sertoli.

De forma particular, se ha demostrado que el Cd afecta a las células de Sertoli, tanto
en su morfologia como en el numero de células presentes en el testiculo, como
consecuencia de la pérdida de adhesion de las células de Sertoli con las células
germinales, interrumpiéndose las uniones estrechas (Siu et al., 2009), por lo cual se

ha identificado al Cd como una sustancia toxica hacia las células de Sertoli.

También, se sabe que la T producida por las células de Leydig, propicia la produccién
y desarrollo de los gametos masculinos en los tubulos seminiferos (Jenardhanan,
Panneerselvam y Mathur, 2016; Neto et al., 2016). En este contexto, se ha reportado,
que el Cd en ratones y ratas reduce el peso de los testiculos (Manna, Sinha y Sil,
2008), y afecta a diferentes etapas de la espermatogénesis, de tal forma que promueve
el retraso de la mitosis en la fase G2, por lo que se inhibe la espermiacion, induciendo
ademas la apoptosis en células germinales (Jenardhanan, Panneerselvam y Mathur,
2016), y asi mismo afecta al equilibrio hormonal del testiculo, por lo cual los principales
efectos del Cd en la espermatogénesis, se ven observados en una disminucion del
conteo de los espermatozoides y en un aumento del porcentaje de anormalidades

morfologicas (Asadi et al., 2013; Adamkovicova et al., 2016).
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[1.1.3. Efecto del cadmio sobre la calidad espermética

Otras de las alteraciones reproductivas causadas por el Cd se ven reflejadas
directamente sobre los espermatozoides, afectando su concentracion y movilidad.
Ademas, de que se hareportado que la concentracion de Cd en la sangre de pacientes
con infertilidad es inversamente proporcional a la concentracion de espermatozoides
en el eyaculado, lo mismo ocurre con el porcentaje de espermatozoides moviles
(Benoff et al., 2009). Asi, se ha sugerido que la concentracion de Cd en el semen
podria contribuir a la infertilidad masculina mediante la reduccién de la calidad
espermatica (Pant et al., 2003). De hecho, la exposicién a Cd causa efectos dafinos
en los espermatozoides, observandose un incremento de la fragmentacion del DNA,

una reaccion acrosomal prematura y disminucién de la movilidad (Oliveira et al., 2009).
[1.2. Epididimo y maduracion espermética

La produccién continla de gametos masculinos en los mamiferos depende del inicio
de la proliferacion de espermatogonias y su diferenciacién a espermatozoides, en el
epitelio testicular. Sin embargo, posteriormente en etapas post-gonadales establecidas
cuando los espermatozoides recorren las diferentes regiones del epididimo, la
composicién del medio ambiente epididimal cambia secuencialmente a lo largo de este
organo, permitiendo asi la maduracién espermética (Dacheux y Dacheux, 2014).
Donde los espermatozoides obtienen la capacidad fertilizante (Dacheux et al., 2009),
término que se refiere a que los espermatozoides adquieren el potencial de moverse
progresivamente, ademas de que adquieren la capacidad de reconocer y unirse a la
zona pellcida, para fertilizar y fecundar a un ovocito. Para que esto se logre, es
necesario que ocurran cambios en las propiedades fisiologicas de la membrana del

espermatozoide (Tulsiani, 2006; Robaire y Hinton, 2015).

Asi, diversos estudios han indicado que estos cambios, ocurren durante el transito de
los espermatozoides por el epididimo (Sostaric et al., 2008). Dentro de los cambios

estructurales que se requieren, se incluyen cambios en la presencia de las
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glicoproteinas y esteroles de la membrana plasmatica, asi como la unién nuclear de
protaminas y la fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas. Ademas, de los
cambios en la composicion de los fosfolipidos de la membrana, que incluyen una
selectiva y progresiva pérdida de los mismos, al paso de los espermatozoides por el
epididimo, dando como resultado un aumento en el colesterol, lo que permite una
estabilizacion en la membrana de los espermatozoides maduros; los cuales se

almacenan en la cola del epididimo.

Es importante considerar, que los cambios que ocurren en la membrana durante la
maduracion epididimaria no se limitan a la cabeza del espermatozoide, pues la
absorcion e integracion de varias glicoproteinas han sido observadas en la membrana
plasmatica de la cola del mismo espermatozoide (Belleannée et al., 2011; Ribeiro et
al., 2015).

En este sentido, se ha propuesto, que la funcién del epididimo es principalmente
regulada por andrégenos (Ribeiro et al., 2015), por lo que estos procesos pueden verse
seriamente afectados por la exposicion a toxicos como los metales pesados, dentro de
ellos el Cd.

[1.2.1. Estructura del epididimo

El epididimo es un érgano estructurado por un tubo largo que varia en longitud
dependiendo de la especie, puede medir de 1 a 80 metros (m), siendo de 1 m en el
ratbn, 3 m en la rata, 6 m en el humano (Hinton et al., 2011) y hasta 80 m en el caballo
(Arenas-Rios et al., 2012). El epididimo comienza en los conductos eferentes, los
cuales son los puentes de comunicacion con el testiculo y termina en el conducto
deferente. Para su estudio, el epididimo generalmente se divide en cuatro regiones
anatomicas: el segmento inicial, la cabeza (caput o region cefalica), el cuerpo (corpus

0 regidon media) y la cola (cauda o regién caudal) (Robaire y Hinton, 2015) (figura 1).
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Figura 1. Organizacion esquematica del epididimo de rata. Las cuatro regiones del epididimo: cabeza,
cuerpo y cola, son representadas, asi como el segmento inicial. Las lineas indican el sitio donde las
diferentes regiones son divididas. Adaptado de: Guo et al., 2007.

Esta regionalizacion, radica en los cambios de los diferentes tipos celulares
encontrados en el epitelio del epididimo por regién. El transito de los espermatozoides
por este 6rgano, para alcanzar la madurez, puede tomar de 6 dias en el humano, y en
la rata entre 8 a 11 dias (Robaire y Hinton, 2015). Gran parte de esta variabilidad se
debe al tiempo necesario para atravesar la cola. En la mayoria de las especies, el
recorrido por la cabeza y el cuerpo, toma aproximadamente 1-3 dias en cada uno.
Entre el segmento inicial y la cola, el epitelio disminuye de altura y la luz se hace mas

amplia y cada vez mas llena de espermatozoides (Marengo, 2008).
[1.2.2. Tipos celulares en el epididimo

El epitelio del epididimo esta constituido por varios tipos celulares que recubren al
tubulo, los cuales son: las células principales, las células apicales, las células
estrechas, las células claras, las células basales y las células halo. Algunas de estas

células se encuentran a lo largo de todo el conducto como las células principales,
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mientras que otras se encuentran exclusivamente en regiones especificas como las

células estrechas (Shum et al., 2009; Robaire y Hinton, 2015) (figura 2).
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Figura 2. Esquema del epididimo con sus diferentes regiones y la composicion celular de cada una de
ellas. El epitelio del epididimo esta compuesto por varios tipos celulares, incluyendo células estrechas,
claras, principales y basales. Adaptado de: Shum et al., 2009.

[1.2.2.1. Células principales

Estas células aparecen a lo largo de todo el epididimo, con diferencias estructurales
en cada region, son el tipo celular mas abundante y ampliamente estudiado que se
encuentra en el epitelio epididimario y tienen como caracteristica una maquinaria
secretora y endocitica altamente desarrollada, ademas de que sus nucleos basales
estan alineados (figuras 3y 4). Se ha observado que la formacion de uniones estrechas
entre las células principales contiguas, forma a la barrera hemato-epididimaria que
permite conservar el microambiente del lumen para el mantenimiento de los

espermatozoides.
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Figura 3. Representacion esquemética de células encontradas en el epitelio del epididimo. La célula
estrecha estd representada a la izquierda, la célula principal es de apariencia columnar, todos sus
organelos componen un aparato endocitico, con numerosas cisternas paralelas de reticulo
endoplasmico rugoso (rER) localizadas basalmente, aunque algunas pueden esporadicamente estar
dispersas en la regién apical y supranuclear de la célula (SER), el aparato de Golgi (G) es altamente
complejo. Las células principales muestran ampollas de citoplasma que emanan hacia la superficie
apical de la superficie celular, referidas como ampollas apicales (AB), y pequefios agregados de
vesiculas tubulares (VA). La célula basal se encuentra a lo largo de la membrana basal (BM), y envia
un delgado proceso hacia el lumen. Nucleo (N), microvellosidades (Mv), vesiculas apicales en forma de
copa (v), pozos recubiertos (cp), endosomas (E), lisosomas (L). Reproducido de: Robaire y Hinton, 2015.

Dependiendo del segmento, las células principales comprenderan el 80 % en el
segmento inicial, al 65 % de la poblacion total de las células epiteliales en la cola del
epididimo, son células columnares que presentan estereocilios prominentes que se
extienden hacia la luz. Ultra estructuralmente, la regién supranuclear de este tipo de
células contiene grandes pilas de saculos de Golgi, mitocondrias, cuerpos
multivesiculares y elementos membranosos, mientras que la regién infranuclear esta

densamente constituida por reticulo endoplasmico rugoso (Arrotéia et al., 2012).

Estas células son responsables de la mayor parte de las proteinas que se sintetizan
dentro del epididimo, las cuales pueden ser retenidas por las mismas células, o bien
ser activamente secretadas en el compartimento luminal del epididimo, controlando

las concentraciones de proteinas, por lo que desempefian un papel activo en la
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endocitosis de proteinas, ya que su aparato de Golgi consta de varios saculos
apilados, del cual se secretan, tanto las vesiculas secretoras de superficie lisa (SSV
de 150-300 nm) como a las vesiculas pequefas recubiertas (SCV 60-70 nm) o a las
vesiculas pequefas descubiertas (SUV 60-70 nm). Las SSV se destinan a la superficie
celular apical con la que se fusionan, entregan su contenido en el lumen del epididimo
de una manera regulada, mediante un proceso denominado secrecion merodcrina,
mientras que las SCV son dirigidas del aparato de Golgi a cuerpos multivesiculares,
en donde liberan su contenido lisosomal, aunque algunas pueden ser destinadas para
la superficie celular, algunas de las SUV, pueden ser derivados de Golgi y también
pueden participar en la secrecién merdécrina, al fusionarse con la superficie apical de

la célula (Robaire y Hinton, 2015).
[1.2.2.2. Células basales

En todas las especies estudiadas hasta la fecha, se han encontrado presente este tipo
celular a lo largo de todo el epitelio del tabulo epididimario. Las células basales
constituyen un 15 a 20 % del total de células presentes a lo largo del epitelio del
epididimo, tienen muy poco citoplasma, y se caracterizan por encontrarse adheridas a
la membrana basal, ademas de no tener acceso directo a la luz del lumen del tabulo
(figuras 3 y 4). Para algunos procesos, este tipo celular se comunica con el lumen,
mediante la formacion de extensiones de citoplasma; las células basales no actian
como células madre para reponer a las células principales, y de la misma forma, no se
dividen en los adultos (Robaire y Hinton, 2015).Las células basales contienen lo que
parecen ser granulos de secrecion y dentro de algunas de sus funciones se ha
sugerido que las células basales pueden tener un papel dentro del proceso del sistema
inmune epitelial, debido a su capacidad para responder con macrofagos ante la
presencia de auto-antigenos de los espermatozoides en el lumen (Arrotéia et al., 2012;
Robaire y Hinton, 2015), y en la regulacion de electrolitos, asi como encargarse
también de la acidificacion del pH del lumen, proceso relacionado con el
almacenamiento, establecimiento de la fertilidad y la calidad espermatica (Shum et al.,
2009).
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[1.2.2.3. Células apicales

Estas células integran cerca del 10 % del total de la poblacion epitelial en el segmento
inicial y zona intermedia del epididimo, pero solo forma aproximadamente un 1 % de
la poblacion celular en la cola del epididimo, aunque se han visto ocasionalmente
variaciones entre los segmentos de ratas de edad avanzada. Son células que estan
claramente definidas por la gran cantidad de mitocondrias presentes en el citoplasma
apical y por pocas microvellosidades en el borde del lumen, ademas de un nucleo que
se encuentra en la mitad superior del citoplasma de la célula, el cual es esférico y no
tienen contacto con la membrana basal (figura 3). Se diferencian claramente de las
células estrechas y principales adyacentes en funcién de su perfil de expresion de
proteinas. Cuentan con la capacidad de endocitar sustancias desde el lumen, debido
a que contienen una gran cantidad de enzimas proteoliticas, y estan relacionadas con
la quiescencia de espermatozoides y la regulacion del pH en el lumen, a través de la
produccién de enzimas de la familia de la anhidrasa carbonica (Arrotéia et al., 2012;
Robaire y Hinton, 2015).

11.2.2.4. Células estrechas

En la rata y el raton adulto, las células estrechas son alargadas y delgadas, las cuales
suelen ser relativamente bajas en numero (Shum et al., 2009), s6lo aparecen en el
epitelio del segmento inicial y zona intermedia, su poblacién incrementa del 3% en el
segmento inicial, al 6% de la poblacion epitelial total en el cuerpo, suelen ser mas
estrechas que las células principales; se adelgazan y envian una proyeccion delgada
de citoplasma, que puede llegar a la membrana basal, para poderse llevar acabo un
intercambio de moléculas. Se caracterizan por poseer numerosas vesiculas apicales
en forma de copa, las cuales participan en la endocitosis y en la secrecién de iones H*
hacia el interior del lumen, ademas de tener varias mitocondrias y un pequefio nucleo

aplanado, que se sitta en la mitad superior del citoplasma de la célula (figura 3).

19



Las células estrechas son distintas de las células apicales en su apariencia
morfoldgica, distribucion relativa y en la expresion y secrecion de diferentes proteinas,
se ha sugerido que estas células estan implicadas en el proceso de transporte
intracelular entre la luz y las células epiteliales, en la degradacion de proteinas y de
carbohidratos especificos, dentro de sus lisosomas y en la proteccion de los
espermatozoides ante un entorno cambiante perjudicial; incluso difieren ampliamente
de sus células principales vecinas, y muestran una expresion de proteinas region
especifica, tales como la glutation S-transferasa y enzimas lisosomales (Arrotéia et al.,
2012; Robaire y Hinton, 2015).

