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RESUMEN

Los espermatozoides al transitar por el epididimo tienen cambios bioquimicos como parte de
su maduracidn; entre ellos, es necesario que se generen cambios en la membrana plasmética que den
paso al ensamblaje y la remodelacion de los carbohidratos N-acetilglucosamina, &cido sialico, manosa
y fucosa, que son agregados a la superficie de los espermatozoides para prepararlos para que puedan
fertilizar con éxito al ovocito. Sin embargo, estos cambios pueden ser alterados por la exposicion a
contaminantes ambientales como el cadmio (Cd), que esta ligado a la disminucion de los parametros
espermaticos. Hasta ahora, no se habia descrito si el Cd altera la capacidad del epididimo para regular
la presencia y distribucion de estos carbohidratos. El objetivo del presente estudio fue determinar los
efectos de la exposicion de Cd en espermatozoides durante la maduracion epididimaria en la rata
Wistar, particularmente en la presencia y distribucién de carbohidratos de la membrana plasmatica.
Se formaron 4 grupos experimentales: 1 control y 3 tratados con CdCl, por via i.p. en dosis de 0.125,
0.25y 0.5 mg/kg. La administracion se realizé los dias postnatales (DPN) 1 al 49. Tras la eutanasia a
los 90 DPN, se obtuvieron espermatozoides del caput, corpus y cauda del epididimo a los que se les
realizd la determinacién espermatica y se incubaron con lectinas especificas para los carbohidratos
N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa. Encontramos presencia de Cd durante la
edad adulta, tanto en la sangre, como en todas las regiones del epididimo analizadas, junto con una
disminucidn en la concentracion de testosterona. En el andlisis histologico se observaron diversas
alteraciones en el epitelio del epididimo de todos los grupos tratados con Cd, que interrumpieron la
maduracién espermatica la cual fue examinada por medio de los patrones de distribucion y los indices
de fluorescencia de los carbohidratos N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa,
presentes en la membrana plasmaética; asimismo, hubo disminucion de la concentracion y la vitalidad
espermatica. Consideramos que los problemas de infertilidad masculina que se relacionan con el Cd
podrian deberse a las alteraciones en el proceso de glicosilacion de los espermatozoides durante su

transito por el epididimo.

Palabras clave: cadmio, infertilidad, maduracion espermatica epididimaria, carbohidratos de

membrana, testosterona.



ABSTRACT

Spermatozoa, when passing through the epididymis, undergo biochemical changes as part of
their maturation; Among them, it is necessary to generate changes in the plasma membrane that give
way to the assembly and remodeling of the carbohydrates N-acetylglucosamine, sialic acid, mannose
and fucose, which are added to the surface of the sperm to prepare them so that they can fertilize
successfully to the oocyte. However, these changes can be altered by exposure to environmental
pollutants such as cadmium (Cd), which is linked to the decrease in sperm parameters. Until now, it
has not been described whether Cd alters the ability of the epididymis to regulate the presence and
distribution of these carbohydrates. The objective of the present study was to determine the effects of
Cd exposure in spermatozoa during epididymal maturation in the Wistar rat, particularly in the
presence and distribution of carbohydrates in the plasma membrane. 4 experimental groups were
formed: 1 control and 3 treated with CdCl, by i.p. in doses of 0.125, 0.25 and 0.5 mg/kg. The
administration was carried out on postnatal days (PND) from 1 to 49. After euthanasia at 90 PND,
sperm were obtained from the caput, corpus and cauda of the epididymis to which sperm
determination was performed and incubated with specific lectins for the carbohydrates N-
acetylglucosamine and/or sialic acid, mannose and fucose. We found the presence of Cd during
adulthood, both in the blood and in all the regions of the epididymis analyzed, together with a decrease
in the concentration of testosterone. In the histological analysis, various alterations were observed in
the epididymal epithelium of all the groups treated with Cd, which interrupted sperm maturation
which was examined using the distribution patterns and fluorescence indices of the carbohydrates N-
acetylglucosamine and/or sialic acid, mannose and fucose, present in the plasma membrane; likewise,
there was a decrease in sperm concentration and vitality. We consider that male infertility problems
related to Cd could be due to alterations in the glycosylation process of sperm during their transit

through the epididymis.

Keywords: cadmium, infertility, sperm epididymal maturation, membrane carbohydrates,

testosterone.



1. INTRODUCCION

Los espermatozoides son formados durante un proceso llamado espermatogénesis, tras una
serie de divisiones celulares, se inicia por mitosis y posteriormente meiosis, las células germinales
reducen su material genético a la mitad del nimero de cromosomas que tiene una célula somatica de
cada especie correspondiente. Dentro del proceso, también sucede la espermiogénesis que da paso a
la transformacion de espermatidas a espermatozoides (O'Donnell, 2015). La produccion de las células
sexuales se produce dentro de los testiculos (Shalet, 2009).

La espermatogénesis tiene como finalidad la produccion de los espermatozoides dentro del
epitelio seminifero. Este proceso depende en conjunto tanto de la proliferacion de las
espermatogonias, como de su posterior diferenciacion a espermatozoides, los cuales son liberados a
la luz del tabulo testicular en la espermiacién. Cabe resaltar que, tras este proceso de transformacion
y liberacion, los espermatozoides no cuentan con la capacidad de moverse progresivamente, de
realizar el proceso de capacitacion y de poder llevar a cabo la reaccién acrosomal, por lo que no
pueden llegar a fertilizar al ovocito. De esta manera, fisiol6gicamente los espermatozoides no tienen
el potencial fertilizante, que es adquirido, en un érgano con gran especializacion llamado epididimo
(Arroteéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015; Hewetson et al., 2017) en donde los espermatozoides
deben experimentar los mecanismos que les brindan la capacidad de fertilizar, tras adquirir la

maduracidn espermatica (Dacheux et al., 2009).

Por otra parte, los problemas de infertilidad han recibido atencién de diversas investigaciones,
debido a su importante incremento, y por ser un padecimiento que constituye un problema de salud
que afecta a las parejas en edad reproductiva. En México, los datos del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) sefialan que la infertilidad afecta a cerca de 1.5 millones de parejas,
lo que corresponde a que una de cada seis de ellas, padece de problemas para lograr concebir (INEGI-
Temas estadisticos, 2016). A nivel clinico, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido
a la infertilidad como: la imposibilidad de lograr un embarazo luego de un afio de relaciones sexuales
regulares, sin el uso de algiin método anticonceptivo (WHO, 2020). Asi mismo, la OMS reporta que
aproximadamente el 15 % de las parejas en edad reproductiva tiene problemas de fertilidad.
Actualmente, los problemas de infertilidad se han atribuido a factores asociados con la mujer en un
30 %, y con factores asociados con el varon en otro 30 % de manera directa. De tal forma, que el 40
% restante se atribuye a causas mdultiples sin definir, las cuales no estdn asociadas con alguna
patologia, y que pueden abarcan a los dos miembros de la pareja. Asi, se ha considerado que el varon

esta involucrado en el 50 % de los problemas de infertilidad de la pareja (Cui et al., 2016).
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En los varones, las causas que conllevan a que se desencadenen los problemas de infertilidad,
pueden tener como origen a una gran variedad de condiciones; sin embargo, casi siempre estas
afectaciones se relacionan con alteraciones cuantitativas o cualitativas de los pardmetros seminales
como la concentracion, la movilidad y la vitalidad de los espermatozoides (Palma y Vinay, 2014).
Entre las causas que originan la infertilidad masculina, se puede mencionar varias patologias, que
incluso pueden ser identificadas y tener un tratamiento, como en el hipogonadismo
hipogonadotropico y en el varicocele; otras causas como las malformaciones congénitas genitales y
la atrofia testicular se logran diagnosticar, pero no cuentan con un tratamiento especifico. Sin
embargo, ain se desconoce las causas en un 40 % de los casos de infertilidad masculina, razon por la
cual se les denomina infertilidad con etiologia desconocida (Povey y Stocks, 2010; Arrotéia et al.,
2012).

Durante los ultimos afios, diversos estudios han enfocado su interés en la infertilidad masculina
tanto en la salud publica como en diversas investigaciones. Se sugiere que la salud reproductiva de
humanos y de animales ha sufrido efectos adversos como resultado de la exposicién a agentes
guimicos que se encuentran en el ambiente (Povey y Stocks, 2010). Estas sustancias pueden
interactuar con el sistema enddcrino provocando alteraciones en la produccién de espermatozoides y
en las estructuras del aparato reproductor relacionadas con la capacidad fertilizante de los
espermatozoides como el epididimo, la prostata y las vesiculas seminales afectando asi la capacidad
reproductiva del macho (Anway et al., 2005; Wong y Cheng, 2011). Dentro de los agentes quimicos,
el cadmio (Cd), es un contaminante que se encuentra en el ambiente como resultado de las actividades
antropogénicas que tiene efectos sobre la salud en general. EI Cd puede ser un generador de cancer
(ATSDR, 2012) e incluso, en la reproduccion se han reportado alteraciones en el eje hipotdlamo-
hipéfisis-gonada (HHG) (Lafuente, 2013); por ejemplo, se ha reportado que el Cd puede causar cancer
testicular y de prostata (Huff et al., 2007; Lacorte et al., 2015). Ademas, el Cd puede generar otras
alteraciones en otros érganos reproductivos causando problemas en la fertilidad, entre ellos el

epididimo que es un 6rgano fundamental para la maduracion espermatica puede resultar afectado.

Al término de la espermiogénesis y al ocurrir la espermiacion, los espermatozoides deben
transitar por el epididimo para adquirir los potenciales fertilizantes, proceso referido como:
maduracion espermatica epididimaria, en donde suceden una serie de diversos cambios bioquimicos,
morfoldgicos y fisioldgicos en los espermatozoides, que desarrollan la capacidad para desplazarse
hacia el ovocito, la capacidad para interactuar con el epitelio del oviducto, reconocer a la zona

peltcida y fecundar al ovocito (Dacheux y Dacheux, 2013; Gervasi y Visconti, 2017). Esto se logra
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mediante mecanismos que modifican a las proteinas y los carbohidratos de la membrana plasmética
del espermatozoide, conforme estas células se desplazan por el tubulo epididimario (Hernandez-
Rodriguez et al., 2016). La maduracion espermatica es un proceso complejo y secuencial, pues la
totalidad de modificaciones que sufren los espermatozoides es desconocida, sin embargo, se sabe que
este proceso implica una serie de modificaciones post-testiculares en el espermatozoide (Gervasi y
Visconti, 2017; James et al., 2020). Este proceso es dependiente de cambios bioquimicos, fisioldgicos
y morfoldgicos, que dan lugar al desarrollo progresivo de la capacidad fertilizante en los

espermatozoides.

Si bien, la funcion del epididimo es dependiente de hormonas como la testosterona (T) o la 5a-
dihidrotestosterona (DHT), un metabolito de la T formado por una 5a reduccion. No solamente estos
esteroides son los que participan en la funcién del epididimo, pues la T puede dar paso a la formacién
de otros de ellos, como en el caso donde es aromatizada a 17f-estradiol (Ez) por la enzima aromatasa
P450, al respecto, se ha descrito que el E; también participa en la regulacion de las funciones que se
llevan a cabo por parte del epitelio del epididimo para poder concretar la maduracién espermatica,
por lo que, la fisiologia del epididimo se regula tanto por la accion de andrdgenos y estrogenos. La
produccion, secrecion y asimismo la concentracion de T, son un requisito para regular la
morfofisiologia de las células epiteliales, prevenir la muerte celular y regular la expresion y secrecion
de proteinas, lo que asegura la maduracion y almacenamiento de los espermatozoides (O’Hara et al.,
2011; Kerkhofs et al., 2012), como parte de los procesos gue estan estrechamente relacionados con
la produccion de espermatozoides funcionales que cuenten con las habilidades para ascender dentro
del oviducto, reconozcan y puedan unirse a la zona pelucida del ovocito para luego poder penetrarlo,
se encuentra la glicosilacidn de proteinas y de otras moléculas ancladas a la membrana plasmaética de
los espermatozoides, para ello se depende de la estructura y ambiente de las vias de secrecion por
parte de la maquinaria celular, y de un conjunto ordenado de reacciones bioquimicas que permiten
gue carbohidratos como N-acetilglucosamina, &cido sialico, manosa, fucosa entre otros mas, puedan
ser localizados y distribuidos en el espermatozoide correctamente, esto incluye la migracion,
remocién y adicidn hacia partes especiales del espermatozoide, mediante la actividad de enzimas
especificas, por esta razon, poder evaluar la glicosilacién de la membrana de los espermatozoides,
establece un importante campo en el diagnéstico y tratamiento a los problemas de infertilidad (Cheon
y Kim, 2015; Akintayo y Stanley, 2019).

A la fecha, no han sido suficientemente investigadas las afecciones por parte del Cd entre los

procesos y cambios bioquimicos que experimentan los espermatozoides en su paso por el epididimo
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para adquirir la capacidad fertilizante, y que en consecuencia podrian dar lugar a una deficiencia
fisiologica durante el proceso de fertilizacion, que no permita el éxito reproductor del macho. Motivo
por el cual, este trabajo puede contribuir al entendimiento de los efectos que tienen el Cd sobre la
fertilidad, causando modificaciones en la glicosilacién y composicion de los carbohidratos de la

membrana plasmaética de los espermatozoides durante su maduracion epididimaria.

2. MARCO TEORICO

En la rata, después del nacimiento, el epididimo debe continuar con una serie de divisiones
celulares que permitan completar el enrollamiento del tabulo y, asimismo, den paso a la formacion
de septos que delimitan al tibulo en segmentos. Este proceso postnatal puede ser dividido en tres
periodos principales: a) periodo indiferenciado, b) periodo de diferenciacion, y c) periodo de
expansion. Cuando el epitelio es indiferenciado se caracteriza por células columnares que contienen
numerosas figuras mitéticas que permiten un rapido crecimiento del tibulo epididimario a casi 2
metros (m) de longitud en los primeros 15 dias posnatales (DPN). En el periodo de diferenciacion se
da paso al surgimiento de los tipos celulares que son reconocidos de manera clasica en el epitelio del
epididimo adulto (células principales, halo, estrechas, basales, claras y dendriticas), se ha observado,
que en el DPN 14 aparecen las células halo, en el DPN 15 se observan células estrechas y columnares,
este Gltimo tipo celular para el DPN 28 se diferencia a células basales y principales, y a los 36 DPN
aparecen las células estrechas y claras, a los 49 DPN todos los tipos celulares del epididimo estan
totalmente diferenciados. En el periodo de expansidn continua el crecimiento del tibulo y ocurre la
aparicion de espermatozoides en el lumen (Robaire y Hinton, 2015). Aunque los mecanismos que
regulan la diferenciacion y el crecimiento del tabulo y del epitelio del epididimo aun no son
totalmente conocidos, ha sido claro que la participacion de andrégenos tiene un papel critico durante
el desarrollo postnatal, por lo que es importante se tenga un buen conocimiento de la estructura y
funcionalidad del epididimo, los cambios que ocurren en su interior como parte de la maduracion
espermatica, asi como los antecedentes respecto a los efectos que causa el Cd en este érgano y en los

procesos que ocurren en su interior.

