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Abreviaturas

°C, grados Celsius

ML, microlitros

3B-HSD, 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
17B8-HSD, 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
ACTH, hormona adrenocorticotrépica
AG, acicalamiento genital

BHE, barrera hematoencefalica

CAT, catalasa

Cd, cadmio

CdCly, cloruro de cadmio

Cu?*, cobre

EROs, especies reactivas de oxigeno
E», 17B-estradiol

EPE, erecciones peneanas espontaneas
FSH, hormona foliculo estimulante

GH, hormona del crecimiento

GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas
GPx, glutatién peroxidasa

GSR, glutation reductasa

GSSG, glutatién oxidasa

HHT, eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo
HHG, eje hipotadlamo-hipofisis-génada
IP, via intraperitoneal

Kg, kilogramo

L, litro

LH, hormona luteinizante

LPO, lipoperoxidacién

MDA, malondialdehido

mg, miligramo

Mn?*, manganeso

mL, mililitros

mM, milimolar

ng, hanogramo



NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
nm, nanémetros

O, radical superéxido

*OH, radical hidroxilo

OMS, organizacion mundial de la salud
PBS, solucion de buffer fosfatos

pH, potencial hidrégeno

PRL, prolactina

SNC, sistema nervioso central

SOD, superéxido dismutasa

SP, separacion prepucial

-SH, grupos sulfhidrilo

T, testosterona

TSH, tirotropina

Zn?*, zinc

Mg, microgramo

pm, micrometros



l. RESUMEN
El Cadmio (Cd) es un metal pesado que es considerado como uno de los mayores
agentes toxicos asociados a la contaminacion industrial y ambiental. La principal fuente
de exposicion es por el consumo de alimentos contaminados y por el humo del cigarro.
La toxicidad del Cd se ha asociado con dafios severos en varios érganos, entre ellos
los del aparato reproductor masculino, siendo los testiculos unos de los principales
organos afectados junto con los epididimos. En el testiculo, se lleva a cabo la
produccion de espermatozoides y la sintesis de testosterona (T), mientras que en el
epididimo se lleva a cabo la maduracién espermatica. La produccion y maduracion de
espermatozoides, asi como un incremento en la T, coincide con el desarrollo puberal
de la rata Wistar (42 y 49 dias de vida posnatal). EI Cd se puede concentrar dentro del
testiculo y en el epididimo, desde etapas muy tempranas del desarrollo y ejercer
efectos negativos, dependiendo de la dosis y periodo de la exposicion, se pueden
presentar efectos a nivel celular. Se ha propuesto que el estrés oxidante generado por
este metal puede estar implicado en la etiologia de la morfologia anormal de
espermatozoides, lo que puede contribuir a la infertilidad masculina. Es por lo que
resulta importante estudiar la exposicion al Cd en relacibn con el desarrollo
reproductivo, especificamente sobre la espermatogénesis y los mecanismos de dafio
asociados. Especialmente los efectos oxidantes que pueden afectar la generacion de
espermatozoides y su maduracion epididimaria. Para ello, se utilizaron ratas crias
Wistar macho, las cuales fueron destetadas a los 21 dias y asignadas a cuatro grupos.
Grupo 1) ratas macho administrados con solucion salina via i.p. del dia 21 al dia 49 de
vida; Grupo 2) ratas macho administrados con 1mg/kg de CdClz por via i.p. del dia 21
al dia 49 de vida; Grupo 3) ratas macho tratados del dia 21 al dia 49 de vida con
solucion salina por via i.p. y Grupo 4) ratas macho del 21 al dia 49 de vida
administrados con 1mg/kg de CdClz por via i.p. Los grupos 3 y 4, se dejaron en
condiciones de bioterio y se utilizaron hasta el dia 90 de vida. En las diferentes edades
de estudio, se realizé eutanasia por decapitacion para la obtencion de sangre y tejido
del testiculo y epididimo regionalizado en cabeza y cola para cuantificacién de Cd y la
medicion de la actividad de enzimas antioxidantes. En los animales tratados con Cd,

se muestra una mayor concentracion de Cd en sangre, testiculo y en ambas regiones
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del epididimo. Se observo que el Cd disminuye la concentracion de la T en suero en
ambos grupos, en comparacién con los grupos controles, asi como un aumento de
malondialdehido (MDA) en testiculo y epididimo. El Cd induce alteraciones en la
actividad de SOD, CAT y GPx que incide en la relacion GSH/GSSG. Nuestros
resultados, muestran que el Cd administrado en edades tempranas repercute en la

fertilidad masculina durante la edad adulta a través de la induccién de estrés oxidante.




. ABSTRACT
Cadmium (Cd) is a heavy metal that is considered one of the main toxic agents
associated with industrial and environmental pollution. The main source of exposure is
the consumption of contaminated food and cigarette smoke. The toxicity of Cd has
been associated with severe damage to several organs, including those of the male
reproductive system, being the testicles one of the main organs affected along with the
epididymis. Sperm production and testosterone (T) synthesis are carried out in the
testicle, while sperm maturation is performed in the epididymis. The production and
maturation of sperm, as well as an increase in T, matches the pubertal development in
Wistar rat (42 and 49 days of postnatal life, respectively). Cd can be concentrated within
the testis and the epididymis, from very early development stages and exert negative
effects, effects at cellular level can be presented depending on the dose and period of
exposure. It has been proposed that oxidative stress generated by this metal may be
involved in the etiology of abnormal sperm morphology, which may contribute to male
infertility. It is therefore important to study the exposure to Cd related to reproductive
development, in particular on spermatogenesis and associated damage mechanisms,
especially the oxidizing effects that can affect sperm generation and epididymal
maturation. For this, male Wistar young rats were used, which were weaned at 21 days
and assigned to four groups. Group 1) male rats administered with saline solution via
i.p. from day 21 to day 49; Group 2) male rats administered with 1 mg/kg of CdCI2 via
i.p. from day 21 to day 49; Group 3) male rats treated from day 21 to day 49 with saline
solution via i.p. and Group 4) male rats from 21 to 49 days administered with 1mg/kg
of CdCI2 via i.p. Groups 3 and 4 were left at vivarium conditions and were used from
their 90th day of life. Euthanasia was performed at different ages of study by
decapitation to obtain blood and tissue from the testis and regionalized epididymis in
head and tail for quantification of Cd and the measurement of antioxidant enzyme
activity. In animals treated with Cd, a higher concentration of Cd is shown in blood,
testis and in both regions of the epididymis. It was observed that Cd decreases the
concentration of serum testosterone in both groups, compared to the control groups,
as well as an increase in malondialdehyde (MDA) in the testis and epididymis. The Cd
induces alterations in the activity of SOD, CAT and GPx that affects the GSH/GSSG
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ratio. Our results show that Cd administered at an early age affects male fertility during
adulthood through the induction of oxidative stress.




. INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es un metal pesado con actividad fisiolégica negativa, es considerado
uno de los mayores agentes toxicos asociados a contaminacion ambiental e industrial
(Ramirez, 2002). Ejerce multiples efectos en la salud y esta clasificado como
cancerigeno por la Agencia para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades
de Estados Unidos (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) (ATSDR,
2012).

La contaminacion por Cd es producto de las actividades antropogénicas, de tal forma
que la poblacion en general esta expuesta a Cd a través del agua, la comida, el aire
contaminado, ademas del habito de fumar. Se ha reportado que el Cd estéa implicado
en la carcinogénesis en multiples 6rganos incluyendo pulmaén, rifidn, préstata, higado,
pancreas y testiculos (Waalkes, 2000). Existen reportes de los dafios provocados por
el Cd en la reproduccién, que demuestran que la exposicion a Cd en etapa adulta
causa infertilidad, tanto en machos como en hembras de diferentes especies,
ocasionando principalmente lesiones en las gonadas (Arteaga-Silva et al., 2012). El
testiculo es un érgano blanco de la toxicidad por Cd, pues disminuye la concentracion
de testosterona (T) (Lafuente et al., 2001; Ji et al., 2010), disminuye la concentracién
de espermatozoides y causa anormalidades en su morfologia (Abarikwu et al., 2016).
El Cd también tiene efectos sobre el hipotalamo y la hipoéfisis causando alteraciones
sobre la funcion reproductiva (Arteaga-Silva et al., 2006; Mouritsen et al., 2010).

Por otro lado, se ha reportado que el Cd produce modificaciones celulares del balance
Redox (Cuypers et al., 2010) favoreciendo la lipoperoxidacién asociada al incremento
en la concentracion de especies reactivas del oxigeno (ERO) (Thévenod, 2010)
induciendo estrés oxidante, alterando el desarrollo adecuado de la espermatogénesis
(Monsefi et al., 2010). A pesar de los estudios realizados en relacion con el dafio del
Cd en la reproduccion, se ha estudiado poco el efecto de la exposicion al Cd durante
la pubertad y su repercusion en etapas adultas, por lo que es necesario indagar mas
sus efectos en esta etapa, debido a que los seres humanos se encuentran expuestos
a Cd en etapas tempranas como la pubertad y puede afectar la funcién testicular y

epididimaria de la etapa adulta.




V. ANTECEDENTES
Cadmio
El cadmio es un elemento quimico cuyo simbolo es Cd, se encuentra en el grupo 11-B
de la tabla periodica, presenta un peso atémico de 112.4, nimero atdbmico de 48 y
densidad relativa de 8.65 a 20 °C (68 °F). Su punto de fusion de 320.9 °C (610 °F) y
de ebullicién de 765 °C (1410 °F). Es un metal ductil, de color blanco argentino con un
ligero matiz azulado que generalmente no se presenta en el ambiente en forma pura,
forma compuestos con otros elementos como el oxigeno (6xido de Cd), cloro (cloruro
de Cd) o azufre (sulfato y sulfuro de Cd). Ademas, este elemento se asemeja al Zn?*,
pero difieren en sus puntos de ebullicion, 907 y 767 °C, respectivamente (ATSDR,
2012). El Cd es divalente en todos sus compuestos estables y su ion es incoloro. Es
importante resaltar que no existen reglas sobre el control del Cd en articulos de uso
diario como pinturas, baterias, fertilizantes, entre otros, incluso no existe un acuerdo
internacional con la cantidad de Cd exacta que pueda provocar dafos a la salud a
corto o largo plazo (Pérez-Garcia y Azcona-Cruz, 2012).
El Cd es uno de los mayores agentes toxicos asociados a contaminacion ambiental e
industrial, pues relune cuatro de las caracteristicas mas distintivas de un téxico, que
son:
1. Causa efectos adversos para el hombre y el medio ambiente.
2. Presenta bioacumulacion.
3. Persiste en el medio ambiente.
4. Es transportado grandes distancias por el viento y el agua (Ramirez, 2002).

Principales fuentes de contaminacién y exposicion al cadmio

Dentro de las principales fuentes de contaminacion de Cd se encuentran la industria
minero-metalurgica, la fabricacion de fertilizantes fosfatados, la incineracion de
residuos de madera, carbon o “plasticos”, la combustion de aceite y gasolina, y las
aplicaciones industriales de Cd. La concentracién de Cd en aire de areas industriales
varia entre 9.1y 26.7 ug/m?3 frente a un 0.1 a 6 ng/m?3 en el aire de areas rurales y el
tiempo de permanencia del Cd en suelos es de hasta 300 afios y el 90 % permanece
sin transformarse (Ramirez, 2002). El Cd llega al suelo de los terrenos agricolas por
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deposicion aérea (41 %), con los fertilizantes fosfatados (54 %), por aplicacién de
abono de estiércol (5 %) y frecuentemente por efluentes que contienen residuos
liquidos y sdlidos de plantas hidrometalUrgicas de Cd (Ramirez, 2002).

De menor importancia en contaminacién ambiental por Cd son las particulas de polvo
de caucho provenientes de las ruedas de automovil, de la galvanizacién con Zn?* de
tuberias, de plasticos que contienen pigmentos coloreados de Cd y de la industria de
ceramica glaseada. Se ha descrito intoxicacidon por uso doméstico de algunos
utensilios bafiados en Cd o por usar cubiertos de plata aleada con Cd y pinturas a base
de Cd (Ramirez, 2002). Con respecto a la exposicion no ocupacional, al Cd la
alimentacion y el tabaco constituyen las dos fuentes principales de exposicion a este
metal. Los fumadores pueden inhalar de Cd 0.5 a 1 ug por cigarrillo con una absorcion
aproximada del 50 %. Es por lo que, los fumadores forman un grupo especial, cuando
se investigan los efectos toxicos por exposicion a Cd (Satarug y Moore, 2004, Ganguly
et al., 2018) Estudios realizados en la Ciudad de México, en hombres mayores de 40
afios de edad, con ciertas caracteristicas como ocupacion de vida, antecedentes de
tabaquismo, habitos alimenticios, que viven en la zona centro y oeste de la ciudad
mostraron que estos individuos tienen una mayor exposicion a este metal, también se
encontré un contenido alto de Cd al consumir embutidos de puerco (Torres-Sanchez
et al., 2018).