I1.2.2.5. Células claras

Son células grandes, involucradas en la endocitosis del citoplasma residual, asi como
del contenido liquido del epididimo, en conjunto con las células halo, constituyen poco
menos del 5% del total de la poblacién celular epitelial, y se encuentran
equitativamente distribuidas a través de la cabeza, el cuerpo y la cola del epididimo,
son distintivas por su region apical que contiene pequefias vesiculas apicales,
endosomas, cuerpos multivesiculares y lisosomas, junto con algunas
microvellosidades, todos involucrados en la endocitosis (figura 4), asi como por una
region basal que contiene al nlcleo y una cantidad variable de gotas de lipidos. La
actividad endocitica de estas células es mucho mayor que en las células principales,
y €s una caracteristica que se presenta mayormente en la cola del epididimo. Estas
células se encargan de endocitar diferentes proteinas y los contenidos de las gotas
citoplasmaticas liberadas por los espermatozoides en su transito a través del lumen
del conducto epididimario (Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015). En conjunto
con las células estrechas, las células claras participan en la acidificacion del fluido
luminal, manteniendo el pH acido del liquido del epididimo; tarea esencial para
mantener quiescentes a los espermatozoides y asi prevenir la iniciacion prematura de

la reaccién acrosomal (Shum et al., 2009).
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11.2.2.6. Células Halo

Son pequeias células con un borde estrecho de citoplasma claro, estan presentes en
todo el epitelio del epididimo (figura 4), se localizan en la base del epitelio, aunque no
tocan la membrana basal, y contienen un numero variable de granulos nucleares
densos (Arrotéia et al., 2012). Han sido descritas incluso como linfocitos 0 monocitos,
debido a que es dificil distinguir entre este tipo de células mediante microscopia de luz,
por su similitud en tamafio y morfologia nuclear. Las células halo participan dentro del
sistema inmune como auxiliares de linfocitos B, linfocitos T, linfocitos T citotdxicos y
monocitos. Con la edad, hay un aumento region-especifico en el nimero de cada uno
de estos tipos de células inmunes, asi como la aparicion ocasional de células
eosinofilas. En el epitelio de la rata, el nimero de linfocitos T citotoxicos es equivalente
al niumero de células halo, lo que sugiere que las células halo son, en condiciones

normales, el tipo de célula inmune primaria en el epididimo (Robaire y Hinton, 2015).

la cabeza del epididimo (izquierda), y
una célula principal del cuerpo del epididimo (derecha), con una célula clara en medio, también se
representan una célula halo y una célula basal. Las células principales de ambas regiones contienen
pozos recubiertos (cp), endosomas (E), lisosomas (L) y un elaborado aparato de Golgi (G). El reticulo
endoplasmico rugoso (rER) ocupa la regién basal de la célula principal en la cabeza del epididimo,
mientras que numerosas gotas de lipidos (lip) ocupan el citoplasma de la célula principal de la regién
del cuerpo del epididimo. Las células claras muestran pocas microvellosidades (My) y numerosos pozos
recubiertos (cp), pequefias vesiculas apicales (v), endosomas (E) y lisosomas (L), todos involucrados
en la endocitosis. La célula halo, esta insertada entre la célula principal adyacente, es localizada
basalmente, y contiene un pequefios nicleos granulares densos (g), mientras que la célula basal se
estrecha a si misma a lo largo de la membrana basal (BM). Nucleos (N). Reproducido de: Robaire y
Hinton, 2015.
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[1.2.3. Funcion del epididimo

Cuando los espermatozoides abandonan el testiculo no han adquirido audn la
capacidad fertilizante, para que esto se logre es necesario que los espermatozoides
pasen por el conducto epididimario, justo a este proceso es al que referimos como
maduracion espermatica epididimaria. Asi, una serie de diversos cambios, que se
producen en los espermatozoides forman parte de la maduracion espermatica,
considerandose que es en las dos primeras regiones del epididimo donde ocurre la
maduracion espermatica, culminando antes de su paso por la region de la cola
(Rodriguez-Tobdn, 2011). La maduracion espermatica requiere de una diversidad de
modificaciones que favorecen a los espermatozoides que recorren el tabulo del
epididimo, dichos procesos dependen de un microambiente especializado en el lumen
tubular, el cual es proporcionado por los diferentes tipos celulares que conforman al
epididimo asociado a una serie de eventos bioquimicos, que pueden de manera
organizada, modificar al espermatozoide a través del tubulo epididimario. Los cambios
gue ocurren en los espermatozoides son inducidos por la presencia de sustancias
secretadas por el propio epididimo, o bien por la eliminacién de otras sustancias que
son absorbidas por diferentes tipos celulares presentes en el epitelio del epididimo.
Las células epiteliales localizadas al borde del lumen tubular, se sabe que son
dependientes de andrégenos y que secretan ciertas proteinas que interactian con el
espermatozoide como parte del proceso de maduracion, favoreciendo la formacién de

espermatozoides completamente funcionales (Rodriguez-Tob6n, 2011).

Otro de los aspectos importantes dentro de la maduracion epididimaria es la pérdida
de la gota citoplasmética (GC), la cual puede permanecer en la espermatida elongada
después de la liberacion del epitelio germinal, pues generalmente la mayoria del
citoplasma de la espermatida es fagocitado como "cuerpo residual” por la célula de
Sertoli (Cooper, 2011). Este evento se ha relacionado con los cambios en las proteinas
del citoesqueleto y con cambios continuos en la fuerza i6nica dentro de la GC (Cooper,
2011).
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Un estudio morfolégico en espermatozoides obtenidos del eyaculado humano, ha
demostrado que existen dos tipos de citoplasma en las células esperméticas: uno que
representa el citoplasma remanente, el cual esta normalmente unido a cualquier parte
del flagelo del espermatozoide y la "verdadera” GC, que se presentan de manera mas
estable unida a la region del cuello del espermatozoide. Mientras que en los
espermatozoides del epididimo de ratén la GC se sitta en la pieza media del flagelo
(Cooper, 2005), esta diferencia en la morfologia y la posicion de las GC entre
espermatozoides humanos y de raton refleja las diferencias entre especies (Xu et al.,
2003). Sin embargo, en la rata la GC se pierde durante la espermiacion, es decir
cuando se desprende la espermatida elongada del epitelio seminifero (O’Donnell et
al., 2011), aunque es posible que en regiones del epididimo se observe aun, como
consecuencia de alguna alteracién que ocurrié durante la espermiacidén y se mantenga
la GC.

Los cambios antes citados, que presenta el espermatozoide durante todo el recorrido
por el epididimo, dependeran de las modificaciones pos-traduccionales que se
producen después de la sintesis proteica. Estas ocurren en los residuos de
aminoacidos que las constituyen y pueden ser de dos tipos: adicion de grupos
funcionales, o enlaces con otras proteinas. Entre los que se incluye a la fosforilacion
de los residuos de tirosinas, lo que produce una activacion de las proteinas. Se ha
propuesto, que esta activacion es lo que se relaciona con la adquisicion de la
capacidad fertilizante (Filtz, Vogel y Leid, 2014).

[1.2.3.1. Cambios parala maduracion del espermatozoide en el epididimo

Los primeros investigadores plantearon la hipétesis de que la maduracion es una
propiedad inherente de los espermatozoides y que depende sélo de la cantidad
adecuada de tiempo. Ahora se sabe que los espermatozoides deben interactuar con
una diversidad de sustancias propias de las diferentes regiones del epididimo, para
adquirir la fertilidad y éxito reproductivo tras el apareamiento natural. Esto, se logra

mediante varios mecanismos que modifican las proteinas en la membrana plasmatica
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del espermatozoide, conforme estas células se desplazan por el tibulo epididimario.
Durante el transito por el epididimo, los espermatozoides deben someterse a los

siguientes procesos:

1.- Mantener la concentracion para hacer posible un eyaculado de tamafio préctico,

en: conductos eferentes, segmento inicial.

2.- Adquirir la maduracion funcional, en: la cabeza, el cuerpo y también en la cola

proximal, en algunas especies.

3.- Ser almacenados en un estado de reposo hasta la eyaculacion, en la cola del

epididimo.

4.- La eliminacién de los espermatozoides con alteraciones.

5.- Todas las regiones del epididimo también deben proporcionar la aireacion,
alimentacion, eliminacion de residuos y la proteccion fisica-bioquimica para el

espermatozoide.

El epididimo ademas de tener la funcion de almacenamiento, se encarga de la
maduracién espermatica (Damm y Cooper, 2010), un proceso que es complejo y
secuencial, aunque la totalidad de modificaciones que experimentan los
espermatozoides es desconocida y puede diferir entre especies, por lo cual, alin se
estudia extensamente, no obstante, si es conocido que el alcance de este proceso de
maduracion implica una serie de modificaciones post-testiculares en el
espermatozoide de mamiferos (Palomo-Peird, 1995), que facilitaran o daran lugar a
cambios bioquimicos, fisiolégicos y morfologicos, que conllevan al desarrollo
progresivo de la capacidad fertilizante en estas células, los cuales ocurren entre las
diferentes regiones: cabeza, cuerpo y cola del epididimo, dentro de ellos se puede

mencionar a los siguientes:
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[1.2.3.1.1 Cambios bioquimicos

El epididimo de los mamiferos es de gran relevancia, debido a que proporciona el
ambiente intraluminal especifico para que ocurran modificaciones bioquimicas
necesarias para producir espermatozoides funcionalmente maduros. La membrana
plasmética que contiene al espermatozoide, es un componente vital durante los
eventos tempranos en la fertilizacion, tras someterse a amplios cambios bioquimicos
gue permiten una distribucion espacial en los componentes del glicocalix, denominado
de esta manera por la gran cantidad de proteinas que se encuentran glicosiladas
(Rodriguez-Tobdn, 2016).

La glicosilacion es una de las modificaciones post-transcripcionales presentes en las
proteinas de la superficie del espermatozoide, ocurre en las glicoproteinas (que son
estructuralmente macromoléculas complejas compuestas de una cadena principal
peptidica a la que una o0 mas cadenas de glicanos se unen covalentemente) en la
superficie del espermatozoide, esto se sabe, debido a que la porcion de carbohidratos
de las proteinas cada vez estd mejor reconocido, incluyendo multiples modificaciones
bioguimicas intracelulares y extracelulares, que ocurren en el espermatozoide que se
desplaza de la region de la cabeza a la regién de la cola del epididimo, y a pesar de
gue ciertos detalles de estas modificaciones aun no estan claros, existen evidencias
de que en la superficie del espermatozoide, los glicoconjugados son modificados
durante el paso por el epididimo, debido a que dos conjuntos de enzimas que modifican
glicoproteinas: (1) glicohidrolasas, una clase de enzimas hidroliticas que separan
residuos de azucar de glicoconjugados existentes, y (2) glicosiltransferasas, una clase
de enzimas sintéticas que afiaden residuos de azlcar a un aztucar donante (azucar de
nucleotido), estan presentes en altas concentraciones en el fluido luminal del epididimo
gue rodea a los espermatozoides, y modifican a los glicoconjugados de la superficie

del espermatozoide (Tulsiani, 2006).

La importancia de los cambios en la superficie celular del espermatozoide durante el

proceso de maduracion ha sido bien documentada, lo que ha permitido relacionar la
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adquisicién de la capacidad fertilizante del espermatozoide, con algunas de dichas
modificaciones, estos cambios son imprescindibles para que ocurran otros después de
gue la célula espermaética sea depositada en el tracto reproductor femenino y se lleven
a cabo los procesos de capacitacion y reaccion acrosomal (Toshimori, 1998; Tulsiani,
2006; Chandra et al., 2008; Toyonaga, Kaihara y Tsutsui, 2011).

Debido a que el epididimo es un 6rgano que tiene una alta actividad de absorcion y
secrecion, y que la osmolaridad y composicion quimica del fluido secretado varia de
un segmento a otro, la membrana plasmética del espermatozoide, expuesto
directamente al fluido epididimario, se modifica constantemente a medida que la célula

espermatica pasa a través de las distintas regiones del érgano.

El desarrollo de técnicas encaminadas a la deteccion, liberacion, separacion y analisis
de los oligosacéaridos presentes en glicoproteinas y glicolipidos ha permitido el
desarrollo de modelos para estudiar las bases moleculares de la interaccion
carbohidrato-proteina. Estas porciones glicanicas pueden ser reconocidas
especificamente por lectinas, término que define en la actualidad a una amplia gama
de proteinas de origen vegetal y animal, capaces de unirse en forma especifica a los
residuos de carbohidratos de los glicoconjugados por su afinidad especifica con los
azucares, formando uniones muy similares a las de las enzimas con sus sustratos y
los anticuerpos con sus respectivos antigenos (Micucci y Camps, 1987), aunque las
lectinas no poseen actividad enzimética y no son producto de una respuesta inmune
(Hernandez-Cruz et al., 2005).

Debido a sus propiedades especificas, las lectinas vegetales se han utilizado como
herramientas en la bioquimica, biologia celular, inmunologia, genética y biomedicina
con propdsitos analiticos y preparativos, asi como para el diagndstico y terapia en el
cancer (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005; Hernandez-Cruz et al., 2005). Las
lectinas vegetales suelen clasificarse de varias maneras, por ejemplo: la especificidad
hacia el monosacéarido que inhibe su actividad hemaglutinante (Tabla 1) y hacia las

estructuras oligosacaridicas que reconocen, clasificAndolas en lectinas que reconocen
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N-glicanos, que son oligosacaridos unidos a un residuo de asparagina en las proteinas
mediante una N-acetil-glucosamina y lectinas que reconocen a los O-glicanos, que son
oligosacaridos unidos a un residuo de serina o treonina en las proteinas mediante una

N-acetilgalactosamina.

Tablal. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas.

Monosacarido Lectina Abreviatura
Manosa Canavalia ensiformis ConA
Ricinus communis RCA
B-galactosa Glycine max SBA
N-acetil-a-D-galactosamina Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus ALL
N-gcetll_qlgcosamlna Triticum vulgare WGA
Acido siélico
Fucosa Ulex europaeus UEA
Lotus tetragonolobus LTA
a-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA

Especificidad de lectinas vegetales hacia el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante y
hacia los oligosacaridos que reconocen (adaptado de: Hernandez-Cruz et al., 2005).

Ademas, se sabe que el contenido de glicoconjugados en los espermatozoides, es un
buen indicador de la maduracion que los espermatozoides deben presentar a través
del recorrido que realizan por el epididimo (Tajiri et al., 2012). En acontecimientos
posteriores, como la fertilizacion, los glicoconjugados son una forma altamente
compleja, que participa en el reconocimiento célula a célula, en la union del
espermatozoide a la zona pellcida, en la reaccion acrosomal y en la fusion
espermatozoide-ovocito (Cardona-Maya y Cadavid, 2005). Asi, se ha reportado que
lectinas como: Canavalia ensiformis aglutinina (Concanavalina A, Con A), que se une
a residuos de manosa, un carbohidrato que participa en la unién del espermatozoide
con la zona pelucida durante el proceso de fertilizacion, ademas de que esta presente
de manera permanente en la membrana de los espermatozoides (Aliabadi et al., 2013).
Triticum vulgare aglutinina (WGA), la cual detecta residuos de N-acetilglucosamina y/o

de acido sialico (acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) y acido N-glicolil (Neu5Gc), que
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son las dos principales formas de residuos encontradas en glicanos de mamiferos),
ambos carbohidratos importantes en los espermatozoides, pues N-acetilglucosamina
requiere estar presente por estar considerado que tiene participacion en la interaccion
entre gametos, ademas que se ha reportado puede inducir la reaccion acrosomal en
espermatozoides a través de mecanismos similares a los descritos en la induccion de
esta reaccion por la zona pellcida, y estar correlacionado con la fertilizacion in vitro
(Cardona-Maya y Cadavid, 2005; Tulsiani y Abou-Haila, 2012), mientras que el acido
sialico se ha relacionado con un incremento en la carga negativa total de la superficie
del espermatozoide durante el transito epididimal, para el caso de la rata, se ha
descrito por varios investigadores, que es en la cabeza de los espermatozoides donde
se tienen mas altos valores de uniones de acido sialico a la membrana, y conforme
avanzan a traves del tubulo epididimario, disminuye a valores mas bajos las uniones
en la cola del espermatozoide, por lo que es posible que la union de acido sialico a la
membrana pueda ser relevante y estar relacionada a la maduracion espermatica en la

rata (Hall y Killian, 1987) y con la posterior unién del espermatozoide al ovocito.

Ulex europaeus aglutinina (UEA) que reconoce residuos de fucosa, cuya adecuada
presencia tienen también relacién con la union especie-especifica del espermatozoide
con el ovocito, mediante la unidn de este carbohidrato a proteinas de la zona pellcida
(Tulsiani y Abou-Haila, 2012), pero ademas se ha demostrado que la fucosa presente
en el espermatozoide y en el plasma seminal tiene la capacidad de formar una reserva
de espermatozoides en el oviducto, cuando esta se une a proteinas del epitelio celular
del oviducto, involucradas en el reconocimiento de fucosa (Ignotz et al., 2001), sin
embargo, en el estudio realizado por Hall y Killian (1987), encontraron que la presencia
de fucosa en membrana de espermatozoides de rata, que transitan por el epididimo,
disminuye 3 veces en la region de la cola al hacer una comparaciéon con la region de

la cabeza.

Los cambios que ocurren durante el proceso de maduracion espermatica en la
presencia de los carbohidratos de membrana incluyen a otras moléculas como: D-

galactosa, que disminuye a medida que la célula progresa a lo largo del epididimo,
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mientras que los niveles de N-acetilgalactosamina, por el contrario, son superiores en
la membrana de los espermatozoides de la cola que en los de la cabeza del epididimo.
Otros residuos de carbohidratos, como la a-D-glucosa y manosa se presentan en
mayor proporcion en las membranas de los espermatozoides de la cabeza y de la cola
pero, en muy baja cantidad en las de las células del cuerpo epididimario. En relacion
con el contenido de manosa en la membrana plasmatica, los cambios que se
presentan en el epididimo, pueden ser un buen indicador de maduracion en los

espermatozoides (Belmonte, romano y Sosa, 2002).