2.1. Estructura del epididimo

El epididimo es uno de los 6rganos sexuales masculinos, considerado como uno de los
conductos sexuales accesorios, entre los que también se incluyen a: los tibulos seminiferos, la rete
testis, los conductos eferentes, los conductos deferentes, el conducto eyaculatorio y la uretra (James
et al., 2020). Es una estructura en forma de medialuna que deriva del conducto de Wolff durante el

desarrollo embrionario, se encuentra estructurado por un solo tdbulo largo que esta altamente
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contorneado Yy es serpentino, la capa interna del conducto epididimario esta revestida por un epitelio
pseudoestratificado, y la capa externa esta rodeada por una capa peritubular de células de musculo
liso, y de un estroma de tejido intersticial que contiene la vascularizacion y a los vasos linfaticos
(Zhao et al., 2020). El conducto epididimario varia en longitud dependiendo de la especie, se ha
reportado que puede medir de 1 a 80 m, siendo de 1 men el raton, 3a4 men larata, entre 5y 7 men
el humano y hasta de 70 a 80 m en el caballo (Sostaric et al., 2008; Arrotéia et al., 2012; Robaire y
Hinton, 2015). El epididimo se origina al hacer conexién con los conductos eferentes, los cuales son
los puentes de comunicacion con el testiculo y se delimita donde se da inicio al conducto deferente.
Para su estudio, el epididimo generalmente se divide en cuatro regiones anatémicas designadas como:
1) el segmento inicial (que est& presente como una region anatdbmicamente distintiva en raton y rata),
I1) el caput (cabeza o region cefalica) (ambos en la regién proximal), 111) el corpus (cuerpo o regién
media) y 1V) la cauda (cola, region caudal o distal) (Robaire y Hinton, 2015; Roberts y Chauvin,
2018) (figura 1). Esta regionalizacion, radica en los cambios morfolégicos de los diferentes tipos
celulares encontrados en el epitelio del epididimo por regidn. El transito de los espermatozoides por
este 6rgano, para alcanzar la madurez, puede tomar de 6 dias en el humano, y en la rata 8 a 11 dias
(Robaire y Hinton, 2015). Gran parte de esta variabilidad se debe al tiempo necesario para atravesar
la regidn de la cauda; se menciona que en la regidn proximal y media del epididimo son las més
activas en lamaduracidon de los espermatozoides, y que la region caudal es donde los espermatozoides
son almacenados previos a la eyaculacion, al respecto se ha hecho también el analisis de la expresién
de genes a lo largo del érgano, y se ha observado que hay una cuidadosa regulacién de manera regién-
especifica, en la que muchos de los genes que son expresados en la regién del caput del epididimo,
son regulados diferencialmente en las regiones del corpus y de la cauda, lo que da el sentido intuitivo
de la funcién diferencial de cada region (Roberts y Chauvin, 2018). En la mayoria de las especies, el
recorrido por el caput y el corpus, toma aproximadamente entre 1 a 3 dias en cada una de las regiones.
Se ha observado, que, entre el segmento inicial y la cauda, la altura del epitelio disminuye y a su vez

la luz del tabulo se hace mas amplia y esta mas llena de espermatozoides (Marengo, 2008).
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Segmento
inicial 77

Figura 1. Estructura anatomica del epididimo de rata. Las cuatro regiones del epididimo: caput,
corpus y cauda, son representadas, asi como el segmento inicial. Las lineas indican el sitio donde las

diferentes regiones son divididas (Reproducido de Hernandez-Rodriguez et al., 2019).

El epitelio que se encuentra recubriendo el tubulo epididimario en las diferentes regiones del
6rgano, esta constituido por siete distintas poblaciones celulares, las cuales son: células principales,
células claras, células basales, células apicales, células estrechas, células halo y células dendriticas
(figura 2). Las células principales pueden representar hasta el 80 % del total de células epiteliales en
cada una de las regiones, las células claras también se pueden encontrar en el caput, corpus y cauda
del epididimo, en cambio, las células apicales y estrechas estan exclusivamente en el segmento inicial
y region proximal, de diferente manera, las células basales, las células halo y las células dendriticas
se localizan a lo largo de todo el tdbulo (Robaire y Hinton, 2015; Sullivan y Belleannée, 2018). En
general, las células del epitelio epididimario tienen una alta actividad metabdlica, endocitica y

secretora, la cual esta regulada por la accion de andrdgenos y estrdgenos (James et al., 2020).
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Figura 2. Esquema de la estructura (A), regionalizacion (B) y principales células del epididimo (C).
En la rata, el epididimo se divide en cuatro regiones anatémicas: segmento inicial, caput, corpus y
cauda. A lo largo del epitelio se encuentran diferentes células, incluyendo: principales, basales,
estrechas, claras y dendriticas, que forman segmentos y microambientes especializados para la
maduracién de los espermatozoides, en este contexto, ocurre la formacion y desprendimiento de
estructuras similares a ampollas apicales en las células principales, y operan mediante secrecién
apocrina, para liberar una poblacion heterogénea de vesiculas membranosas, denominadas
epididimosomas, implicadas en la comunicacion intracelular con los espermatozoides (Adaptado de
Zhou et al., 2018).

2.1.1. Células principales

Son el tipo celular que se presenta con gran mayoria en el epitelio del epididimo, se encuentran
en todas las regiones epididimarias, dependiendo de la region, pueden abarcar aproximadamente el
80 % de la poblacion total de las células epiteliales (regiones proximales) el 65 % en la region de la
cauda. Son células que presentan una forma columnar con diferencias estructurales en cada region
del epididimo, y es el tipo celular que esta mas ampliamente estudiado; el polo apical de la membrana

de las células forma microvellosidades prominentemente elongadas llamadas estereocilios, que se
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extienden hacia la luz del tubulo para incrementar el area de la superficie para el intercambio entre
las células epiteliales y el fluido epididimal. Sus nicleos son basales y estan alineados (figuras 3y 4),
tienen como caracteristica una maquinaria que es muy eficiente y estd ampliamente desarrollada para
poder cumplir con sus dos funciones: a) de secrecion y b) endocitica, en ellas se incluyen a la
participacion del reticulo endoplasmico, al aparato de Golgi y granulos secretorios, asi como pozos
recubiertos, endosomas, cuerpos multivesiculares y lisosomas. Las células principales se especializan
en la secrecion de fluido, proceso que se encuentra ligado con los tres tipos de secrecion que se han
descrito en el epididimo: (1) Secrecidn/reabsorcién a través de transportadores, en la que las células
del epiteliales expresan transportadores responsables de los cambios en la composicion del fluido a
lo largo del epididimo, incluyendo a la concentracién de agua, sodio (Na*), cloro (CI), bicarbonato
(HCOy), potasio (K*) y de la acidificacion luminal por medio de acuaporinas y de cationes de
hidrogeno (H*) (Robaire y Hinton, 2015; Park et al., 2017). (2) Secrecién merocrina, que asegura la
secrecion de diversas glicoproteinas producidas en el aparato de Golgi, este a su vez, consta de varios
saculos apilados, del cual se secretan, tanto vesiculas secretoras de superficie lisa (150-300 nm) que
entregan su contenido al lumen del epididimo, pequefias vesiculas recubiertas (60-70 nm) que liberan
su contenido lisosomal a cuerpos multivesiculares, y pequefias vesiculas descubiertas (60-70 nm) que
pueden participar en la secrecion merocrina, al fusionarse con la superficie apical de la célula. Es
importante mencionar que diversos estudios de protedbmica han demostrado que la
secrecion/reabsorcion de proteinas es dindmica a lo largo del tabulo epididimario y, crea distintos
microambientes en los que los espermatozoides adquieren secuencialmente sus habilidades
fertilizantes, al respecto, las células principales son responsables de la mayor parte de las proteinas
gue se sintetizan dentro del epididimo, las cuales pueden ser retenidas por las mismas células, o bien
estar activamente secretadas en el compartimento luminal del epididimo, controlando las
concentraciones de proteinas (Zhou et al., 2018), (3) Secrecién apocrina, en la que la membrana apical
de las células principales produce una gemacion, que posteriormente es liberadas hacia el entorno
intraluminal, en ella estan contenidos organulos intracelulares seleccionados que liberan pequefias
vesiculas membranosas denominadas epididimosomas, estas vesiculas extracelulares desempefian un
papel importante en la transferencia de proteinas a la superficie del espermatozoide, incluidas las
necesarias para la funcionalidad del espermatozoide en los procesos de fertilizacion, como pueden
ser las que participan en el reconocimiento de la zona peltcida del ovocito; evidencia muestra que los
epididimosomas también transportan pequefios RNA no codificantes como un mecanismo de
comunicacion intercelular que puede modular la expresion génica a lo largo del epididimo (Arrotéia
et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015; Sullivan y Belleannée, 2018). Se ha observado que el complejo

de uniones entre las células principales adyacentes permite por una parte la comunicacién entre
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células principales contiguas (uniones gap y adherentes) y por otra parte la formacion de la barrera
hematoepididimaria (uniones estrechas), la cual tiene un componente anatomico formado por el
cinturén continuo de uniones alrededor de las células, sellando los espacios entre las células
epiteliales, de modo que el compartimento luminal y los espacios intercelulares se convierten en
compartimentos fisioldgicos separados, ademas de prevenir la fuga del liquido luminal, aisla a los
espermatozoides en el lado luminal para protegerlos del sistema inmunolégico (componente
inmunoldgico), los transportadores expresados en la membrana de las células epiteliales restringen y
regulan el movimiento de moléculas dentro o fuera de la luz (componente fisiol6gico), creando asi
un microambiente adecuado para la maduracion de los espermatozoides, la interaccion de estos
componentes es indispensable para que el epididimo demuestre la maxima funcién para el

mantenimiento y proteccion de los espermatozoides (Robaire y Hinton, 2015; Cyr et al., 2018).

Figura 3. Representacion esquematica de una célula principal en la region del caput del epididimo
(izquierda), y una célula principal en la region del corpus del epididimo (derecha), divididas por una
célula clara al centro, asimismo se presenta una célula halo y una célula basal. Las células principales
de ambas regiones contienen pozos recubiertos (cp), endosomas (E), lisosomas (L) y un elaborado
aparato de Golgi (G). El reticulo endoplasmico rugoso (rER) ocupa la region basal de la célula
principal en el caput del epididimo, mientras que numerosas gotas de lipidos (lip) ocupan el
citoplasma de la célula principal de la regién del corpus del epididimo. Las células claras muestran
pocas microvellosidades (Mv) y numerosos cp, pequefias vesiculas apicales (v), E y L, todos
involucrados en la endocitosis. La célula halo, se localiza insertada basalmente entre la célula

principal adyacente, contiene pequefios ntcleos granulares densos (g), mientras que la célula basal se
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estrecha a si misma a lo largo de la membrana basal (BM). Nucleo (N). (Reproducido de Robaire y
Hinton, 2015).

2.1.2. Células claras

Este tipo celular es sefialado como el segundo mas abundante entre las células del epitelio
epididimario, estando ampliamente distribuidas en la regién del caput y corpus, pero es la region de
la cauda la que muestra un mayor nimero de ellas. Estudios de microscopia electronica han sefialado
que es distintivo que el dominio apical de las células claras esta enriquecido con mitocondrias y
repleto de aparatos endociticos (pequefias vesiculas apicales, endosomas, pozos recubiertos, cuerpos
multivesiculares y lisosomas, junto con algunas microvellosidades) debido a que estan altamente
involucradas en la endocitosis de las gotas citoplasmaticas que se desprenden de la poblacion de
espermatozoides en su transito a través del lumen del conducto epididimarios durante su maduracion,
asi como del reciclaje de varios elementos presentes en el liquido luminal (Sullivan y Belleannée,
2018; Zhou et al., 2018), entre ellos, estas células se encargan de endocitar diferentes proteinas
(Arroteéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015), es importante mencionar que la actividad endocitica
de las células claras es mucho mayor que en las células principales, y es una caracteristica que se
presenta mayormente en la region de la cauda del epididimo. Este tipo celular se caracteriza por
presentar en la region basal su ndcleo y una cantidad variable de gotas de lipidos (figura 3). En
conjunto con las células estrechas, las células claras participan en la acidificacién del fluido luminal,
se ha descrito que en su dominio apical poseen elementos clave de la maquinaria responsable de dicho
proceso (V-ATPasa vacuolada, anhidrasa carbonica Il y adenilato ciclasa soluble) necesarias para la
regulacion y el mantenimiento del pH acido del liquido del epididimo; tarea esencial para mantener
guiescentes a los espermatozoides y asi, prevenir la iniciacion prematura de la reaccion acrosomal
(Shum et al., 2009; Zhou et al., 2018).

2.1.3. Células basales

Son un tipo celular de apariencia hemisférica que se encuentra presente en todas las especies
estudiadas a la fecha, incluyendo a humanos y roedores como la rata, asimismo, se han encontrado a
lo largo de todas las regiones del tabulo epididimario interactuando directamente con las células
principales y células claras a través de uniones gap, constituyen un 15 a 20 % del total de células
presentes a lo largo del epitelio del epididimo, tienen muy poco citoplasma, y se caracterizan por
encontrarse adheridas a la membrana basal, ademés de no tener acceso directo a la luz del lumen del
tibulo (figuras 3 y 4), salvo en algin proceso parecido a un mecanismo de muestreo de liquido

epididimario, se ha establecido que este tipo celular se puede comunicar con el lumen mediante la

pag. 10



formacion y proyeccion de extensiones dindmicas de citoplasma llamadas axiopodos; en un modelo
de estudio in vitro se sugirio que las células basales podrian actuar como células madre multipotentes,
con la capacidad de diferenciarse y potencialmente regenerar el epitelio del epididimo, sin embargo,
se ha observado que naturalmente este tipo celular al igual que las células principales no se dividen
con gran rapidez en los adultos, por lo que su papel para reponer a otras células y actuar como células
madres aun sigue sin ser considerado (Robaire y Hinton, 2015; Sullivan y Belleannée, 2018). Las
células basales poseen en la membrana plasmatica apical pozos recubiertos cuya funcion se ha ligado
con el papel de ser receptores que median la endocitosis de factores derivados de la sangre y de las
células principales, por otra parte, el citoplasma contienen una acumulacion de granulos y material
de secrecion dentro de saculos de Golgi como parte de su funcion de secrecion, los cuales pueden
estar regulando alguna funcion de las células principales u otras funciones dentro del lumen que ain
estan por ser determinadas (Robaire y Hinton, 2015), lo que ha sido confirmado es su relacion con la
regulacion de electrolitos y con la acidificacion del pH del lumen, un proceso relacionado con la
quiescencia y almacenamiento espermatico que influye sobre el establecimiento de la fertilidad y la
calidad espermatica (Shum et al., 2009). Se ha sugerido que las células basales pueden tener un papel
dentro del proceso del sistema inmune epitelial, debido a su capacidad para responder con macréfagos
ante la presencia de auto-antigenos de los espermatozoides en el lumen, por otro lado, se ha reportado
la presencia de enzimas como superoxido dismutasa (SOD-Cu/Zn), glutation-S-transferasa y
metalotioneinas que estan involucradas en la proteccion contra especies reactivas de oxigeno (EROSs)
(Arroteéia et al., 2012; Sullivan y Belleannée, 2018).

2.1.4. Células apicales

Estas células forman cerca del 10 % de la poblacion epitelial total en la regién del segmento
inicial, asi como en la zona intermedia del epididimo, pero llegan Gnicamente a representar el 1 % de
la poblacién celular total en la regién de la cauda del epididimo durante la edad adulta de la rata, sin
embargo, se han visto ocasionalmente variaciones entre las regiones del epididimo de ratas de edad
avanzada. Son células que estan claramente definidas por la gran cantidad de mitocondrias presentes
en el citoplasma apical, ademéas de mostrar un ntcleo esférico que se ubica en el polo apical de la
célula y por presentar pocas microvellosidades en el borde del lumen; hasta la fecha no se tiene
evidencia de que estas células tengan contacto fisico con la membrana basal del epitelio (figura 4).
Se diferencian claramente de las células principales y estrechas adyacentes en funcidn de su perfil de
expresion de proteinas. Cuentan con la capacidad de endocitar sustancias desde el lumen, debido a
que contienen muchas enzimas proteoliticas, y estdn relacionadas con la quiescencia de

espermatozoides y la regulacion del pH en el lumen, a través de la produccion de enzimas de la familia
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de la anhidrasa carbonica (Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015, Sullivan y Belleannée,
2018).

2.1.5. Células estrechas

En el epitelio del epididimo de especies como larata y el ratdn adulto, las células estrechas son
alargadas y delgadas, su presencia entre las regiones epididimarias suelen ser relativamente baja en
namero (Shum et al., 2009), sélo estan presentes en el epitelio del segmento inicial y zona intermedia
(Zhou et al., 2018), su poblacion incrementa del 3 % en el segmento inicial, al 6 % de la poblacion
epitelial total en el corpus, suelen ser mas estrechas que las células principales; se adelgazan y envian
una proyeccion delgada de citoplasma que puede llegar a la membrana basal del epitelio, para poderse
Ilevar acabo un intercambio de moléculas. Estudios de microscopia electronica demuestran que este
tipo celular se caracteriza por poseer numerosas vesiculas apicales en forma de copa, las cuales
participan en la endocitosis (luego son recicladas en la membrana plasmatica apical), estas células
expresan las subunidades V-ATPasa de la bomba de protones que estan involucradas en la secrecion
de H" hacia el interior del lumen y en la acidificacion del liquido epididimario en regiones proximales
del epididimo de roedores (Sullivan y Belleannée, 2018), presentan un pequefio nucleo aplanado, que
se sitlia en la mitad superior del citoplasma de la célula (figura 4). Las células estrechas son distintas
de las células apicales en su apariencia morfoldgica, distribucion relativay en la expresion y secrecion
de diferentes proteinas, se ha sugerido que estas células estan implicadas en el proceso de transporte
intracelular entre la luz y las células epiteliales, en la degradacién de proteinas y de carbohidratos
especificos, dentro de sus lisosomas y en la proteccién de los espermatozoides ante un entorno
cambiante perjudicial; incluso difieren ampliamente de las células principales vecinas, y muestran
una expresion de proteinas regidn especifica, tales como la glutation S-transferasa y enzimas

lisosomales (Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015).