Pubertad y reqgulacion hormonal

La pubertad en los mamiferos es un periodo de transicion entre la infancia y la edad
adulta, donde ocurren cambios endocrinos y morfolégicos que llevan a los individuos
a alcanzar la madurez sexual y su funcion reproductiva (Stoker et al., 2000).

La pubertad masculina en los mamiferos se inicia con la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-testiculo (HHT) (Abreu y Kaiser, 2016). En este proceso, areas cerebrales
como el nucleo arcuato del hipotdlamo, secreta la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), que actia en la hipdfisis generando la liberacion pulsatil de las
gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH),
estas a su vez actuan sobre el testiculo. La activacion de este eje produce la secrecion

de T, por parte de las células de Leydig que se encuentran entre los tubulos
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seminiferos del testiculo que posteriormente, en tejidos periféricos se metaboliza en
dihidrotestosterona (DHT) y estradiol (E2) (Lafuente, 2013; Jin et al., 2016).

La T y su metabolito DHT desempefian un papel importante en el desarrollo de los
organos reproductores masculinos ( Dohle et al., 2003; Abd EI-Meseeh et al., 2016;
Rudolph et al., 2016). Para que estas hormonas sexuales sean secretadas y ejerzan
Su accion, existen tres procesos primarios previos que se tienen que establecer en el
eje HHT. Estos son: liberacion de la GnRH por parte de neuronas secretoras del nucleo
arcuato; la secrecion de las gonadotropinas de la adenohipofisis que, a través de los
gonadotropos secretan LH y FSH. Finalmente, se lleva a cabo la respuesta de los
testiculos, los cuales responden a la accion que ejercen la LH y la FSH, secretando T.
De tal forma, que las concentraciones de FSH y de LH en la adenohipdfisis y el
contenido de la GnRH en el hipotalamo, se incrementan de manera pulsatil y
progresiva durante el crecimiento testicular en la rata macho (Al-Tikriti et al., 2017).
Ademas, en la pubertad de la rata macho los cambios en la secrecion de las
gonadotropinas preceden a la maduracion de los testiculos. De manera que se ha
establecido, que la liberacion de FSH dentro de los tabulos seminiferos, facilita la
espermatogénesis (Rudolph et al., 2016; Al-Tikriti et al., 2017), mientras que la LH
estimula la secrecion de T por accion directa en las células de Leydig (Abd El-Meseeh
et al., 2016; Rudolph et al.,, 2016). Las concentraciones de T, en la rata macho,
comienzan a incrementarse en la primera semana de vida alcanzando picos maximo
de concentracion en los dias 33 y 49 de edad (Rudolph et al., 2016), y la maxima
respuesta de FSH sucede entre los 25 y 35 dias de edad (Abd El-Meseeh et al., 2016).
Aunque la regulacién del eje HHT se da principalmente por la FSH y la LH, se ha
demostrado que otras hormonas pueden regular a este eje. Asi, se sabe que las
concentraciones de prolactina (PRL) se encuentran bajas hasta el dia 20 postnatal, y
se incrementan significativamente entre los dias 25 y 40 de vida de la rata,
observandose un pico maximo en la concentracion de PRL que coincide con el inicio

del crecimiento en la préstata y la vesicula seminal (Becu y Libertun, 1982).




Marcadores de la pubertad en la rata macho

En la rata el desarrollo sexual postnatal se ha dividido en cuatro etapas: 1) un periodo
neonatal que comprende la primera semana de vida extrauterina (el dia del nacimiento
se designa dia de vida 0), 2) un periodo infantil que se extiende desde el dia de vida 8
al 21 (edad al destete), 3) un periodo juvenil que termina alrededor del dia de vida 35,
y 4) un periodo peripuberal que termina entre los dias de vida 55 a 60, con la apariencia
de espermatozoides maduros en el conducto deferente (Prevot, 2015). Los indicadores
de pubertad en el macho, tiene lugar entre los dias 42 y 49 de vida (Ojeda & Skinner,
2005; Arteaga-Silva et al., 2013), éstos incluyen cambios fisiolégicos, tales como la
maduracion de las espermatogonias, la aparicion de espermatozoides, la separacion
prepucial (SP), ademas de patrones conductuales tales como el acicalamiento genital
(AG) y las erecciones peneanas espontaneas (EPE). La separacion prepucial (SP)
ocurre en la etapa peripuberal y se hace evidente cuando el prepucio comienza a
retraerse gradualmente desde el dia de vida 41 al 47, siendo el dia de vida 47 en donde
se presenta la separacion prepucial completa (Korenbrot et al., 1977; Hernandez-
Gonzalez, 2000).

El AG consiste en el lamido de los testiculos, pene y regiéon anogenital. Esta conducta
se presenta al inicio del destete y se incrementa en la pubertad, alcanzado su mayor
manifestacion a los 46 y 48 dias de vida (Sachs et al., 1984; Moore, 1986; Hernandez-
Gonzalez, 2000). La ocurrencia con que sucede el AG es regulada por
concentraciones hormonales de la LH y la T (Sachs et al., 1984; Moore, 1986). Las
EPE son aquellas que ocurren en ratas peripuberales hospedadas de forma individual
0 en grupo, pero en ausencia de estimulo proveniente de una potencial pareja sexual
(una hembra receptiva). Generalmente ocurren al final de un tren de AG y su pico de
ocurrencia es alrededor de los 47 dias de vida (Hernandez-Gonzalez, 2000).

Todas las manifestaciones fisioldgicas y morfologicas anteriormente descritas durante
la pubertad estan altamente influenciadas por las hormonas y factores ambientales

(Stoker et al., 2000; Garcia-Rodriguez y Diaz-Loving, 2011; Juarez-Flores et al., 2013).




Desarrollo posnatal de los 6rganos reproductivos

El desarrollo y la diferenciacion de los 6rganos reproductivos inician desde etapas muy
tempranas en la vida embrionaria. Desde el dia 13 del desarrollo embrionario se
forman de manera hormono-dependiente los cordones seminiferos, estos cordones
contindan desarrolldndose por la accion de la LH, la cual comienza a secretarse a
partir del dia 15 del desarrollo embrionario (Bajszczak y Slowikowska-Hilczer, 2016;
Meena et al., 2017). Las células germinales siguen un patrén de crecimiento especifico
en el tejido testicular con cambios caracteristicos en el epitelio de los tubulos
seminiferos y un aumento en el numero de las células de Leydig en el intersticio
(Dorostghoal et al., 2010). En el testiculo, la dependencia a los andrégenos es
fundamental para el adecuado desarrollo de los tubulos seminiferos y el
establecimiento de la espermatogénesis para una continua formacion de
espermatozoides maduros a partir de células precursoras (Kretser y Kerr, 1994).
Aungue la T es producida por los testiculos del feto, la DHT es la responsable de la
morfogénesis de los 6rganos sexuales. La T es metabolizada por la enzima 5a-
reductasa a DHT en el seno urogenital en los genitales externos de la rata, conejo y
humanos (Riccetti et al., 2017). La deficiencia de esta enzima da como resultado un
crecimiento anormal de los genitales externos, efectos similares se han observado con
la exposiciéon a disruptores endocrinos (Jackson et al., 2008).

El epididimo inicia su desarrollo con los conductos eferentes, los cuales son los
puentes de comunicacion con el testiculo y termina en el conducto deferente. Es un
organo estructurado por un tubo largo que varia en longitud dependiendo de la especie
(Robaire y Hinton, 2015). Para su estudio, el epididimo generalmente se divide en tres
regiones anatdmicas: cabeza (region cefalica), cuerpo (region media) y cola (region
caudal). Se han descrito tres grandes etapas del desarrollo del epididimo que son: el
periodo de indiferenciacion, periodo de diferenciacion y el periodo de expansion
(Robaire y Hinton, 2015). El epididimo desde el nacimiento presenta un desarrollo en
las regiones iniciales (segmento inicial al cuerpo) y su la cola aun tiene que completar
su desarrollo y enrollamiento, en los dias de vida 1 y 2 es cuando se forman los
tabigues individuales que definen los segmentos del tibulo. En esta etapa, el epitelio

es indiferenciado y se caracteriza por estar constituido de células columnares, que
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contienen numerosos estereocilios. Desde sus origenes embriologicos y después del
dia 15 posnatal, se observa un importante crecimiento del conducto del epididimo de
la rata, el cual es dependiente de T y cuya longitud es de casi 2 m. El periodo de
expansion se describe como el crecimiento continuo del conducto y la aparicion de
espermatozoides en el lumen (Robaire y Hinton, 2015).

Los principales cambios en el desarrollo del epididimo de la rata son los siguientes: en
el dia de vida 14, esta la apariencia de células halo; en el dia de vida 15, se observan
células estrechas y columnares; en el dia de vida 28, las células columnares se
diferencian en células basales y principales. Del dia de vida 36 en adelante se
observan células estrechas y claras, aproximadamente en el dia vida 49, todas las

células epididimarias estan completamente diferenciadas (Robaire y Hinton, 2015).

Sistema antioxidante

Para contrarrestar el dafio producido por los radicales libres, el organismo cuenta con
sistemas de defensa antioxidante, cuyo principal objetivo es restablecer el equilibrio
entre el sistema del organismo. Los antioxidantes son moléculas encargadas de
neutralizar las reacciones ocasionadas por los radicales libres y pueden ser
enzimaticos y no enzimaticos. Entre los primeros se tienen las enzimas superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatibn peroxidasa (GPx). Como
mecanismos no enzimaticos se tienen a las vitaminas A, C y E, al glutation (GSH), al
acido lipoico, carotenoides, vitaminas B1, B2, B6, B12, entre otros (Johansen et al.,
2005).

Superdxido dismutasa (SOD)

Enzima de gran importancia, pues es el primer sistema de defensa contra las ERO,
dependiendo de su sitio activo la SOD se puede clasificar en tres isoformas: Cu/Zn-
SOD (SOD1) que se ubica en citoplasma, Mn-SOD (SOD2), se encuentra en la
mitocondria y una isoforma ubicada extracelularmente (SOD EX), la actividad de estas
enzimas se ha descrito en las células germinales y células de Sertoli (Mruk et al., 2002;
Aitken y Roman, 2008). Al aislar ARN total del higado, cerebro y testiculo de raton en

etapa prepuberal y etapa adulta sin ningun tipo de tratamiento, se observé un aumento
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en la expresion de ARNm de la Mn-SOD en el testiculo y en higado, a diferencia de
GPxy CAT (Gu y Hecht, 1996; Aitken y Roman, 2008).

En el epididimo se han descrito niveles muy altos en la expresion de la enzima SOD1
en todo este 6rgano (Jervis y Robaire, 2001; Vernet et al., 2004). En la regién de la
cola, encargada del almacén de los espermatozoides, la presencia de esta enzima en
el fluido del tdbulo del epididimo es fundamental para la proteccion de los
espermatozoides ante el estrés oxidante (Tramer et al., 1998; Vernet et al., 2004).
Reaccion SOD:

O2 *— + Oz = 2H*: SOD —»H202 + O2

Catalasa (CAT)

Es de suma importancia la eliminacion del H202 de la membrana de la célula para

evitar dafio en lipidos, proteinas y en el DNA esta eliminacion la lleva a cabo las
enzimas CAT y GPx (Zini y Schlegel, 1997; Aitken y Roman, 2008). Se ha reportado
una mayor actividad de CAT en células de Leydig (Petrola et al., 1996; Aitken y Roman,
2008). Se han reportado bajos niveles del RNAmM de CAT en testiculo en comparacion
con el RNAmM de SOD y GPx (Vernet et al., 2004).