Dentro de los cambios bioquimicos que se presentan en los lipidos de la membrana,
estos se van modificando, en la medida que los espermatozoides progresan por el
conducto epididimario durante el proceso de maduracién, asi como también hay
cambios en las propiedades fisicas y quimicas, se considera que algunos de estos
cambios en la presencia y contenido de lipidos podria causar diferencias en la
susceptibilidad al choque térmico, en la fluidez de membrana o cambios en la
permeabilidad de esta, como seria de esperar, tras la pérdida de fosfolipidos y/o
incremento de los acidos grasos poliinsaturados (Palomo-Peir6, 1995; Rodriguez-
Tobdn, 2016).

Las modificaciones en la composicion lipidica de la membrana, estan relacionadas con
la estabilizacion de la misma para el almacenamiento epididimario y el transporte de
los espermatozoides a través de los tractos reproductores masculino y femenino, y con
la adquisicion de la capacidad fertilizante de los gametos. Los cambios en el modelo
de distribucion de glicoproteinas dentro de la membrana plasmatica del
espermatozoide, durante el transito epididimario, parecen reflejar o inducir cambios
tanto en las proteinas como en los lipidos, como se evidencia en un aumento en la
relacion esterol-fosfolipidos, una disminucion en la cantidad relativa de fosfolipidos y
cambios en los acidos grasos predominantes en los mismos. Por otro lado, los lipidos
de la membrana plasmatica también experimentan cambios en su composicion en la
porcion de la membrana que esta en relacion directa con el proceso de capacitacion y

reaccion acrosomal, en funcién de la region epididimaria de procedencia de los
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espermatozoides, el contenido de esteroles libres, como el colesterol y el demosterol,
en la porcion anterior de la membrana plasmatica, disminuye de forma significativa
durante el transito epididimario, por otra parte se observa un aumento de casi el doble
de la relacion molar colesterol-fosfolipidos en la membrana, a medida de que los

espermatozoides avanzan de la cabeza a la cola del epididimo.

El hecho que, en el epididimo, particularmente en el cuerpo, haya una elevada
actividad de sintesis de colesterol, puede sugerir que sea una de las moléculas
lipidicas integradas en la membrana plasmatica durante la maduracion (Keber,
Rozman y Horvat, 2013; Rodriguez-Tobo6n, 2016). De hecho, a pesar de que el
contenido lipidico total de los espermatozoides decrece durante la maduracion
epididimaria, se ha demostrado que la relacion molar de colesterol-fosfolipidos
aumenta en la membrana plasmética periacrosomal aislada durante el transito, debido
al efecto estabilizador del colesterol sobre la membrana, lo que resulta en un aumento
de la relacion colesterol-fosfolipidos y en una menor fluidez de la misma, para prevenir
la capacitacion y reaccion acrosomal prematura (Keber, Rozman y Horvat, 2013;
Whitfield et al., 2015).

La composicion fosfolipidica de la membrana del espermatozoide epididimario, se
caracteriza por un predominio de etanolamina y fosfoglicerilcolina (70-80 % de
fosfolipidos de membrana). La fraccion de etanolamina disminuye sustancialmente en
relacion a la fraccion de fosfoglicerilcolina a lo largo del transito y de la maduracion
epididimaria. De igual forma se han observado cambios, entre la cabeza y la cola del
epididimo, en la distribucion de fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina
en la membrana plasméatica de espermatozoides durante dicho proceso, asi el
aumento en densidad de esterol en la membrana plasméatica que cubre el acrosoma
durante este transito, podria estabilizar la membrana e inhibir la reaccién acrosomal
prematura durante el trasporte a través de los tractos genito-reproductores, es
importante remarcar que estos cambios también ocurren en glicoproteinas especificas
y otros péptidos en la membrana de la region de la cola del espermatozoide
(Rodriguez-Tobon, 2016; Villaverde, Hetherington y Baker, 2016).
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Entre los componentes proteicos de superficie de la membrana del espermatozoide
durante el transito, se puede mencionar que la mayoria se caracterizan por un bajo
peso molecular (rango de 14-36 KDa), y un alto nivel de glicosilacién, ademas de que
la mayoria de estas proteinas suelen ser especie-especificas, las cuales se unen a la
membrana s6lo durante la maduracion, y desaparecen en el tracto genital femenino,
sin embargo, otras se mantienen presentes en la membrana del espermatozoide
durante la fecundacion del ovocito (Palomo-Peird, 1995; Rodriguez-Tobon, 2016). Una
de las proteinas que tiene un papel importante en la funcién de capacitacion y reaccion
acrosOmica del espermatozoide de algunas especies animales, es el factor
estabilizador del acrosoma (ASF), el cual es secretado por las células localizadas en
el cuerpo del epididimo y posiblemente se une a la superficie espermatica en la region
distal de la cola epididimaria. De forma general, en las especies animales las proteinas
presentes en el fluido epididimario participan tanto en el proceso de maduracion
espermética (promoviendo patrones de movimiento y unién a la zona pellcida), como
en la funcion de almacenamiento de los espermatozoides en la cola del epididimo
(manteniendo la quiescencia de los espermatozoides, disminuyendo la movilidad
espermatica). Por otra parte, las distintas proteinas de la membrana plasmatica
presentes en los espermatozoides de cada regién epididimaria en funcién con el
proceso de maduracion, pueden participar en los procesos de capacitacion
espermatica, migracion uterina del espermatozoide y en el reconocimiento, union y

fertilizacion del ovocito.

Otros de los cambios bioquimicos que ocurren en el espermatozoide, ligados con la
maduracién espermatica epididimaria, es el mantenimiento de la integridad y la
compactacion del DNA espermatico, considerados de los factores mas importantes
gue se analizan actualmente en el estudio de la fertilidad masculina (Ortega Lépez et
al., 2010).

Durante el paso de cada espermatozoide, por el epididimo, y pese a los continuos
cambios que deben tener (en su estructura y funcionalidad), se debe mantener de

forma normal la integridad y el estado de compactaciéon de la cromatina del
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espermatozoide; para ello es necesario que el DNA sea resguardado en los
cromosomas. La cromatina es el nombre colectivo que se le da a las cadenas largas
de DNA y a las proteinas asociadas llamadas nucleoproteinas, que en el caso del
espermatozoide son llamadas protaminas. Estds son proteinas pequeias (50
aminoacidos) de localizacidén exclusiva en la cromatina del espermatozoide maduro,
esa particularidad permite que su estructura y composicion sea marcadamente
diferente de la cromatina de las células somaticas. Una de las caracteristicas de las
protaminas es que son basicas debido a su alto contenido en arginina (casi el 60%) y
también son ricas en cisteina. La disposicién del complejo DNA-protamina es diferente
al complejo DNA-histona, es decir, en los ndcleos somaticos, el DNA se enrolla
alrededor de las histonas formando los nucleosomas; mientras que, en el nucleo de
los espermatozoides, es la protamina quien se enrolla a lo largo de la molécula de
DNA,; estableciendo puentes electrostéticos intercatenarios entre los residuos de
arginina (cargados positivamente) y los grupos fosfato del DNA (cargados
negativamente). Una vez que se forma el complejo DNA-protamina durante la
transformaciéon de las espermatidas a espermatozoides en la espermiogénesis, y el
DNA esta compactado, el proceso de transcripcion en el espermatozoide se vuelve
inactivo. La razon de la importancia de la integridad, compactacién y estabilidad de la
cromatina en los espermatozoides, se debe a que las alteraciones en la estructura de
la cromatina pueden reducir la fertilidad y con ello el éxito reproductivo de los varones,

pues; una correcta condensacion le permite al espermatozoide:

a) Adquirir una morfologia hidrodinamica que le facilite el desplazamiento a través del

tracto reproductor femenino.
b) Facilidad de transportar su DNA.

c) Inactivar transitoriamente al DNA y protegerlo de posibles dafios (mecanicos y
quimicos) durante el almacenamiento en la cola del epididimo, y en el viaje a través

del complejo tracto reproductor femenino.
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La compactacion del DNA, se debe a la formacion de enlaces covalentes y no
covalentes entre los aminoacidos que forman a la protamina; los enlaces covalentes
estan representados por uniones disulfuro (S-S), que se crean por la oxidacion de dos
grupos tiol (-SH) provenientes de dos moléculas de cisteina; los enlaces no covalentes,
resultan de la estabilizacién de los —SH por Zn?*. Adicionalmente, un buen niimero de
—SH permanecen libres y pueden ser oxidados y formar nuevas uniones S-S, lo que
probablemente aumente la resistencia de la cromatina a descondensarse (Oliva, 2006;

Oliva-Hernandez y Marcos-Gonzalez, 2010).

Hay numerosas publicaciones sobre la utilidad de diversos métodos en los cuales se
analiza el estado de la cromatina espermatica, sin embargo, la integridad y el estado
de la cromatina no puede ser evaluada por una simple observacion a través de un
microscopio compuesto, por lo que se tiene que recurrir a técnicas especificas. Asi, el
estado de la cromatina puede ser evaluado a través de la determinacion de su
madurez, integridad, condensacion y estabilidad. Uno de los métodos mas sencillos es
la tincibn con naranja de acridina (NA), con al cual se comprueba el grado de
desnaturalizacion del DNA espermatico en funcion de su unién al colorante NA (Ortega
Lépez et al., 2010). Este fluorocromo se une al DNA de manera intercalante por una
uniébn no covalente. Para observar esta unidn, es necesaria la microscopia
epifluorescente y/o la citometria de flujo. En estas técnicas la intensidad de la sefial
fluorescente es proporcional a la union del fluorocromo al DNA, de igual manera, en
una muestra de espermatozoides, el tefiido de las células con la tincion de azul de
anilina (AA) permite diferenciar los espermatozoides inmaduros, aun con presencia de
histonas y de los espermatozoides maduros con la presencia de protaminas. El
colorante AA se combina selectivamente con las histonas, de tal manera que se
observaran de color azul los nucleos de las células germinales y de los nucleos
inmaduros de los espermatozoides que no han sufrido la sustitucion de histonas por
protaminas, quedando asi, los nucleos de los espermatozoides maduros sin tefir

(Oliva-Hernandez y Marcos-Gonzalez, 2010).
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[1.2.3.1.2. Cambios morfoldgicos

De manera similar a lo que ocurre con los cambios bioquimicos de los
espermatozoides en el epididimo, el microambiente de este érgano favorece la
disminucién en el tamafio del acrosoma y en el didmetro mitocondrial, asi como la

migracion de la GC.

Se ha propuesto que todos estos cambios en el espermatozoide previenen en el
eyaculado la presencia de espermatozoides con una carga genética anormal o
incompleta, evita la presencia de células infértiles que pudieran limitar el éxito
reproductivo de las especies (Palomo-Peird, 1995, Rodriguez-Tobdn, 2016). Ademas,
se sabe que los principales cambios bioquimicos y morfolégicos que sufren los
espermatozoides, ocurren durante su transito epididimario y son los que conllevan a
los cambios fisiolégicos, que permiten culminar con un espermatozoide altamente
movil y con la completa capacidad para la fecundacion, para lo cual cada region del

epididimo tiene una funcién especifica (Dacheux et al., 2005; Rodriguez-Tobdn, 2016).

[1.2.3.1.3. Cambios fisiolégicos

La funcionalidad éptima de los espermatozoides depende tanto de los procesos que
ocurren en el interior como en el exterior de estas células. La combinacion adecuada
de los cambios bioquimicos y de los cambios fisiol6gicos, favorece que en los
espermatozoides puedan ocurrir procesos ligados con la capacidad fertilizante, como
pueden ser: la adquisicion de un marcado incremento en el vigor de la movilidad; el
paso del movimiento circular a rectilineo, la capacidad de experimentar capacitacion y
la capacidad para interaccionar con la zona peltcida y finalmente llevar a cabo

fertilizacion al ovocito.

Se resumen todos estos cambios en los espermatozoides; asi como la regién en donde

suceden (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion general de la maduracion de espermatozoides en el epididimo.

SEGMENTO
INICIAL CABEZA CUERPO COLA

CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS
CAMBIOS EN FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA
MODIFICACION DEL COCIENTE FOSFOLIPIDOS: COLESTEROL DE MEMBRANA

AUMENTO EN LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA
DISMINUCION DE Ca2?* INTRACELULAR
AUMENTO DE PUENTES DISULFURO

SECRECION DE PROTEINAS DE MOVILIDAD PROGRESIVA
FOSFORILACION DE RESIDUOS DE TIROSINA EN PROTEINAS
SECRECION DEL FACTOR INHIBIDOR DE LA REACCION DEL ACROSOMA

AUMENTO DE pH INTRACELULAR

DISMINUCION EN LA RESISTENCIA AL CHOQUE EN FRIO
® CcAMBIOS ] ) | —————————
BIOQUIMICOS EXPRESION DE MOVILIDAD DESPUES DE DILUCION
B CAMBIOS PRODUCCION EFICIENTE DE ENERGIA
_FISIOLOGICOS _ EXPRESION DE LA CAPACIDAD FERTILIZANTE
® CAMBIOS CAPACIDAD DE UNIRSE AL OVOCITO e s
MORFOLOGICQS FERTILIDAD NORMAL Y TASA DE NACIMIENTO

DISMINUCION EN EL TAMANO DEL ACROSOMA

L. L. Continuacion de cambios Maduracion final y
Concentracion de Maduracién temprana de los L. .
. . para la maduracion de almacenamiento de
espermatozoides espermatozoides : .
espermatozoides espermatozoides

Una vision general de la maduracién espermatica epididimaria, las diferentes lineas indican la
localizacion aproximada de los multiples cambios que se han descrito en los espermatozoides, los

cuales ocurren conforme transitan por las diferentes regiones del epididimo, para su maduracion.
Adaptado de Amann et al., 1993 en: Marengo, 2008.
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[1.2.4. Regulacion hormonal del epididimo

Los andrégenos son hormonas esteroides masculinas que juegan un papel crucial en
la masculinizacion del feto, en el desarrollo de los 6rganos reproductores internos y
externos, asi como en el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias
masculinas. El principal andrégeno circulante es la T, que se sintetiza y secreta por las
células de Leydig en los testiculos. En algunas células y tejidos diana, la T se convierte
en el metabolito mas potente 5a-dihidrotestosterona (DHT) por la enzima esteroide 5a-
reductasa. La T y la DHT ejercen sus acciones mediante la uniéon al mismo receptor
para andrégenos (RA) intracelular (Robaire y Hamzeh, 2011). EI RA es un miembro de
la superfamilia de receptores nucleares. Actia como factor de transcripcion receptor-
ligando y se une como un homodimero a elementos de respuesta a hormona. Estos
elementos se denominan elementos de respuesta a andrégenos clasicos (ERAS), y al

menos in vitro estos también son reconocidos por otros receptores de esteroides.

Si bien, la funcion del epididimo es dependiente de andrégenos, no solamente este
tipo de hormonas esteroides participan, pues la T no suele Unicamente ser 5a-reducida
en las células epiteliales a DHT, sino que también suele ser aromatizada en estas
células a 17B-estradiol (E2) por la enzima aromatasa P450, realizando un papel en las
funciones que debe desempeiiar el epididimo con los espermatozoides, es decir, que
la fisiologia del epididimo esta regulada por androgenos y estrogenos, a partir de la
produccion y secrecién de T, la cual es necesarias para regular la morfofisiologia de
células epiteliales, prevenir la muerte celular y regular la expresion y secrecién de
proteinas, lo que asegura la maduracién y almacenamiento de los espermatozoides
(O’Hara et al., 2011; Kerkhofs et al., 2012).
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Figura 5. Regulacién hormonal del epididimo por la testosterona (T). Al epididimo la T llega por medio
de la proteina transportadora de androgenos (ABP), y se metaboliza a 5a-dihidrotestosterona (DHT), la
DHT ejerce su accion a través del receptor para andrégenos (RA) intracelular. EI RA a su vez actla
como un factor de transcripcién receptor-ligando y se une como un homodimero a los elementos de
respuesta para andrégenos (ERA), para que se lleve a cabo la sintesis de proteinas en el reticulo
endoplasmico rugoso (rER), para el mantenimiento y la funcion del epididimo (Hernandez-Rodriguez et
al., 2016).