2.1.6. Células halo

Son pequefias células con un estrecho borde de citoplasma claro (figura 3), se encuentran
presentes a lo largo de todo el epitelio del epididimo, pero son mas abundantes en las regiones
proximales, se localizan normalmente en la base del epitelio, aungue no tocan la membrana basal, y
contienen un namero variable de granulos nucleares densos (Arrotéia et al., 2012; Sullivan y
Belleannée, 2018). Las células halo han sido descritas incluso como linfocitos 0 monocitos, debido a
que es dificil distinguir entre este tipo de células mediante microscopia de luz, debido a su similitud
en tamafio y morfologia nuclear. Las células halo en animales adultos jovenes participan dentro del

sistema inmune mediante su colaboracion como auxiliares de linfocitos B, linfocitos T, linfocitos T
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citotdxicos y monocitos. Con la edad, hay un aumento region-especifico en el nimero de cada uno
de estos tipos de células inmunes, asi como la aparicién ocasional de células eosindfilas. Se ha
descrito que, en el epitelio de la rata, el nimero de linfocitos T citotoxicos es equivalente al nimero
de células halo, lo que sugiere que las células halo son, en condiciones normales, el tipo de célula
inmunocompetente primaria en el epididimo (Robaire y Hinton, 2015; Sullivan y Belleannée, 2018).
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Figura 4. Representacion esquematica de algunos tipos celulares encontrados en el epitelio del
epididimo. A la izquierda se representa una célula estrecha, en el centro se localiza una célula
principal de apariencia columnar, cuyos organelos componen un aparato endocitico, con numerosas
cisternas paralelas de reticulo endoplasmico rugoso (rER) localizadas basalmente, aunque algunas
pueden esporadicamente estar dispersas en la regidn apical y supranuclear de la célula (SER), el
aparato de Golgi (G) es altamente complejo, este tipo celular muestra ampollas de citoplasma que
emanan hacia la superficie apical de la célula, referidas como ampollas apicales (AB), y pequefios
agregados de vesiculas tubulares (VA). La célula basal se encuentra a lo largo de la membrana basal
(BM), y envia un delgado proceso hacia el lumen, mientras que una célula apical se puede diferenciar
por la presencia de un nucleo (N) ovoide y por no tener contacto con la membrana basal.
Microvellosidades (Mv), vesiculas apicales en forma de copa (v), pozos recubiertos (cp), endosomas
(E), lisosomas (L) (Reproducido de Robaire y Hinton, 2015).

2.1.7. Células dendriticas
Mediante estudios en los que se han empleado marcadores especificos para células inmunes,

se ha demostrado la presencia de células dendriticas en el epitelio epididimario. Este tipo celular tiene
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como caracteristica ser presentadoras de antigenos especializadas con la capacidad de ser reguladores
claves de las respuestas inmunitarias en otros tejidos. Aunque con anterioridad se negaba la presencia
de este tipo celular en el epididimo, actualmente se ha indicado que existen extensas redes de células
dendriticas a lo largo de dicho 6rgano, las cuales rodean la base del epitelio y extienden dendritas
largas y estrechas entre las células epiteliales hacia la luz del tubulo en las regiones epididimarias
proximales, se caracterizan por tener fuertes propiedades de presentacién de antigenos y muestran un
aumento significativo en condiciones de inflamacion; las células basales poseen caracteristicas
estructurales similares con las células dendriticas, sin embargo, estas dos poblaciones son distintas en
términos de la expresion de marcadores de proteinas, por lo que se plantea que desempafian funciones
distintas en el epididimo, asi mismo, es probable que las células dendriticas interactden tanto con las
células halo como con el sistema linfatico para servir en la monitorizacion inmunitaria del epididimo
(Robaire y Hinton, 2015; Sullivan y Belleannée, 2018).

De manera coordinada, todas las células epiteliales que recubren al conducto del epididimo
establecen un entorno luminal fluido, mediante la secrecion activa y la absorcion de macromoléculas
(proteinas, glicoproteinas) que son sintetizadas tras la expresion de diferentes genes, ademas de
pequefias moléculas (azUcares, electrolitos) que unidas a los compuestos derivados de los testiculos,
proporcionan un ambiente Optimo para que se modifiquen a los espermatozoides que recorren el
conducto epididimario al estar en contacto directo con el microambiente luminal, como un requisito
del proceso de maduracion (Tulsiani, 2006; Robaire y Hinton, 2015), aunado a que son las
responsables de eliminar residuos citoplasmaticos y de proteger a los espermatozoides, gracias a la
formacién de una barrera anatomica e inmunoldgica durante el recorrido que realizan por el tabulo

epididimario, al igual que cuando se encuentran almacenados (Hernandez-Rodriguez et al., 2016).

2.2. Funcion del epididimo

Tras la formacion de los espermatozoides en el epitelio de los tlbulos seminiferos, y la
posterior liberacion de los mismos durante el proceso de espermiacion, los gametos abandonan el
testiculo para dirigirse hacia la region del caput y luego a la del corpus para llevar a cabo su
maduracién, antes de ser reunidos y almacenados en la region de la cauda (Robaire y Hinton, 2015),
para que estos procesos puedan ocurrir, a su vez es necesario que el epididimo desempefie ciertas
funciones importantes: 1) Mantener la concentracion espermaética: el principal proceso que ocurre en
el segmento inicial es la absorcion del fluido testicular que acomparfia a los espermatozoides, por las
células epiteliales presentes en esta region, se ha reportado que los conductos eferentes y el segmento

inicial son responsables de absorber aproximadamente el 90 % del liquido que sale de la rete testis, y
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el resto se absorbe durante el transito por las demas regiones del epididimo, este proceso da como
resultado un incremento en la concentracion de espermatozoides que es ampliamente significativa en
la region de la cauda en comparacion con la rete testis; este incremento a su vez es necesario para
mantener la concentracion de espermatozoides presentes en el semen, un factor de gran importancia
para la fertilidad masculina (James et al., 2020). II). Transporte de espermatozoides: desde la rete
testis hasta el conducto deferente (James et al., 2020). Varios métodos han sido empleados para medir
la duracion de este transito, entre ellos la incorporacion de isotopos al DNA de células germinales y
haciendo el seguimiento de la progresion de los espermatozoides por el epididimo, de esta manera se
ha estimado el tiempo minimo necesario, el tiempo de transito total y a través de cada region del
epididimo, se ha determinado que el tiempo minimo que requieren los espermatozoides para atravesar
el epididimo es de aproximadamente 10 dias; asi mismo, se ha observado que la progresion de los
espermatozoides marcados entre la region del caput y del corpus es similar entre todas las especies
estudiadas, y la mayor diferencia entre las especies radica en el tiempo que les toma transitar a través
de la cauda (Robaire y Hinton, 2015). Los espermatozoides entran al epididimo impulsados por el
fluido testicular y posiblemente por el batido de las células ciliadas en los conductos eferentes, sin
embargo, en el segmento inicial se reduce drasticamente el flujo del fluido, por lo que el transporte
de los espermatozoides queda a cargo del epididimo. ElI mecanismo responsable de conducir el
contenido a traves de la luz del epididimo se atribuye principalmente a las contracciones musculares
ritmicas del musculo liso que rodea al tabulo, mientras que las contracciones ocurren con mayor
frecuencia en la regién del caput, se presentan con mayor amplitud en la region de la cauda (James
et al., 2020). Las contracciones del musculo liso del tabulo epididimario estan influenciadas por
factores hormonales y neuronales, al respecto, se ha reportado que los andrégenos y estrogenos
pueden controlan la contractilidad del tabulo, al igual que péptidos neuronales como oxitocina,
vasopresina y endotelina, mediante sus receptores presentes en el epitelio del epididimo, lo que resulta
en un incremento del nimero de espermatozoides transportados entre las regiones, asi como en la
cantidad de eyaculados (Robaire y Hinton, 2015). I11) Proteger y almacenar a los espermatozoides:
una gran labor por parte del epididimo es la de proporcionar una proteccién a los espermatozoides
del posible dafio causado por el entorno externo durante su transito, para ello, en este 6rgano se han
desarrollado varios mecanismos de defensa, debido también a que las células del epitelio epididimario
tienen una alta actividad metabélica que da como resultado la generacién de EROs que son dafiinas
para los espermatozoides, para combatir este problema, las células epiteliales producen y liberan
varias enzimas antioxidantes, incluida la superéxido dismutasa, hacia la luz del epididimo, y con ellas
se puedan neutralizar a las EROs, ademés de formar a la barrera hematoepididimaria, para proteger a

los espermatozoides maduros del sistema inmunoldgico y de las sustancias nocivas que puedan existir

pag. 15



en el torrente sanguineo, por otra parte, la region de la cauda funciona como un lugar de
almacenamiento para los espermatozoides funcionalmente maduros antes de la eyaculacion, de
acuerdo con cada especie, se ha reportado que entre el 50 y el 80 % de los espermatozoides presentes
en la luz del epididimo se localizan en la region de la cauda, para ello, las células epiteliales de esta
region, secretan tanto factores que participan en la regulacion del pH luminal asi como proteinas y
enzimas especificas que ayudan a mantener un entorno luminal funcional, que permite mantener a los

espermatozoides en un estado inactivo durante el almacenamiento (James et al., 2020)

2.3. Maduracion espermatica epididimaria

En los mamiferos la produccidén exitosa y funcional de los gametos masculinos no solamente
comprende la correcta transformacion de espermatogonias a espermatozoides dentro del epitelio
testicular, sino que los espermatozoides liberados requieren de una serie de cambios post-gonadales
que son facilitados por los microambientes especializados que se presentan secuencialmente a lo largo
del lumen del conducto epididimario (Dacheux y Dacheux, 2013). Los cambios que ocurren en los
espermatozoides, se ha indicado que ocurren mayormente en las dos primeras regiones del epididimo,

culminado antes de su almacenamiento en la regién caudal (Robaire y Hinton, 2015).

2.3.1. Cambios para la maduracion del espermatozoide en el epididimo

Los primeros investigadores plantearon la hipotesis de que la maduracion del espermatozoide
era una propiedad inherente de estas células y que era dependiente Unicamente de la cantidad
adecuada de tiempo que permanecian en el epididimo. Ahora se sabe que los espermatozoides deben
interactuar con una diversidad de sustancias propias de las diferentes regiones del epididimo, para
adquirir la capacidad fertilizante y el éxito reproductivo tras el apareamiento natural (James et al.,
2020). Esto, se logra mediante diversos mecanismos que causan varias modificaciones, tanto en el
batido flagelar, como en la superficie del espermatozoide, los cuales permiten la adquisicion de las
propiedades necesarias para encontrar y penetrar de manera eficiente las capas que envuelven al
ovocito (como la zona pellcida), y que generan que haya un aumento en la carga negativa total de la
superficie, ocurran modificaciones en las propiedades de union a lectinas, cambios en la composicién
de lipidos de la membrana, remodelacion de micro dominios de balsas de membrana asi como de
otras moléculas, entre ellas algunas proteinas, glicoproteinas, y la relocalizacion de antigenos de
superficie (Sullivan y Mieusset, 2016), todos estos cambios implican interacciones complejas entre
las secreciones del epididimo y los gametos masculinos, aunado a que, durante el transito de los
espermatozoides, las regiones del epididimo también deben proporcionar: aireacién, alimentacion,

eliminacion de residuos y una proteccion fisica-bioquimica de los gametos.
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2.3.1.1 Cambios bioquimicos

Dado que el epididimo es un érgano que tiene una alta actividad de absorcién y secrecion, y
que la osmolaridad y composicion quimica del fluido secretado varia de un segmento a otro, la
membrana plasmatica del espermatozoide que esta expuesta directamente al fluido epididimario se
modifica constantemente a medida que la célula espermatica pasa a través de las distintas regiones de
este drgano. La glicosilacion es una de las modificaciones postranscripcionales en las glicoproteinas
presentes en la membrana del espermatozoide, se puede definir desde un punto de vista quimico como
la reaccién de grupos amino primarios con el grupo carbonilo de los azlcares reductores para formar
enlaces azUcar-proteina (Spiro, 2002), estas modificaciones ocurren mientras se desplazan los
espermatozoides de la regién del caput a la region de la cauda del epididimo. Dos conjuntos de
enzimas realizan las modificaciones en las glicoproteinas: (1) glicohidrolasas, una clase de enzimas
hidroliticas que separan residuos de azlcar de glicoconjugados existentes, es decir, que catalizan la
eliminacion de residuos del aztcar terminal de la porcion de glicanos de glicoproteinas y glicolipidos,
el mecanismo de accidn de las glicohidrolasas se da a partir de dos restos de acido carboxilico en el
sitio activo: uno ionizado y otro protonado, el primer resto estabiliza al ion oxocarbonio resultante y
el segundo facilita la salida del grupo de escisidn, estas exoenzimas reciben su hombre con base a su
azucar especifico, asi una a-glucosidasa hidrolizara solo a restos glucosil a-enlazados mientras que
una o-manosidasa solo separard a residuos manosil a-enlazados (Tulsiani, 2006), y (2)
glicosiltransferasas, una clase de enzimas sintéticas que modificar a las glicoproteinas y glicolipidos
existentes al agregar residuos de un azucar donante (azlcar nucle6tido) a los sitios aceptores de las
moléculas existentes, la actividad catalitica de estas enzima se centra en la capacidad de poder
transferir residuos de un azdcar al sitio aceptor en los glicolipidos asi como en aminoacidos presente
en las glicoproteinas, en estas Gltimas el tipo de unidn que se presenta puede ser de dos formas: O-y
N-glicano (Tulsiani, 2006), dependiendo si el aminoécido contiene un grupo funcional hidroxilo o
no, respectivamente (Spiro, 2002). este tipos de enzimas estan presentes en altas concentraciones en
el fluido luminal del epididimo que rodea a los espermatozoides, de manera que son las que modifican
a los glicoconjugados de la superficie del espermatozoide, la actividad de estas enzimas la ejemplifica
Tulsiani (2006) con los cambios observados en los residuos de galactosil de la N-acetil-p1,3-
galactosamina los cuales se pueden localizar en la membrana plasmatica de espermatozoides del
caput, pero no en la membrana plasmatica de espermatozoides de la cauda, por lo que se han
postulado dos posibles explicaciones, la primera indica que la aparente perdida de los residuos de
galactosil puede deberse a su eliminacion por parte de -D-galactosidasas, o en un segundo caso por
el enmascaramiento de dichos residuos por la adicion de otros residuos de azlcares con la ayuda de

otras glicosiltransferasas del fluido luminal.
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La importancia de los cambios en la superficie celular del espermatozoide durante el proceso
de maduracion ha sido bien documentada, y ha permitido relacionar la adquisicion de la capacidad
fertilizante del espermatozoide con dichas modificaciones, estos cambios son imprescindibles para
que ocurran los posteriores, una vez que la célula espermatica sea depositada en el tracto reproductor
femenino (Tulsiani, 2006; Chandra et al., 2008; Toyonaga, Kaihara y Tsutsui, 2011).

El desarrollo de técnicas encaminadas a la deteccidn, liberacion, separacion y andlisis de los
oligosacaridos presentes en glicoproteinas y glicolipidos ha permitido el desarrollo de modelos para
estudiar las bases moleculares de la interaccion entre un carbohidrato con una proteina y con un &cido
graso, estas porciones de carbohidratos pueden ser reconocidas especificamente por lectinas, término
que define una amplia gama de proteinas de origen vegetal y animal, capaces de unirse en forma
especifica a los residuos de carbohidratos de los glicoconjugados por su afinidad especifica con los
azlcares, formando uniones similares a las de las enzimas con sus sustratos y los anticuerpos con sus
respectivos antigenos (Micucci y Camps, 1987), aunque las lectinas no poseen actividad enzimatica

y no son producto de una respuesta inmune (Hernandez-Cruz et al., 2005).

Debido a sus propiedades especificas, las lectinas vegetales se han utilizado como herramientas
en bioquimica, biologia celular, inmunologia, genética y biomedicina con propoésitos analiticos y
preparativos, asi como para el diagndstico y terapia en el cancer (Castillo-Villanueva y Abdullaev,
2005; Hernandez-Cruz et al., 2005). Las lectinas vegetales suelen clasificarse de varias maneras, por
ejemplo: la especificidad hacia el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante (tabla 1) y
hacia las estructuras oligosacaridicas que reconocen, clasificandolas en lectinas que reconocen N-
glicanos, que son oligosacéridos unidos a un residuo de asparagina en las proteinas mediante una N-
acetil-glucosamina y lectinas que reconocen a los O-glicanos, que son oligosacéridos unidos a un

residuo de serina o treonina en las proteinas mediante una N-acetilgalactosamina.