Se ha demostrado claramente la actividad de esta enzima en los espermatozoides a
través del transito por el epididimo o en la eyaculacion (Zini et al, 1993; Vernet et al,
2004). Su actividad inicia cuando aumenta la presencia de H202 (Cohen y Hochstein,
1963; Vernet et al., 2004). La participacion de esta enzima no parece ser tan importante
ante el dafio por estrés oxidante (Vernet et al., 2004)

Reaccion CAT:

2 H2O2: CAT — 2H20+ O2

Glutatiéon peroxidasa (GPx)

En la literatura se ha descrito cuatro miembros de la familia de la enzima antioxidante
GPx (GPx-1, 3, 4 y 5), que se encuentra en las células epiteliales del epididimo, asi

como en los espermatozoides y en el liqguido seminal (Vernet et al; 2004), siendo su
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papel de mayor actividad ante la presencia de H202 en epididimo (Dufaure et al., 1996;
Zini y Schlegel, 1997; Vernet et al., 2004). Se ha observado que la forma GPx-1 es la
mas importante y su actividad se ha descrito en testiculo y epididimo (Dufaure et al.,
1996; Zini y Schlegel, 1997; Vernet et al., 2004); en la forma celular GPx-3 se ha
descrito que su expresion principal es en el citosol de la células epiteliales de la region
de la cola epididimo, observandose en la regién de la cola una expresion menor que
es secretada hacia el lumen, debiéndose su control de expresion de los andrégenos
en la regidn de cola y cuerpo y siendo independiente de androgenos en la region de la
cabeza en el epididimo (Schwaab et al.,, 1998; Vernet et al., 2004), respecto a la
actividad de GPx-4 es mayor en testiculo comparado con otros 6rganos como el
higado y corazén, dandose su expresion en células germinales y células de Leydig
(Baek et al., 2007). Esta expresion es influenciada por la T, ya que se observa después
de la pubertad (Maiorino et al., 1998), participa en procesos de espermatogénesis,
pero no se expresa en células de Sertoli (Roveri et al., 1992). El viaje que lleva el
espermatozoide por el epididimo inicia desde la region de la cabeza hacia la regién de
la cola llevandose a cabo la modificacion estructural de la membrana plasmatica y
proteinas asociadas que confieren la capacidad fertilizante del espermatozoide. En la
regibn de la cola los espermatozoides se vuelven altamente susceptibles a la
lipoperoxidacion inducido por el ataque de ERO (Vernet et al., 2004), sobre la actividad
de GPx-5 se ha establecido que es secretada en la region de la cabeza hacia el lumen,
influenciada bajo el control de T (Faure et al., 1991; Vernet et al., 2004), durante el
transito del espermatozoide por el epididimo se expresa esta enzima en la membrana
plasmatica (Jimenez et al., 1992; Vernet et al., 2004).

Reaccion GPx:

R-OOH + 2 GSH—— R-OH + GSSG + H20

Toxicidad del cadmio

El Cd requiere de varios mecanismos para inducir toxicidad en células de diversos

sistemas y tejidos, afectando su funcion ya sea directa o indirectamente; los efectos
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toxicos inducen degeneracion o incluso trasmutacion de las células (Zarros et al., 2008;
Rani et al., 2013)

A nivel celular el Cd tiene la capacidad para provocar dafio por estrés oxidante que
ocasiona dafio al DNA, lo que conlleva a (1) induccién de la proliferacion celular, (2)
inhibicién de los mecanismos apoptéticos y (3) bloqueo de los mecanismos de
reparacion del DNA (Zarros et al., 2008; Rani et al., 2013).

Los posibles mecanismos por los cuales el Cd induce dafio son la interferencia con los
procesos dependientes del Ca?* y del Zn?*, la induccién de la apoptosis y el estrés
oxidativo mediante la produccién de ERO (Fouad y Jresat, 2011; Momeni y Eskandari,
2019).

En las dltimas décadas, numerosos estudios han demostrado que la exposicion
ambiental y ocupacional al Cd, esté relacionada con la infertilidad y la mala calidad del
semen en los seres humanos, pues en varias investigaciones epidemiologicas se
observé una correlacion entre la concentracion de Cd sanguineo y la calidad del semen
(Xu et al., 1993; Pant et al., 2003). Se han utilizado varias especies de mamiferos se
han utilizado con diferentes esquemas de administracion para estudiar los efectos
adversos del Cd en los sistemas biolégicos (Amara et al., 2008; Samuel et al., 2011).
Dichos esquemas se han aplicado durante el embarazo y lactancia, administrandose
el Cd en dosis de 1mg/Kg y 30 mg/Kg por vias de administracion intraperitoneal y oral
en agua de consumo, respectivamente, observandose dafio testicular y disminucion
en la concentracion de T (Salvatori et al., 2004; Chemek et al., 2016). La exposicion al
metal genera su acumulacion en diferentes tejidos, entre los que incluyen, el testiculo
y el epididimo (Abdalla et al., 2014). Durante la pubertad (35 dias), la exposicion al Cd
en dosis de 1mg/Kg reduce notablemente el peso de los testiculos, el epididimo, la
prostata y la vesicula (Ji et al., 2010). Ademas, se ha reportado que la exposicion al
Cd durante la edad puberal interrumpe la via de regulacion de la sintesis de T
testicular, ademas de la expresion de la proteina reguladora de la esteroidogénesis
aguda (StAR). La disminucion de la sintesis de T testicular podria, contribuir a provocar
un dafo al desarrollo testicular y la espermatogénesis en ratones (Li et al., 2009). Otras
de las alteraciones causadas por el Cd, en animales adultos, se ven reflejadas

directamente sobre los espermatozoides, los cuales se encuentran afectados en su
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concentracion y movilidad. También, se ha reportado 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). De hecho, la exposicion a este metal
causa efectos dafiinos en los espermatozoides, observandose un incremento de la
fragmentacion del DNA, una reaccion acrosomal prematura y disminucion de la
movilidad (Oliveira et al., 2009). El Cd esta clasificado como un disruptor endocrino
tanto en humanos como en animales debido a que interfiere con la funcion de las
células endocrinas (Adaramoye et al., 2016), y por tanto con la funcion reproductiva de
ratas macho adultas (Cupertino et al., 2017). Las poblaciones mas vulnerables a la
exposicion a Cd son los nifios y los sujetos en desarrollo uterino, pues la exposicion
temprana predispone potencialmente a dichas enfermedades en los jévenes y, debido
a la mayor susceptibilidad del sistema nervioso, ocurren problemas cognitivos,
reproductivos y conductuales (Sears et al., 2012). Se ha reportado, que en
adolescentes de comunidades italianas expuestos a Cd se retrasa el inicio de la
pubertad, reportdndose que existe una relacion entre la concentracion sérica de Cd y
el hipogonadismo en nifios varones, ademas de que presentan una disminucion en las
concentraciones de T en sangre (Interdonato et al., 2015).

La principal fuente de exposicién no ocupacional al Cd es el consumo de alimentos y
agua contaminados. En etapas tempranas de la vida (Pérez-Garcia y Azcona-Cruz,
2012), pero otra fuente importante es el humo de tabaco ambiental es otra fuente
importante. Un cigarrillo contiene entre 0.5 a 1 pg de Cd, lo que puede causar un
aumento significativo en la concentracién de Cd en sangre, quizas 4 a 5 veces mas
altos en fumadores que en no fumadores (Satarug y Moore, 2004; Ganguly et al.,
2018). Asi, fumar en exceso es una fuente de exposicion de Cd en los seres humanos,
provocando la acumulacion de este metal en los testiculos, y en particular se ha
asociado con un bajo niumero de espermatozoides y baja motilidad (el-Demerdash et
al., 2003).

Dependiendo de la dosis y el periodo de la exposicion al Cd, se pueden presentar

efectos a nivel celular (Lacorte et al., 2013). En este sentido se ha propuesto que el
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estrés oxidante esta implicado en la etiologia de la morfologia anormal de

espermatozoides, lo que resulta en la infertilidad masculina (Correia et al., 2017).

Cadmio vy estrés oxidante

El Cd es un elemento que regularmente se encuentra en combinacion con otros
elementos tales como el oxigeno, el cloro y el azufre. A nivel celular, se ha reportado
como un inductor de estrés oxidante (Valko et al., 2005), aunque se considera que no
es un metal que puede inducir la reaccion de Fenton, por si mismo, su efecto celular
mas estudiado esta relacionado con modificaciones del balance Redox (Cuypers et al.,
2010). El Cd induce estrés oxidante por tres mecanismos indirectos, principalmente la
unién de grupos sulfhidrilo (-SH) con Cd; provocando el agotamiento de glutation
reducido (GSH), segundo mecanismo es la interferencia del Cd con iones esenciales
(Zn?*, Cu?*, Mn?*) inhibiendo la actividad de enzimas antioxidantes, conllevando a la
inhibicién de la cadena de transportes de electrones en la mitocondria (Stohs y Bagch,
1995; Valko et al., 2005), interfiriendo con los lipidos de las membranas plasméticas
favoreciendo la lipoperoxidacion, posteriormente el dafio a proteinas y por ultimo la
degradacion del DNA, induciendo la apoptosis celular (Thévenod, 2010), como se
observa en la figura 1.

Debido a que el Cd muestra gran afinidad por los grupos (-SH) al unirse al que se
encuentra en el glutation (Lopez et al., 2006), inactiva a este importante agente
antioxidante enddgeno. Por lo que, en condiciones de alto contenido de Cd, se
favorece un ambiente oxidante, al aumentar los niveles de ERO, producidos en los
organelos celulares con una alta actividad oxidante como son los peroxisomas y la

mitocondria.
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Cd2+ Dafio por estres oxidante
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Figura 1: Mecanismo de toxicidad por cadmio. (Modificada de Thévenod, 2009).
Mecanismos principales por los cuales el Cd induce estrés oxidante, agotamiento de
GSH (glutation reducido), por formacion de complejos del Cd-GSH; inhibicién de la
actividad antioxidante SOD, CAT y GPx, lo que provoca la inhibicion de la cadena de

transporte de la mitocondria.

Dario por estrés oxidante (Lipoperoxidacion)

El estrés oxidante a nivel celular es caracterizado por el desbalance de radicales libres
y los sistemas antioxidantes. Un radical libre es una especie quimica que tiene en su
altima capa uno o mas electrones desapareados, lo que los vuelve inestables y
altamente reactivos. Los radicales libres pueden derivarse de oxigeno generando
especies reactivas del oxigeno (ERO) o del nitrdgeno (especies reactivas del nitrégeno
o ERN). Las ERO son radicales libres en los cuales, el electrén desapareado se sitla
predominante en el atomo de oxigeno; habitualmente el oxigeno se encuentra en su
forma mas estable, la molécula diatomica Oz, presentando los electrones que forman

parte del enlace 1T en el mismo espin (estado triplete) (Johansen, 2005).
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La formacién del radical hidroxilo (*OH) (generado a través de la reaccion de Fenton),
es la via por la que se induce la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados este
dafio es nombrado lipoperoxidacién (Welch et al.,, 2001; Valko et al., 2005). La
lipoperoxidacidbn es un proceso que presenta las siguientes etapas; iniciacion,
propagacion y terminacion (Valko et al., 2004; Valko et al., 2005).

Dentro de las técnicas utilizadas para medir el dafio causo por lipoperoxidacion se
encuentra la evaluacion de la concentracion del malondialdehido (MDA) que es
ampliamente utilizado para reflejar el grado de lipoperoxidacion in vivo, que puede
causar cambios en la funcion celular, toxicidad genética, dafio en el DNA y la
carcinogénesis (Korchazhkina et al., 2003; Aitken y Roman, 2008).

Efectos neuroendocrinos del cadmio

El Cd también se acumula y causa diversas alteraciones en todos los niveles del eje
hipotalamo-hipofisis-gonada (HHG) (Lafuente, 2013). EI Cd es considerado como
disruptor endocrino al actuar en dosis muy bajas, puede interrumpir la funcionalidad
del eje HHG alterando el equilibrio hormonal en estos tres niveles glandulares,
provocando diferentes efectos adversos sobre la salud de las personas, animales o de
sus descendientes (Lafuente, 2013). Ademas, pude provocar alteraciones del
comportamiento, dependiendo de donde ejerza su efecto sobre el eje HHG y del
momento de la exposicién; es decir durante el desarrollo fetal, la infancia, la pubertad
o la etapa adulta (Arteaga-Silva et al., 2015).

El Cd en el hipotalamo altera las concentraciones de aminas biogénicas hipotalamicas
como la dopamina, la norepinefrina y la serotonina, ademas de las concentraciones de
aminoacidos como el glutamato, el aspartato, la taurina y el &cido gama aminobutirico
(GABA) (Lafuente y Esquifino, 1999), presentandose diferentes efectos dependiendo
de la edad de administracion del Cd. A pesar de que los mecanismos involucrados en
la alteracion de la actividad del eje HHG no se han entendido completamente en la
actualidad, si es bien sabido que la administracién de Cd afecta los mecanismos de
secrecion de hormonas adenohipofisarias como la prolactina (PRL), hormona
adrenocorticotropa (ACTH), hormona del crecimiento (GH), hormona estimulante de la
tiroides (TSH) y hormona luteinizante (LH) (Lafuente y Esquino, 1999). El Cd atraviesa
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la barrera hematoencefélica (BHE) (L6pez et al., 2003) y se acumula en distintas
regiones cerebrales (Lafuente et al., 2003; Ong et al., 2006). También puede
depositarse en el plexo coroideo que constituye la BHE y destruir la ultraestructura de
este (Manton y Kirkpatrick, 1984; Zheng, 2001).