[1.3. Pardmetros de calidad espermética

Una vez que los espermatozoides han adquirido la maduracion espermatica y han sido
almacenados en la cola del epididimo, recorreran el conducto deferente, un tubo
muscular que impulsa a los espermatozoides hacia afuera gracias a las contracciones
del musculo liso. Los espermatozoides llegaran primero a la ampolla, en donde se
agregan las secreciones de la vesicula seminal y posteriormente el fluido seminal sera
impulsado a través de los conductos eyaculatorios hacia la uretra, pasando primero
por la prostata, en donde se agregan nuevos fluidos para formar el semen. Finalmente,
el semen es eyaculado por el extremo de la uretra. Es en estas muestras de eyaculado
en donde se analizan los parametros de calidad espermética. De acuerdo con la OMS

(WHO, 2010), y con el establecimiento del manual que sirve de guia en los laboratorios
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de andrologia, es posible analizar la calidad espermética, para determinar el estado y
condicion de fertilidad que tiene un vardn. Los pardmetros mas comunes a tener en

cuenta en una evaluacion de la calidad espermatica son:

* Tiempo de licuefaccion: Tras la eyaculacion el semen presenta un estado coagulado
y necesita licuarse para proceder a su estudio. En condiciones normales el semen

gueda licuado totalmente a los 60 minutos tras la eyaculacion.
* Viscosidad: Sila muestra es muy viscosa puede deberse a una disfuncion prostatica.

* Volumen: El volumen normal de un eyaculado transcurridos de 3 a 5 dias de
abstinencia es de 1.5 mL aproximadamente. Un volumen inferior se denomina

hipospermia.

* Color: El color habitual del semen es blanco opalescente, ligeramente amarillento.
En casos en donde el color se vea alterado es conveniente estudiar las posibles

causas.

* pH: El valor debe encontrarse por encima de 7.1. Valores inferiores podrian indicar

azoospermia (ausencia de espermatozoides) o procesos inflamatorios crénicos.

» Concentracién de espermatozoides: El valor normal es de 15 millones por cada mL
de eyaculado o 39 millones en la totalidad de la muestra. Si no se alcanzan esos
valores hablamos de oligozoospermia.

* Movilidad: Se valora el porcentaje de espermatozoides moviles y el de progresivos
(méviles que se desplazan). Los moviles progresivos deben superar el 32 %, de lo

contrario se denomina astenozoospermia.

* Morfologia: En un espermiograma normal debe haber igual o mas del 4 % de
espermatozoides normales. Si se encuentra por debajo de este valor se denomina

teratozoospermia.
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Dentro de los parametros microscopicos, es importante sefialar a la vitalidad y

concentracion espermatica.
[1.3.1. Vitalidad espermatica

El andlisis de vitalidad esperméatica es necesario para poder conocer el porcentaje de
espermatozoides vivos en contraste con los espermatozoides muertos, ya que de
acuerdo con el manual de la OMS (2010), el porcentaje de espermatozoides vivos
debe superar el 58 %, si fuera inferior hablariamos de necrozoospermia, una condicion

que afecta a la fertilidad del varén.

El empleo de esta prueba puede corregir y fortalecer los datos cuando se tiene una
muestra con movilidad espermatica reducida o cuando muchos espermatozoides
estan inmaviles, pues al evaluar el porcentaje de espermatozoides vivos que contiene
una muestra, se puede diferenciar a los espermatozoides inmoviles muertos y a los
espermatozoides vivos inmoviles (Bjorndahl, Séderlund, y Kvist, 2003), debido a que
cuando una célula muere, se vuelve permeable y puede absorber colorantes vitales,
lo que nos permite visualizarlos con un determinado color. Después de realizar la
tincion de vitalidad, los espermatozoides vivos no absorben el colorante mientras que
los muertos si, es decir, que ver al microscopio se puede diferenciar entre
espermatozoides tefiidos y no tefidos (vivos y muertos respectivamente) (WHO,
2010).

[1.3.2. Concentracién espermética

Como parte de una de las pruebas basicas del andlisis espermatico se tiene que
realizar el conteo del nUmero de espermatozoides que hay en una muestra de semen,
debido a que de forma natural durante el recorrido que realizan los espermatozoides
hacia el ovocito en el interior de tracto reproductor femenino, existe un amplio namero
de pérdidas, por lo cual es requerido un nimero suficiente en la concentracion inicial,

y asi no tener problemas con la cantidad adecuada de espermatozoides que pueden
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fertilizar al ovocito. Para facilitar el conteo de espermatozoides, se emplea un
instrumento llamado cadmara de conteo. Bajo el microscopio, este aparato se ve como
una cuadricula perfectamente definida, y hace posible contar los espermatozoides.
Una vez contados los espermatozoides, se calculan los millones de espermatozoides
por mL de semen eyaculado. Segun la OMS, se considera normal valores iguales o
superiores a 15 millones de espermatozoides/mL de semen eyaculado.

Si estamos ante un caso de concentracion menor de 15 millones/mL decimos que el
hombre padece oligozoospermia u oligospermia. Cuando no se encuentra ningun
espermatozoide en el semen, se llama azoospermia. En este caso se distingue entre
azoospermia secretora en la que no se producen espermatozoides, y azoospermia
obstructiva en la que si se producen, pero no logran salir al exterior porque hay algun

conducto de salida bloqueado.
I1.4. Efectos conocidos del cadmio sobre la funcion epididimaria

Los estudios que reportan efectos del Cd sobre la funcién epididimaria se centran en
los parametros de calidad espermatica en muestras de eyaculados, tanto de humanos
como de roedores, en estos estudios se ha demostrado una disminucion en la
concentracion de espermatozoides, asi como, en la cantidad de espermatozoides
vivos (Jarup, 2003; ATSDR, 2004; Haouem et al., 2008). También se sabe, que el Cd
causa un alto numero de anormalidades morfolégicas a lo largo de todo el
espermatozoide, que afectan el movimiento progresivo y posteriormente el
reconocimiento y fertilizacion del ovocito, ademas de que el Cd causa dafio en el DNA
de los espermatozoides (Taha et al., 2013; Xu et al., 2013), a través de las EROs, que
pueden causar LPO de las membranas, lo que se ha relacionado con azoospermia en
varones infértiles (Akinloye et al., 2006). Otro de los dafios al DNA es la
descompactacion de la cromatina espermatica por la pérdida de las S-S entre los
residuos de cisteina que unen a las protaminas y juntos estabilizan la cromatina
durante los estadios finales de la maduracion espermatica (Quintero—Vasquez,

Bermudez-Cruz y Castillo-Cadena, 2015). Estas alteraciones, también se han
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asociado con la infertilidad. Sin embargo, en estudios con exposicion de
espermatozoides a CdClz in vitro, se ha reportado que no tiene un efecto sobre la
integridad de la cromatina espermatica pero si hay efecto en la fragmentacion del DNA

espermatico (Méndez, Baez y Villamediana, 2011).

En un estudio realizado en ratas Wistar para ver el efecto del Cd en la funcion
epididimaria por Ribeiro (2013), tras la administracion en una sola dosis a diferentes
concentraciones de CdClz (1.1, 1.4 y 1.8 mg/kg), se observo que entre mayor es la
dosis existe una menor presencia de espermatozoides en el lumen del tibulo de la
region del segmento inicial, la cabeza y la cola del epididimo. En este mismo estudio,
se evaluo el diametro del epitelio y la luz del tubulo, encontrdndose un aumento en el
espesor del epitelio de la cabeza del epididimo de los animales tratados con 1.1y 1.4
mg/kg de Cd, sugiriéndose que este efecto se debe a una incapacidad en la
reabsorcion del fluido luminal. Con respecto a la luz del tibulo, se observé que, en la
region de la cola, de los animales tratados con 1.8 mg/kg de Cd, una mayor proporcion
en el diametro de la luz y una disminucion en el nimero de espermatozoides. Asi
mismo, la exposicibn a Cd disminuye la concentracion y movilidad de los

espermatozoides del epididimo (Benoff et al., 2009).

A pesar de que los estudios antes mencionados analizan los efectos del Cd sobre
parametros de calidad espermatica y algunas caracteristicas histoldgicas, falta
considerar los efectos de este metal en los cambios bioquimicos propios de la
maduracién epididimaria, como la glicosilacion de la membrana de los
espermatozoides, que involucra azucares como N-acetilglucosamina, acido sialico,
manosa y la fucosa, asi mismo el efecto del Cd en los procesos relacionados con la
adquisicion de la movilidad espermatica, como es el caso de la fosforilacion de

residuos de tirosina en proteinas de espermatozoides.
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I1l. JUSTIFICACION

El epididimo es un 6rgano en donde se lleva a cabo la maduracion espermatica, por lo
gue es necesario el paso de los espermatozoides a través de este 6rgano para lograr
adquirir las caracteristicas funcionales en la movilidad y la capacidad fertilizante. Hay
evidencias que indican que la calidad de los espermatozoides en los seres humanos y
otros animales ha disminuido, por lo que se podrian relacionarse con los cambios en

el medio ambiente que se han presentado en los ultimos afos.

Es razonable suponer que, si la calidad del semen esta disminuyendo en los hombres
a nivel mundial, puede ser al menos en parte debido a toxicos ambientales que ponen
en peligro el proceso de maduracion de los espermatozoides del epididimo. Tal es el
caso del Cd, el cual se encuentra en grandes cantidades como sub-producto de las
actividades antropogénicas, y se sabe produce una disminucién importante en la
concentracion de T y asi mismo en la concentracién de espermatozoides, efecto que
puede modificar la maduracion de dichas células durante su estancia en el epididimo,
la cual puede ser estudia por medio de indicadores como la compactacién e integridad
del DNA, cambios en la presencia de carbohidratos de la membrana del
espermatozoide importantes para la adhesioén con el oviducto, posteriormente con el
reconocimiento y union con el ovocito, como lo son: manosa, N-acetilglucosamina,
acido sidlico y fucosa, entre otros, la fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas
relacionadas con la movilidad y funcionalidad del espermatozoide, entre otros, y con
ello verse comprometida la calidad y funcionalidad espermatica, y por tanto la fertilidad

masculina.

Por otro lado, los estudios en toxicologia del epididimo no solo dilucidan las
exposiciones de téxicos ambientales que se dirigen a este érgano, sino que también

fomenta una mejor comprensién de la estructura y la funcion normal del epididimo.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto del Cd sobre indicadores de la maduracidon espermatica epididimaria

en la rata Wistar.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar en ratas expuestas a Cd la concentracion de este metal en sangre y la

acumulacion en las tres regiones del epididimo: cabeza, cuerpo y cola.
2. Evaluar la concentracion de T en suero de ratas Wistar expuestas a Cd.

3. Analizar la determinacion espermatica en términos de vitalidad y concentracion, en:

cabeza, cuerpo y cola del epididimo de ratas Wistar expuestas a Cd.

4. Determinar la distribucion y presencia de los carbohidratos: N-acetilglucosamina y/o
acido sialico, manosa y fucosa de los espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del
epididimo de ratas Wistar expuestas a Cd.

5. Analizar el efecto del Cd en la fosforilacién en residuos de tirosina de proteinas de
los espermatozoides de cabeza, cuerpo y cola del epididimo de ratas Wistar expuestas
a Cd.

6. Evaluar la compactacion e integridad del DNA de espermatozoides de las tres

regiones del epididimo: cabeza, cuerpo y cola de ratas Wistar expuestas a Cd.

VI. HIPOTESIS

El Cd afectara a los indicadores de la maduracién y la determinacion espermatica

epididimaria de la rata Wistar, por bioacumularse en las tres regiones del epididimo.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

Sujetos (Ss). Se utilizaron ratas macho recién nacidas de la cepa Wistar, que se
obtuvieron del Bioterio de la UAM-Iztapalapa, los cuales se mantuvieron con agua y
alimento ad libitum, bajo un ciclo de luz-obscuridad controlado (12:12). Los Ss fueron
manejados de acuerdo a los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio), en conjunto con los lineamientos de la conduccion ética de
la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la
Salud de la UAM-Iztapalapa.

Los Ss se distribuyeron en forma aleatoria en 2 grupos:

Grupo | Control: machos recién nacidos tratados por via intraperitoneal (IP) con 50

microlitros (uL) de solucion salina.

Grupo II: machos recién nacidos a los que se les administro, via IP, 0.25 mg/Kg de

cloruro de cadmio (CdCl2), disuelto en 50 pL de solucion salina.

Ambos grupos fueron administrados desde el dia 1 hasta los 56 dias de vida postnatal.
Cuando los Ss cumplieron 90 dias de vida, se les practico eutanasia por decapitacion,
y se recuper6 la sangre del cuerpo en dos tubos Vacutainer, uno con EDTA-Kz, para
determinaciones hematolégicas con sangre total, la cual fue empleada para la
determinacién de Cd en sangre, mediante un espectrofotometro de absorcion atémica,
y uno mas con gel separador para determinaciones en suero, cuya alicuota de sangre
fue primero centrifugada para la separacion de suero del paquete celular sanguineo.

El suero se empled para determinar T por Radio Inmuno Andlisis (RIA).

Diseccion de epididimos. Se realizé la diseccion bilateral de ambos epididimos, para
ser divididos en cabeza, cuerpo y cola. De cada una de las tres regiones del epididimo
derecho, se obtuvieron aproximadamente 100 mg de tejido, los cuales fueron

almacenados en tubos de polipropileno previamente tratados con acido nitrico, para
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eliminar cualquier otro contaminante, y posteriormente por espectrofotometria de
absorcién atdmica con un horno de grafito, se determin6 la acumulacién de Cd en
tejido. En cada epididimo izquierdo, se corté con cuidado el tejido adiposo, y de igual

forma se dividié en las tres regiones de estudio, para obtener a los espermatozoides.

Obtencion de espermatozoides. Cada region del epididimo se colocd en un pozo
individual que contenia 500 pL de solucion Ringer a 36 °C para llevar a cabo la
extraccion de espermatozoides, la cual se logr6 mediante la técnica de picado y
filtrado, es decir, se pico finamente cada region del epididimo con tijeras de punta fina,
haciendo multiples cortes, cada picado de epididimo con soluciéon Ringer, se agito
suavemente y se esperd por un par de minutos para facilitar el desprendimiento de
espermatozoides contenidos. La suspension se filtré haciéndola pasar a través de una
malla de lycra (estéril) con un didmetro de trama de 20 micrometros (um); se enjuago
nuevamente el pozo que contenia el picado con 500 uL de solucion Ringer, para filtrar
el remanente de material biolégico y separar el fluido con espermatozoides del tejido
epididimario. Los espermatozoides obtenidos se lavaron mediante centrifugacion a
500 G en dos ocasiones durante 5 minutos cada vez, en cada lavado se eliminé el
sobrenadante y el botén de espermatozoides fue resuspendido con 1000 uL de
solucion de Ringer a 36 °C. Una vez terminados los lavados, y resuspendido
nuevamente el boton de espermatozoides con 1000 pL de solucion de Ringer a 36 °C,

se formaron 6 alicuotas de 150 yL cada una.