Ademas, se sabe que el contenido de glicoconjugados en los espermatozoides, es un buen
indicador de la maduracion que los espermatozoides deben presentar a través del recorrido que
realizan por el epididimo (Tajiri et al., 2012). En acontecimientos posteriores, como la fertilizacion,
los glicoconjugados son una forma altamente compleja, que participa en el reconocimiento célula a
célula, en la unién del espermatozoide a la zona pelicida, en la reaccién acrosomal y en la fusion

espermatozoide-ovocito (Cardona-Maya y Cadavid, 2005).

pag. 18



Tabla 1. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas.

Monosacérido Lectina Abreviatura
Manosa Canavalia ensiformis ConA
Ricinus communis RCA
B-galactosa Glycine max SBA
N-acetil-a-D-galactosamina Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus ALL
N-acetilglucosamina o
o Triticum vulgare WGA
Acido sialico
Ulex europaeus UEA
Fucosa
Lotus tetragonolobus LTA
a-N-acetilneuraminico Limuluspolyphemus LPA

Especificidad de lectinas vegetales hacia el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante y

hacia los oligosacaridos que reconocen (Adaptado de Hernandez-Cruz et al., 2005).

Gran parte del conocimiento actual sobre los cambios en los glicoconjugados de la superficie
del espermatozoide proviene de estudios de su union a una lectina, se ha reportado que lectinas como:
Canavalia ensiformis aglutinina (Concanavalina A, Con A), que se une a residuos de manosa, un
carbohidrato que conforman de manera permanente la membrana de los espermatozoides y confiere
amplia flexibilidad en la membrana, la cual es de vital importancia para la movilidad (Aliabadi et al.,
2013). Triticum vulgare aglutinina (WGA), detecta residuos de N-acetilglucosamina y/o de &cido
sialico (&cido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac) y é&cido N-glicolil (Neu5Gc), que son las dos
principales formas de residuos encontradas en glicanos de mamiferos), ambos carbohidratos
importantes en los espermatozoides, pues N-acetilglucosamina requiere estar presente por estar
considerado que tiene participacion en la interaccién entre gametos, ademas que se ha reportado
puede inducir la reaccion acrosomal en espermatozoides a través de mecanismos similares a los
descritos en la induccion de esta reaccién por la zona pellcida, y estar correlacionado con la
fertilizacion in vitro (Cardona-Maya y Cadavid, 2005; Tulsiani y Abou-Haila, 2011), mientras que el
acido sialico se ha relacionado con un incremento en la carga negativa total de la superficie del
espermatozoide durante el transito epididimal, para el caso de la rata, se ha descrito por otros
investigadores, que es en la cabeza del espermatozoides donde se encuentran los valores més altos de
union entre el acido siélico y la membrana plasmaética, en comparacién al caso del flagelo, donde los
valores de la union de mismo carbohidrato a esta region del espermatozoide, son mas bajos, y

conforme los espermatozoides son transportados hacia la region distal del epididimo, los valores en
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el flagelo contintan disminuyendo, por lo que es posible que la unién del &cido siélico a la membrana
pueda ser un indicador relevante y estar relacionada a la maduracion espermatica en la rata (Hall y
Killian, 1987) y posteriormente con la union del espermatozoide al ovocito.

Ulex europaeus aglutinina (UEA) que reconoce residuos de fucosa, su presencia tienen también
relacion con la union especie-especifica del espermatozoide con el ovocito, mediante la unién de este
carbohidrato a proteinas de la zona pellcida (Tulsiani y Abou-Haila, 2011), pero ademas se ha
demostrado que la fucosa presente en el espermatozoide y en el plasma seminal tiene la capacidad de
formar una reserva de espermatozoides en el oviducto, cuando esta se une a proteinas del epitelio
celular del oviducto, involucradas en el reconocimiento de fucosa (Ignotz et al., 2001), sin embargo,
en el estudio realizado por Hall y Killian (1987), encontraron que la presencia de fucosa en membrana
de espermatozoides de rata, que transitan por el epididimo, disminuye 3 veces en la region de la cauda

al hacer una comparacion con la region del caput.

Los cambios que ocurren durante el proceso de maduracidn espermatica en la composicion de
los carbohidratos de membrana incluyen a otras moléculas como: D-galactosa, que disminuye a
medida que la célula progresa a lo largo del epididimo, mientras que los niveles de N-
acetilgalactosamina, por el contrario, son superiores en la membrana de los espermatozoides de la
cauda que en los del caput del epididimo. Otros residuos de carbohidratos, como la a-D-glucosa y
manosa se presentan en mayor proporcién en las membranas de los espermatozoides del caput y de
la cauda, pero, en muy baja cantidad en las de las células del corpus epididimario. En relacién con el
contenido de manosa en la membrana plasmatica, se ha descrito que se establecen diferencias de la
region del caput hacia la cauda, que tienen relacién con el grado de maduracion de los
espermatozoides, por lo que la distribucion de carbohidratos de membrana puede ser considerada

como parte del proceso de maduracion espermatica epididimaria (Rodriguez Tobén et al., 2021).

2.4. Regulacion hormonal del epididimo

Los andrdgenos son hormonas esteroides masculinas que juegan un papel crucial en la
masculinizacion del feto, en el desarrollo de los 6rganos reproductores internos y externos, asi como
en el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias masculinas. El principal andrégeno
circulante es la T, que se sintetiza y secreta por las células de Leydig en los testiculos. En algunas
células y tejidos diana, la T se convierte en el metabolito més potente la DHT por la enzima esteroide
Sa-reductasa. La T y la DHT ejercen sus acciones mediante la union al mismo receptor para

andrdgenos (RA) intracelular (Robaire y Hamzeh, 2011). EI RA es un miembro de la superfamilia de
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receptores nucleares. Actla como factor de transcripcion receptor-ligando y se une como un
homodimero a elementos de respuesta a hormona. Estos elementos se denominan elementos de
respuesta para androgenos (ERA), y al menos in vitro estos también son reconocidos por otros
receptores de esteroides. Si bien, la funcion del epididimo es dependiente de andrégenos, no
solamente este tipo de hormonas esteroides participan, pues la T no suele Unicamente ser 5a-reducida
en las células epiteliales a DHT, sino que también suele ser aromatizada en estas células al E por la
enzima aromatasa P450, realizando un papel en las funciones que debe desempefiar el epididimo con
los espermatozoides, es decir, que la fisiologia del epididimo esta regulada por andrégenos y
estrogenos, a partir de la produccion y secrecion de T, la cual es necesarias para regular la
morfofisiologia de células epiteliales, prevenir la muerte celular y regular la expresion y secrecion de
proteinas, lo que asegura la maduraciéon y almacenamiento de los espermatozoides (O’Hara et al.,

2011; Kerkhofs et al., 2012).
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Figura 5. Regulacion hormonal del epididimo por la T. La T se puede metabolizar a DHT por la
accion de la enzima 5-a reductasa (5-aR) y ejercer su accion a través del RA intracelular. Este a su
vez actla como factor de transcripcion receptor-ligando y se une como un homodimero a los
elementos de respuesta para androgenos (ERA) para que se lleve a cabo la sintesis de proteinas para
el mantenimiento y funcion del epididimo. Proteina unidora de andrégenos (ABP), reticulo
endoplasmico rugoso (rER), RNA mensajero (RNAm) (Adaptado de Hernandez-Rodriguez et al.,
2016).
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2.5. Pardmetros de calidad espermética

Una vez que los espermatozoides han adquirido la maduracion espermatica y han sido
almacenados en la cauda del epididimo, recorreran el conducto deferente, un tubo muscular que
impulsa a los espermatozoides hacia afuera gracias a las contracciones del musculo liso. Los
espermatozoides llegaran primero a la ampolla, en donde se agregan las secreciones de la vesicula
seminal y posteriormente el fluido seminal sera impulsado a través de los conductos eyaculatorios
hacia la uretra, pasando primero por la prostata, en donde se agregan nuevos fluidos para formar el
semen. Finalmente, el semen es eyaculado por el extremo de la uretra. ES en estas muestras de
eyaculado en donde se analizan los parametros de calidad espermatica. De acuerdo con la OMS
(2021), y con el establecimiento del manual que sirve de guia en los laboratorios de andrologia, es
posible analizar la calidad espermatica, en humanos, para determinar el estado y condicion de
fertilidad que tiene un varén. Los parametros mas comunes a tener en cuenta en una evaluacion de la
calidad espermatica son:
» Tiempo de licuefaccion: Tras la eyaculacion el semen presenta un estado coagulado y necesita
licuarse para proceder a su estudio. En condiciones normales el semen queda licuado totalmente a los
60 minutos tras la eyaculacion.
* La viscosidad: Si la muestra es muy viscosa puede deberse a una disfuncion prostatica.
* El volumen: El volumen normal de un eyaculado transcurridos de 3 a 5 dias de abstinencia es de 1.5
mL aproximadamente. Un volumen inferior se denomina hipospermia.
* El color: El color habitual del semen es blanco opalescente, ligeramente amarillento. En casos en
donde el color se vea alterado es conveniente estudiar las posibles causas.
* El pH: El valor debe encontrarse por encima de 7.1. Valores inferiores podrian indicar azoospermia
(ausencia de espermatozoides) o procesos inflamatorios crénicos.
* La concentracion de espermatozoides: El valor normal es de 15 millones por cada mL de eyaculado
0 39 millones en la totalidad de la muestra. Si no se alcanzan esos valores hablamos de
oligozoospermia.
» La movilidad: Se valora el porcentaje de espermatozoides moviles y el de progresivos (moéviles que
se desplazan). Los mdviles progresivos deben superar el 32%, de lo contrario se denomina
astenozoospermia.
» La morfologia: En un espermiograma normal debe haber igual o mas del 4% de espermatozoides
normales. Si se encuentra por debajo de este valor se denomina teratozoospermia.
Dentro de los parametros microscopicos, es importante sefialar a la vitalidad y concentracion

espermatica.
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2.5.1. Vitalidad espermatica

El andlisis de vitalidad esperméatica es necesario para poder conocer el porcentaje de
espermatozoides vivos en contraste con los espermatozoides muertos, ya que de acuerdo con el
manual de la OMS (WHO, 2021), el porcentaje de espermatozoides vivos debe superar el 58 %, si

fuera inferior hablariamos de necrozoospermia, una condicion que afecta a la fertilidad del varon.

El empleo de esta prueba puede corregir y fortalecer los datos cuando se tiene una muestra con
movilidad espermatica reducida o cuando muchos espermatozoides estan inméviles, pues al evaluar
el porcentaje de espermatozoides vivos que contiene una muestra, se puede diferenciar
espermatozoides inmoviles muertos y espermatozoides vivos inmoéviles (Bjorndahl, Séderlund, y
Kvist, 2003), debido a que cuando una célula muere, se vuelve permeable y puede absorber colorantes

vitales, lo que nos permite visualizarlos con un determinado color (WHO, 2021).

2.5.2. Concentracién espermatica

Como parte de una de las pruebas basicas del analisis espermatico se tiene que realizar el conteo
del nimero de espermatozoides que existe en una muestra de semen, debido a que de forma natural
durante el recorrido que realizan los espermatozoides hacia el ovocito en el interior de tracto
reproductor femenino, existe un amplio nimero de pérdidas, por lo cual es requerido un nimero
suficiente en la concentracion inicial, y asi no tener problemas con la cantidad adecuada de
espermatozoides que pueden fertilizar al ovocito. Para facilitar el conteo de espermatozoides, se
emplea una cdmara de conteo.” Una vez contados los espermatozoides, se calculan los millones de
espermatozoides por mL de semen eyaculado. Segun la OMS se considera normal valores iguales o
superiores a 15 millones de espermatozoides/mL de semen eyaculado.

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

porque hay algin conducto de salida blogueado.

2.6. infertilidad masculina

Entre los agentes ambientales asociados con la infertilidad masculina, se encuentran los
metales pesados; como el Cd (Wijesekara et al., 2015; Hussein et al., 2020). El Cd es uno de los
agentes toxicos con mayor presencia en el ambiente, es utilizado ampliamente para proteger contra la

corrosion de metales como el hierro y el acero, se utiliza como sulfito de Cd y selenito de Cd en la
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fabricacion de pinturas para colorear ceramicas y plasticos. También se requiere en la fabricacion de
baterias de hidroxido de niquel-Cd para la industria automotriz. En la agricultura forma parte de
fertilizantes fosforados y pesticidas (Cichy, Jaroszek y Pasezek, 2014), incluso compuestos de Cd son
vertidos a las aguas, depositandose en los rios y lagos llegando a los alimentos a través de las aguas
de riego. Es asi como el Cd puede entrar en contacto con los alimentos, pues se bioacumula, es decir
este metal no puede salir del organismo (Tbeileh et al., 2007; Saeed, 2013), presentandose en peces
y otras especies marinas de consumo humano. Otro factor importante de exposicion al Cd es el humo
del tabaco, para personas fumadoras como no fumadoras (Ashraf, 2012). De acuerdo con la NOM-
009-SSA1-1993 y la Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2012) las
concentraciones de Cd a las que el ser humano puede exponerse son de 0.25 a 0.50 ppm
(correspondientes a 0.25 y 0.5 mg de Cd por litro de agua), sin embargo; la poblacion en general esta
expuesta a Cd a través de diferentes vias como son: el agua potable, los alimentos y el aire, ademas
de la exposicion ocupacional al Cd en diversas areas de trabajo, como es el caso de las industrias

mineras, automotriz y textil (Siu et al., 2009).

2.6.1. Efectos del Cd sobre la fertilidad masculina

El Cd actla en el eje HHG vy ejerce efectos no deseables en los tres niveles, provocando una
disminucidn en la concentracion de T, por efecto de una disminucion en la actividad de las enzimas
esteroidogénicas testiculares: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3f-HSD) y 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD), enzimas claves en la biosintesis de T, ademas de que el Cd reduce
significativamente el nimero de las células de Leydig (Ji et al., 2010), donde se lleva a cabo la sintesis
de este androgeno. La disminucién en la concentracion de T causada por la intoxicacion con Cd, no
s6lo afecta la funcién testicular que puede alterar la espermatogénesis (Jarup y Akesson, 2009;
Lafuente, 2013), sino que también disminuye el peso de otros érganos dependientes de andrégenos
como el epididimo (Robaire y Hamzeh, 2011). Sin embargo, en el epididimo, no se conocen los
efectos que provoca el Cd en los procesos de maduracién espermatica y la adquisicion de la capacidad
fertilizante. A la fecha, la mayoria de investigaciones que estudian los efectos del Cd en los
espermatozoides, son realizadas en muestras de eyaculado de humanos y roedores, en la mayoria de
estos estudios hay una disminucion en la concentracion, movilidad y viabilidad espermaética (Jarup,
2003; Haouem et al., 2008; ATSDR, 2012). Se ha reportado que la concentracién de Cd en sangre de
pacientes con infertilidad es inversamente proporcional a la concentracion de espermatozoides en el
eyaculado, lo mismo ocurre con el porcentaje de espermatozoides moéviles (Benoff et al., 2009). Asi,
se ha sugerido que la concentracion de Cd en el semen podria contribuir a la infertilidad masculina

por la reduccién de la calidad espermatica (Pant et al., 2003), asi como el incremento de
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anormalidades morfoldgicas en los espermatozoides, que afectan al movimiento progresivo,
reconocimiento y fertilizacion del ovocito, ademas se ha demostrado que el Cd provoca una reaccion
acrosomal prematura (Oliveira et al., 2009), a través de las EROs, que pueden causar lipoperoxidacion
de las membranas, lo que se ha correlacionado con azoospermia en varones infértiles (Akinloye et
al., 2006). Por otro lado, el Cd, causa dafio al DNA de los espermatozoides (Xu et al., 2003), pues

incrementa su fragmentacion y descompactacion.

De hecho, la exposicion a Cd y la disminucion de T puede afectar el desempefio del epididimo,
a través de las células epiteliales que rodean a los espermatozoides, por modificacion de la expresion
y secrecion de proteinas relacionadas con la maduracion, y el almacenamiento de los espermatozoides
(O’Hara et al., 2011; Kerkhofs et al., 2012).

En la rata Wistar la administracion de cloruro de cadmio (CdCl.) en una sola dosis (1.1, 1.4 y
1.8 mg/kg), se ha correlacionado con una disminucién en la presencia de espermatozoides en la region
del segmento inicial, caput y cauda del epididimo, junto con un aumento en el espesor del epitelio en
el caput del epididimo, sugiriéndose que este efecto se debe a una incapacidad en la resorcion del
fluido luminal (Ribeiro, 2013), asi mismo, la exposicion a Cd disminuye la concentracion y movilidad
de los espermatozoides del epididimo (Benoff et al., 2009), sin embargo, la administracion paralela
de antioxidante como el azafrdn (Crocus sativus L.) evita los efectos tdxicos del Cd en los

espermatozoides (Asadi et al., 2013).