Segun diversos autores (Wong y Klaassen, 1980; Choudhuri et al., 1996) algunas
patologias neuroldgicas, podrian ser debidas a un aumento en la permeabilidad de la
BHE al Cd y al estrés oxidativo que produce en el sistema nervioso central (SNC)
(Gutiérrez-Reyes, Albores y Rios, 1998). En cuanto a la hipdfisis, estudios clasicos
sugieren que los gonadotropos (células hipofisarias) de ratas y de monos son
altamente sensibles al Cd (Allanson y Deanesly, 1962; Girod, 1964; Lafuente, 2013).
Mas recientemente, se ha demostrado una posible relacion entre la exposicién al Cd y
la actividad hipofisaria, observandose que la exposicién al Cd en el aire urbano reduce
la secrecidn de la FSH en los trabajadores varones (Ciarrocca et al., 2013). Por otro
lado, también se sabe que el Cd podria interactuar con el Pb en el retraso de la
aparicion y/o progresion de la pubertad, mediante la reduccion de las concentraciones
séricas de inhibina B en edades peripuberales (Gollenberg et al., 2010). Mas aun, se
ha observado que en ratas macho adultas tratadas con Cd, se presenta una
disminucién en la concentracion de la hormona FSH en plasma, lo cual va
acompafado de una baja en el niumero de espermatozoides. Ademas, se ha reportado
qgue el Cd es capaz de alterar la frecuencia del pulso y la vida media de la LH en ratas
machos puberes y adultas (Lafuente et al., 1999).

A nivel testicular la dosis 0.5 a 1 mg/Kg de Cd administrada por via intraperitoneal en
ratas adultas provoca la disminucién de la concentracion de T en plasma (Lafuente et
al., 2000). Ademas, la administracion de Cd en una dosis de 4 mg / Kg durante 6 dias
induce, a nivel testicular, una disminucion importante de la actividad de las enzimas
esteroidogénicas testiculares: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) y 1783-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD), que son las enzimas clave para la
biosintesis de T (Ji et al.,2010), por lo tanto se observa también, una disminucién en
el recuento de espermatozoides testiculares asi como la pérdida en la movilidad
espermatica, un aumento de la concentracion intracelular (ERO), una mayor (LPO) y
fragmentacién del DNA (Manna et al., 2008).
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Cadmio en la pubertad

Estudios realizados con animales en etapa puberal con administracion de 1 a 5 mg/Kg
de Cd en periodos de hasta cuatro semanas, han demostrado una disminucién en la
concentracion de T, disminucién del tamafo testicular y del epididimo, asi como dafio
celular causado por estrés oxidante inducido por este metal (Djuric et al., 2015;
Elmallah et al., 2017). Estudios en humanos entre los 12 a 14 afios, que han vivido
expuestos en un area industrial, describieron efectos como inicio tardio de la pubertad
(puntuacion de Tanner), disminucién en volumen testicular, asi como una menor
concentracion de T en suero, asi como altos niveles de Cd en orina (Interdonato et al.,
2015). Se ha reportado la alteracion de la actividad de enzimas antioxidantes, asi como
dafio por estrés oxidante con un aumento de MDA en el epididimo de ratas prepuberes,
que tuvieron una exposicion oral de 15 ppm de CdClz durante 140 dias (Lacorte et al.,
2013).

En ratas en etapa adulta se ha observado dafio gonadal asi como en el epididimo,
después de la administracion de este metal ya sea por via oral o intraperitoneal
(Adamkovicova et al., 2014) Otros autores han observado en etapa adulta disminucion
en la concentracion de T, menor tamafio testicular y epididimario, comprometiendo el
desarrollo adecuado de la espermatogénesis, menor concentracion de
espermatozoides, menor vitalidad, asi como una menor poblacion de células de Leydig
(Nna et al., 2017).

V. JUSTIFICACION

La presencia en el ambiente de metales pesados como el Cd, es producto de las
actividades antropogénicas; como consecuencia, la poblacibn se encuentra en
constante exposicion a este toxico. Debido a que la exposicion al metal en etapas
tempranas del desarrollo puede afectar procesos reproductivos como la generacion de
espermatozoides, esto puede estar relacionado a su vez, con la infertilidad masculina
en adultos. A la fecha, son pocos los estudios que relacionan el efecto del Cd y los
procesos de pubertad; sin embargo, es precisamente en esta etapa del desarrollo que

diversos procesos reproductivos pueden ser afectados por el Cd, el cual se acumula
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en los tres niveles del eje HHT, observandose disminucion de la concentracion de T.
Asimismo, la susceptibilidad de los componentes del eje HHT varia en el periodo de
desarrollo en el que se encuentre el individuo durante la exposicion, es por ello que es
importante indagar los efectos del Cd durante la pubertad, desde el punto de vista del
estrés oxidante sobre los diferentes componentes anatomicos involucrados en
particular con el testiculo y epididimo. Dilucidar los mecanismos de toxicidad del Cd a
este nivel nos ayudarad de igual forma, a plantear posibles soluciones para los

problemas de salud causados por este metal toxico.

VI. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA
La influencia que tienen los contaminantes ambientales en la salud reproductiva de los
mamiferos es muy conocida y se sabe que estos pueden impactar en etapas
tempranas del desarrollo con efectos adversos en la etapa reproductiva del individuo.
Es por esto, que resulta importante estudiar la exposicion al Cd en relacién con el
desarrollo reproductivo especificamente sobre la espermatogénesis, y los mecanismos
de dafio asociados, especialmente los efectos oxidantes que pueden afectar la

generacion de espermatozoides y su maduracion epididimaria.

VIl.  PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Como afecta la exposicion a Cd en la etapa puberal a la generacién de estrés
oxidante generada por éste y la concentracion de testosterona cuando la rata alcanza

la madurez sexual?

VIIl.  HIPOTESIS
Si la exposicion al Cd induce estrés oxidante en testiculo y epididimo de ratas Wistar
en etapas puberales, entonces se afectara la actividad de las enzimas antioxidantes y

la concentracion de testosterona cuando la alcanza la etapa adulta.

IX. OBJETIVO GENERAL
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Analizar el efecto de la exposicion al Cd sobre marcadores de estrés oxidante en
organos reproductivos y la concentracion sérica de testosterona de ratas Wistar en

etapa puberal y en la etapa adulta.

X. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar la concentracion de Cd en sangre, testiculo y epididimo en ratas adultas
expuestas a este metal durante la etapa puberal.

2) Evaluar el efecto oxidante del Cd en testiculo y epididimo de ratas en etapa puberal
(malondialdehido)

3) Evaluar la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx en testiculo y epididimo de
ratas adultas que fueron expuestas a Cd durante la etapa puberal.

4) Determinar la concentracion de testosterona en ratas adultas que fueron expuestas

al Cd en etapa puberal.
XI. MATERIAL Y METODO

Obtencidn de los animales experimentales y asignaciéon de grupos

Se utilizaron ratas hembra gestantes del bioterio de la Division de Ciencias Biologicas
y de la Salud de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, las cuales
fueron colocadas en cajas de manera individual y mantenidas en ciclo invertido de luz
oscuridad 12: 12 a una temperatura constante (24 °C) y libre acceso a comida y agua.
Los animales fueron manejados de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio), en conjunto con la conduccion ética de
la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Biologicas y de la
Salud de la UAM-Iztapalapa y al INH para el cuidado animal. Se espero el nacimiento
de las crias, utilizando solo los machos para los experimentos realizados.

Se formaron cuatro grupos experimentales al destete de las ratas macho en el dia 21

y se inicio el tratamiento:
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e Grupo 1: Control, se administré 0.1 ml de solucion salina por via intraperitoneal
del dia 21 al 49 de vida.
e Grupo 2: Se administr6 1mg/kg de peso de CdCl2 disuelto con agua destilada
(Sigma, Chemical Co. St. Louis. MO, EEUU) por via i.p. del dia 21 al 49 de vida.
e Grupo 3: Control, se administré 0.1 ml de solucién salina por via i.p. del dia 21
al 49 de vida, posteriormente se les dej6 sin tratamiento hasta el dia 90 de vida.
e Grupo 4: Se administré 1mg/kg de peso de CdCl2 disuelto con agua destilada
(Sigma, Chemical Co. St. Louis. MO, EE. UU.) por via i.p. del dia 21 al 49 de
vida, posteriormente se les dej6 sin tratamiento hasta el dia 90 de vida.
En los grupos 1y 2, cuando los animales cumplieron los 49 dias de vida, se les realizo
eutanasia por decapitacion para la obtencion de las muestras de sangre y suero,
ademas de la diseccion del testiculo y el epididimo, regionalizado en cabeza, cuerpo
y cola.
A los sujetos de los grupos 3 y 4 al cumplir los 90 dias de vida, a los sujetos se les
realiz6 eutanasia por decapitacion para la obtencién de las muestras de sangre y
suero, ademas de la diseccién del testiculo y el epididimo, regionalizado en cabeza,
cuerpo y cola. Todas las muestras fueron almacenadas a -70 °C, hasta que se les

realizaron las determinaciones bioquimicas.

Cuantificacion de cadmio en sangre y oOrganos reproductivos: testiculo y

epididimo

De cada uno de los sujetos se obtuvo de 1 mL de sangre para la posterior
determinacion de Cd. Estas muestras fueron colectadas en tubos con EDTA-K2. El
testiculo y el epididimo fueron disectados y guardados a -20 °C. Posteriormente, a
cada una de las muestras de los tejidos, se les agregaron 200 pL de &acido nitrico al 70
% y se incubaron en un bafio maria a 60 °C por 10 minutos. El liquido resultante de la
digestion acida se diluyo 1:10 con agua para su posterior analisis En cada sesion
analitica, se realizaron curvas de calibracién utilizando estandares comerciales de Cd.
El contenido de Cd fue reportado como pg de Cd/dL de sangre y el contenido de Cd

en tejidos se expres6 como ug de Cd/g de tejido himedo. La determinacién de Cd en
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sangre, el testiculo y el epididimo se realizaron por espectrofotometria de absorcion
atomica (Perkin-Elmer, Modelo AA Analyst 600; Norwalk, CT, USA) con un horno de
grafito (HGA-600) y un auto-muestreador (AJS-60, Perkin Elmer).

Cuantificacion de la concentracion de testosterona en suero sanguineo

La cuantificacion de T en suero en el grupo control y experimental se realiz6 mediante
la técnica de radioinmunoandlisis (RIA). Las muestras sanguineas se colectaran en
tubos con anticoagulantes y tapon separador de suero (BD Vacutainer SST, México,
D.F). El suero se obtendra mediante la centrifugacién por 15 minutos a 1500 rpm. La
determinacion de T en suero se llevd a cabo utilizando un kit comercial (TKTT-1,
Diagnostic Product Corporation, CA, Estados Unidos), que tiene un limite de deteccion
minimo de 4 ng / dL. El anticuerpo de T tiene una reactividad cruzada de 3.3 % a 5a-
dihidrotestosterona, 0.5 % a otros andrégenos, 0.01 % a glucocorticoides y 0.02 % a
E2 El método consiste en un RIA con 1*?> marcado, disefiado para la determinacion
cuantitativa de esta hormona. Para ello se utilizaron tubos recubiertos con anticuerpos
anti-T, en donde la hormona marcada con 12> compite por los sitios de unién al
anticuerpo con la hormona presente en la muestra. Luego de la incubacion, los tubos
fueron introducidos en el contador gamma (Cobra, Packard, Estados Unidos) donde la
cantidad de cuentas leidas estan inversamente relacionadas con la cantidad de
hormona presente en la muestra, que se determinara comparando las cuentas con una

curva de calibracion (Martinez-Mota et al., 2008).

Cuantificacion del malondialdehido en tejido.

La cuantificacion de MDA fue mediante la técnica de la cuantificacion de las sustancias
reactivas al &cido tiobarbitrico. Se homogenizdé el testiculo y el epididimo
regionalizado en cabeza y cola en un tubo de ensayo, junto con 250 pL de
amortiguador de Tris (Tris-HCI, 150 mM, pH 7.4). Posteriormente se tomo 200 pL de
homogeneizado, adicionandole 700 pL de Tris-HCl y se incubd a 37 °C por 30 minutos.

Al término de la incubacion, se agregaron 2 mL de acido tiobarbitarico (0.375 % p/v en
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acido tricloroacético al 15 %). Las muestras se incubaron por 45 minutos en ebullicion.
Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 3,000 rpm; al
término de esto, se recuperd el sobrenadante, el cual fue leido a 532 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Perkin-Elmer Lambda 40). La concentracion de MDA (se
calcula a partir del coeficiente de extinciéon 1.56 x 10° cm™ M- en 1 cm) y fue expresada
como nMoles de MDA que hay en tejido (Buegue y Austin, 1978).

Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD se basa en la reduccion de citocromo C por parte del
superoxido dismutasa que se deriva de la accién de la xantina oxidasa sobre la xantina
(Schwartz et al., 1998)

Se peso el tejido y se homogenizé en 5 volumenes de Buffer de carbonatos. 20 mM,
pH 10.2 en tritobn al 0.02 %

Para la actividad de SOD total:

Se tomé 20 pl de homogeneizado testicular y epididimario, posteriormente se
agregaron 2.85 mL de sustrato (Citocromo C), para iniciar la reaccion se deposité 50
ul de xantina oxidasa (xantina 100 uM/ EDTA disddico 1 mM), se agit6. Se tomaron
lecturas a 550 nm en espectrofotometria UV-vis cada 30 segundos durante 3 minutos.
Actividad Mn-SOD:

Se tom6 20 pl de homogeneizado testicular y epididimario, posteriormente se depositd
50 pl de KCN 1 mM con 2.85 mL de Sustratos (Citocromo C), por ultimo, se agregé 50
ul de xantina oxidasa, se agitd y se tomaron lecturas cada 30 segundos por 3 minutos.
La actividad de la enzima se determiné por la siguiente relacion:

Unidades x mg = 1000/u de proteina =ug enzima resultado de la 72 de la maxima
inhibicion. La diferencia entre la actividad de SOD total y Mn-SOD es la actividad

correspondiente a Cu-Zn/SOD.

Actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se determindé basandose en la desaparicion del

peréxido de hidrogeno (H202), utilizado por la catalasa (Aebi, 1984). Se homogenizo

25




50 mg de tejido de testiculo y epididimo regionalizado en cabeza y cola en Buffer Tris-
HCI 50 mM (pH 7.4). Se coloc6 en una celda del espectrofotometro UV/UV-Vis 900 pl
de Buffer de fosfatos 50mM adicionandole 35 ul de H202 al 0.3 M, posteriormente se
agrego 15 pL del homogeneizado; registrandose el cambio de absorbancia cada
minuto después de 3 minutos, las muestras fueron leidas a una longitud de onda de
240 nm a 25 °C, la actividad fue medida por la disminucién de la absorbancia. La
actividad de la enzima catalasa se expres6 como mU por mg de proteina por minuto
(Leite et al., 2018).

Actividad de glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx fue medida empleando la técnica desarrollada por Hafman y
colaboradores (1974), que consiste en evaluar la capacidad detoxificadora de la GPx
reduciendo al H202 para producir H20 y al mismo tiempo oxida al glutation reducido
(GSH).

Se homogenizdé 20 mg de tejido testicular y epididimario regionalizado en cabeza y
colaen 1.2 mL de PB-EDTA a 50 mM (pH 10), 320 pl de acido meta-fosforico al 25 %.
Se utilizé 60 pl del homogeneizado, 250 ul de GSH (2 mM), 100 ul de PB EDTA (50
mM), 100 pL de azida de sodio y 120 pl de agua desionizada, la mezcla se incubo a
37 °C durante 5 minutos con agitacion constante. Posteriormente se afiadio 0.25 pl de
H20:2 al 25 %. A continuacion, a la mezcla se le afiadié 1 mL de acido meta-fosférico,
se agito en vortex y se centrifugo a 14 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. Finalmente,
se mezcl6 el sobrenadante con 500 pl de DTBN (0.4 mg de DTNB en 10 mL de citrato
sédico al 1 %). Después, se determiné la absorbancia a 412 nm durante 2 minutos,
cada tubo se realizé por duplicado. Los resultados obtenidos se reportan como mMoles

de GSH consumido/g de tejido/minuto.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros fueron expresados como la media £+ SEM. Las concentraciones

séricas de T y la cuantificacién de Cd en sangre Yy tejidos, asi como la determinacién

de la actividad de enzimas antioxidantes se analizaron por un analisis de varianza
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(ANOVA) de dos vias, seguida de una prueba de Tukey. Los valores de p < 0.05 fueron
considerados significativos.

Xll.  RESULTADOS

Cuantificacion de Cd en tejido y sangre

Los resultados de la cuantificacion de Cd en tejido testicular y del epididimario
regionalizado en cabeza y cola de cinco sujetos por cada grupo se presentan en la
figura 2. Observandose que la administracion de Cd durante el periodo del dia 21 al
dia 49 de vida, presentd una bioacumulacion significativa en testiculo, y en ambas
regiones del epididimo con respecto a su grupo control, refiriéndose a la interaccion
entre edad de los sujetos y el tratamiento (I) (F=58.18) p<0.0001). En el testiculo,
después de finalizar el tratamiento, en los sujetos de 49 dias de vida, el Cd se
incremento significativamente en este tejido (0.7950 + 0.0373 ug de Cd/g de tejido Vs.
control 0.0123 + 0.0039 ug de Cd/ g de tejido) que corresponde a (T=a la diferencia
encontrada con el tratamiento), F (1,16) =262.7, p<0.0001). Este se mantuvo
bioacumulado hasta los 90 dias de vida (0.2848 + 0.05390 mg de Cd/g de tejido),
respecto a su grupo control (0.003027 + 4.876e-005 pg de Cd/g de tejido). Sin
embargo, esta bioacumulacién es significativamente menor a los 90 dias de vida, con
respecto a los sujetos de 49 dias de vida (E =que corresponde a las diferencias entre
las edades) (E, F (1,16) =62.58, p<0.0001) (figura A). En el caso de Cd en el epididimo,
se observo un efecto similar al observado en el testiculo, en la regién de la cabeza y
de la cola, con un incremento en la bioacumulacion del Cd tanto en la region de la
cabeza (1.669 £ 1.087 mg de Cd/g de tejido) (T,F (1,16) =251, p<0.0001) (figura B),
como en la region de la cola (1.374 £ 0.835 mg de Cd/g de tejido) (F (1,16) =399.3,
p<0.0001) comparado con su grupo control (figura C), mismo que disminuyo en los
sujetos de los 90 dias de vida en ambas regiones del epididimo (Cabeza (0.582 + 0.095
ug de Cd/g de tejido) (T, F (1,16) = 107.3, p<0.0001; Cola (0.538 + 0.146 ug de Cd/g
de tejido) (T, F (1,16) =153.3, p<0.0001) respecto al grupo de 49 dias de vida.
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De manera similar que en los tejidos analizados, el Cd en sangre total se incremento
en los sujetos de 49 dias de vida (0.237 + 0.00082 pg de Cd/mL de sangre), como en
los sujetos de 90 dias de vida (0.0144 £ 0.00097 pg de Cd/mL de sangre), (T, F (1,16)
=14389, p<0.0001), respecto a su grupo control, con una disminucion significativa en
la bioacumulacion del Cd en los sujetos de 90 dias vs 49 dias de vida. (F (1,16) =12949,
p<0.0001) (Figura D).

(A) Testiculo (B) Ep. cabeza (c) Ep. cola
4
4 4
<] Il Control
2 * * 1 mg /Kg CdCl,
2 3 T 3
: T
o
D 2 2 2
g
— * *
T 1 1 * 1
e - * T T
>
% Diasdevida % 0 ® Dios dovida % 4 Dias de vida 90
Sangre
(D) 9
0.3
% W Control
g * 1 mg /Kg CdCl,
o 02
o
-
E
o 041
=<
i)
3 *
0.0l — il

49  Dias de vida 90

Figura 2. Se presenta la concentracion de Cd en tejido de testiculo y epididimo regionalizado en cabeza y cola (A,
B y C respectivamente), asi como en sangre total (D). Cada valor representa (X+SEM), n=5 animales por grupo.
ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post hoc de Tukey. Variables analizadas: Edad (E), Tratamiento (T) e
Interaccion (I) entre Edad y Tratamiento. Testiculo (figura A) * p < 0.0001 49 vs control y de 90 Vs control; Ep.
Cabeza (figura B) * p < 0.0001 49 vs control y de 90 Vs control; Ep. Cola (figura C) * p <0.0001 49 vs control y de
90 Vs control; sangre (figura D) * p < 0.0001 49 vs control y de 90 Vs control.

Concentracion de testosterona en suero sanguineo

Los resultados de la cuantificacion de T en suero de cinco sujetos por cada grupo se
presentan en la figura 3. Observandose que la administracion de Cd durante el periodo
del dia 21 al dia 49 postnatal, provoco una disminucion en la concentracion de esta
hormona respecto a su grupo control (0.4474 + 0.05292 ng/mL de T Vs su control 1.265
+ 0.4173 ng/mL de T), resultado del tratamiento de los sujetos (T) (F (1,28) =6.666,
p=0.0153). Con respecto a los resultados en el grupo de 90 dias de edad, se observa
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una disminucién significativa de T en el grupo con tratamiento de Cd contra su grupo
control (2.230 + 0.5459 ng/mL de T Vs su control 3.708 + 0.5619 ng/mL de T), se
observa una diferencia significativa entre las edades de los tratamientos (F (1,28)
=2.58, p < 0.0001).
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Figura 3. Se presenta la concentracion de T en suero. Cada valor representa (media + SEM), n=5 animales por
grupo. ANOVA de dos vias, seguida de un aprueba post hoc de Tukey. Variables analizadas: Edad (E), Tratamiento
(T) e Interaccion (I) entre Edad y Tratamiento. (3) *p= 0.0153 49 dias Vs control y de 90 dias vs control; #p < 0.0001
90 Vs 49 dias de edad.

Cuantificaciéon de malondialdehido (MDA) en tejido

En la figura 4 se muestra el efecto del tratamiento con Cd sobre la determinacion de
MDA en tejido testicular y del epididimo regionalizado en cabeza y cola, de siete
sujetos por grupo, (A, B y C), que fueron administrados del dia 21 al 49 de vida. El
tratamiento con Cd en los sujetos de 49 dias de vida se observa un aumento en la
concentracion de MDA en el testiculo respecto a su grupo control, (236.0 + 23.97 MDA
mg/proteina de tejido Vs control 145.5 + 19.92), que corresponde a (T=a la diferencia
encontrada con el tratamiento) (F (1,24) =29.84, p< 0.0001). En el grupo evaluado a
los 90 dias de edad se observa esta tendencia de aumento de MDA testicular por el
efecto del Cd contra su control en la figura A.

Respecto al epididimo regionalizado en cabeza y cola en el grupo de 49 dias de edad
al terminar la exposicién se muestra un aumento de MDA en ambas regiones, (223.0
+ 45.41 MDA mg/ proteina de tejido Vs control 292.1 + 44.65, regidn cabeza; 253.7 +
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43.13 MDA mg/proteina de tejido Vs control 111.3 + 20.79 region cola), con respecto
a su grupo control (T) (F (1,24) =0.3753, p=0.5459), (figura B). Respecto al grupo
evaluado a los 90 dias de edad se muestra el aumento significativo de MDA s6lo en la
region de la cola del epididimo, (140.7 £ 10.52 MDA mg/ proteina de tejido Vs control
103.3 + 6.638 MDA mg/ proteina de tejido) derivado del tratamiento de Cd, (figura C).
Se muestra una diferencia en la determinacion de MDA entre los 49 y 90 dias de vida
(F (1,28) =14.67, p=0.0008), que corresponde a las diferencias entre edad (E).
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Figura 4. Se presenta el efecto del cadmio en la determinacion de MDA en tejido testicular y epididimo regionalizado
en cabeza y cola (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (media + SEM), n=7 animales por grupo.
ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc Tukey. Variables analizadas: Edad (E), Tratamiento (T) e
Interaccion () entre Edad y Tratamiento. Testiculo (figura A) *p< 0.0001 49 dias Vs control y de 90 dias vs control;
#p = 0.0147 90 vs 49 dias de edad; Ep. Cabeza (figura B) *p= 0.5459 49 vs control; #p = 0.0008 al comparar 90 vs
49 dias de edad; Ep. Cola (figura C) *p=0.0017 49 Vs control y 90 Vs control.

Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD)

En cuanto a la actividad de la enzima de SOD se evalué la actividad total, Mn-SOD y
Cu/Zn-SOD, en testiculo y epididimo regionalizado en cabeza y cola, de cinco sujetos
por grupo, (A, B y C respectivamente), se presentan en la figura 5, fueron
administrados del dia 21 al 49 de vida con 1 mg/Kg de CdClz. En el grupo de 49 dias
de vida, después de finalizar el tratamiento, en el testiculo se observa una disminucién
significativa en la actividad de la enzima de SOD-total con respecto a su grupo control
(0.2921 = 0.0878 U SOD mg de proteina Vs control 1.478 + 0.0312 U SOD mg de
proteina), que corresponde al tratamiento (T) (F (1,16) =54.29 p<0.0001), el grupo de
90 dias no se observa ninguna diferencia significativa con respecto a su grupo; sin

embrago, se observa una diferencia significativa respecto a los sujetos de 49 dias de
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edad, refiriendose a la edad (E) (F(1,16) =142.3 p<0.0001). Se muestra una
significativa diferencia entre la edad de los sujetos y el tratamiento, refiriéndose como
interaccion (1) (F (1,16)=61.86, p< 0.0001) en la figura 5. Sobre la actividad de la
isoforma Cu/Zn-SOD en testiculo, se muestra una disminucion en la actividad
enzimatica en el grupo de 49 dias al término del tratamiento con respecto a su grupo
control (0.3373 £ 0.1242 U SOD mg por proteina Vs control 0.6782 + 0.0602 U SOD
mg por proteina), donde (T) (F (1.16) =2.522 p=0.1318), se observa en la figura B. No
se muestra ninguna diferencia significativa en la actividad de la isoforma Mn-SOD en

el testiculo en la figura C.
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Figura 5. Se presenta el efecto del Cd sobre la actividad de SOD total, la isoforma Cu/Zn-SOD y la isoforma Mn-
SOD en tejido de testiculo (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (media + SEM), n=5 animales por
grupo. ANOVA de dos vias, seguida de prueba post-hoc Tukey. Variables analizadas Edad (E), Tratamiento (T) e
Interaccion () entre Edad y Tratamiento. Testiculo SOD Total (figura A) *p < 0.0001 49 vs control; #p < 0.0001, 90
vs 49 dias de edad; & < 0.0001 interaccion entre edad y tx; testiculo Cu/Zn-SOD (figura B) *p < 0.0001 49 vs
control; #p < 0.0001, 90 vs 49 dias de edad; testiculo Mn-SOD (figura C) no hubo diferencias significativas entre los

grupos

En la regién de la cabeza del epididimo figura 6 (n= 5), en la figura A, podemos
observar la actividad de la enzima SOD Total se observa un aumento significativo
respecto a su grupo control en los sujetos de 90 dias de vida, (1.098 + 0.1154 U SOD
mg de proteina Vs su control 0.5572 = 0.1570 U SOD mg de proteina) que fueron
expuestos en la etapa de pubertad, refiriéndose como (T F (1,16) =4.958 p=0.0407),
se observa una diferencia significativa respecto a los sujetos de 49 dias de edad,
representandose entre la edades de los sujetos (E) (F (1,16) =14.36 p= 0.0016). En la
isoforma Cu/Zn-SOD se muestra una diferencia significativa en la actividad de esta
enzima entre las edades de los grupos de 90 y 49 dias de edad, donde se refiere (E)
F (1,16) =33.20, p<0.001), en la figura B; referente a la isoforma Mn-SOD no se
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muestra ninguna diferencia significativa en la region de la cabeza del epididimo, figura
C.

Ep. cabeza SOD Total (B) Ep. cabeza Cu/Zn-SOD (€) Ep. cabeza Mn-SOD
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Figura 6. Se presenta el efecto del Cd en la actividad de SOD total, la isoforma Cu/Zn-SOD y la isoforma Mn-SOD
en la region de la cabeza del epididimo (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (X+SEM), n=5 animales.
por grupo. ANOVA de dos vias, seguida de prueba post-hoc de Tukey. Variables analizadas Edad (E), Tratamiento
(T) e Interaccion (I) entre Edad y Tratamiento. Ep. Cabeza SOD Total (figura A) *p = 0.0407 90 vs control; #p =
0.0016. 90 vs 40 dias de edad; Ep. Cabeza Cu/Zn-SOD (figura B) *p = 0.0407 90 vs control; #p = 0.0003. 90 vs 40
dias de edad; Ep. Cabeza Mn-SOD (figura C) no hubo diferencias significativas entre los grupos

La region de la cola del epididimo figura 7 (n=5), se muestra una disminucion
significativa en la actividad de SOD Total en el grupo de 90 dias con respecto a su
grupo control (0.3167 + 0.1094 U SOD mg de proteina Vs grupo control 0.7122 +
0.1770 U SOD mg de proteina), refiriéendose a T (F (1,16) =1.121, p=0.3055), se
observa una diferencia en la actividad entre las edades de los sujetos de 90 y 49 dias
de edad, describiéndose en (E ) (F (1,16) =29.29, p<0.0001); permanece alterada la
actividad en la isoforma de Cu/Zn-SOD debido al efecto del Cd sobre ella en el grupo
de 90 dias respecto a su grupo control (0.2344 + 0.2132 U SOD mg de proteina Vs su
control 0.4724 £ 0.1821 U SOD mg de proteina), mostrandose en T (F (1,16) =0.1926,
p=0.6667); observandose una alteraciéon de la actividad de la enzima debido a la edad
de los sujetos, (F (1,16) =10.71, p= 0.0048) entre el grupo de 90 y 49 dias en la figura
B. Respecto a la actividad de la isoforma Mn-SOD no muestra diferencia significativa

en la figura C.
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Figura 7. Se presenta el efecto del Cd en la actividad de SOD total, la isoforma Cu/Zn-SOD y la isoforma Mn-SOD
en la regién de la cola del epididimo (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (XtSEM), n=5 animales
por grupo. ANOVA de dos vias, seguida de prueba post-hoc de Tukey. Diferencia significativa con el grupo control
(p<0.05). Variables analizadas Edad (E), Tratamiento (T) e Interaccion (1) entre Edad y Tratamiento. Ep. cola SOD
Total (figura A) *p = 0.0407 90 vs control; #p = 0.0016. 90 vs 40 dias de edad; Ep. Cola Cu/Zn-SOD (figura B) *p =
0.0407 90 vs control; #p = 0.0003. 90 vs 40 dias de edad; Ep. Cola Mn-SOD (figura C) no hubo diferencias

significativas entre los grupos

Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

En la figura 8 se muestra el efecto de Cd sobre la actividad de la enzima CAT en tejido
testicular y del epididimo regionalizado en cabeza y cola de cinco sujetos (A, By C),
que fueron administrados del dia 21 al 49 de edad. El tratamiento con Cd en los sujetos
de 49 dias no se observa modificada la actividad de CAT en el testiculo, sin embargo,
la enzima CAT se altera en los sujetos que fueron expuestos con Cd y posteriormente
se les quit6é el tratamiento y fueron evaluados hasta el dia 90 de vida. Se puede
observar en el Testiculo que hay una alteracién en la actividad de la enzima que
permanece a los 90 dias de vida (0.4220 + 0.0709 U/mg de proteina Vs su control
0.4767 + 0.1062 U/mg de proteina), refiriéendose al tratamiento (T) (F (1,16) =7.777,
p=0.0131) en los sujetos que fueron expuestos con este metal, al igual se percibe una
alteracion de la actividad de la enzima catalasa debido a la edad de los sujetos (F
(1,16)=3.397, p=0.0839). Respecto a la actividad de esta enzima en el epididimo
regionalizado en cabeza y cola se muestra en ambos grupos, en cabeza (0.4959 *
0.1000 U/ mg de proteina Vs su control 0.8046 + 0.1071 U/mg de proteina),
relacionandose al tratamiento (T) (F=84.05, p<0.0001) y regién de la cola (0.4767 +
0.1210 U/mg de proteina Vs su control 0.8755 + 0.1743 U/mg de proteina),
relacionandose al tratamiento (T) (F (1,16) =43.19, p<0.0001) una disminucion en la

actividad de la enzima con respecto a su grupo control en la figura B y C. La actividad
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de la enzima se reduce por la edad de los sujetos tanto en la region de la cabeza (F
(1,16)=19.67, p=0.0004) y en la region de la cola (F (1.16) =11.85, p=0.0033)

(A) Testiculo CAT (B) Ep. cabeza CAT (€) Ep. cola CAT
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Figura 8. Se presenta el efecto del cadmio en la actividad de la enzima CAT en tejido testicular y del epididimo
regionalizado en cabeza y cola (A y B respectivamente). Cada valor representa (media + SEM), n=5 animales por
grupo. ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc Tukey). Variables analizadas Edad (E), Tratamiento
(T) e Interaccion (I) entre Edad y Tratamiento. Testiculo (figura A) *p = 0.0131 90 dias Vs 90 control; #p = 0.0407
90 Vs 49 dias de edad; Ep. Cabeza (figura B) *p < 0.0001 49 Vs control; #p = 0.0004 al comparar 90 Vs 49 dias de
edad; &p < 0.0001 en la interaccion de edad y tratamiento; Ep. Cola (figura C) *p < 0.0001 49 Vs control; *p = 0.0033
al comparar 90 Vs 49 dias de edad; p = 0.0013 en la interacciéon edad y tratamiento.

Actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx)

En la figura 9 se muestra el efecto del Cd en la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GPx) en el tejido testicular y del epididimo regionalizado en cabeza y cola
de cinco sujetos (A, B y C respectivamente) que fueron expuestos del dia 21 al 49 de
vida. En el testiculo el Cd indujo una disminucion en la actividad enzimatica respecto
a su grupo control en los sujetos de 49 dias de vida (128.1 = 30.66 mmol/g de tejido
hiamedo Vs su control 443.3 + 68.37 mmol/g de tejido humedo), refiriéndose al
tratamiento (T) (F (1,16) =8.052, p=0.0119), la alteracién de la actividad de esta enzima
también se puede observar en ambas edades de los sujetos de 49 y 90 dias (F (1,16)
=3.725, p=0.0715). Con respecto a la actividad de la enzima en el epididimo en ambas
regiones, la actividad de la enzima se encontr6 aumentada en los sujetos expuestos a
Cd y evaluados a los 90 dias de vida en la region de la cabeza (647.0 + 48.40 mmol/g
de tejido humedo Vs su control 127.7 + 489.57 mmol/g de tejido humedo),se relaciona
con (T) (F (1,16)=0.510, p=0.4866) en la figura B; en la region de la cola permanece el
aumento de la actividad de esta enzima en el grupo de 90 dias, respecto a su grupo
control (363.7 £ 29.16 mmol/g de tejido himedo Vs su control 235.0 + 22.90 mmol/g
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de tejido humedo), refiriendo al tratamiento (T) (F (1,16)=16.62, p0.0009), se muestra
en la figura C.

(A) Testiculo GPx (B) Ep. cabeza GPx ©) Ep. cola GPx
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Figura 9. Se presenta el efecto del cadmio en la actividad de la enzima GPx en tejido testicular y epididimal
regionalizado en cabezay cola (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (mediatSEM), n=5 animales por
grupo. ANOVA de dos vias, seguida de una prueba post-hoc Tukey. Variables analizadas Edad (E), Tratamiento
(T) e Interaccion (1) entre Edad y Tratamiento. Testiculo (figura A) *p = 0.0119 49 dias Vs control; #p = 0.0715 90
Vs 49 dias de vida; p = 0.0001 interaccion entre edad y tratamiento; Ep. Cabeza (figura B) *p = 0.0117 90 dias Vs
control; #p = 0.0715 90 vs 49 dias de vida; p < 0.0001 interaccion entre edad y tratamiento; Ep. Cola (figura C) *p =
0.0009 90 dias Vs control.

Relacién GSH/GSSG

En la figura 10 se observa el efecto del Cd sobre la relacion del glutation (GSH/GSSG),
en testiculo y del epididimo regionalizado en cabeza y cola de cinco sujetos (A, By C).
El andlisis estadistico muestra que el tratamiento con Cd modifica la relacién de
GSH/GSSG tanto en los sujetos de 49 como de 90 dias de edad comparados contra
sus grupos control (F (1,16) =5.057, p=0.0390). Al analizar el efecto de la edad, se
observa un aumento de la relacién GSH/GSSG testicular en los sujetos de 90 dias de
edad con respecto a los sujetos de 49 dias (F (1,16)=39.52, p<0.0001). En el caso del
epididimo region de la cabeza, en los sujetos de 49 dias de vida que fueron
administrados con Cd se percibe una disminucion en la relacion (GSH/GSSG) (0.7745
+ 0.0870 w/mg de tejido Vs su control 1.610 + 0.0710 p/mg de tejido), (T, F (1,16)
=6.160, p=0.0254), por el efecto del tratamiento. Al analizar el factor edad, se presenta
una disminucién en la relacién a los 90 dias independientemente del tratamiento (F
(1,16) =53.78, p<0.0001). En laregion de la cola se presenta un aumento en la relacion
de GSH/GSSG en los sujetos de 49 dias al finalizar el tratamiento con Cd (1.265 *
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0.1057 w/mg de tejido Vs su control 0.6699 + 0.1615 pu/mg de tejido), refiriéndose al
tratamiento (T), (F (1,16) =8.525, p=0.0100) figura (B) y (C).
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Figura 10. Se presenta el efecto del cadmio sobre la relacion de glutation GSH/GSSG en tejido testicular y epididimo
regionalizado en cabeza y cola (A, B y C respectivamente). Cada valor representa (mediatSEM), n=5 animales por
grupo. ANOVA de dos vias, seguido de Tukey. Variables analizadas Edad (E), Tratamiento (T) e Interaccion (l)
entre Edad y Tratamiento. Relacién de GSH/GSSG a los 49 y 90 dias de edad, después del tratamiento con CdCl2
por 28 dias, iniciando el dia 21 de edad. Testiculo (figura A) #p < 0.0001 90 Vs 49 dias de edad; Ep. Cabeza (figura
B) *p < 0.0001 49 Vs control; #p = 0.0254 90 vs 49 de edad; p = 0.1203 en la interaccion de edad y tratamiento;
Ep. Cola (figura C) "p = 0.0100, 49 Vs control.