Andlisis en espermatozoides. Al inicio de cada estudio se realiz6 la determinacion
espermatica, para ello, con cada muestra de espermatozoides lavados, obtenidos de
cada una de las tres regiones del epididimo se evalué y determiné su calidad en
términos de vitalidad y concentracion espermatica, de acuerdo con los criterios
establecidos en el manual de la OMS (WHO, 2010). Ademas de valorarse la
compactacion e integridad del DNA y ver la presencia y distribucion de los
carbohidratos N-acetil glucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa, y la
fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas de los espermatozoides de las tres

regiones del epididimo de los Ss de ambos grupos.
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VII.1. Cuantificaciéon de cadmio en sangre

Se realizé por medio de un espectrofotometro de absorcion atdmica modelo AAnalyst
600; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA, con horno de grafito y un auto-muestreador
(AS800), ajustando a una longitud de onda de 228.8 nandémetros (nm) y con una
lampara especifica para Cd. Para cada andlisis, se utilizé una curva de calibracion
construida con valores conocidos (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ug/ L), y con un estandar de
control de calidad conocido para Cd (GFAA Stock mix standard, 5 pg/mL), que fue
determinado al inicio y final de la corrida de las muestras, para optimizar las
condiciones y validacion de los resultados; la cuantificacion de Cd en sangre, fue
expresada en pg de Cd/mL, para lograrlo, se coloco una alicuota de 100 uL de sangre
en 400 pL de una mezcla de acidos (5 partes de &cido nitrico, 2 partes de acido
perclorico y 1 parte de acido sulftrico) en tubos de polipropileno, para llevarse a cabo
una digestion durante 7 dias, posteriormente se tomé una alicuota de la digestion, y
se diluyo de la siguiente manera: a) controles, dilucion 1:5 v/v (200 uL de la digestion
y 800 pL de acido de curva), y b) tratamiento CdCl2 0.25 mg/Kg en una dilucién 1:50
v/v con &cido de curva (20 L de la digestién y 980 pL de acido de curva), para realizar
las lecturas en el espectrofotémetro de absorcion atémica. Todos los datos fueron

registrados y transformados de acuerdo al factor de dilucién empleado.
VII.2. Cuantificacion de cadmio en epididimo

En cabeza, cuerpo y cola del epididimo se determind la acumulacién de Cd por medio
del mismo espectrofotdmetro de absorcion atémica descrito anteriormente. Para cada
analisis, se utilizé una curva de calibracién construida con valores conocidos (0.5, 1.0,
2.0, 4.0, 6.0 pug/ L), y con un estandar de control de calidad conocido para Cd (GFAA
Stock mix standard, 5 ug/ mL), que fue determinado al inicio y final de la corrida de las
muestras, para optimizar las condiciones y validacion de los resultados; la
cuantificacion de Cd en tejido, se expreso en ug de Cd/g de tejido humedo. A cada
muestra de tejido en tubos de polipropileno, se le agregé una porcion de x5 volimenes

de acido nitrico, con respecto al peso de tejido, para llevarse a cabo la digestion

46



durante 7 dias, posteriormente se tomo una alicuota de la digestion, y se diluyo de la
siguiente manera: a) controles, dilucién 1:20 v/v (50 pL de la digestién y 950 pL de
acido de curva), y b) tratamiento CdClz 0.25 mg/Kg en una dilucioén 1:50 v/v con acido
de curva (20 pL de la digestion y 980 uL de acido de curva), para realizar las lecturas
en el espectrofotdmetro de absorcion atomica. Todos los datos fueron registrados y
transformados de acuerdo al factor de dilucion empleado.

VII.3. Cuantificacion de testosterona en suero

La concentracion de T en suero fue determinada Por medio de RIA. Para ello, de cada
sujeto experimental, tras realizar eutanasia por decapitacion, se obtuvo una muestra
de sangre en tubos vacutainer con agentes coagulantes y gel de separacion, los cuales
fueron centrifugados por 15 minutos a 1500 g, para recuperar el suero de cada muestra
en tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles y se conservaron a -20 °C hasta que fueron
determinadas las concentraciones de T, con la utilizacibn de un kit para la
determinacion de T (TKTT-1 Testosterone Kit, Diagnostic Product Corporation, CA,
Estados Unidos). Las muestras de suero fueron descongeladas a temperatura
ambiente, y agitadas en un vortex individualmente para su homogenizacion.
Posteriormente, en tubos plasticos con fondo recubierto de anticuerpos especificos
anti-T, se depositaron 100 pL de suero problema, y se utiliz6 un tubo por cada muestra.
Después, 200 uL de hormona (T) radiomarcada con yodo (*°I) se depositaron en cada
tubo, ademés, tubos adicionales sin recubrimiento de anticuerpo fueron utilizados para
la realizacién de la curva de calibracion y a partir del estandar incluido en el kit de
trabajo se prepararon diluciones de la hormona a cuantificar; estas diluciones se
designaron como cuentas totales, las cuales se evaluaron por duplicado.
Posteriormente, el contenido de los tubos fue homogenizado por agitacion e incubado
a 37 °C durante 3 h. Transcurrido ese periodo, las muestras fueron decantadas
exceptuando los tubos de las cuentas totales. Los tubos de las muestras a analizar
fueron secados por inversion sobre una cama de toallas secantes durante 20 min.
Despueés, todos los tubos se colocaron en el contador de rayos gamma (Cobra Il

Gamma, Modelo 5005) para medir la radiactividad de cada muestra. Los resultados de

47



la radiactividad, expresados en cuentas por minuto (cpm) de sefal radiactiva, se

transformaron a concentraciones de las hormonas cuantificadas en 1 mL de muestra.
VIl.4. Determinacion espermatica

Concentracion: Para obtener el nUmero de espermatozoides de cada una de las
regiones del epididimo, tanto de los Ss control como tratamiento de 0.25 mg/Kg de
CdClz, se realiz6 una dilucién 1:50 v/v en un tubo Eppendorf de la muestra de
espermatozoides lavados con agua destilada (se colocaron 980 pL de agua destilada
y 20 pL de la muestra de espermatozoides lavados). Posteriormente de cada lado de
la camara de Neubauer se colocé una alicuota de 10 pyL de la dilucién de
espermatozoides-agua (dilucién 1:50), y se dejo reposar 1 minuto. En un microscopio
Optico se llevo a cabo el conteo de ambos lados de la cAmara de la siguiente manera:
se contabilizaron 5 cuadros de cada megacuadrado, en ambos lados de la camara. La
suma del total de ambos lados, se dividio entre dos, este resultado a su vez fue dividido
entre el factor de conversion correspondiente. El resultado fue expresado en millones

de espermatozoides por mL de muestra.

Vitalidad: Para realizar el andlisis de la vitalidad espermatica en los espermatozoides
obtenidos de cada una de las regiones del epididimo, tanto de los Ss control como
tratamiento de 0.25 mg/Kg de CdClz, se colocaron 5 pL de solucién de eosina-
nigrosina, en un portaobjetos, y 5 uL de la muestra de espermatozoides lavados, se
mezclaron y se hizo un frotis a lo largo del portaobjetos, el cual se dejé secar a una
temperatura de 36.5 °C sobre una termoplatina. Después fue observado el frotis a
través de un microscopio de campo claro a 40X, y se contabilizaron 100
espermatozoides. Los espermatozoides muertos se tifieron de color rosado-morado,

mientras que los vivos no presentaban tincion.

El porcentaje de vitalidad fue el nUmero de espermatozoides vivos de la muestra.
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VIIL.5. Evaluacién de la distribucién y presencia de N-acetilglucosamina y/o acido

sialico, manosay fucosa en membrana plasmatica de espermatozoides

Para la determinacién de los carbohidratos N-acetil glucosamina y/o acido sidlico,
manosa y fucosa, se utilizaron lectinas conjugadas con isotiocianato de fluoresceina
(FITC), para N-acetilglucosamina y/o acido sialico se utilizo la lectina Triticum vulgare
aglutinina (WGA), en el caso de manosa se utilizé la lectina Canavalia ensiformis
aglutinina (Con A) y para fucosa se utilizé a Ulex europaeus aglutinina (UEA). Las
lectinas se utilizaron a una dilucién de 1:50 y se incubaron con las muestras de
espermatozoides durante 30 minutos. Se realizaron dos lavados con solucién buffer
de fosfatos (PBS), y se procedio a fijarlas con paraformaldehido al 1% en PBS durante
una hora a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con PBS y se continué

con los analisis.

Distribucion: Se tomé una alicuota de cada muestra de espermatozoides incubados
con las lectinas conjugadas con FITC, para observarlos en un microscopio de
epifluorescencia marca Olympus BX41, se contaron 100 espermatozoides, y se
determind el patrén y porcentaje de distribucion de los carbohidratos.

Presencia: De cada una de las muestras de espermatozoides incubadas con una
lectina especifica para carbohidratos, se tomé una alicuota de 5x10° espermatozoides,
que se coloc6 que en 500 pL de PBS, para ser analizados en el citometro de flujo
(Becton Dickinson, Immunocytometry System, San José, CA, USA), y asi poder
determinar la intensidad de la fluorescencia (De Maistre et al., 1996; Jiménez et al.,
2003). Se evaluaron 10000 eventos por muestra, analizando los histogramas de

intensidad de fluorescencia contra el numero de células marcadas (Fierro et al., 1996).
VII.6. Fosforilacion en residuos de tirosina de proteinas de los espermatozoides

Se tomo una alicuota de 150 pL de espermatozoides, por cada una de las regiones del

epididimo a partir del picado-filtrado y lavado por centrifugacion, tanto de los Ss control
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como tratados con 0.25 mg/Kg de CdCl.. Cada alicuota fue fijada con
paraformaldehido al 1 % en PBS, pH 7.2 por 30 minutos a 4 °C.

Se permeabilizaron con saponina 0.05 % por 10 minutos a temperatura ambiente. Los
sitios no especificos fueron bloqueados por incubacién en 0.1 % albumina sérica
bovina (BSA) y 0.1 % de Tween 20 en PBS, durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

La fosforilacion de proteinas se identific6 usando un anticuerpo monoclonal
antifosfoproteina tirosina conjugado con FITC (clone PT-66-FITC, Sigma Chemical
Co.), en PBS conteniendo 0.1 % BSA, por 30 minutos a temperatura ambiente. De
forma paralela en otra alicuota de 150 pL de espermatozoides se utilizd un anticuerpo

IgG2b conjugado con FITC, como control para uniones no especificas.

Distribucion: Se tom6 una alicuota de cada una de las muestras de espermatozoides
incubados con cada anticuerpo conjugado con FITC, para observar en un microscopio
de epifluorescencia marca Olympus BX41, se contaron 100 espermatozoides, y se

determind el patron y porcentaje de distribucién de proteinas fosforiladas.

Presencia: Las muestras de espermatozoides marcados con ambos anticuerpos, se
analizaron usando un citémetro de flujo (Becton Dickinson, Immunocytometry System,
San José, CA, USA). Para el analisis en citometria de flujo, se tomaron alicuotas de

5x108 espermatozoides evaluando 10,000 eventos por muestra.

Se analizaron los histogramas de intensidad de fluorescencia contra el nimero de

células marcadas (Fierro et al., 1996).
VII.7. Compactacion del DNA de espermatozoides por azul de anilina

La descompactacion del DNA nuclear se cuantifico con la técnica de tincion con el
colorante AA (AA acuosa al 5 % P/V, y 5 % acido acético glacial. pH: 3.5), los nucleos

con mayor contenido de lisina fueron los que dieron positivo a esta tincion (Sellami et
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al., 2013). Para ello, se realizaron frotis con 10 yL de cada una de las muestras de
espermatozoides, tanto del grupo control como del grupo experimental (0.25 mg/Kg de
CdCl2), con cada una de las muestras de cada region del epididimo y por cada uno de
los Ss experimentales. Se dejaron secar a temperatura ambiente por 20 minutos, para
posteriormente ser fijados en metanol por 10 minutos. Se lavaron en agua destilada
teniendo cuidado de no desprender los espermatozoides.

Nuevamente, se volvieron a secar a temperatura ambiente por 20 minutos
posteriormente, se realizé la tincion con AA por 3 minutos. Se lavaron en agua
destilada teniendo cuidado de no desprender los espermatozoides, y se secaron a
temperatura ambiente por 20 minutos. Se realizaron las observaciones a 1000
aumentos al microscopio de luz, contabilizando 200 células por cada muestra. Esta
técnica permitio distinguir entre espermatozoides con DNA compactado (sin tefir), y
espermatozoides con DNA no compactado (con tincién presente en la cabeza del
espermatozoide) (Sellami et al., 2013).

VII.8. Integridad del DNA de espermatozoides por naranja de acridina

La integridad del DNA de los espermatozoides fue analizada mediante la tincion de
NA. Para ello, se realiz6 un frotis de cada una de las muestras de espermatozoides,
tanto del grupo control como del grupo experimental (0.25 mg/Kg de CdCl2) en un
portaobjetos de vidrio, dejandolo secar al aire durante 20 minutos, fijando después
durante toda la noche en solucién de Carnoy recién preparada (acido acético glacial:
metanol (1:3) a temperatura ambiente). Luego el portaobjetos se dejo secar al aire y
se hizo una tincion con solucién de NA durante 5 minutos en camara oscura. El
portaobjetos se enjuago suavemente en una corriente de agua destilada, cubriendo
con un cubreobjetos. Los espermatozoides se analizaron con un microscopio de
epifluorescencia dentro de la primera hora posterior a la tincién. Las cabezas de los
espermatozoides con DNA normal (bicatenario) se presentaron con fluorescencia
verde, mientras que los que presentaron DNA desnaturalizado (monocatenario)

mostraron fluorescencia naranja, amarilla o roja.
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VIII. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos del analisis de las concentraciones de Cd en sangre y en las
tres regiones del epididimo; asi como las concentraciones de T en suero, ademas de
los parametros en los andlisis de la determinacion espermatica, y los cambios
bioquimicos en la distribucion de carbohidratos, la fosforilacién de los residuos de
tirosina de proteinas y la compactacion e integridad del DNA fueron reportados como

los valores de la media + desviacion estandar.

Se les realizaron pruebas de normalidad de D'Agostino & Pearson 6mnibus, y con base
a estas se decidio realizar una "t" de Student para grupos no pareados, o una Chi
cuadrada para el caso de datos mostrados como porcentajes, considerando un nivel
de significancia de p< 0.05. Todos los analisis fueron realizados con el paquete
estadistico PRISMA.
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IX. RESULTADOS

IX.1. Cuantificacion de cadmio en sangre y epididimo

Se observé que los Ss con administracion de Cd, presentan una concentracion de este

metal en la circulacion sanguinea significativamente mayor (p<0.05), al compararse

con los Ss control (Tabla 3).

Asi mismo, mediante la cuantificacion por espectrofotometria de absorcion atémica, se

determind que la concentracion de Cd que se bioacumula en las regiones de la cabeza,

el cuerpo y la cola del epididimo, en los Ss experimentales fue significativamente

mayor (p<0.05), en comparacion a los Ss control. En la cola del epididimo de los Ss

tratados con este metal, fue donde se observé mayor cantidad de Cd (tabla 3).

Tabla 3. Cuantificacién de Cd en sangre y en cabeza, cuerpo y cola del epididimo.

Tejido Control

Cd 0.25 mg/Kg

Sangre
1.08+0.79x103
(ug de Cd/mL de sangre)

107.5+26.8 x1073*

L Cabeza 4.64+1.87 x102 735.0+362.5 x10-3*
Epididimo
(ug de Cd/g de Cuerpo 5761346 x10-3 755811375 x10-3*
tejido)
Cola 4.55+2.06 x103 1045+288.7 x103*

Media + DS, n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo control.
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IX.2. Cuantificacion de testosterona en suero

En la cuantificacion de T, se observo que la concentracion de este esteroide disminuyo
de manera significativa (p<0.05), en los animales tratados con Cd, al compararse con

las concentraciones en suero de los Ss del grupo control (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion de T total en suero sanguineo.

Control Cd 0.25 mg/Kg

2.63+1.02 ng/mL 0.74+0.32 ng/mL*

Media + DS, n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo control.

IX.3. Concentracién y vitalidad espermatica

A través del conteo de espermatozoides recuperados de las tres regiones del
epididimo, fue posible observar que hay una disminucion significativa (p<0.05) en la
concentracion de espermatozoides por mL, en cada una de las tres regiones del
epididimo para el caso de los Ss con administracion de CdClz, al hacer una
comparacion con los Ss control (Tabla 5), dentro de estos datos se destaca la baja
concentracion de espermatozoides, con un valor de 48.3x12.4 x108, que se

encontraron en la region de la cola de los Ss con administracién de Cd (tabla 5).