2.6.2. Efectos del cadmio sobre la espermatogénesis

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

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

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

células de Sertoli.
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También, se sabe que la T producida por las células de Leydig, propicia la produccién y
desarrollo de los gametos masculinos en los tubulos seminiferos (Jenardhanan, Panneerselvam y
Mathur, 2016; Neto et al., 2016). En este contexto, se ha reportado, que el Cd en ratones y ratas
reduce el peso de los testiculos (Manna, Sinha y Sil, 2008), y afecta a diferentes etapas de la
espermatogeénesis, de tal forma que promueve la detencion de la fase G2/M en la meiosis , inhibe la
espermiacion, induce ademas la apoptosis en células espermatogénicas (Jenardhanan et al., 2016), y
asi mismo afecta al equilibrio hormonal del testiculo, por lo cual los principales efectos del Cd en la
espermatogenesis, se ven observados en una disminucion del conteo de los espermatozoides y en un
aumento del porcentaje de anormalidades morfoldgicas (Asadi et al., 2013; Adamkovicova et al.,
2016).

2.6.3. Efecto del cadmio sobre la calidad espermatica

Otras de las alteraciones reproductivas causadas por el Cd se ven reflejadas directamente sobre
los espermatozoides, afectando su concentracién y movilidad. Ademas, de que 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). Asi, se ha sugerido que la concentracion de Cd en el
semen podria contribuir a la infertilidad masculina mediante la reduccion de la calidad espermética
(Pant et al., 2003). De hecho, la exposicion a Cd causa efectos dafiinos en los espermatozoides,
observandose un incremento de la fragmentacion del DNA, una reaccién acrosomal prematura y

disminucién de la movilidad (Oliveira et al., 2009).

2.7. Efectos del Cd sobre la funcién epididimaria

Los estudios que reportan efectos del Cd sobre la funcion epididimaria se centran en los
parametros de calidad espermatica en muestras de eyaculados, tanto de humanos como de roedores,
en estos estudios se ha demostrado una disminucion en la concentracién de espermatozoides, asi
como, en el porcentaje de los espermatozoides vivos (Jarup, 2003; Haouem et al., 2008; ATSDR,
2012). También se sabe, que el Cd causa un alto nimero de anormalidades morfolégicas a lo largo
de todo el espermatozoide, que afectan su movimiento progresivo, y comprometen la posibilidad de
gue ocurra el reconocimiento y fertilizacion del ovocito, en conjunto a las afectaciones al material
genético que transportan (Taha et al., 2013), a través de las EROs, que pueden causar
lipoperoxidacion de las membranas, lo que se ha relacionado con azoospermia en varones infértiles
(Akinloye et al., 2006). Otro de los dafios al DNA es la descompactacion de la cromatina espermatica

por la pérdida de los puentes disulfuros (S-S) entre los residuos de cisteina que unen a las protaminas
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y juntos estabilizan la cromatina durante los estadios finales de la maduracion espermatica (Quintero—
Vasquez et al., 2015). Estas alteraciones también se han asociado con la infertilidad. Sin embargo, en
estudios con exposicion de espermatozoides a CdCl. in vitro se ha reportado que no tiene un efecto
sobre la integridad de la cromatina espermatica pero si hay efecto en la fragmentacion del DNA
espermatico (Méndez et al., 2011).

En un estudio realizado en ratas Wistar para ver el efecto del Cd en la funcion epididimaria por
Ribeiro (2013), tras la administracion en una sola dosis a diferentes concentraciones de CdCl, (1.1,
1.4 y 1.8 mg/kg), se observd que entre mayor es la dosis existe una menor presencia de
espermatozoides en el lumen del tbulo de la region del segmento inicial, el caput y la cauda del
epididimo. En este mismo estudio, se evalud el didmetro del epitelio y la luz del tibulo, encontrandose
un aumento en el espesor del epitelio en el caput del epididimo de los animales tratados con 1.1y 1.4
mg/kg de Cd, sugiriéndose que este efecto se debe probablemente a una desestabilizacion de las
membranas de las células principales que reduce la actividad celular y la incapacidad de reabsorber
el fluido luminal. Con respecto a la luz del tabulo, se observo que, en la regién de la cauda, de los
animales tratados con 1.8 mg/kg de Cd, una mayor proporcion en el didmetro de la luz y una
disminucién en el nimero de espermatozoides. Asi mismo, la exposicion a Cd disminuye la

concentracion y movilidad de los espermatozoides del epididimo (Benoff et al., 2009).

A pesar de que los estudios antes mencionados analizan los efectos del Cd sobre parametros
de calidad espermatica y algunas caracteristicas histoldgicas, es necesario considerar los efectos de
este metal en los cambios bioquimicos propios de la maduracion epididimaria, como la glicosilacion
de la membrana de los espermatozoides, que involucra azucares como N-acetilglucosamina, &cido
sialico, manosa y la fucosa, cuya importancia radica en el papel que tienen dentro de tracto
reproductor femenino, en procesos relacionados con la capacitacion y reaccion acrosomal, asi como

en el reconocimiento entre gametos y en la fecundacion del ovocito (Cheon y Kim, 2015).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cbémo afecta la exposicion de Cd a la maduracion epididimaria de los espermatozoides de la rata

Wistar?

HIPOTESIS
El Cd causa alteraciones en el epitelio epididimario que repercuten en los parametros espermaticos,
por lo tanto, el Cd afectara la maduracién epididimaria de los espermatozoides al modificar la

glicosilacion de la membrana plasmatica de espermatozoides de la rata Wistar.

OBJETIVO GENERAL
Determinar los efectos a la exposicion de Cd en la maduracién epididimaria de espermatozoides en

la rata Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la bioacumulacion de Cd por la exposicion a diferentes dosis en las tres regiones del
epididimo: caput, corpus y cauda.

2. Determinar si el Cd altera la distribucion y concentracion de los residuos de carbohidratos: N-
acetilglucosamina y/o éacido sialico, manosa y fucosa presentes en los espermatozoides del caput,
corpus y cauda del epididimo.

3. Analizar e identificar el efecto del Cd en el epitelio del caput, corpus y cauda del epididimo.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Animales

Se utilizaron cuatro ratas Wistar prefiadas provenientes de la UMADI de la Universidad
Autonoma Metropolitana-1ztapalapa (UAM-I), para la obtencién de crias machos. El dia del
nacimiento se consideré como el DPN 1. Los machos se distribuyeron aleatoriamente y las camadas
se ajustaron a 6 crias por madre. Se formaron 4 grupos experimentales con 6 ratas macho cada uno,
y se les asigno a un tratamiento, los animales de los grupos I, I1'y 111 fueron administrados con CdCl,
via intraperitoneal (i.p.), en una dosis de 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg de peso corporal, disueltos en 100
pL de solucion salina normal estéril. A los animales del grupo IV o control (Ctrl) se le administro el
vehiculo de administracion (100 pL de solucién salina normal estéril). Todos los animales fueron
tratados diariamente con el CdCl; o el vehiculo del 1 al 49 DPN. Se establecio este periodo de
administracion debido a que comprende el tiempo en que el epitelio del epididimo de la rata lleva a
cabo su diferenciacion celular (Robaire and Hinton, 2015). Todos los machos fueron destetados a los
21 DPN (aprox. 50 g de peso corporal) y permanecieron alojados en grupos de n = 6 cada uno, de
acuerdo con su tratamiento. Todo el tiempo los animales se mantuvieron en condiciones estandar, en
un ciclo de luz y oscuridad controlado de 12 a 12 h (luces encendidas a las 20:00 h, apagadas a las
8:00 h), con acceso ad libitum a agua y alimentos. Todos los experimentos se realizaron bajo estricta
conformidad con la Guia del Instituto Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (NIH, 2011), con los lineamientos de la conduccién ética de la investigacion, la docencia
y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-1y la Norma Oficial

Mexicana (NOM-062-Z00-1999) para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio.

3.2. Procedimiento experimental

Cuando los animales cumplieron los 90 DPN, se les practico eutanasia por decapitacion, bajo
anestesia profunda. La sangre periférica del cuerpo fue recolectada en dos tubos Vacutainer. La sangre
del tubo Vacutainer con K2-EDTA, se utiliz6 para cuantificar la concentracion de Cd por
espectrofotometria de absorcion atomica. El segundo tubo Vacutainer que contenia un gel de
separacion, se centrifugo para separar a la sangre en sus componentes, se recuperd el suero para
determinar la concentracién de T por Radio Inmuno Andlisis (RIA), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La diseccion bilateral de los epididimos se realiz6 inmediatamente después de la
eutanasia, y fueron seccionados en sus tres regiones anatémicas de estudio: caput, corpus y cauda.
De cada region del epididimo derecho se obtuvieron 100 mg de tejido que se utilizaron para
cuantificar la concentracion de Cd por espectrofotometria de absorcion atomica y para obtener las

muestras de tejido que fueron fijadas en solucion Karnovsky para el posterior analisis histologico. De
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las secciones del epididimo izquierdo se obtuvieron a los espermatozoides para el anélisis de la
evaluacion espermaética, asi como para la identificacion de los patrones de distribucion de los
carbohidratos N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa por medio de microscopia de
epifluorescencia y para la obtencion del indice de fluorescencia mediante el marcaje con lectinas
especificas conjugas con isotiocianato de fluoresceina (FITC) a partir de los histogramas de

intensidad de fluorescencia contra el nimero de células marcadas obtenidos en un citometro de flujo.

3.3. Determinacion de la concentracion de Cd en sangre y epididimo

Se obtuvieron muestras de 3 mL de sangre periférica en tubos libres de metales, y secciones de
tejido de aproximadamente 100 mg, de cada una de las regiones del epididimo, de cada uno de los
machos de los 4 grupos experimentales. Las muestras de sangre se mantuvieron en refrigeracion a 4
°Cy las muestras de los tejidos de epididimo se mantuvieron en congelacion en tubos de polipropileno
a -20 °C, hasta que fueron procesadas y analizadas. 200 pL de cada muestra de sangre se digirieron
en 800 pL de una mezcla de é&cidos compuesta por acido nitrico, perclérico y sulfarico, en
proporciones de 5:2:1, las muestras de tejido de cada una las regiones del epididimo se digirieron en
500 pL de acido nitrico concentrado (Suprapure, Merck, Edo. de Mex), en ambos casos se dejaron en
digestion por 7 dias. Después de la digestion total, la solucién resultante fue analizada en un
espectrofotdmetro de absorcion atdmica modelo AA analyst 600, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA,
con horno de grafito y un auto-muestreador (AS 800, Perkin Elmer), con una ldmpara especifica para
Cd (hollow cathode lamp) y ajustando a una longitud de onda de 228.8 nandmetros (hm). En cada
analisis, se utilizé una curva de calibracion construida con valores conocidos (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0
Mo/ L), usando una solucién comercial para certificar las concentraciones de Cd (GFAA Stock mixed
standard; Perkin-Elmer). Se aseguro el control de calidad de las muestras, con una solucion estandar
de higado bovino (NIST 1577b), previamente digerida por el mismo procedimiento que las muestras.
Para optimizar y validar las mediciones, este material certificado fue analizado al inicio y final de
cada andlisis. La cuantificacién de Cd en sangre se expresé en g de Cd/mL, y la cuantificacién de
Cd en epididimo se expresé en ug de Cd/g. Previo a cada analisis, la cristaleria se limpié con acido

nitrico al 3 % Yy se enjuago varias veces con agua desionizada (Galicia-Garcia et al., 1997).

3.4. Concentracion de T en suero sanguineo

La concentracion de T fue medida por medio de la técnica de RIA, usando el kit Coat-A-
Count® Total Testosterone PITKTT-8 kit (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Los Angeles, CA),
el cual tiene un limite de deteccién de 4 ng/dL. Este kit ha sido validado previamente en modelo de

roedores (raton, rata) por el Ligand Assay and Core Analysis at the Center for Research in
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Reproduction at the University of Virginia (Charlottesville, VA), como fue descrito por Pirard et al.
(2018). El anticuerpo para T usado tiene una reactividad cruzada de 3.3 % con DHT, 0.5 % con otros
andrdgenos, 0.01 % con glucocorticoides, y 0.02 % con E,. Los promedios de los coeficientes de
variacion (CV) inter- e intra- andlisis fueron calculados en un grupo de siete muestras estandar con
un rango de 0.2-8 ng/mL, los cuales son los valores normales de T en el plasma sanguineo de ratas
adultas macho. Los valores de la media inter- e intra- analisis de los CV fue de 7.9 y 8.6 %,
respectivamente. El analisis de las muestras fue realizado por duplicado usando un contador gamma,
siguiendo las instrucciones del fabricante, los resultados también fueron estimados siguiendo sus

especificaciones.

3.5. Diseccion del epididimo y recuperacion de espermatozoides

Todos los procedimientos fueron realizados a 36 °C. La diseccién, eliminacion de tejido
adiposo y conectivo de los epididimos, asi como la division en las regiones del caput, corpus y cauda,
fue realizada de acuerdo con el procedimiento descrito por Arenas-Rios et al. (2005) y Cervantes et
al. (2008). En tubos de microcentrifuga de 2 mL se colocaron por separado cada una de las regiones
del epididimo en 500 pL de solucion Ringer a 36 °C y se realiz6 un fino picado del tejido con tijeras
y se dejo en agitacion suave, para favorecer la salida de los espermatozoides del tubo epididimario.
Posteriormente, la suspension celular se recolectd con una pipeta Pasteur y se filtrd a través de una
malla de lycra (98 % nylon/poliamida, 2 % Lycra/elastano) con un diametro de trama de 20 pum, el
filtrado se recolecto por separado en tubos de microcentrifuga de 2 mL que se mantuvieron a 36 °C.
Los espermatozoides en suspension se lavaron dos veces por centrifugacién a 500 g por 5 minutos.
Al final de cada lavado se elimind el sobrenadante y el botén de espermatozoides fue re-suspendido
en 1000 uL de solucién Ringer. Al término de los lavados, la suspensién final de espermatozoides de
cada region del epididimo fue considerada para realizar la evaluacion espermaética, por lo que los
valores reportados en esta investigacion fueron expresados con respecto al total de espermatozoides

presentes en un mL de solucién Ringer.

3.6. Evaluacion histolégica del epididimo

Las muestras de tejido de las tres regiones del epididimo derecho fueron fijadas en solucion de
Karnovsky modificado por 24 h, posteriormente se fijaron con OsO4 al 1% Yy se procesaron para su
inclusién en EPON 812 (Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA). Se obtuvieron secciones semifinas de
las muestras procesadas de 1 pum de espesor con un ultra micrétomo Leica UCT (Leica, Viena,
Austria) y se tifieron con azul de toluidina (Sigma-Aldrich, México) al 5% y se montaron en

portaobjetos. El analisis histolégico fue realizado por un solo observador con un microscopio optico
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Olympus BX 51 (Tokio, Japdn). Para cada uno de los cuatro grupos, se analizaron 30 regiones del
epitelio epididimario. La longitud del epitelio y el area de las células principales (dado que es el tipo
celular que predomina en las tres regiones del epididimo) se determinaron utilizando el programa
Image-Pro® Plus (version 5.1. Media Cybernetics, INC. MD, USA).

3.7. Evaluacion espermatica

Al inicio de cada analisis, se realizo la evaluacion espermética de cada una de las regiones del
epididimo por un solo observador. Para establecer el nimero de espermatozoides en millones por mL
(10°/mL) (concentracion espermatica), se tomaron dos alicuotas de 10 uL de la dilucion de cada una
de las muestras de espermatozoides, se colocaron en cada uno de los lados de la caAmara de Neubauer
(hemocitdmetro), y fueron observados con un objetivo a 40X, se contaron los espermatozoides de
cinco cuadrados especificos. El porcentaje de espermatozoides vivos (vitalidad espermatica) en cada
una de las muestras de las tres regiones del epididimo, se evalué con la tincion de eosina-nigrosina,
para ello, se colocaron 10 pL de la muestra de espermatozoides en una laminilla y se mezclaron con
10 pL del colorante. Se observaron 200 espermatozoides con un objetivo de 40X, los espermatozoides
teflidos se consideraron muertos y aquellos que no se tifieron fueron considerados vivos. Ambos
parametros fueron evaluados siguiendo los criterios establecidos en el manual de la OMS (WHO,

2021), y adaptados para la rata por Lucio et al. (2009).