Xlll.  DISCUSION
El cadmio (Cd) es un metal pesado, conocido como unos de los mayores
contaminantes ambientales, se considera potencialmente peligroso para la salud
(Thompson y Bannigan, 2008), pues afecta érganos vitales como el higado y el rifién,
entre otros (Waalkes, 2003, Thompson y Bannigan, 2008). Diversos reportes indican
que el Cd afecta los procesos reproductivos independiente de la etapa de
administracion (Lafuente et al., 2001), abarcando desde la etapa gestacional o prenatal
y etapas postnatales como la pubertad o la etapa adulta. Sin embargo, no hay estudios
que utilicen modelos animales como la rata y contemple la exposicion durante la
pubertad y se analice su efecto tanto al final de la administracion y se mantenga el
seguimiento hasta la edad adulta. El presente estudio abarcé ambas etapas con una
administracion de 28 dias de Cd en una dosis de 1 mg/Kg, iniciando el tratamiento en
el dia 21 del destete y finalizo en el dia 49, observandose una mayor concentracion de
Cd en testiculo y en ambas regiones del epididimo, disminucion de T en comparacién
con los grupos controles, asi como un aumento de malondialdehido (MDA) en testiculo

y epididimo, también induce alteraciones en la actividad de SOD, CAT y GPx que
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incide en la relacion GSH/GSSG al finalizar la administracion de Cd, en esta edad y
aun después del 41 dias de finalizado el tratamiento, en el dia 90, indicando que el Cd
afecta el proceso de pubertad, efecto que prevalece en la edad adulta. Nuestros
resultados, muestran que el Cd administrado en edades tempranas repercute en la
fertilidad masculina durante la edad adulta a través de la induccion de estrés oxidante.
La pubertad masculina en la rata se inicia con la activacion del HHT a partir del dia 35
y se prolonga al dia 49 de vida (Ji et al., 2010; Ojeda y Skiner, 2015). Durante esta
etapa, se inicia la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH),
misma que actta en la hipdfisis induciendo la liberando LH y FSH, estas a su vez
ejercen su accion sobre el testiculo produciendo la secrecion de T, por parte de las
células de Leydig (Ji et al., 2010). Durante la pubertad, la T es necesaria para el
correcto desarrollo y funcionamiento del testiculo, asi como del epididimo, ya que su
desarrollo celular finaliza alrededor del dia 49 de vida (Robaire y Hinton, 2015). En la
rata los indices que marcan el inicio de la pubertad son el descenso testicular, que
ocurre en el dia 15 de vida, asi como la separacion prepucial (Ojeda y Skinner, 2006),
gue ocurre entre el dia 40 y 50 de vida, que es un marcador del proceso de la pubertad
(Korenbrot et al., 1977; Stoker et al., 2000); y es en el dia 45 de vida cuando se
observan los primeros espermatozoides en el lumen de los tdbulos seminiferos
(Clermont y Perey, 1957; Stoker et al., 2000). Se ha reportado en humanos
adolescentes expuestos al Cd que viven en una zona industrial, se presenta una
disminucién en el volumen testicular y un inicio tardio de la pubertad (puntuacién de
Tanner), asi como una disminucion en la concentracion de la T (Interdonato et al.,
2015), similar a lo observado en ratas puberes de 49 dias de edad. Durante la pubertad
de las ratas las concentraciones de T se incrementan gradualmente, a los 14-28 dias
se reportan valores de hasta 1.0 ng/mL de T, hormona que al dia 42 de edad se
incrementa hasta 1.5 ng/mL en promedio, mientras que en la edad de 70 y 90 dias
aumenta a 2.0 y 4.5 ng/mL (Arteaga-Silva et al., 2013). Particularmente, las ratas
tratadas con Cd mostraron bajas concentraciones de T a los 49 dias (Control 0.8547 +
0.06530 Vs Cd 0.4547 + 0.04773 ng/mL) y a los 90 dias esta disminucion se mantuvo
(control 3.077 = 0.3239 Vs Cd 1.672 + 0.2023 ng/mL), en ambos casos la
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concentracion disminuye proporcionalmente con respecto a su control, un efecto toxico
del Cd sobre las concentraciones de T que se sostiene en la edad adulta.

La administracion de Cd realizada durante la etapa puberal no solo altera esa misma
etapa, sino posterior a la exposicion, en la edad adulta, la actividad del eje se afecta.
Un indicativo de esto es la disminucion de T en las ratas de 90 dias de vida. El eje
HHG madura durante la pubertad, en el caso de la rata macho de la cepa Wistar, se
evidencia por un incremento paulatino en los concentraciones de T plasmatica desde
el dia 35 de vida, alcanzando sus niveles maximos en el dia 70 de vida (Arteaga-Silva
et al., 2013). En este contexto, se ha sugerido que la T en este periodo tiene un papel
importante que facilita cambios morfoloégicos y conductuales asociados con la
maduracion sexual (por ejemplo, la maduracion de las gbénadas, el desarrollo de
espinas peneanas, separacion prepucial, ocurrencia de erecciones peneanas
espontaneas, auto-acicalamiento genital, etc.), lo que se refleja en una adecuada
ejecucion sexual en la etapa adulta (Hernandez-Gonzéalez, 2000; Arteaga-Silva et al.,
2013). El Cd parece alterar la maduracion sexual al afectar las concentraciones de T
durante esta etapa y la edad adulta presentando alteraciones en los parametros
conductas dependientes de androgenos como es la calidad espermética, la conducta
sexual, pardmetros de maduracion sexual durante la pubertad (Hernandez-Gonzélez,
et al., 2015), alteraciones en el tamafio testicular (Sayegh, et al., 1990), y como se ha
mencionado, la concentracion disminuida de T plasmética (Amstislavskaya et al.,
2013).

El Cd afecta la actividad del eje HHT como un disruptor endocrino y/o directamente a
nivel del testiculo. Se ha descrito que el Cd como disruptor endocrino (Zeng et al.,
2004; Mendiola et al., 2011; Lafuente et al., 2013; Interdonato et al., 2015), imita a los
estrogenos (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Ali et al., 2010; Lafuente et al., 2013),
por lo que interrumpe los mecanismos reguladores del HHT, ademas de alterar los
neurotransmisores involucrados en la regulacion del eje a nivel hipotalamico,
modificando la secrecion de gonadotropinas, afectando la estructura y actividad
testicular (Lafuente et al., 2003; Lafuente et al., 2013).

A nivel del testiculo, el Cd al bioacumularse en las células de Sertoli inhibe la sintesis

y liberacién de inhibina B (Lafuente et al., 2001), por lo que interrumpe el mecanismo
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regulador bidireccional del eje HHT, induciendo un aumento en la liberacion de la
hormona FSH y LH en plasma (Lafuente et al., 2001). A nivel de las células de Leydig,
algunos estudios reportan que el Cd causa disminucion en la poblacion de estas
células (Chen et al., 2016; Nna et al., 2017) y en consecuencia disminuye la sintesis
de T. Estudios indican que las células de Leydig proliferan durante la etapa puberal.
Se ha descrito cuatro etapas de diferenciacion de células de Leydig en rata: 1) células
de Leydig madre, 2) células de Leydig progenitoras, 3) células de Leydig inmaduras y
4) células de Leydig adultas (Chen et al., 2009). El inicio de la diferenciacion de células
Leydig madre a células Leydig progenitoras es a partir del dia 21 de vida, ya que del
dia 28 al 56 de vida se termina por diferenciar a células de Leydig adultas (Guo et al.,
2013; Wu et al., 2017); observandose que en animales de 90 dias la produccion de T
es 150 veces mayor que en un animal de 21 dias de vida con células de Leydig
productoras y cinco veces mayor que las células de Leydig inmaduras a los 35 dias
de vida (Shan et al., 1993; Chen et al., 2017 ). El Cd disminuye la poblacion de células
de Leydig, asi como dafia su morfologia y funciones (Chung y Cheng, 2001; Wu et al.,
2017; Nna et al., 2017) y puede dafiar de manera permanente la regeneracion de
células de Leydig cuando se administra durante la edad adulta (Wu et al., 2017). En
este estudio la administracion de Cd se realiz6 durante 21-49 de vida, etapa en que
las células de Leydig terminan de diferenciarse. Asi, es probable que en presente
esquema de administracion, el Cd no sélo afectara a las células de Leydig, adultas
sino también pudo interferir con las células de Leydig en proceso de diferenciacion
durante la etapa puberal (Wu et al., 2017). Sin embargo, al dia 49 de vida que termina
el tratamiento con Cd, las células siguen en proceso de diferenciacion y proliferacion,
las cuales podrian mantener las bajas concentraciones de T obtenidas en la edad
adulta.

Por otro lado, diversos estudios con Cd han descrito que el metal se bioacumula en
sangre y diversos organos, siendo uno de ellos el testiculo (Nordberg, 2009; ATSDR,
2012; De Angelis et al., 2017), coincidiendo con nuestros resultados donde se observa
gue la administracion de Cd aumentd al finalizar la exposicion (dia 49 de vida) y
posterior de cese (hasta el dia 90 de vida, cuando se volvidé a evaluar) en sangre,

testiculo y epididimo. Sin embargo, este aumento es significativamente menor en los
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sujetos que fueron administrados con este mismo esquema, pero que se les retiro al
dia 49 de vida el Cd y se mantuvieron 41 dias sin exposicién alguna a este toxico, se
observé una bioacumulacién de este metal, pero significativamente menor respecto al
grupo de 49 dias de vida, confirmandose que una fraccion pequefa pero significativa
de este metal permanece bioacumulado, a pesar de que el sujeto deje estar expuesto.
En estudios en humanos se ha reportado una vida media biol6gica del Cd estimada de
10 a 40 afios (ATSDR., 2012, De Angelis et al., 2017). Un mecanismo responsable de
la bioacumulacién de este metal consiste en que su entrada a las células es a través
de canales de Ca?*, y en la célula el Cd reemplaza otros metales con cationes
divalentes homélogos como son Zn?*, Cu?*, Mn?* y Fe, interfiriendo con el sistema
Redox (Waisberg et al., 2003; el-Demerdash et al., 2004; Ognjanovic et al., 2010).
Después de la absorcion del metal al organismo, el Cd se transporta al higado unido
a la albumina en el higado, induciendo la sintesis de proteinas de unién a metales
llamadas metalotioneinas (MT), posteriormente el Cd unido a la MT se libera del higado
para ingresar al plasma (Nordberg et al., 1992; Thompson y Bannigan, 2008), por lo
gue esto constituye un mecanismo de distribucién en el organismo y se encuentra una
concentracion alta al finalizar la administracién y al dia 90. Sin embargo, en el caso de
los animales de 90 dias, se observé que el Cd se mantiene bioacumulado, pero en
menor concentracion, lo que indica que hubo eliminacion de este metal durante el
intervalo de tiempo entre el dia 49 y 90 de vida. El porcentaje que se excreta de este
metal por orina o heces es muy bajo (IARC, 2012; de Angelis et al., 2017). La cantidad
de excrecién de Cd por orina depende del tiempo de exposicion (Zalups, 1997; Zalups
y Ahmad, 2003). Se ha descrito que la excrecion del Cd por heces se deriva de la
secrecion hepatocelular de conjugados del Cd-GSH en el sistema biliar (Zalups y
Ahmad, 2003). Un mecanismo de salida de Cd es a través del Zn?*, un metal esencial
gue puede aumentar el flujo de salida del organismo al Cd (Amara et al., 2008), a
traves de la orina (Interdonato, 2015).