Respecto a la evaluacion de la vitalidad esperméatica (espermatozoides vivos y
muertos), tras la realizacion de una tincion con eosina-nigrosina para diferenciar entre
ambas condiciones, y haber llevado a cabo el conteo de 100 espermatozoides por
cada region del epididimo. Se observo que los porcentajes de espermatozoides vivos
en cada una de las tres regiones de estudio, disminuian significativamente (p<0.05) en
las muestras analizadas de los machos con administracion de 0.25 mg/Kg de CdClz,
al comparar con los porcentajes de espermatozoides vivos de los Ss control, con su

region respectiva y correspondiente (tabla 5).
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Tabla 5. Concentracion de espermatozoides en millones/mL y porcentaje de vitalidad.

Region del epididimo Control Cd 0.25 mg/Kg
S Cabeza 68.5+3.5 48.1+12.2*
S
c Cuerpo 62.6+3.8 40.6+11.2*
S Cola 74.2+3.1 48.3+12.4*
Cabeza 96.0+0.9 89.0+2.8*
E
= Cuerpo 96.7+1.2 89.0+1.8*
g
Cola 96.7+1.4 89.2+2.8*

Media + DS, n= 6 animales por grupo, t de Student para la concentracién de espermatozoides y Chi
cuadrada para el porcentaje de vitalidad espermatica *p<0.05 al comparar con el grupo control.
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IX.4. Evaluacion de la distribucidn y presencia de N-acetilglucosamina y/o acido
sialico, manosay fucosa en membrana de espermatozoides

Se presentan micrografias representativas de los patrones de fluorescencia que se
observaron en los espermatozoides, tras los diferentes analisis de distribucion.

P1: Fluorescencia en todo el espermatozoide

P2: Fluorescencia solo en el
flagelo del espermatozoide

P3: Fluorescencia solo en la
cabeza del espermatozoide

PS5: Espermatozoide

’ : sin fluorescencia
P4: Fluorescencia en la cabezay

pieza principal del flagelo

Figura 6. Micrografias de espermatozoides con los patrones identificados de fluorescencia. Patron 1
(P1), patron 2 (P2), patron 3 (P3), patron 4 (P4) y patrén 5 (P5), 100X.
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e Unién de Triticum vulgare aglutinina (WGA) a residuos de N-acetilglucosamina y/o

acido sialico:

En la tabla 6 se encuentran los porcentajes correspondientes a cada uno de los
patrones de distribucion de N-acetilglucosamina y/o &cido sialico, identificados en los
espermatozoides de la cabeza, el cuerpo y la cola del epididimo. En ambos grupos:
control salina y Cd 0.25 mg/Kg, los patrones P1 (fluorescencia en todo el
espermatozoide), P2 (fluorescencia en el flagelo del espermatozoide) y P4
(fluorescencia en la cabeza y pieza principal del flagelo del espermatozoide), no
tuvieron diferencias significativas al ser comparados entre si, con su respectiva region,
debido a que tienen un porcentaje muy similar entre cada una de ellas. P3
(fluorescencia en la cabeza del espermatozoide), fue el patrén predominante que se
observé en todas las regiones del epididimo de ambos grupos, sin embargo, al
comparar a cada una de las regiones de estudio, de cada uno de los grupos, se
observé que en el caso de los espermatozoides de la cabeza y la cola de los Ss con
administracion de Cd, el porcentaje fue significativamente menor, con respecto a la
misma regién del grupo control. En el caso del patrén de distribucion P5
(espermatozoides sin fluorescencia), en las regiones de la cabeza, cuerpo y cola de
Ss administrados con Cd, el aumento del porcentaje fue notorio con respecto al grupo
control, no obstante, fue solo en la region de la cabeza y de la cola, donde el valor que
se obtuvo fue significativo con relacion a la region correspondiente de los Ss control,
es decir, que fue mayor el nimero de espermatozoides que no fluorescieron al realizar

este analisis en los Ss tratados con Cd.

Asi mismo, la figura 7 esta integrada por el panel de las graficas A) a la C), en las
cuales estan representados el promedio y desviacion estandar del indice de
fluorescencia de ambos carbohidratos, calculado a partir de la intensidad media de la
fluorescencia por el porcentaje de células positivas, en los espermatozoides de cada

una de las regiones de estudio de ambos grupos.
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Se observo que el indice de fluorescencia en la region de la cabeza (A), fue mayor en
el grupo control al compararlo con el grupo experimental, aunque esta diferencia no
fue lo suficientemente significativa. En la region del cuerpo (B), hubo un incremento en
el valor del indice de ambos grupos, lo que puede corresponder a que sea en esta
region donde se localice la mayor union de ambos carbohidratos, no obstante, en el
grupo Cd 0.25 mg/Kg el valor del indice si fue significativamente diferente al grupo
control, por lo cual se sefala esta diferencia. En la region de la cola del epididimo (C),
los indices de fluorescencia de ambos grupos disminuyeron, aunque es importante
mencionar que al igual que en las otras dos regiones anteriores, el valor del grupo
control no dejo de ser mayor; en contraste con el grupo Cd 0.25 mg/Kg, y tras realizar
el andlisis estadistico, se encontrdé que habia una diferencia significativa entre ambos

grupos.

Tabla 6. Porcentajes de distribucion de N-acetilglucosamina y/o acido siélico en
espermatozoides obtenidos de diferentes regiones del epididimo.

Control Cd 0.25 mg/Kg
Patrén Cabeza Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola
P1 10.3+3.1 9.842.3  10.6+2.6 10.2+1.9 11.7+1.6 11.3+1.9
P2 8.2+0.9 7.8+1.7 8.2+1.7 8+1.4 8.5+1.5 8.3+1.8
P3 69.3+2.2 68+2.4  66.3+2.8 63.8+2.5* 63+2.6 59.8+2.8*
P4 3.3+1.2 1.8+1.5 1.7+1.6 2+1.3 1.7+1.6 1.5+1.6
P5 8.8+2.3 12.5+2.1 13.2+1.7 16+2.6* 15.2+2.8 19+3.7*

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 7. Se presenta en este panel el indice de fluorescencia (X+DS) de la unién de WGA a N-
acetilglucosamina y/o &cido siélico, en espermatozoides de cabeza (A), cuerpo (B) y cola (C), de Ss
control salina 'y Cd 0.25 mg/Kg, n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo
control.
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¢ Union de Canavalia ensiformis aglutinina (Con A) a residuos de manosa:

Los porcentajes obtenidos de cada uno de los patrones de distribucién en los
espermatozoides de cada una de las regiones del epididimo correspondiente al

carbohidrato manosa, se muestran en la tabla 7.

Con respecto al P1, los valores que se obtuvieron en las tres regiones del grupo
control, fueron mayores a los del grupo Cd 0.25 mg/Kg, sin embargo, tras el analisis
estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre cada una de las regiones.
Para el caso del P2 y P4, los porcentajes de distribucion de manosa en los
espermatozoides fueron bajos en cada una de las regiones de estudio, y al realizar
una comparaciéon entre el grupo control y el grupo de administracién de Cd, no se
obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los resultados. ElI P3 fue el
predominante en ambos grupos (control salina 'y Cd 0.25 mg/Kg), con los porcentajes
mas altos en cada una de las tres regiones del epididimo, a pesar de esto, tras realizar
el analisis y comparacion de cada una de las regiones entre los grupos de estudio, se
determind que tanto en la cabeza, el cuerpo y la cola del grupo con administracion de
Cd, existen diferencias significativas con las mismas regiones correspondientes al
grupo control, como esta sefialado. Con respecto al P5, en el grupo Cd 0.25 mg/Kg,
se observé que fue el segundo patrén predominante en los espermatozoides de las
tres regiones del epididimo estudiadas, ademas de que al realizar un andlisis
comparativo con las mismas regiones del grupo control salina, se tienen diferencias

significativas en cada una de ellas.

La figura 8 se compone por el panel de gréficas: A) a la C), en las que presentan el
promedio y desviacion estandar del indice de fluorescencia de manosa, calculado a
partir de la intensidad media de la fluorescencia por el porcentaje de células positivas,
en los espermatozoides de la cabeza, el cuerpo y la cola del epididimo. Manosa es un
carbohidrato que fue detectado con la lectina Con A conjugada con FITC, en los
espermatozoides de ambos grupos (control salina y Cd 0.25 mg/Kg). De manera

general, se observo que el indice de fluorescencia incremento de la region de la cabeza
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(A) al cuerpo (B), y a su vez hubo un cambio en la region de la cola (C) del epididimo,
como ocurrioé en lo observado en N-acetilglucosamina y/o acido siélico. Sin embargo,
de forma particular el indice de fluorescencia de los espermatozoides de la cabeza en
el grupo Cd 0.25 mg/Kg, tuvo una diferencia significativa con respecto al mismo indice
en el grupo control, esta misma diferencia se observdo en el indice de los
espermatozoides de la region del cuerpo de Ss tratados con Cd, pues el valor no dejo
de ser menor y significativo con respecto al indice del grupo control salina. En la region
de la cola el indice del grupo con Cd incrementé un poco, y en el grupo control
disminuyd, sin dejar de ser mayor, al analizar ambos grupos no se encontraron

diferencias significativas.

Tabla 7. Porcentajes de distribucidn de manosa en espermatozoides obtenidos de
diferentes regiones del epididimo.

Control Cd 0.25 mg/Kg
Patron Cabeza Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola
P1 21.5+6 19.2+4.6 18.843.3 15.2+54 17.2+3.4 14.5+5.0
P2 8+3.7  10.2+3.4 9.1+3.1 82+19 9.2+3.1 9+1.7
P3 51.842.6 52+2.4  49.7+2.1 38.8+3.1* 41.6+2.4* 37.5+2.2*
P4 45+2.9  4.3+23  4.7+25 43+2.4  47+25  4.2+2.1
P5 14.2429 14.3+1.9 17.7+1.6 33.5+3.8* 27.3+4.3* 34.8+3.9*

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 8. Representacién del indice de fluorescencia (X+DS), que se obtuvo por la unién de Con A con
manosa, en espermatozoides de cabeza (A), cuerpo (B) y cola (C), de Ss control salinay Cd 0.25 mg/Kg,
n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo control.
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e Union de Ulex europaeus aglutinina (UEA) a residuos de fucosa:

La tabla 8 muestra los porcentajes de cada uno de los patrones de fluorescencia en
los espermatozoides de las tres regiones del epididimo, incubados con la lectina UEA
conjugada con FITC. De forma general, ninguno de los cuatro primeros patrones (P1
al P4), descritos en el panel 1, tuvo algun valor, es decir, la mayoria de ellos estan en
cero en las tres regiones estudiadas del epididimo, tanto en los espermatozoides del
grupo control como en los espermatozoides del grupo con administracion de Cd,
Gnicamente el porcentaje de P2 y P3 de los espermatozoides del cabeza de Ss control
presentd un valor distinto de cero, sin embargo, al comparar los valores
correspondientes a los mismos patrones en la cabeza del grupo Cd 0.25 mg/kg, no se
encontraron diferencias estadisticas. P5 es superior en porcentaje a todos los demas
patrones incluidos en la tabla 8, siendo en la mayoria de las regiones de ambos grupos,
el patron que Unicamente pudo ser descrito en los espermatozoides. De todas formas,
se realiz6 un estudio de analisis comparativo y correspondiente al porcentaje de
espermatozoides de cada una de las regiones estudiadas, sin lograr encontrar
diferencias estadisticas en ninguna de ellas, es decir, que fucosa no es carbohidrato
gue se pueda detectar por este método, y por consecuencia, los espermatozoides no

tuvieron una fluorescencia visible.

La identificacién de la presencia del carbohidrato fucosa en espermatozoides de las
tres regiones del epididimo, se realizé tras la incubacion y union con la lectina UEA
conjugada con FITC, y esté representada como el indice de fluorescencia, en el panel
de gréficas A) a la C) de la figura 9. En los espermatozoides de la cabeza (A), se
observo que en el grupo Cd 0.25 mg/Kg el indice que se obtuvo correspondia a un
valor de cero, mientras que en los espermatozoides de la misma region del grupo
control salina, el valor del indice fue mayor a cero, no obstante, tras un estudio
comparativo, no se encontraron diferencias significativas. En los espermatozoides del
cuerpo (B) epididimario del grupo administrado con Cd, hubo un ligero incremento en

el indice, con respecto a los espermatozoides de la cabeza, mientras que el indice de
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fluorescencia de los espermatozoides del grupo control disminuyo ampliamente con
respecto al indice obtenido en la cabeza, y al comparar los valores de los indices de
fluorescencia de ambos grupos, no se encontraron diferencias estadisticas (p<0.05).
El indice de fluorescencia de los espermatozoides de la cola, aumento en el grupo con
administracion de Cd, y continto disminuyendo en el caso de los espermatozoides de
los Ss control, de manera que, al hacer el andlisis estadistico, fue posible encontrar
diferencias significativas (p<0.05) entre ambos grupos. De forma general, la presencia

de fucosa en espermatozoides de Ss con Cd, fue inversa a la vista en el grupo control.

Tabla 8. Porcentajes de distribucion de fucosa en espermatozoides obtenidos de
diferentes regiones del epididimo.

Control Cd 0.25 mg/Kg
Patron Cabeza Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola
P1 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
P2 0.5+0.8 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
P3 0.2+0.4 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
P4 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
P5 99.3+0.8 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 9. En este panel se presenta a las gréaficas con el indice de fluorescencia (X+DS), de la unién de
UEA a fucosa en espermatozoides de cabeza (A), cuerpo (B) y cola (C), de Ss control salina y Cd 0.25
mg/Kg, n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo control.
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IX.5. Fosforilacion en residuos de tirosina de proteinas de los espermatozoides

La tabla 9 contiene los diversos porcentajes de distribucion de proteinas fosforiladas
en residuos de tirosina, en espermatozoides de la cabeza, el cuerpo y la cola del
epididimo de los dos grupos experimentales: control salina y Cd 0.25 mg/Kg, tras la
incubacion con el anticuerpo monoclonal Py20, anti-fosfoproteina tirosina conjugado
con FITC.

Con respecto al P1, los espermatozoides de la cabeza del grupo con administracion
del metal, mostraron un menor porcentaje con respecto a los espermatozoides de la
misma region de grupo de Ss control, y tras realizar un analisis estadistico, se encontro
gue estas diferencias eran significativas (p<0.05), este mismo patrén en la region del
cuerpo y de la cola tuvo valores diferentes entre ambos grupos, sin embargo, no fueron
estadisticamente significativos. P2 tuvo un valor mayor en los espermatozoides de la
cabeza de Ss con Cd al compararlos con los de Ss control, en el cuerpo, el porcentaje
del P2 obtenido en espermatozoides de Ss con exposicion a Cd fue menor con
respecto al grupo control, no obstante, estas diferencias en ambas regiones no
tuvieron diferencias significativas, fue Unicamente en la cola del epididimo donde los
porcentaje de ambos grupos fueron estadisticamente diferentes y significativos, siendo
el valor del grupo Cd 0.25 mg/kg mayor al obtenido en el grupo control salina. P3 pese
a presentar valores diferentes entre cada una de las mismas regiones de los dos
grupos, el andlisis estadistico que se realizd, no arrojé diferencias significativas en
ninguna de ellas, para el caso del P4, inicamente el porcentaje del cuerpo en el grupo
de Cd 0.25 mg/Kg tuvo una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a la misma
region del grupo control salina, pues tanto en los porcentajes de espermatozoides de
la cabeza como de la cola de ambos grupos, los valores no fueron estadisticamente
diferentes. De manera general, los espermatozoides que presentaron el P5, fueron los
gue tuvieron los mayores porcentajes en las tres regiones estudiadas del epididimo,
en los dos grupos (control salina y Cd 0.25 mg/Kg), no obstante, fue en
espermatozoides de la cola del grupo con Cd cuyo porcentaje fue menor y significativo

a la misma region del grupo control.

66



En lafigura 10, el panel de las graficas A) a la C), representa el indice de fluorescencia

calculado en cada region del epididimo, tras el andlisis por citometria de flujo. En los

espermatozoides de Ss administrados con 0.25 mg/Kg de CdClz, se visualiza que el

promedio de proteinas que se fosforilan, incrementa progresivamente de la cabeza al

cuerpo y cola del epididimo, mientras que en el grupo control, se observé un aumento

en el promedio de proteinas fosforiladas en los espermatozoides de la region del

cuerpo, con respecto a los de la regidon de la cabeza y cola del epididimo, no obstante

no fue posible encontrar diferencias significativas (p<0.05) entre ambos grupos.