3.8. Distribucion de carbohidratos e indice de fluorescencia

El marcaje de carbohidratos especificos en la membrana plasmatica de los espermatozoides se
realizé mediante la incubacion por separado de alicuotas de 50 UL de las muestras de espermatozoides
de las diferentes regiones del epididimo con diferentes lectinas conjugas con FITC. Se utilizé la
lectina WGA que se une a residuos de N-acetilglucosamina y/o &cido siélico, la lectina Con-A que se
une a residuos de manosa y la lectina UEA, que se une a residuos de fucosa. Las alicuotas con las
muestras de espermatozoides se incubaron durante 30 minutos a 36°C con un volumen de 5 L de
lectinas diluidas 1:50 en PBS, al término, se lavaron 2 veces por centrifugacion a 500g con solucién
PBS, posteriormente se fijaron las muestras con paraformaldehido al 1 % durante 1 hora a temperatura
ambiente, previo al analisis se lavaron nuevamente las muestras por centrifugacién con solucion PBS.
Se establecieron los patrones de distribucién de la fluorescencia en la membrana plasmatica de los
espermatozoides con el marcaje de cada lectina, mediante un microscopio de epifluorescencia con un
filtro especifico para FITC (460 nm excitacion, 490 nm fluorescencia y 520 nm filtros de barrera), se
contabilizaron 100 espermatozoides en cada analisis. Con las mismas muestras, se determinaron los

indices de fluorescencia por medio de citometria de flujo, para ello se emplearon muestras con un
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millon de espermatozoides previamente incubados con lectinas, que fueron analizadas en un
citdmetro de flujo modelo FACScan (Becton Dickinson, Immunocytometry Systems, San José, CA,
EUA). Cada indice se calculd por medio del analisis de los histogramas de intensidad de fluorescencia
obtenidos contra el nimero de células marcadas, una vez que se adquirieron diez mil eventos en cada
analisis. Asimismo, en cada muestra se tuvo un control negativo, que se realizo al incubar previamente
cada lectina con su respectivo carbohidrato en una concentracion de 0.3 M durante 30 minutos, antes

de agregarlas a las muestras de espermatozoides (Fierro et al., 1996).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos estan presentados como la media £ EEM (error estandar de la media). Se utilizé la
prueba émnibus de D’ Agostino y Pearson para comprobar la normalidad de los datos. Cada parametro
se analizé mediante ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey. Los valores obtenidos con
una p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el paquete de software estadistico GraphPad Prism version 6.01 (La Jolla, CA).
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4. RESULTADOS

4.1. Cuantificacion de Cd en la sangre y las tres regiones del epididimo

Mediante espectrofotometria de absorcion atomica se determin6 la concentracion de Cd en la
sangre, en las regiones caput, corpus y en la cauda del epididimo de los grupos tratados. Se observo
en sangre un incremento estadisticamente significativo en la concentracién de Cd comparado con el

grupo control (p < 0.05) (figura 6).

En todos los grupos con las diferentes administraciones de Cd 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg se
observo que la concentracion de Cd en la region del caput, el corpus y la cauda de los grupos
experimentales fue significativamente mayor (p < 0.05) en comparacion con las regiones
correspondientes del grupo Ctrl. De manera particular, se observo en la region de la cauda del
epididimo de los grupos tratados con este metal, una mayor concentracion de Cd, ademas el grupo de
0.5 mg/kg mostrd los valores mas altos en todas las regiones del epididimo (figura 6). Es importante
mencionar que en las muestras de sangre y en las tres regiones del epididimo, cada concentracion de

Cd determinada presentd un incremento relacionado con la concentracién de la dosis administrada.

| Ctrl

[ Cd 0.125 mg/kg
% Cd 0.25 mg/kg
gCd 0.5 mg/kg

0.8;

abc

0.61

0.4-

ab R

0.2

y regiones del epididimo (mg/g)

DRI

0.0057
0.000-

Concentracion de cadmio en la sangre (mg/mL)

Sangre Caput Corpus Cauda

Figura 6. Cuantificacion de Cd en sangre y las tres regiones del epididimo. Los datos estan expresados
como la media + EEM, (n = 6/grupo de tratamiento). ®p < 0.05 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd;
’p < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 y 0.5 mg/kg; °p < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg.
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4.2. Cuantificacion de T en suero

En la tabla 2 se muestran las concentraciones séricas de T a los 90 DPN en todos los machos
de los grupos con tratamiento de Cd y del grupo Ctrl. Cabe recordar que todos los tratamientos
tuvieron una duracion de 49 dias continuos de exposicion a las diferentes dosis de Cd a partir del
nacimiento debido a que es el tiempo sefialado que les toma a las células del epitelio del epididimo
completar diferenciacion, y se suspendieron hasta que los grupos experimentales cumplieron los 90
DPN. Los resultados mostraron una disminucidn significativa en la concentracion de T en los grupos
expuestos a Cd en comparacion con el grupo Ctrl (p < 0.05). Observamos que la T disminuy6 de
forma significativa en relacion con la dosis de Cd administrada a cada uno de los grupos expuestos
(p < 0.05).

Tabla 2. Concentracion de T en suero.

Ctrl Cd 0.125 mg/kg Cd 0.25 mg/kg Cd 0.5 mg/kg

2.504 +0.101 1.133 + 0.026° 0.755 + 0.059% 0.391 + 0.022%°

La concentracion de T se muestra en ng/mL. Los datos estan expresados como la media + EEM, (n =
6/grupo de tratamiento). 2p < 0.05 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd; °p < 0.05 Cd 0.125 vs Cd
0.25y 0.5 mg/kg; °p < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg.

4.3. Analisis histolégico del epididimo

En la figura 7 se muestra el analisis histoldgico del epitelio de cada una de las regiones del
epididimo, tanto de los machos del grupo Ctrl como de los grupos administrados con las diferentes
dosis de Cd.

En las secciones histoldgicas del grupo Ctrl observamos que la estructura del tdbulo
epididimario de los diferentes cortes transversales de las regiones del caput, corpus y cauda, presento
un epitelio caracterizado por la presencia de diferentes tipos celulares, entre los que se observaron e
identificaron a células basales (CB), apicales (CA), claras (CC) y predominantemente células
principales (CP) con sus microvellosidades caracteristicas y un gran nimero de epididimosomas que
concuerdan con lo que ha sido descrito en trabajos previos donde se analiza a nivel histologico la
poblacion celular presente a lo largo de todo el epitelio epididimario. La vacuolizacion (V) ha sido
sefialada como una caracteristica que predomina en CP del caput, asimismo, observamos que su

presencia disminuyo conforme se fueron evaluando los cortes mas cercanos a la region de la cauda
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del epididimo. Igualmente, se observé que la densidad de los espermatozoides (SPZ) presentes en el
lumen aument6 desde la region del caput hasta la cauda (figura 7 A-C).

En los cortes epididimarios de los machos tratados con la dosis de Cd 0.125 mg/kg (figura 7
D-F), se observaron ligeras alteraciones en el epitelio epididimario, entre ellas la presencia de nucleos
aberrantes (NA) y un aumento de v hacia la parte apical de las células, a lo largo de las tres regiones
del epididimo. Ademas, se observé un menor nimero de SPZ en la luz con respecto a las secciones
del grupo Ctrl, asimismo, observamos que en varios de esos SPZ se conservo la gota citoplasmatica
(GC).

El grupo con tratamiento de Cd 0.25 mg/kg mostré un mayor nimero de v apical y basal en
CC y CP, con una presencia evidente de NA en este Gltimo tipo celular en las regiones del corpus
(figura 7 H) y cauda (figura 7 I). Se observé una disminucion en la densidad de SPZ en la luz del

tlbulo, siendo mas evidente en la cauda (figura 7 1), junto con la persistencia de GC en algunos SPZ.

Los machos con la dosis de 0.5 mg/kg, presentaron el mayor nimero de alteraciones en todas
las secciones del epididimo. En la region del caput (figura 7 J) y la cauda (figura 7 L), algunas CP y
CC presentaron hipertrofia celular (HC) caracterizada por un mayor tamafo celular, en comparacion
con las células de los machos Ctrl y las células de los tratamientos de 0.125 y 0.25 mg/kg. Ademas
de presentar una mayor cantidad de v, desplazando el nlcleo hacia la base de las células. Los SPZ
presentes en el lumen de ambas regiones disminuy6 con respecto a las regiones de los machos del
grupo Ctrl, pero contenian una gran cantidad de GC. En la region del corpus (figura 7 K), laHC y la
v de CP se observo acompafiada de la presencia de NA. Ademas, existian abundantes lipidos
infranucleares (li) ubicados hacia la region basal de CP y CC. Los SPZ que estaban presentes en la

luz del tubulo tenian una gran cantidad de GC.
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Figura 7. Analisis histoldgico del epididimo. Ctrl: (A) caput, (B) corpus, (C) cauda; Cd 0.125 mg/kg: (D) caput, (E) corpus, (F) cauda; Cd 0.25
mg/kg: (G) caput, (H) corpus, (1) cauda; Cd 0.5 mg/kg (J) caput, (K) corpus, (L) cauda. Célula principal (CP); célula apical (CA); célula basal (CB);
célula clara (CC); nlcleo aberrante (NA); gota citoplasmatica (GC); epididimosomas (ES); espermatozoides (SPZ); hipertrofia celular (HC);

vacuolizacion (V); lipidos infranucleares (LI). Azul toluidina, 60 X. Barra 100 pm.
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4.4. Efectos del Cd en la altura y &rea de células principales

En la tabla 3 se presentan los datos de la altura y el &rea de las células principales de las tres
regiones del epididimo. En el grupo Ctrl observamos que tanto la altura como el area de las células
principales disminuyeron gradualmente desde el caput hasta la cauda, en comparacion con las
secciones analizadas en las diferentes dosis de Cd de los grupos tratados (p < 0.05). En la region del
caput se encontraron diferencias significativas en la altura y en el area de las células principales de
todos los grupos tratados con Cd al compararlos con el grupo Ctrl (p < 0.05), de igual manera se
observaron diferencias significativas entre todos los grupos tratados con Cd (p < 0.05). En la region
del corpus la altura y el area de las células principales de todos los grupos tratados con las dosis de
Cd tuvieron diferencias significativas con el grupo Ctrl (p < 0.05), de manera particular, la altura de
las células principales del grupo con dosis de Cd 0.5 mg/kg fue significativamente mayor (p < 0.05)
al compararla con las mediciones de los grupos tratados con las dosis de Cd 0.125 y 0.25 mg/kg, por
otra parte, en esta region no se observaron diferencias significativas al comparar entre si el area de
las células principales de los grupos tratados con Cd. En la regién de la cauda hubo diferencias
significativas en la altura y el area de las células principales de todos los grupos tratados con Cd al
compararlas con el grupo Ctrl (p < 0.05), asimismo en ambas mediciones se encontraron diferencias

significativas en todos los grupos tratados con Cd al compararlos entre si (p < 0.05).

Tabla 3. Efecto del Cd en la altura y el area de las células principales.

Ctrl Cd0.125mg/kg Cd0.25mg/kg  Cd 0.5 mg/kg
Caput 83.5+0.44 69.9 £ 0.83 47.4 +£0.79® 86.7 + 0.86°
Altura
(um) Corpus  70.1+0.90 60 £ 0.79° 58.5 + 0.36% 63.7 + 0.89%°
pm
Cauda 36.8+1.01 48.6 +1.14° 80.8 +2.47%® 42.4 +0.96*°
Caput 1853 +23.3 1531 + 30.2° 1233 + 33.5® 2034 + 27.2%¢
Area
() Corpus 1775 +26.2 1579 + 35.9° 1555 + 40.6% 1601 + 35.2%
pm
Cauda 603 + 12 884 + 18.5% 1987+ 52.8% 1018 + 20.7%°

Los datos estan expresados como la media £ EEM, (n = 6/grupo de tratamiento). p < 0.05 Ctrl vs
grupos con tratamiento de Cd; °p < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 y 0.5 mg/kg; °p < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5
mg/kg.
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4.5. Determinacion espermatica

La concentracion espermaética se llevé a cabo con el conteo de una muestra proporcional de los
espermatozoides recuperados de cada una de las tres regiones del epididimo de todos los machos de
los diferentes tratamientos analizados. Se observo de manera general una disminucion significativa
(p <0.05) en la concentracion de espermatozoides de cada una de las regiones del epididimo de los
tres grupos con administracion de CdCl, tras hacer una comparacién con la respectiva region de los
machos del grupo Ctrl (tabla 4), de manera particular observamos que en cada una de las tres regiones
del epididimo las muestras del grupo que recibi6 la dosis de 0.5 mg/kg fueron las que tuvieron siempre
una menor concentracion de espermatozoides y mostraron diferencias significativas al compararlas

con la concentracion espermatica correspondiente de las otras dosis de Cd administradas (p < 0.05).

En la evaluacién del porcentaje de vitalidad espermatica observamos que en el grupo Ctrl hubo
un incremento progresivo en el valor de este parametro de la region del caput a la cauda, este
comportamiento no se observo en los grupos tratados con Cd, por el contrario, fue en los grupos con
dosis de 0.25 y 0.5 mg/kg en los que el porcentaje de vitalidad fue menor en la region de la cauda
que en las otras regiones (tabla 4), aunado al hecho que en cada una de las regiones todos los grupos
tratados con Cd fueron significativamente diferentes del grupo Ctrl (p < 0.05), en el caput y la cauda
las dosis de 0.25 y 0.5 mg/kg mostraron diferencias significativas con la dosis de 0.125 mg/kg (p <

0.05), en el corpus solo hubo diferencias significativas entre las dosis de 0.125 y 0.5 mg/kg (p < 0.05).

Tabla 4. Efecto del Cd en la determinacidn espermaética epididimaria

Ctrl Cd0.125mg/kg  Cd 0.25 mg/kg Cd 0.5 mg/kg

Caput  68.29 +1.05 50.45 + 1.53 4757 +1.44* 23,55 +2.11%°

Concentracion
Corpus 54.83+1.08 40.26 +0.772 40.03 +1.642 17.20 +1.91%¢

(x10%/mL)
Cauda 74.10+1.85 53.08+1.55°  51.19+1.68° 2558 +3.37%°
Caput 96.17+0.31  91.83+0.40° 89.50+056®  88.17 +0.70®
Vitalidad
(%) Corpus 96.50+0.43  91.17+0.60*  89.50 £0.42*  88.50 +0.76®
0

Cauda 97.17+0.31 91.83+0.47° 89.17 £0.60*  87.33+0.76®

Los datos estan expresados como la media + EEM, (n = 6/grupo de tratamiento). °p < 0.05 Ctrl vs
grupos con tratamiento de Cd; °p < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 y 0.5 mg/kg; °p < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5
mg/kg.
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4.6. Efecto del Cd en la distribucion de los carbohidratos

4.6.1. Patrones de distribucion de N-acetilglucosamina y/o &cido sialico en espermatozoides
Los residuos de los carbohidratos N-acetilglucosamina y/o acido sialico fueron identificados
en la membrana plasmatica de los espermatozoides de las tres regiones del epididimo de los machos
tratados con las diferentes dosis de Cd y de los machos del grupo Ctrl mediante el marcaje con la
lectina WGA-FITC. Se identificaron 4 patrones de distribucion, los cuales se muestran en las
fotomicrografias de la figura 8. En el patrdn 1, se observo la distribucion de los residuos de N-
acetilglucosamina y/o acido sialico situados a todo lo largo de la membrana del espermatozoide,
abarcando desde la region de la cabeza, hasta la region distal del flagelo, marcando la pieza media y
principal, esta distribucidn se hizo mas visible en la cabeza y vaina mitocondrial del espermatozoide.
En el patron 2, la distribucion de los residuos se observo particularmente en la region de la cabeza del
espermatozoide. En el patron 3 el marcaje se observd en la region de la cabeza y la pieza principal
del espermatozoide. En el patron 4, los espermatozoides, no mostraron alguna marca de union con la

lectina de WGA, por lo que fueron denominados sin fluorescencia (figura 8).

4.6.2. Porcentajes de los patrones de distribucién de N-acetilglucosamina y/o acido siélico en
espermatozoides

Los porcentajes de los patrones de distribucion de la unién de la lectina de WGA a los
carbohidratos N-acetilglucosamina y/o &cido sialico se presentan en la figura 9. Observamos que el
patron 1 obtuvo los porcentajes mas bajos entre todos los patrones de distribucion, asi como en todos
los grupos con tratamientos de Cd y en todas las regiones del epididimo, sin embargo, en la region
del caput Gnicamente los grupos con dosis de 0.25 y 0.5 mg/kg tuvieron diferencias significativas con
respecto al grupo Ctrl (p < 0.05), en la region del corpus los valores de los porcentajes de distribucion
permanecieron similares, pero aumentaron las diferencias significativas, al tener todos los grupos
administrados con las diferentes dosis de Cd diferencias significativas contra el grupo Ctrl (p < 0.05),
en la region de la cauda se mantuvieron las diferencias significativas entre todos los grupos

administrados con las dosis de Cd contra el grupo Ctrl (p < 0.05).