Diversos reportes indican que el Cd induce estrés oxidante en diferentes tejidos
(Ognjanovi¢ et al., 2010; de Angelis et al., 2017). Una medida directa de evaluar el
dafio inducido del Cd a nivel de la membrana celular es a través del MDA, producto

final de la LPO, que en este caso es una de la consecuencia temprana ante la
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exposicion de Cd (Shohda et al., 2001; Ognjanovi¢ et al., 2010). Nna et al. (2017) indica
que la administracion aguda de Cd produjo un incremento en la concentracion de MDA,
induciendo lipoperoxidacién en animales adulto y en la etapa puberal, al producir
radicales libres tales como radicales hidroxilo (OH-), que producen, a su vez oxidacion
a los acidos grasos poli-insaturados (Stohs et al., 1995; Ognjanovi¢ et al., 2010;
Lacorte et al., 2013). En nuestros resultados se observo que en ambos grupos de 49
y 90 dias de vida hay un aumento significativo de MDA en el testiculo y en ambas
regiones del epididimo, dafiando esto tejidos al inducir estrés oxidante independiente
de la edad de evaluacion, excepto en la cabeza del epididimo en el grupo de 90 dias
de vida, la region del epididimo con alta eficiencia en el sistema antioxidante reacciond
contrarrestando el dafio del Cd en este segmento del epididimo.

Se ha desmostado que en animales en etapa puberal que han sido expuestos a cadmio
se puede inducir la produccién de ERO, como el radical ion superéxido (O27), radicales
hidroxilo (OH') y peroxido de hidrogeno (H202) (Said et al., 2010). Cuando hay una
exposicion aguda de este metal se ha descrito una disminucion en la actividad de
enzimas antioxidante (SOD, CAT y GPx), provocando un incremento en valores de
malondialdehido (Ognjanovi¢ et al., 2010; Said et al., 2010).

Con respecto a nuestros resultados relacionados con la actividad de SOD total, en
animales que fueron expuestos al Cd del dia 21 al dia 49 de vida, se encontré una
menor actividad enziméatica en testiculo, en comparacion con el grupo control. Estudios
realizados con animales en edad puberal concuerdan con nuestros resultados,
observandose una disminucion de la actividad por efecto de la exposicién a Cd
(Elmallaha et al., 2017). Consideramos que el Cd bioacumulado durante la etapa
puberal puede dafiar la actividad enzimética de SOD reduciendo su actividad como
resultado de la destitucién por elementos minerales divalentes como el Zn?*, Cu?*,
aunque en nuestro caso particular, la actividad de Mn-SOD no se modificé.

Estudios realizados con animales en etapa adulta que han sido expuestos a Cd con
dosis de 1 a 5 mg/kg via por i.p. a diferentes tiempos de exposicién, han reportado una
disminucién en la actividad de SOD total y en particular la isoforma Cu/Zn-SOD tanto
en testiculo como en el epididimo. De acuerdo a estos reportes, el efecto de Cd sobre

estos 6rganos, esta mediado principalmente por el desplazamiento de elementos
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esenciales como el Zn?* y Cu?* ubicados en la enzima antioxidante, ademas de
aumentar la concentracion de Cu libre en la célula que a su vez induce la produccion
de ERO a través de las reacciones de Haber-Weiss y Fenton, en las cuales participa
dicho ion (Miglianiri et al., 2005; Pillai y Gupta, 2005; Lacorte et al., 2013; de Angelis
et al., 2017; Nna et al., 2017). Un efecto opuesto se observo en los animales adultos
que fueron expuestos al Cd durante los 21 a 49 dias de vida, mostrando un aumento
en la actividad de SOD total y en Cu/Zn-SOD, sélo en el epididimo tanto en cabeza y
cola. Durante esta etapa el epididimo ha madurado llevando a cabo el proceso de
empermiogénesis, con un sistema antioxidante para contrarrestar la formacion de
radicales libres que se forman en este proceso, por lo que podemos asumir un aumento
en la actividad enzimatica que contrarresta la toxicidad del Cd que parece mantenerse
hasta la edad adulta.

Se ha descrito que la funcion de la enzima CAT es catalizar el H202 y degradarlo en
oxigeno y agua (Zini y Schlegel; 1996; Vaisberg et al., 2005; Aitken et al., 2008), dicha
enzima es inhibida por el Cd provocando la acumulacion del H20: induciendo estrés
oxidante (Valko et al., 2005). Varios estudios experimentales empleando diferentes
concentraciones de Cd han demostrado que el metal inhibe la actividad de esta enzima
ocasionando una alteracion en su mecanismo regulador contra ERO (Stohs y Bagchi,
1995, Ognjanovi¢ et al., 2010; Lacorte et al., 2013; de Angelis et al., 2017) por el
desplazamiento de metales enddgenos (Lacorte et al., 2013), sin alterar la expresion
de ARNm en epididimo ni en testiculo (Zalups y Ahmad, 2003; Lacorte et al., 2013).
En nuestro caso, se observo una respuesta diferencial de la enzima con respecto a los
dias y considerando en tejido analizado, la actividad de CAT en el epididimo disminuyd
en los animales de 49 dias de vida, a diferencia de los animales de 90 dias de vida,
gue se observé una reduccion en el testiculo. Durante la etapa de maduracién del
epididimo (35-59 dias de vida) el epididimo parece ser sensible al estrés oxidante, a
diferencia de la edad adulta. Debido a que la CAT es de limitada importancia en el
testiculo (Vaisberg et al., 2005; Aitken y Roman, 2008), dado que se ha descrito que
en ratas adulta de forma fisiologica la expresion de CAT es baja en el testiculo y

epididimo para neutralizar las ERO producidos por los espermatozoides (Zini y
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Schlegel, 1996; Koziorowska-Gilun et al., 2012; Lacorte et al., 2013), esté sistema
antioxidante no es capaz de contrarrestar el efecto del Cd.

Se ha reportado que el Cd puede interferir en el metabolismo de selenio (Se), mineral
gue forma parte de la enzima glutation peroxidasa, al reducir las concentraciones en
suero y testiculo afectando asi la actividad de GPx (Obarikwu et al., 2013; de Angelis
et al.,, 2017). A este respecto, estudios en animales en los cuales se inicio el
tratamiento con Cd (15 ppm) en la etapa puberal por 20 semanas, la actividad de GPx
disminuy6 en epididimo cuando el animal era adulto (Lacorte et al., 2013). Un efecto
contrario se observo en el grupo de 90 dias de vida, con un aumento en la actividad
de la GPx, esta diferencia podria deberse al tiempo de exposicion, considerando que,
en un reporte previo, después de una exposicidén continua por 20 semanas la actividad
de GPx fue inhibida, (Lacorte et al., 2013). Sin embargo, en nuestro estudio la actividad
de GPx disminuyo en testiculo al dia 49 de vida, de manera similar Elmallah et al.
(2017) reportaron que en animales puberes administrados con una dosis de 6.5 mg/kg
por 5 dias la actividad de GPx disminuyé en testiculo. El Cd esta involucrado en el
incremento de H20:2 al inhibir sistema antioxidante GPx lo que resulta en una mayor
lipoperoxidaciéon (Valko et al., 2005), debido a su interaccion con grupos sulfihidrilos
del GSH, (Shelly, 2009; Lacorte et al., 2013). En nuestros resultados también se
observéd un aumento de lipoperoxidacion en epididimo y testiculo tanto en 49 y 90 dias,
excepto en la cola a los 49 dias de vida, lo que refleja que el Cd induce estrés oxidante
en estos dos tejidos.

La glutation peroxidasa requiere la presencia de glutation reducido para su accién. La
glutation reductasa (GSR) reduce el disulfuro de glutation (GSSG) a la forma de
sulfhidrilo GSH, que es un antioxidante celular importante (Mannervik, 1987; Aprioku,
2013). Por cada mol de glutation oxidado (GSSG), se requiere una mol de NADPH
para reducir GSSG a GSH (Aprioku, 2013). En este sentido, se ha descrito, en estudios
de cultivo celular de la linea celular HaCat, que el Cd causa una disminucién en la
relacion GSSG/GSH modificando en el estado Redox de la célula e induciendo un
aumento en la generacion de ERO (Nzengue et al., 2008), principalmente en los
radicales OH. En este caso, la produccion de OH podria aumentar en las células del
epididimo y ser responsable del dafio oxidativo y de la oxidacion directa de GSH en
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GSSG, reflejandose en la relacion reducida en esté tejido, tal y como se observo al
evaluar esta variable en el presente proyecto.

En la literatura se han descrito cuatro miembros de la familia de la enzima antioxidante
GPx (GPx-1, 3, 4 y 5), que se encuentra en las células epiteliales del epididimo, asi
como en los espermatozoides y en el liquido seminal (Vernet et al., 2004), siendo su
papel de mayor actividad ante la presencia de H202 en epididimo (Dufaure et al., 1996;
Zini y Schlegel, 1997; Vernet et al., 2004). La forma GPx-1 es la mas importante y su
actividad se ha descrito en testiculo y epididimo, siendo de mayor actividad en
presencia H202 en el epididimo (Dufaure et al., 1996; Zini y Schlegel, 1997; Vernet et
al., 2004); en la forma celular GPx-3 se ha descrito que su expresion principal esta en
la region de la cola en el citosol de la células epiteliales del epididimo, mientras que en
la region de la cauda una expresion menor es secretada hacia el lumen, debiéndose
su control de expresion por los andrégenos en la region de cola y cuerpo y siendo
independiente de androgenos en la regidén de la cabeza en el epididimo (Schwaab et
al., 1998; Vernet et al., 2004). Respecto a la actividad de GPx-4, es mayor su expresion
en testiculo que en células germinales y células de Leydig (Baek et al., 2007), esta
expresion es influenciada por la T, ya que su expresién se observa después de la
pubertad (Maiorino et al., 1998), participa en procesos de espermatogénesis, pero no
se expresa en células de Sertoli (Roveri et al., 1992). En nuestro caso la actividad de
GPx disminuyo en testiculo al dia 49 de vida al finalizar el tratamiento con Cd, por lo
que podriamos inferir que la actividad de GPx-4 es la que podria afectarse en el
testiculo durante esta etapa, debido a las bajas concentraciones de T causadas por
este metal.

Algunos estudios han sugerido que, en comparacion con otros érganos (p. Ej. El
higado), las respuestas defensivas de los testiculos y el epididimo a los efectos téxicos
de Cd parecen ser limitadas debido a la dificultad para inducir la proteina protectora
metalotioneina en las gbénadas, que une el Cd y lo hace no disponible (de Souza et al.,
2010). En nuestro estudio, el epididimo, a diferencia del testiculo, muestra una mayor
sensibilidad en el deterioro de la actividad antioxidante. El epididimo es responsable
de la maduracion de los espermatozoides (Tremellen, 2008; Hernandez-Rodriguez et

al., 2016) y los procesos de fertilidad (Cornwall, 2009) cuya actividad enziméatica es
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diferencial y especifica para cada region de la cabeza, el cuerpo y cola del epididimo.
El viaje que lleva el espermatozoide por el epididimo inicia desde la region de la cabeza
hacia la regidn de la cola llevandose a cabo la modificacion estructural de la membrana
plasmatica y proteinas asociadas que confieren la capacidad fertilizante del
espermatozoide, en la region de la cola los espermatozoides se vuelven altamente
susceptibles a la lipoperoxidacion inducido por el ataque de ERO (Vernet et al., 2004).
Si bien los eventos de maduracién de los espermatozoides epididimarios necesitan un
nivel determinado de oxidacion, al igual un sistema antioxidante eficiente, que aparece
durante el proceso de maduracién sexual, por ello se observan diferencias en la
actividad de las enzimas antioxidantes definidas por la edad en las ratas control,
ademas de depender de las adecuadas concentraciones de T, como es el caso de la
GPx-4 y GPx-5, directamente influenciadas bajo el control de T (Faure et al., 1991;
Vernet et al., 2004), durante el transito del espermatozoide por el epididimo se expresa

esta enzima en la membrana plasmatica (Jiménez et al., 1992; Vernet et al., 2004).

XIV. CONCLUSION
Se observé una bioacumulacién de cadmio en el testiculo y epididimo en sus tres
regiones después de 21 dias de exposicion al metal. La acumulacion de Cd se pudo
encontrar, aungue en menor proporcion, incluso hasta el dia 90 de vida, a pesar del
cese de exposicién. Esta bioacumulacion provocé la alteracion de la actividad de
enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GPx y la disminucién en la concentracién de
T, que permanecid hasta los 90 dias de vida. De tal forma, que nuestros resultados
sugieren que la exposicién de Cd en etapas puberales puede contribuir a la infertilidad

reportada en etapas adultas del individuo.
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