Tabla 9. Porcentajes de distribucion de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina
en espermatozoides obtenidos de las tres regiones del epididimo.

Control Cd 0.25 mg/Kg
Patrén Cabeza Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola
P1 13+2.4  9.2+41.2  9.7+1.4  7.7+2.4* 10.3+1.9 8.3+2.7
P2 15.3+1.4  27.3+2 26+2.4  17.5+3.4 22.7+3.2 34.8+3.9*
P3 21.7+2.1 205+1.9 18+2.4 26+3.7 22.7+1.6 21.8+2.9
P4 11.2+43.4 7.3+0.8  10.3+2  12.3+3.6 12.3+3.6* 9+2
P5 38.8+2 35.7+1.8 36+2.6 36.5+1.9 32+2.8  26+2.9*

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 10: Se muestran los resultados del indice de fluorescencia (X+DS), de la unién del anticuerpo
Py20 a proteinas fosforiladas en residuos de tirosina en espermatozoides. En este panel se muestran
las graficas correspondientes a la cabeza (A), cuerpo (B) y cola (C) del epididimo, de Ss control salina
y Cd 0.25 mg/Kg, n= 6 animales por grupo, t de Student *p<0.05 al comparar con el grupo control.
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IX.6. Compactacion del DNA de espermatozoides con azul de anilina

En la tabla 10 se muestra el porcentaje de espermatozoides con DNA nuclear
compactado, evaluado mediante microscopio de campo claro, el cual se obtuvo del
conteo aleatorio de 200 espermatozoides por cada region del epididimo, con la tincion
de AA, pues permite deducir si hubo un adecuado intercambio de histonas por
protaminas durante la espermatogénesis, asi como el mantenimiento de estas
nucleoproteinas en los espermatozoides que se ubican en el epididimo, debido a que
este colorante es positivo a moléculas con lisina, como en el caso de las histonas, se
pudo diferenciar entre espermatozoides con DNA bien compactado y espermatozoides
con DNA sin correcta compactacion. Los resultados sefialan que los espermatozoides
de las tres regiones del epididimo de los machos control tienen un mayor porcentaje
de nucleo espermatico compactado, cuya diferencia estadistica es significativamente
mayor (p<0.05) a los espermatozoides de cada region correspondiente del epididimo

en los machos con administracion de Cd.

Tabla 10. Porcentaje de espermatozoides de las tres regiones del epididimo (cabeza,
cuerpo y cola), en los que se detect6 tenian DNA compactado.

Region del epididimo Control Cd 0.25 mg/Kg
Cabeza 95.3+1.97% 88.5+2.07%*
Cuerpo 96.0+2.00% 87.0+2.53%*

Cola 97.3+1.21% 86.5+2.66%*

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 11. Micrografia que representa la compactacién del DNA en espermatozoides con la tincién de
AA. Cuando el DNA en el nicleo de la cabeza del espermatozoide no tiene una coloracion azul, es
posible decir que ha ocurrido un adecuado intercambio de histonas por protaminas, y que a su vez estas

se han mantenido a lo largo del transito por el epididimo, 100X.

IX.7. Integridad del DNA de espermatozoides con naranja de acridina

Los resultados del conteo de espermatozoides mediante microscopia de
epifluorescencia, para revisar el estado de integridad del DNA nuclear de los
espermatozoides se muestran en la tabla 11. A través de la tincion con NA, se
diferencié entre espermatozoides con DNA integro (fluorescencia verde) y

espermatozoides con DNA dafado (fluorescencia naranja-rojiza).

De manera general, los porcentajes de DNA integro en los espermatozoides de las
tres regiones de estudio del epididimo de los Ss del grupo Cd 0.25 mg/Kg, presentaron
una diferencia significativa (p<0.05) con los porcentajes correspondientes al DNA
integro de los espermatozoides de cada una de las mismas regiones (cabeza, cuerpo
y cola), en los Ss del grupo control. Es importante mencionar que, aunque no se
encontraron diferencias significativas, al analizar entre si a los valores de las tres
regiones de estudio de los mismos Ss, los porcentajes de integridad en
espermatozoides de Ss expuestos a Cd fueron disminuyendo de la regién de la cabeza
al cuerpo y la cola, respectivamente, siendo en esta ultima, la region en la cual se
obtuvo el promedio mas bajo. Con respecto al grupo control, los espermatozoides
tuvieron porcentajes de integridad, que fueron incrementando gradualmente de la
region de la cabeza, al cuerpo y la cola, a pesar de que no se encontraron diferencias
significativas, es importante mencionar que fue en la region caudal en donde se tuvo

el mayor porcentaje de espermatozoides con DNA integro.
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Tabla 11. Porcentaje de espermatozoides de las tres regiones del epididimo (cabeza,
cuerpo y cola), que mostraron tener DNA integro.

Region del epididimo Control Cd 0.25 mg/Kg
Cabeza 95.0+3.10% 83.74+3.14%*
Cuerpo 95.2+2.64% 83.2+2.32%*

Cola 96.3+2.16% 82.3+2.80%*

Media+DS, n= 6 animales por grupo, Chi cuadrada *p<0.05 con respecto al grupo control.

Figura 12. Micrografias que representan la a) integridad y b) fragmentacion del DNA en
espermatozoides con la tincion de NA. Obsérvese un mayor dafio en la integridad del DNA de
espermatozoides de los Ss tratados con Cd 0.25 mg/Kg (b) al compararlos con los espermatozoides de
Ss control (a). 40X.

Los resultados sobre el efecto del Cd en los diferentes parametros analizados,
descritos anteriormente, se sintetizan en la tabla 12, en la que se sefala: la
concentracion de T, bioacumulacién de Cd. Asi como, la determinacion espermatica
y los cambios bioguimicos analizados a través de los siguientes indicadores de
maduracién espermatica epididimaria: modificaciones en la distribucién y presencia de
los carbohidratos de la membrana plasméatica, ademas de la fosforilacion de residuos
de tirosina en proteinas y el mantenimiento de la compactacion e integridad del DNA

espermatico.
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Tabla 12. Efectos del Cd sobre los indicadores de maduracion espermatica.

Grupos
Control Cd 0.25mg/Kg
Concentracion de T en suero T v
Concentracion de Cd en sangre N2 T

Regiones del epididimo

@© o @© o
0 2 0 o o
2 $ S8 |® § &
O @) @) O
Concentracion de Cd en epididimo J J N2 T T T
Determinacion espermatica
Concentracion 1t T T N2 N2 N2
Vitalidad 1t T T N2 N2 N2
Cambios bioquimicos
Distribucién de N-acetilglucosamina y/o
ot N NN N NN
acido sialico
Presencia de N-acetilglucosamina y/o
o ™~ o D I A R 2 N2
acido sialico
Distribucién de manosa N NN DN NN
Presencia de manosa N T NNV v ™M
Distribucion de fucosa N NN N NN
Presencia de fucosa N N NN
Distribucién de proteinas fosforiladas ™M ™M MN | MN N N
Presencia de proteinas fosforiladas N NN N NN
Compactacion de DNA 1t 1t T N2 N2 N2
Integridad de DNA 1t 1t T N2 N2 N2

Las flechas dentro de la tabla representan: 1 Para valores significativamente mayores, | para valores
significativamente menores, 1| para valores que no tuvieron diferencias significativas entre los grupos.
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X. DISCUSION

El Cd es un metal pesado no esencial en la fisiologia del organismo, sin embargo, por
su similitud con moléculas como el calcio y el zinc, interfiere con los procesos
fisiolégicos de regulacidon en el metabolismo (Staessen et al., 1991; Yang y Shu, 2015)
de estos elementos, la intoxicacion por Cd se relaciona con graves dafos a nivel
celular de 6rganos vitales como el higado, el rifion, los huesos y el cerebro, e incluso
esta clasificado como cancerigeno por el Programa Nacional de Toxicologia (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry) (ATSDR, 2008). La exposicion postnatal
al Cd tiene graves consecuencias en el desarrollo sexual del macho, los animales
expuestos a este metal antes de la pubertad presentan una reduccion del desarrollo
de los testiculos y de la concentracion de T, asi como una disminucion en la motivacion
y ejecuciéon sexual, en comparacion a los individuos sanos (Arteaga-Silva et al., 2015).
Los efectos toxicos de este metal dependen de la via de acceso, cantidad y tiempo de
exposicion (agudo o cronico) (ATSDR, 2008; Andujar, Bensefa-Colas y Descatha,
2010). Una vez dentro del organismo, el Cd se elimina lentamente por la orina, pues
se une estrechamente a las metalotioneinas, las cuales son casi completamente
reabsorbidas en los tibulos renales, y el Cd al no tener alguna participacion en efectos
benéficos dentro del cuerpo, se acumula alcanzando una vida media de 20 a 40 afios
dentro del organismo (ATSDR, 2008; Ronchetti et al., 2013).

En el presente estudio se cuantifico la presencia y bioacumulacion de Cd en sangre y
en las tres regiones del epididimo de sujetos control y con administracion de Cd.
Observandose que el Cd esta presente en una alta concentracion en sangre y en cada
una de las tres regiones del epididimo de los sujetos experimentales. Nuestros datos
coinciden con los reportados por Lacorte et al. (2013), quienes cuantificaron la
concentracion de Cd en sangre y en epididimo, y observaron una mayor acumulacion
en los machos expuestos a este metal. Confirmandose que el Cd al entrar al organismo
dificilmente puede ser eliminado, acumulandose en varios organos como el epididimo.
Se ha reportado, que el Cd tiene un efecto negativo en la regulacion y mantenimiento

de la barrera hemato-epididimaria (Dubé y Cyr, 2013), lo que ocasiona cambios en la
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histologia del epididimo, incluyendo una reduccion del epitelio, necrosis de las células
epiteliales, vasoconstriccion y edema intersticial junto con la infiltracion de células
mononucleares. Lo que resulta en una alteracion en el proceso de maduracion
espermatica que se asocia con infertilidad (Adamkovicova et al., 2014). Aunado a este
efecto, también se sabe que el Cd, en otros 6rganos como el pulmén, higado, rifidn,
hueso y el sistema nervioso, provocando estrés oxidativo, proliferacion y apoptosis a
nivel celular (Lafuente, 2013; Matovi¢ et al., 2015).

Por otra parte, ha sido bien descrito que la produccién continua y eficiente de gametos
masculinos depende de la proliferacion de espermatogonias y posteriormente su
diferenciacion a espermatozoides anatomicamente completos (Hess y Renato de
Franca, 2008), para lo cual es necesario que el eje neuroendocrino hipotalamo-
hipofisis-testiculo funcione coordinadamente, sin embargo la intoxicacién por Cd causa
una marcada disminucion de la concentracion sérica de T, alterando la regulacion del
eje HHG (Lafuente, 2013). En este trabajo hemos encontrado que la administracion de
Cd durante las etapas postnatales de la rata, disminuye significativamente la
concentracion de T en la edad adulta. Yari et al., 2016, reportan que la administraciéon
de Cd disminuye significativamente la concentracion de T en ratas macho tratadas con
este metal, al compararlos con los machos control y sham (Alkhedaide et al., 2016).
Esta disminucién la atribuyen a que el Cd afecta la actividad de enzimas
esteroidogénicas, como también ha sido descrito en el ratén por Ji et al. (2010), en
donde se sefiala que los efectos del Cd sobre la concentracion de T estan ligados a la
disminucion de la actividad de las enzimas esteroidogénicas testiculares 3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(17p-HSD), ademas de causar la muerte de las células de Leydig encargadas de la
biosintesis de T (Ji et al., 2010).

Ademas se han reportado otras alteraciones fisiolégicas causadas por el Cd, como
alteraciones en la concentracion, vitalidad y movilidad de los espermatozoides. En
humanos, por ejemplo se ha encontrado que la concentracion de Cd en la sangre de

pacientes con infertilidad es inversamente proporcional a la concentracion de
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espermatozoides en el eyaculado (Benoff et al., 2009). Asadi et al. (2013), evaluaron
la concentracion y vitalidad espermatica, tras la administracién de Cd en ratas, y
observaron que el Cd disminuye significativamente el nimero de espermatozoides
obtenidos de la cola del epididimo, asi como el porcentaje de espermatozoides Vivos.
Estos resultados coinciden con los datos reportados en este trabajo de investigacion,
de igual manera es posible sefialar que no solo en la regién de la cola hay una
reduccion en el numero de espermatozoides, pues en la cabeza y el cuerpo del
epididimo, también se presenté una disminucién en el nimero de espermatozoides,
asi como una disminucién en el porcentaje de espermatozoides vivos, después del

tratamiento con Cd.

De tal forma que la concentracion de Cd en el semen podria contribuir a la infertilidad
masculina mediante la reduccién de la calidad esperméatica, como lo ha sugerido Pant
et al., 2003. Se ha planteado que el mecanismo por el cual el Cd puede estar causando
esta afeccion pudiera iniciarse en el tejido testicular, al ocasionar una disrupcion de la
barrera hemato-testicular y la de otros 6rganos del aparato reproductor, como la
barrera hemato-epididimaria, lo que repercute en una disminucién en la concentracion,
vitalidad y movilidad espermatica, principalmente porque el Cd ejerce un efecto
deletéreo en el proceso de espermatogénesis y alteraciones en la maduracion
espermatica (Yang y Shu, 2015). Es importante mencionar que se ha encontrado que
la accion de antioxidantes, como el azafran (Crocus sativus L.) puede prevenir los

efectos toxicos del Cd en los espermatozoides (Asadi et al., 2013).

Como parte de los cambios bioguimicos importantes que ocurren en los
espermatozoides cuando atraviesan el conducto epididimario, durante su maduracion,
se encuentran los eventos de glicosilacion de proteinas en la membrana plasmatica
del espermatozoide y la fosforilacion de algunas proteinas. De la glicosilacion depende
la capacidad del espermatozoide para atravesar las mucosas cervicales, acercarse al
ovocito y fertilizarlo. Mientras que la fosforilacion de proteinas del espermatozoide, en
particular en los residuos de tirosina, da lugar a la activacion de las proteinas ligadas

con la movilidad en el flagelo y con la posterior reaccion del acrosoma (Moseley et al.,
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2005; Mor et al., 2007). Estos cambios son fundamentales para la adquisicion de la

capacidad fertilizante (Tulsiani, 2003; Seligman, Zipser y Kosower, 2004).

Con respecto a los cambios bioquimicos como la glicosilacion, en este trabajo, se
emplearon lectinas especificas para los carbohidratos: N-acetilglucosamina y/o acido
sidlico, manosa y fucosa. Todos estos son carbohidratos con funciones importantes en
las interacciones del espermatozoide con el epitelio celular del oviducto y en la union
con el ovocito (Ignotz et al., 2001; Tulsiani y Abou-Haila, 2012). De ahi que sea
importante determinar los patrones de distribucion de éstos. De forma particular, la N-
acetilglucosamina es importante para la interaccion entre gametos, y se requiere para
gue se lleve a cabo la reaccion acrosomal y la fertilizacion (Cardona-Maya y Cadavid,
2005; Tulsiani y Abou-Haila, 2012). En el caso del acido sialico, este incrementa la
carga negativa de la superficie del espermatozoide durante el transito epididimal, lo
que evita la adhesion entre los espermatozoides. Para estos carbohidratos, nosotros
observamos un patrén de fluorescencia mayor en la cabeza de los espermatozoides
en los Ss control. Lo que concuerda con lo descrito por Hall y Killian (1987), quienes
reportan valores mas altos de unién de N-acetilglucosamina y acido sialico. Mientras
que en los Ss tratados con Cd el patrén de fluorescencia siempre fue menor, efecto
que puede estar mediado por el Cd per se o bien por la disminucién de T, afectando la

funcionalidad de las células epididimarias.