En el caso del patron 2, se distingui6é que fue el patron dominante entre todos los descritos
previamente, al ser el que presento los porcentajes méas altos entre todos los grupos tratados con las
dosis de Cd, asi como en el grupo Ctrl, a lo largo de las tres regiones del epididimo. En la regién del
caput todos los grupos tratados con Cd tuvieron diferencias significativas con el grupo Ctrl (p <0.05),

asimismo, se observo que habia una diferencia significativa entre el grupo con la dosis de Cd 0.125
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mg/kg contra el grupo de la dosis de 0.5 mg/kg (p < 0.05). En la regién del corpus se mantuvieron las
diferencias significativas entre todos los grupos tratados con dosis de Cd y el grupo Ctrl (p < 0.05),
aunado al hecho de que el grupo con la dosis de Cd 0.125 mg/kg presenté diferencias significativas
con respecto a los grupos con las dosis de Cd 0.25 y 0.5 mg/kg (p < 0.05). En la region de la cauda
Unicamente se mantuvieron las diferencias significativas entre todos los grupos con tratamiento de

Cd contra el grupo Ctrl (p < 0.05).

En los porcentajes de distribucién del patron nimero 3 en la region del caput no se mostraron
diferencias significativas entre los grupos tratados con las dosis de Cd contra el grupo Ctrl, mientras
que en la region del corpus se determind que Unicamente el grupo con la dosis de Cd 0.5 mg/kg
mostr6 una diferencia significativa al hacer la comparacion con el grupo Ctrl (p <0.05), y en la region
de la cauda se observd que todos los grupos tratados con las diferentes dosis de Cd fueron

significativamente diferentes al grupo Ctrl (p < 0.05).

En los porcentajes de distribucion del patrén numero 4, que fue en el que no se observd
fluorescencia, se distinguié que en todos los grupos tratados con las dosis de Cd los valores fueron
mayores a los que se registraron para el grupo Ctrl, asimismo, observamos que los valores de los
porcentajes en los grupos con administracién de Cd, tenian una relacion dependiente con la dosis
administrada. En la regién del caput observamos que todos los grupos tratados con las dosis de Cd
tuvieron diferencias significativas con el grupo Ctrl (p < 0.05), por otra parte, y la dosis de Cd 0.125
mg/kg tuvo una diferencia significativa con la dosis de Cd 0.5 mg/kg (p < 0.05). En la region del
corpus se mantuvieron las diferencias significativas entre los grupos tratados con Cdy el grupo Ctrl
(p < 0.05), asimismo, se siguié presentando la diferencia significativa entre las dosis de Cd 0.125 y
0.5 mg/kg (p < 0.05). En la regién de la cauda se mantuvieron las diferencias significativas entre
todos los grupos con tratamientos de Cd y el grupo Ctrl (p < 0.05), ademas, la dosis de Cd 0.125
mg/kg mostro diferencias significativas contra las dosis de Cd 0.25 y 0.5 mg/kg (p < 0.05).
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Campo claro

Fluorescencia

Patron 1
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Patron 3
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Figura 8. Micrografias de patrones de distribucidn de fluorescencia de N-acetilglucosamina y/o acido
sialico en espermatozoides. Microscopia de campo claro y fluorescencia, 20X.
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Figura 9. Porcentajes de distribucion de patrones de fluorescencia de N-acetilglucosamina y/o acido sialico en la membrana de los espermatozoides
de las tres regiones del epididimo. Los datos estan expresados como la media + EEM, (n = 6). % < 0.05 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd; °p <
0.05Cd 0.125 vs Cd 0.25 y 0.5 mg/kg.
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4.6.3. Indice de fluorescencia de N-acetilglucosamina y/o acido sialico

El indice de fluorescencia de N-acetilglucosamina y/o acido sialico de los espermatozoides de
los grupos tratados con las diferentes dosis de Cd y del grupo Ctrl en cada region del epididimo, se
muestra en la figura 10. Hallamos que en el indice de fluorescencia de los grupos administrados con
las diferentes dosis de Cd disminuyeron los valores en cada region del epididimo en comparacién con
el grupo Ctrl correspondiente, mostrando diferencias significativas al compararlos (p < 0.001), por el
contrario, no se observaron, diferencias significativas entre los grupos tratados con Cd. En el caput,
los indices de fluorescencia del grupo Ctrl y los tratados con las dosis de Cd 0.125 y 0.25 mg/kg
tuvieron los valores mas bajos. En el corpus se registraron los valores mas altos, manteniéndose las
diferencias entre los grupos expuestos a Cd contra el grupo Ctrl (p < 0.001). En la cauda, el indice de
fluorescencia de todos los grupos analizados disminuyo, particularmente en el grupo de Cd 0.5 mg/kg,

sin embargo, solo hubo diferencias significativas entre los grupos con Cd y el grupo Ctrl (p < 0.001).

40000 fcul
1 Ccd 0.125 mg/kg
«. 30000 %Cd 0.25 mg/kg
§ == #Cd 0.5 mg/kg
© 20000
10000
0

Indice de fluorescencia
Corpus

30000

Cauda

20000

10000

0
Figura 10. indices de fluorescencia de los N-acetilglucosamina y/o &cido sialico. Los datos estan

expresados como la media + EEM, (n = 6). ?p < 0.001Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd.
p p grup
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4.6.4. Patrones de distribucion de manosa en espermatozoides

El carbohidrato manosa se identifico en la membrana plasmética de los espermatozoides de las
tres regiones del epididimo de los machos tratados con las diferentes dosis de Cd y de los machos del
grupo Ctrl mediante el marcaje con la lectina aglutinina de Con-A. Tras haber realizado el marcaje
de los espermatozoides, se pudieron reconocer 4 patrones de la distribucién de manosa, los cuales se
muestran en las fotomicrografias de la figura 11. En el patrén 1, se observo que la distribucién de
manosa estuvo principalmente en el flagelo del espermatozoide y fue ligera en la regién de la cabeza.
En el patrén 2, la distribucion de manosa solo identificé en la cabeza del espermatozoide. En el patrén
3, manosa se observo a lo largo de la region de la cabeza y en la pieza principal del espermatozoide.
En el patrdn 4, los espermatozoides, no mostraron alguna marca de la unién con la lectina de Con-A,

por lo que fueron denominados sin fluorescencia (figura 11).

4.6.5. Porcentajes de los patrones de distribucion de la fluorecencia de manosa

Los porcentajes de los patrones de distribucion de manosa en la membrana plasmatica de los
espermatozoides se presentan en la figura 12. En el patron de distribucion ndmero 1 los promedios
de los valores de los porcentajes estuvieron entre 24.67-30.25 en el caput, 22.5-26.67 en el corpus y

23-24.33 en la cauda y no mostraron diferencias significativas ninguno de los grupos.

Los porcentajes en el patrén de distribucion nimero 2 tuvieron valores un poco mayores a los
mostrados por el patrén namero 1, los promedios de los valores fueron de 26.5-33 en el caput y se
mostraron diferencias significativas entre el grupo Ctrl (33.0) con los grupos tratados con las dosis
de Cd de 0.25 (X 27.67) y 0.5 mg/kg (X 27.0) (p < 0.05), sin embargo, en el corpus el promedio de
los valores que estuvo entre 26.17-30.83 y en la cauda cuyo promedio fue de 27-29.17 no hubo

diferencias significativas.

Observamos que el patron de distribucién nimero 3 presento los porcentajes mas altos en los
grupos tratados con Cd y el grupo Ctrl en las tres regiones del epididimo, el valor promedio de los
porcentajes registrados entre los grupos evaluados estuvieron entre los 31.83-37.17 en el caput, entre
30-46.5 en el corpus y entre 30.33-47.83 en la cauda, en el caput los grupos tratados con Cd tuvieron
diferencias significativas con el grupo Ctrl (p < 0.05), en el corpus se mantuvieron las diferencias
significativas entre los porcentajes de los grupos tratados con Cd y el grupo Ctrl, ademas que el
promedio del grupo con dosis de Cd 0.125 mg/kg (X 39.50) tuvo diferencias significativas al
compararlo con el grupo de la dosis de Cd 0.5 mg/kg (X 30.0) (p < 0.05), en la cauda permanecieron

las diferencias significativas entre los promedios de los grupos tratados con Cd y el grupo Ctrl X
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47.83), y surgieron diferencias significativas entre todos los grupos tratados con Cd, el valor promedio
de los porcentajes de los grupos tratados con Cd fue de 38.25 para la dosis de 0.125 mg/kg, 34.17
para la dosis de 0.25 mg/kg y de 30.33 para la dosis 0.5 mg/kg (p < 0.05).

Los porcentajes del patron de distribucién ndmero 4 fueron los méas bajos encontrados, sin
embargo, mostraron el mayor nimero de diferencias. En el caput todos los grupos tratados con Cd
tuvieron diferencias significativas con el grupo Ctrl (X 3.2), asimismo la dosis de Cd 0.125 (X 8.5)
tuvo diferencias significativas con las dosis de 0.25 y 0.5 mg/kg (X 11.0 y 16.5, respectivamente) (p
< 0.05). En laregion del corpus se mantuvieron las diferencias significativas descritas para la region
del caput (p < 0.05), de tal manera que en el grupo Ctrl se registré un valor X 2.67 y en los grupos
tratados con Cd el porcentaje fue de X 38.25 para la dosis de 0.125 mg/kg, X 34.17 para la dosis de
0.25 mg/kg y de X 30.33 para la dosis 0.5 mg/kg, en la regién de la cauda hubo diferencias
significativas entre todos los grupos (p < 0.05), el valor que se registré entre los porcentajes fue de X
2.0 para el grupo Ctrl, X 9.75 en el grupo con la dosis de Cd 0.125 mg/kg, X 13.83 en el grupo con
la dosis de 0.25 mg/kg y de X 17.17 para el grupo con la dosis de 0.5 mg/kg.
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Figura 11. Micrografias de patrones de distribucion de fluorescencia de manosa en espermatozoides.
Microscopia de campo claro y fluorescencia, 20X.
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Figura 12. Porcentajes de distribucién de patrones de fluorescencia de manosa en la membrana de los espermatozoides de las tres regiones del

epididimo. Los datos estan expresados como la media + EEM, (n = 6). ?p < 0.05 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd; °p < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25

y 0.5 mg/kg; °p < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/Kkg.
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4.6.6. Indice de fluorecencia de manosa

El indice de fluorescencia de manosa en los espermatozoides de cada region del epididimo de
los grupos tratados con las diferentes dosis de Cd y del grupo Ctrl se muestra en la figura 13.
Encontramos que el Cd provoco una disminucion significativa en los valores de los indices de
fluorescencia de los espermatozoides de los grupos administrados con Cd con respecto a los valores
de los indices de fluorescencia de los espermatozoides del grupo Ctrl en cada region del epididimo (p
< 0.001). Aunque entre los grupos administrados con las dosis de Cd no encontramos alguna
diferencia significativa. En la regién del caput los grupos Ctrl y dosis de Cd 0.125 y Cd 0.5 mg/kg,
fueron los mas bajos. Los indices de florescencia mas altos de todos los grupos experimentales se
registraron en la region del corpus. En la region de la cauda los indices de fluorescencia disminuyeron
respecto al corpus, sin haber cambios en las diferencias significativas entre los grupos con dosis de
Cdy el grupo Ctrl (p < 0.001).
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Figura 13. Indices de fluorescencia de manosa. Los datos estan expresados como la media + EEM, (n

=6). °p < 0.001 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd.
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4.6.7. Indice de fluorecencia de fucosa

Posterior a la incubacion de los espermatozoides de cada una de las regiones del epididimo de
todos los grupos tratados con las diferentes dosis de Cd y del grupo Ctrl, con la lectina UEA, no fue
posible detectar la distribucion de fucosa en la membrana plasmética de los espermatozoides por
medio de microscopia de epifluorescencia, asimismo, por medio de microscopia de campo claro se
verifico la existencia de espermatozoides en las muestras analizadas para este carbohidrato, por lo
que no fue posible que estableciéramos patrones de su distribucién en la membrana plasmatica de

dichos espermatozoides.

Al mismo tiempo, se corrieron los analisis por medio de citometria de flujo, con lo que se pudo
determinar la presencia de fucosa en los espermatozoides de cada una de las regiones del epididimo
de los machos tratados con las diferentes dosis de Cd y de los machos del grupo Ctrl, para asi poder
calcular el indice de fluorescencia que se muestra en la figura 14. Encontramos que el Cd mantuvo
una reduccion significativa en todos los indices de fluorescencia de fucosa de los espermatozoides de
cada una de las regiones del epididimo de los grupos administrados con diferentes dosis de Cd, al
hacer la comparacion con los indices de fluorescencia de los espermatozoides del grupo Ctrl de cada
region del epididimo correspondiente (p < 0.001), sin embargo, entre los grupos administrados con
las diferentes dosis de Cd no se encontraron diferencias significativas. En la region del caput los
indices de fluorescencia de fucosa registraron los valores mas bajos en cada uno de los grupos
analizados, incluyendo al grupo Ctrl, hacia la region del corpus el valor de los indices de fluorescencia
incremento en todos los grupos analizados, siendo méas evidente el aumento en los grupos Ctrl y Cd
0.125 mg/kg, no obstante, en todos los grupos con la administracion de las dosis de Cd se mantuvieron
Unicamente las diferencias significativas contra el grupo Ctrl (p < 0.001). En la region de la cauda, el
indice de fluorescencia de fucosa se mantuvo con valores similares a los de la region del corpus, y
Gnicamente los grupos con administracion de las dosis de Cd tuvieron diferencias significativas al ser

comparados con el grupo Ctrl (p < 0.001).
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Figura 14. indices de fluorescencia de fucosa. Los datos estan expresados como la media = EEM, (n

= 6). p < 0.001 Ctrl vs grupos con tratamiento de Cd.
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5. DISCUSION

El Cd es un agente toxico presente en el medio ambiente que se deriva de actividades
antropogénicas. Es bien sabido que este metal pesado puede tener impactos negativos tanto en la salud
humana como animal. ElI Cd se puede encontrar en el agua y los alimentos, incluidas semillas,
verduras y mariscos (Bashir, Manoharav y Prabu, 2014), no tiene funciones bioldgicas favorables
para el organismo (Khan et al., 2017). Puede bioacumularse significativamente en el cuerpo humano
debido a su lenta tasa de excrecion a través de la orina (Arain et al., 2015). El Cd tiene una vida media
notablemente larga estimada entre 20 a 40 afios; por lo tanto, la exposicion puede conducir a una
bioacumulacién significativa en organismos (Marettova et al., 2015). La exposicion al Cd tiene
consecuencias para el desarrollo sexual masculino y la fertilidad debido a sus efectos negativos sobre
el funcionamiento del eje HHT (Lafuente, 2013) y otros érganos reproductores, incluida la préstata,
las vesiculas seminales y el epididimo (Sengupta, 2014). Este estudio verific6 la bioacumulacion de
Cd de manera dosis-dependiente en las tres regiones del epididimo de ratas macho mediante la
administracion de este metal desde el nacimiento hasta el final de la pubertad, cuantificando las
cantidades que persistieron en el DPN 90. Nuestros resultados concuerdan con los de Lacorte et al.
(2013), quienes reportaron concentraciones mas altas de Cd en la sangre y el epididimo de las ratas
macho expuestas. La presencia de Cd en la sangre es un buen indicador del nivel de exposicién al que
se ha estado expuesto por periodos breves de semanas o incluso por varios meses (Zeng et al., 2004;
Chen et al., 2016), si bien en nuestro estudio los grupos tratados con Cd difieren significativamente
del Ctrl. El anélisis estadistico mostr6 que el nivel de Cd en la sangre de los grupos tratados
correspondia con la dosis administrada; es decir que hay una correlacion positiva entre la dosis de
cadmio y la concentracion de Cd presente en sangre. Las alteraciones que podrian estarse presentando
en las células sanguineas son debidas, por un lado, al desbalance entre las capacidades oxidativas y
antioxidantes que conducen a la lipoperoxidacion por un incremento de radicales libres. Estas
alteraciones pueden afectar la integridad de la membrana de las células sanguineas, pues el Cd puede
modificar el contenido de fosfolipidos y proteinas causando fluidez en la membrana (Al-Fartosi et
al., 2010; Matovi¢ et al., 2015), y por otra lado, en las funciones de las células sanguineas
relacionadas con la perdida de 4&tomos de hierro en la hemoglobina, ademas de, una deficiencia en la
oxigenacion de los tejidos, fuga de hemoglobina al plasmay una tendencia a la hemolisis intravascular
y una reduccion en los niveles de Zn (Demir y Oner, 1995; Matovi¢ et al., 2015). También, las
alteraciones en las células sanguineas se han relacionado con la hematotoxicidad que causa el Cd per
se, pues en trabajos como el de Al-Fartosi et al. (2010) y el de Matovi¢ et al., (2013; 2015) se emplea
al acetato de Cd como xenobidtico, y se encontraron dafios equivalentes a los que produce en células