Por otro lado, se ha reportado que la union de N-acetilglucosamina y del acido siélico,
es mediada por la actividad de las enzimas glicosiltransferasas: N-
acetilglucosamiltransferasa y sialiltransferasa, si bien en el caso de la primera enzima
no existe del todo un patrén bien diferenciado de su actividad. Tulsiani (2003) sefiala
que de la region distal de la cabeza a la proximal de la cola (regiones cercanas al
cuerpo del epididimo), la actividad de la N-acetilglucosamiltransferasa es mas alta en
los espermatozoides, lo que concuerda con los resultados de las graficas de la figura
7, cuyo indice de fluorescencia nos puede de forma indirecta, indicar una mayor
presencia de N-acetilglucosamina en la region del cuerpo de ambos grupos. En el caso

de la sialiltransferasa, Tulsiani (2003) indica que la actividad de esta enzima es mayor
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en las regiones de la cabeza proximal, y disminuye significativamente en la region de
la cola distal del epididimo, es quizas por esta razén que el indice de fluorescencia en
nuestros patrones de distribucidén de la cola del epididimo disminuyo en ambos grupos
con respecto a la region del cuerpo. Conforme avanzan los espermatozoides a través
del tdbulo epididimario, se ha sugerido que los cambios en la presencia de los
carbohidratos N-acetilglucosamina y acido sidlico, estan relacionados con la

maduracion espermatica (Hall y Killian, 1987).

En cuanto a la manosa, se sabe que este carbohidrato conforma de manera
permanente a la membrana de los espermatozoides, pues le confiere flexibilidad al
espermatozoide, caracteristica que es de gran importancia para la movilidad (Aliabadi
et al, 2013). En este trabajo de investigacion encontramos que en los
espermatozoides de Ss tratados con Cd, la distribucion y presencia de manosa,
muestran diversos cambios con respecto al grupo control, observandose bajos
porcentajes para el patron de fluorescencia P3 (fluorescencia solo en la cabeza), y un
mayor valor del patron P5 (espermatozoides sin fluorescencia). Estas variaciones
pueden repercutir, tanto en la maduracién de los espermatozoides como en la
capacitacion y fertilizacién, pues se ha demostrado que manosa forma parte de la
membrana plasmatica (Jiménez et al., 2006; Sharma, Ichikawa y Freeze, 2014) y es
un carbohidrato relacionado en el proceso de unién del espermatozoide con la zona
peltcida del ovocito en varias especies, incluyendo al ser humano (Jiménez et al.,
2006). De tal forma, que el Cd puede estar afectando de esta manera el potencial

fertilizante de los espermatozoides.

Con respecto a fucosa, los patrones de distribucion: P1 a P4 (tabla 8) de este
carbohidrato en la membrana de los espermatozoides de la cabeza, el cuerpo y la cola
de ambos grupos, siempre presentaron valores en cero. Asi mismo, la fucosa presento
indices de fluorescencia muy bajos (figura 9), en el caso del grupo tratado con Cd, el
valor del indice fue de cero en los espermatozoides de la cabeza del epididimo, y
aumento de forma tenue hacia el cuerpo y la cola, en donde hubo una diferencia

significativa con el indice de fluorescencia de los espermatozoides control, pues en
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ellos el indice de fluorescencia se redujo ampliamente de la region de la cabeza hacia
la cola. Estas diferencias puede ser consecuencia de la exposicion a Cd, pues este
metal afecta al testiculo y por tanto la espermatogénesis (Adamkovicova et al., 2014),
mediante un proceso en el cual la fucosiltransferasa incorpora fucosa en las
glicoproteinas de los espermatocitos en paquiteno y en las espermatidas redondas
(Tulsiani, 2006).

Los resultados de los indices de fluorescencia de nuestro grupo control coinciden con
lo publicado por Tulsiani (2003), quien sefala que fucosiltransferasa muestra una
actividad mas alta en los espermatozoides de la cabeza distal y disminuye hacia la

region de la cola, lo que fue diferente en el grupo tratado con Cd.

De tal forma, que el efecto que tienen el Cd sobre la presencia de fucosa en los
espermatozoides, compromete el potencial fertilizante de los mismos, debido a que
este carbohidrato es importante en el reconocimiento y union especie-especifica entre
gametos, mediante la union a proteinas de la zona pelucida (Tulsiani y Abou-Haila,
2012). Ademas, de que la presencia de fucosa en el espermatozoide y en el plasma
seminal tiene la capacidad de formar una reserva de espermatozoides en el oviducto,
cuando se une con las proteinas del epitelio celular (Ignotz et al., 2001), por lo que
puede haber un efecto adverso en la fusion de espermatozoide-ovocito cuando la

disposicion de fucosa es reducida (Tulsiani, 2006).

De modo general, los carbohidratos estudiados en la membrana plasmética de los
espermatozoides del grupo de Ss tratados con Cd, se observaron en menor presencia
y con diferentes indices de fluorescencia. Sin embargo, la presencia y distribucién fue
constante, de manera similar a lo reportado por Tulsiani y Abou-Haila (2012). Al
analizar la toxicidad que genera el Cd a nivel celular, se puede plantear que es de esta
manera como se puede estar afectando la actividad de la enzimas encargadas de los
eventos de glicosilacion en el fluido del tubulo epididimario, y cuya accion es de gran
importancia como lo sefiala Tulsiani (2003), para el adecuado recambio e
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incorporacion de azucares, conforme los espermatozoides experimentan la

maduracion epididimaria.

Con respecto a los patrones de distribucién de proteinas fosforiladas en residuos de
tirosina, en ambos grupos los porcentajes de fluorescencia del P2 (fluorescencia en el
flagelo del espermatozoide), aumentaron de la cabeza a la cola del epididimo, en
donde hayamos diferencias significativas entre los grupos, y el patron de distribucion
P3 (fluorescencia en la cabeza del espermatozoide) disminuyo el porcentaje de la
regiobn de la cabeza hacia la regién de la cola en ambos grupos. El patron P5
(espermatozoides sin fluorescencia) tuvo los porcentajes mas altos de los dos grupos,
y solo en la cola del epididimo hubo una diferencia significativa, al ser mayor el valor
en el porcentaje de los espermatozoides del grupo tratado con Cd. En el trabajo de
Lewis y Aitken (2001), revisaron mediante inmunohistoquimica el impacto que tiene la
maduracion espermética en los patrones de fosforilacion de tirosinas en
espermatozoides de la cabeza y la cola del epididimo de la rata Wistar, y se reporta
gue en la region de la cola, los espermatozoides exhiben con mayor frecuencia un
patron de fosforilacién en la regién posterior del espermatozoide (correspondiente al
flagelo), que puede corresponder con lo descrito en el patrén P2 (fluorescencia solo
en el flagelo del espermatozoide), lo que coincide con los resultados de los porcentajes
de fluorescencia en ambos grupos de este trabajo de investigacion. De igual forma en
la publicacion de Lewis y Aitken (2001), se determin6 que en los espermatozoides de
la cabeza del epididimo la fosforilacion de proteinas en la cabeza de los
espermatozoides es mayor con respecto a la fosforilacion en proteinas de la cabeza
de los espermatozoides de la region de la cola, dato similar a lo obtenido y descrito en
el patron P3. Para el caso de los resultados mostrados por la técnica de citometria de
flujo, para buscar diferencias de intensidad por fluorescencia, utilizando un anticuerpo
(Py20) especifico contra proteinas fosforiladas en residuos de tirosina en
espermatozoides de ambos grupos, encontramos que los porcentajes de presencia
(presencia) del grupo tratado con Cd aumentan de la cabeza al cuerpo y a la cola del

epididimo, mientras que en el grupo control, el mayor porcentaje de fosforilacion estuvo
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en la region del cuerpo, con respecto a las otras regiones. De acuerdo al estudio de
Wang et al. (2016), quienes también observaron la toxicidad causada por Cd en
espermatozoides de la cola del epididimo de ratdén, es mayor el porcentaje de proteinas
fosforiladas en sujetos con administracion de Cd al compararse con el grupo control.
Sin embargo, este incremento no indica un evento favorable que pudiera beneficiar a
la movilidad espermatica, pues los parametros de movilidad estaban inhibidos. Efecto
gue puede deberse a que el Cd esta modificando la actividad de tirosincinasas o a los
sitios de union de las proteinas sustrato, siendo esta una explicacion a los estudios
que sefialan que tanto en animales como en seres humanos con exposicién a Cd se
presentan alteraciones en la movilidad espermatica (Da Costa et al., 2016). Dado que
la fosforilacion de tirosinas, es uno de los cambios intracelulares importantes en el
espermatozoide durante la maduracién, y es la base molecular esencial para el
desarrollo coordinado del movimiento progresivo, la capacitacion (hiperactivacion) y
reaccion acrosomal del espermatozoide en el oviducto de la hembra, este evento
puede ser la causa principal de la infertilidad en el macho. Por otra parte se ha descrito
qgue las fallas en la movilidad espermatica por efecto del Cd pueden deberse a un
desgaste energético y a una disminucion del ATP/AMP, pues el estado de fosforilacion
esta regulado por una via dependiente de Adenosinmonofosfato ciclico (AMPc), y por
la actividad de proteinas cinasas y fosfatasas.

Con respecto al porcentaje de compactacion del DNA espermatico, en las tres regiones
del epididimo de los Ss tratados con Cd, presentaron valores significativamente
menores al comparase con el grupo control. En el trabajo de Cooper y Yeung (2006),
se describe de forma general, que la compactacion del DNA de los espermatozoides,
cuando transitan de la region de la cabeza a la cola del epididimo, debe incrementar,
esto ocurre porque la cromatina se condensa por medio de la oxidacion de los grupos
sulfhidrilo de las protaminas. Sin embargo, en los espermatozoides del grupo tratado
con Cd, esta descripcién no se cumplid, debido a que el porcentaje de compactacion
del DNA en los espermatozoides de la cola es menor con respecto al porcentaje de

compactacion en la cabeza del epididimo. Este hecho sélo lo observamos en nuestro
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grupo control. La obtencion de un menor porcentaje de espermatozoides con DNA
compactado en el grupo de sujetos expuestos a Cd, se puede comparar con el estudio
in vitro de Méndez, Baez y Villamediana, 2011, en donde evaluaron el estado de
condensacion del DNA en espermatozoides humanos expuestos a 2y 4 ppm de CdClz,
y reportan que fue menor la compactacion del DNA con respecto a su grupo control,
aunque no significativo. Probablemente esto se debe a que eran espermatozoides que
se evaluaron tras el proceso de licuefaccion del plasma seminal, en los cuales puede

ocurrir una rapida descondensacion de la cromatina.

En el caso de la integridad del DNA, en este estudio, los espermatozoides de la
cabeza, el cuerpo y la cola del epididimo de los sujetos con administraciéon de Cd,
tuvieron porcentajes de integridad de DNA mas bajos y estadisticamente significativos,
con respecto a los valores equivalentes a las mismas regiones de los sujetos control,
este hecho es derivado de la exposicién a Cd, pues se ha descrito que causa efectos
negativos en la cromatina de los espermatozoides. Observandose un incremento de la
fragmentacidon del DNA, una reaccion acrosomal prematura y una disminucion de la
movilidad (Oliveira et al., 2009). En nuestra investigacion, los datos reportados para el
grupo tratado con Cd puede relacionarse con los publicados por Sepaniak et al. (2006).
Quienes observaron que en hombres habia una similitud entre la concentracion de Cd
en plasma seminal y un incremento significativo en la fragmentacion del DNA
esperméatico de individuos fumadores al compararlos con no fumadores, esto es
importante de sefalar, pues la perdida de la integridad del DNA en los
espermatozoides, es la anormalidad mas frecuente que conlleva al extravio de
informacion genética en los gametos masculinos, y contribuye a los problemas de
fertilidad (Wdowiak et al., 2015); los resultados de este estudio, tienen similitud con los
ya reportados por Oliveira y su grupo de trabajo en 2009 en ratén, pues publicaron que
la administracion y presencia de Cd afecta a la integridad del DNA de los
espermatozoides, debido a que desestabiliza la estructura de la cromatina
espermatica, ademas de que sugieren que tal efecto se produce, tras haber ocurrido

en intercambio de histonas por protaminas.
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En los resultados de integridad del DNA espermético, de los Ss del grupo con
exposicidon al metal, no se observo la caracteristica descrita por el trabajo de Coopery
Yeung (2006), en donde mencionan que el porcentaje de espermatozoides con DNA
integro, aumenta de la region de la cabeza a la cola del epididimo, cuando lo revisaron
con la tinciébn de NA, descripcion que si ocurridé en los espermatozoides del grupo

control en esta investigacion.

Adicionalmente, a los objetivos planteados en este estudio se analizo el indice de
fertilidad para cuatro ratas macho expuestas a Cd, para ello se ocuparon ratas
hembras en estro natural; las cuales fueron colocadas con los machos para su
apareamiento. Al término de la cOpula se verifico el tapon vaginal en las hembras
segun lo propuesto por Lucio et al. (2009). Posteriormente se monitorearon las
hembras hasta su posible fecha de alumbramiento. De estas hembras ninguna quedo
gestante, lo que indica que los machos no tienen la capacidad fertilizante; es decir que

el Cd interfirié con su fertilidad.

Con base a los resultados obtenidos y descritos en este estudio, surge la posibilidad
de proponer un modelo (figura 13) que trata de explicar el efecto del Cd sobre la
maduracién epididimaria. El Cd una vez que entra en el torrente sanguineo (1), se une
principalmente a la albumina para su transportacion o incluso puede ser transportado
por metalotioneinas (2) (proteinas secuestradoras de Cd “Cd-MT”) y posteriormente
ser absorbido en diferentes érganos como el rifidn, el higado, etc. (Yang y Shu, 2015).
De manera similar podria estar llegando el Cd al epididimo, al llegar a este 6rgano
puede entrar a través de transportadores especificos como el transportador de
cationes organicos, el transportador 8 regulado por zinc/hierro, el transportador de
metales divalentes 1 y por los canales de Ca*? (3), e incluso se ha propuesto que es
por las propias metalotioneinas (Belyaeva et al., 2001; Yang y Shu, 2015).
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Fig. 13. Modelo esquematico donde se busca explicar el efecto del Cd sobre la maduracién espermatica
epididimaria de la rata macho Wistar. Cd-Alb (unién de Cd a albumina); Cd-MT (unién de Cd a
metalotioneina); LPO (lipoperoxidacion); SOD (superéxidodismutasa); CAT (catalasa); GPx (glutatién
peroxidasa), P (fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina), CHOs (carbohidratos que participan
en la glicosilacién de la membrana plasmatica). Adaptado de: Avenel, Shur y Hess, 2011.

Asi, el Cd podria llegar al epididimo y bioacumularse en las células epididimarias,
provocando la generacién de EROs, principalmente por una reduccion en la actividad
de enzimas implicadas en las defensas antioxidantes como la SOD, CAT y GPx (4)
(Bertin y Averbeck, 2006). Ademas de generar LPO, provocando una interrupcion de
membranas celulares y mitocondriales, induciendo a la apoptosis (5). Por otra parte,
los radicales libres inducidos por el Cd producen dafio al DNA (Bertin y Averbeck,
2006), observado como la descompactaciéon y fragmentacion de esta molécula.
Aunado a estos eventos, el Cd provoca una disminucion de T (6) al reducir la actividad
de las enzimas esteroidogénicas 3 B-HSD y 17 B-HSD (Ji et al., 2010). Induciendo una
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disminucién en la funcién de las células epididimarias (7); las cuales son andrégeno
dependientes (Robaire y Hamzeh, 2011). De tal forma, que estos eventos podrian
estar influyendo: a) en la funcion de las células epididimarias, b) interrumpir la
distribucion de carbohidratos (N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa),
3) en la fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas de los espermatozoides,
y por otro lado, 4) impactar en la compactacién e integridad del DNA de los
espermatozoides (8). Estos efectos, podrian repercutir directamente en una
disminucién en la concentracion, movilidad y vitalidad espermatica, lo que propiciara
una disminucién en la capacidad fertilizante y por tanto en el éxito reproductor por parte

del macho.

X|. CONCLUSION

Al bioacumularse el Cd en las tres regiones del epididimo, se vieron afectados los
indicadores de la maduracion espermatica epididimaria. De tal forma, que la fertilidad
en el macho puede verse afectada por este metal pesado y asi contribuir con la
infertilidad de etiologia desconocida y ser la causa de la disminucién en la concepcion

de la pareja.
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