sanguineas por la exposicion a CdCl,. Debido al hecho de que el Cd puede unirse a proteinas como
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la albumina y la transferrina (Li et al., 2020), esto le permite llegar a varios 6rganos diana, como es
el caso del epididimo en el que observamos una acumulacion relacionada con la dosis de Cd
administrada. La entrada de este metal a las células del epitelio epididimario se debe a que el Cd altera
las interacciones célula-célula y a las uniones estructurales que constituyen a la barrera
hematoepididimaria (Adamkovicova et al., 2014), y aungque son pocos los estudios que examinan la
capacidad de las células del epitelio epididimario para desintoxicar a este érgano de contaminantes
ambientales como metales pesados, se ha establecido que es importante el entendimiento en la
regulacién y la actividad que presentan las metalotioneinas en los tejidos reproductivos, debido a que
estas proteinas ricas en residuos de cisteina pueden captar metales como Zn, Cu y Cd (Ohta et al.,
2019). Al respecto, los trabajos de Cyr et al. (2001) y de Tang (2007) nos ayudan a comprender por
qué en nuestros analisis; ademas de encontrar una mayor bioacumulacion de Cd en el epididimo en
comparacién con la sangre, siendo la regién mas distal de este 6rgano donde se presentaron los valores
mas altos de bioacumulacion de Cd en los tres grupos experimentales. Cyr et al. (2001) encontraron
que la exposicién a una dosis de 5 pmol/kg de Cd incrementa los niveles de RNAm de las isoformas
I, Il 'y Il de las metalotioneinas en las regiones proximales del epididimo, en comparacion con la
region distal dénde el nivel de los RNAm lleg6 a disminuir significativamente, por su parte Tang
(2007) sefiala que al evaluar la expresion de la isoforma | por Western blot, esta disminuye tras el
tratamiento de 2 mg/kg de Cd por 10 dias, en estos trabajos por medio de inmunohistoquimica se
hall6 que la localizacion de estas proteinas sucede en células basales y en células claras de forma
natural, sin embargo, el Cd al modificar la sintesis de metalotioneinas por efectos directos en dichas
células y porqué disminuye la concentracion de T de la cual la sintesis de estas proteinas es
dependiente, podiamos proponer que las diferencias en la acumulacion de Cd en las diferentes
regiones del epididimo estan vinculadas con la pérdida progresiva de la capacidad de las
metalotioneinas para mantener libres a las células de Cd, y que esto lleve a la alteracion en el proceso
de maduracion espermaética debido a que los espermatozoides que son almacenados en la cauda son
un blanco para los xenobi6ticos, y en consecuencia la presencia de Cd en el epididimo se pueda
asociar con algunas de las causas de infertilidad masculina (Gregory y Cyr, 2014), entre ellas por
ejemplo, que en los seres humanos el Cd alcaliniza el fluido presente en el lumen del epididimo e
inhibe la funcién de la H-ATPasa que es crucial para el almacenamiento y la maduracion de los
espermatozoides (Nnadi y Ngozi, 2018). Asimismo, el Cd afecta la fisiologia del testiculo de
mamiferos al causar severos dafios estructurales que disrumpen la barrera hematotesticular, esto
provoca graves alteraciones tanto en las células del epitelio seminifero como en las del compartimento
intersticial entre las cuales las células de Leydig son afectadas debido a que altera la regulacion del

ambiente que es necesario para su desarrollo, por lo que el Cd dificulta su crecimiento y puede inducir
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tumores (Zhu et al., 2020). Ademas de aumentar su apoptosis al activar vias de sefializacion que estan
reguladas por la actividad de caspasas 3y 9 e inducir estrés oxidativo que dafia al DNA de las células
de Leydig (Wang et al., 2013; Zhu et al., 2020), por lo que se reduce su nimero y se inhibe su
actividad, lo que causa una disminucion en la sintesis de T (Wu et al., 2017; Tariba-Lovakovi¢, 2020).
En el presente estudio se cuantificd la concentracion de T en el suero de ratas adultas y se comprob6
gue estos valores disminuyeron de manera dosis-dependiente en los grupos tratados con Cd. Yari et
al. (2016) obtuvieron resultados similares, reportaron que después de la administracion de Cd, la
concentracion de T disminuyd con respecto a su grupo Ctrl. Esto se puede explicar haciendo
referencia a los informes que demuestran que la sintesis de T en células de Leydig esta regulada tanto
por una via de sefalizacion compleja, por una red de transporte de esteroides y por la funcién de
diversas enzimas biosintéticas, ademas la produccion de T esta regulada desde el eje HHT, debido a
que la LH que es secretada desde la hipdfisis requiere de unirse a su receptor presente en las células
de Leydig, sin embargo se ha descrito que el Cd afecta los tres niveles del eje y genera alternaciones
en sus funciones (Lafuente et al., 2013; Wu et al., 2017), a la par se sabe que el Cd reduce el nivel de
expresion de genes esteroidogénicos y la produccion de sus proteinas como StAR, regula a la baja el
nivel de las enzimas citocromo P450scc y P450,7, 3B-HSD (Ji et al., 2010; Alkhedaide et al., 2016)
y 17B-HSD (Knazicka et al., 2015), respecto a la disminucion de la actividad testicular de StAR, y de
las 3B y 17p-HSD se ha descrito por Ujah et al. (2017) que el tratamiento con 5 mg/kg de CdCl; por
cuatro semanas incrementa la concentracion testicular de colesterol debido a la disminucion de su
transporte al interior de las células de Leydig y esto reduce la disponibilidad del sustrato para las

enzimas encargadas de la biosintesis de T.

En nuestro trabajo, el epitelio de las tres regiones del epididimo mostrd diferencias en la altura
y en el area de las células principales de los grupos tratados con Cd, lo que podria estar relacionado
con las bajas concentraciones de T que registraron, debido a que este 6rgano es andrégeno-
dependiente para el desarrollo y mantenimiento de su estructura (O'Hara et al., 2011; Kerkhofs et al.,
2012). Observamos que la altura de las células principales del epididimo en la region del caput
aumentd, especialmente en el grupo de Cd 0.5 mg/kg, y que esto se acompafi6 de una disminucion de
la luz del lumen en comparacién con el grupo Ctrl. Esto es similar a los resultados de Lamas et al.
(2017), quienes aplicaron una dosis de 1.2 mg/kg de Cd durante 50 dias. Consideramos que este
cambio se debe al elevado nimero de alteraciones que se produjeron en el citoplasma de las células
principales y al aumento de la vacuolizacion en los tres grupos tratados con Cd, debido a que se ha
determinado que el Cd puede alterar las uniones celulares y a la barrera hematoepididimaria (Dubé y
Cyr, 2013), por lo que una exposicion subcronica causa el engrosamiento del epitelio y origina

cambios en el tamafio y forma de la luz del tbulo, al respecto Adamkovicova et al. (2014) observaron
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cambios estructurales en el epitelio epididimario en la regién del caput y la cauda de ratas adultas
luego de la administracion subcrdnica de Cd en dosis de 30 mg/L por via oral. Asimismo, enfatizan
que, en estas regiones, en el lumen del tubulo se presentd un aumento de espermatozoides que
mostraron un considerable nimero de gotas citoplasmicas adheridas a los flagelos, similar a lo que
hemos descrito en nuestras observaciones, pero con dosis de 0.25y 0.5 mg/kg de Cd principalmente,
razon por la que se ha considerado que los efectos de disrupcidn al epitelio epididimario pueden ser
valorados como un indicador sensible de la deficiencia en la maduracion y movilidad de los

espermatozoides (Dubé y Cyr, 2013).

Otra posible explicacién de los cambios observados en el epitelio del epididimo sugiere que el
Cd entra en las células epiteliales de la misma forma que penetra en otros tipos de células; es decir,
imitando a metales divalentes como el calcio (Ca®") a través del canal dependiente de voltaje o los
transportadores de zinc (Zn) (familia ZIP; Zrt, Irt proteinas relacionadas), especialmente la proteina
ZIP-8 (Arteaga-Silva et al., 2021). También hay informes de que este metal puede inducir estrés
oxidativo y la formacion de EROs, debido a que puede inhibir indirectamente la actividad de enzimas
antioxidantes (Hamada, Tanimoto y Sasaguri, 1997; Wang et al., 2019), esto se debe a que el Cd
interfiere con la homeostasis de metales esenciales y afecta la estructura y funcion de proteinas
antioxidantes al sustituir al Zn, Cu'y Fe, como es en el caso de SOD en la que el Cd desplaza al Zn
de su sitio catalitico (Polykretis et al., 2019; Bovio et al., 2021), lo mismo ocurre en el caso de CAT
al desplazar a Cu y Fe lo que inhibe su funcién (Wang et al., 2015) y en el caso de GPx que se apoya
del selenio (Se) para su actividad catalitica, se forman complejos quimicos entre Cd y Se en el sitio
activo de GPx que afectan su actividad (Messaoudi et al., 2009), también, el Cd al desplazar metales
de su unidn a proteinas causa un incremento en la concentracion de metales redox como Fe o Cu, que
pueden participar en reacciones tipo Fenton produciendo radicales hidroxilos (OH™) que favorecen
disturbios metabodlicos y al desencadenamiento del estrés oxidativo (Valko et al., 2016). Estos
cambios a nivel bioquimico en el epitelio del epididimo podrian estar asociados con modificaciones
de la expresién, secrecion y actividad de las proteinas implicadas en la maduracién y almacenamiento
de espermatozoides (O'Hara et al., 2011; Kerkhofs et al., 2012) y podrian en consecuencia resultar

en la infertilidad masculina (Zhao et al., 2017).

Con respecto a la evaluacion espermética realizada en este estudio, los espermatozoides
obtenidos del caput y del corpus, incluso con la dosis méas baja de Cd que se administré (0.125 mg/kg)
registraron también una disminucion en la concentracion y en la vitalidad como se observo en la

region de la cauda, la reduccidn en los valores de ambos pardmetros en nuestros grupos expuestos a
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Cd ademas de concordar con los resultados de los analisis a los espermatozoides de la region de la
cauda de ratas adultas expuestas a 1 mg/kg de Cd que fueron realizado por Asadi et al., (2013) y Yari
et al., (2010; 2016), sefialan que todas las regiones del epididimo son susceptibles a los efectos que
reducen los parametros de la calidad espermatica. Estudios realizados por Benoff et al. (2009) y por
Li et al. (2016) en eyaculados de humanos informan que existe una relacion entre la baja
concentracion de espermatozoides y la presencia de Cd en la sangre y en el plasma seminal, la
disminucion en el conteo y vitalidad de espermatozoides se debe a la toxicidad causada por el Cd que
promueve cambios degenerativos en varios tejidos incluyendo al testiculo, por lo que ademas de
inducir una disminucion en la concentracion de T también disminuye la presencia de antioxidantes e
induce estrés oxidativo que incrementa la expresion de marcadores asociados a la apoptosis de células
de Sertoli y células germinales (Alkhedaide et al., 2016), entre las células que causa apoptosis el Cd
se encuentran los espermatocitos primarios y secundarios e igualmente reduce la poblacion y vitalidad
de espermatogonias debido a que se modifica el medio en el que se encuentran (Asadi et al., 2013;
Zhu et al., 2020), también como se menciono anteriormente, debido a que el Cd ocasiona un aumento
en la permeabilidad de la barrera hematotesticular causa alteraciones en las uniones entre las células
que la integran y origina necrosis en las células de Sertoli y las células germinales (Marettova et al.,
2015), por lo que el Cd al altera la homeostasis testicular y reducir la poblacion de las células presentes
en los tubulos seminiferos causa problemas de fertilidad relacionados con la disminucion en la
concentracion y la vitalidad de los espermatozoides debido a fallas en la espermatogénesis
(Skolarczyk et al., 2018). Los bajos valores que obtuvimos en la evaluacion de los espermatozoides
después de la exposicién al Cd también se podrian relacionar con la entrada de este metal al epitelio
del epididimo, debido a que cada tipo celular contribuye favorablemente al establecimiento y
regulacion de un ambiente luminal Unico que beneficia al mantenimiento de la concentracion,
vitalidad, maduracion y almacenamiento de los espermatozoides (Souza et al., 2017), sin embargo la
alteracion y mal diferenciacion del epitelio epididimario repercuten en los pardmetros espermaticos
y en la fertilidad (Carvajal et al., 2018) como ha sido observado en investigaciones dénde se
administré Cd y se observaron alteraciones en espermatozoides y en el epitelio epididimario (Asadi
et al., 2013; Adamkovicova et al., 2014).

Los cambios en la membrana del espermatozoide durante el transito a través del epididimo son
de gran importancia para el proceso de fertilizacion (Gervasi y Visconti, 2017). Estas modificaciones
incluyen la glicosilacion y la modificacion y/o eliminacion de carbohidratos (Tecle y Gagneux, 2015)

para formar el glicocdlix de la membrana del espermatozoide, que es necesario para que el
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espermatozoide penetre en el cumulos oophorus, reconozca la zona peldcida y fertilice el ovocito
(Cheon y Kim, 2015).

Hasta ahora, no se sabia, si el Cd afecta el proceso de glicosilacion durante la maduracion de
los espermatozoides del epididimo. El marcaje de carbohidratos mediante su union especifica con
lectinas y la citometria de flujo permiten explorar la composicion del glicocalix espermético (Xin et
al., 2016). En este trabajo, reportamos los efectos del Cd en la maduracién de los espermatozoides
del epididimo considerando los cambios en los carbohidratos de membrana (N-acetilglucosamina y/o
acido sialico, manosa y fucosa) revelados por marcaje con lectinas especificas. Pudimos observar los
patrones de carbohidratos, determinar sus indices de fluorescencia y documentar los cambios en su
distribucion en la membrana del espermatozoide durante el transito a través del epididimo. Informes
referentes a la membrana de los espermatozoides afirman que el carbohidrato N-acetilglucosamina
juega varios papeles porque es necesario para la adquisicion de la movilidad del espermatozoide
(Tourzani et al., 2018), el reconocimiento de gametos (Gonzalez-Santos et al., 2019), el inicio de la
reaccion acrosomal y en la unién espermatozoide-ovocito (Wu y Sampson, 2014; Tecle y Gagneux,
2015). Mientras tanto, el acido sidlico proporciona la carga negativa a la membrana del
espermatozoide para ayudarlo a llegar al sitio de fertilizacion (Ma et al., 2016; Fernandez-Fuentes et
al., 2018). En nuestros resultados, N-acetilglucosaminay &cido sialico estaban presentes en todos los
grupos, principalmente en la cabeza del espermatozoide, un hallazgo que concuerda con estudios
previos (Cortés et al., 2004; Long, 2014; Wu y Sampson, 2014; Ma et al., 2016). En las muestras de
espermatozoides de los grupos tratados con Cd, observamos una disminucién de aproximadamente
un 30% en la presencia de carbohidratos, acompariada de alteraciones en la distribucién en la
membrana plasmatica del espermatozoide, especialmente en las muestras del corpus. Una
disminucién que también se observo fue en el indice de fluorescencia de N-acetilglucosamina y/o
acido sialico de las muestras de espermatozoides de los tres grupos tratados con Cd. En estudios
previos, Tulsiani (2003; 2006) sefialé que los residuos de N-acetilglucosamina se agregan a la
membrana del espermatozoide por la enzima N-acetilglucosamintransferasa, que tiene mayor
actividad entre la region distal del caput y la region proximal de la cauda, ambas regiones flanquean
al corpus. El acido sialico es afiadido por la enzima sialiltransferasa, que es mas activa en el caput
proximal pero menos en la region distal de la cauda cerca del corpus. Estos hallazgos corroboran
nuestros resultados, donde se obtuvieron indices de fluorescencia més altos para N-acetilglucosamina
y &cido siélico en muestras del corpus, aunque los cambios en los grupos tratados con Cd no fueron
significativos en todas las regiones del epididimo. Los indices de fluorescencia obtenidos de las

muestras de los grupos tratados con Cd podrian explicarse por la disminucién en la concentracion de
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T y las alteraciones de las células epiteliales del epididimo causadas por Cd, como se muestra en la
histologia de las tres regiones epididimarias, ya que se sabe que la glicosilacion en el epididimo
depende de hormonas esteroides como la T (Lee, 2018), de forma directa no se ha evaluado y aclarado
el mecanismo preciso por el cual el Cd afecta la adicion de carbohidratos como N-acetilglucosamina
y &cido sialico a la superficie de los espermatozoides por lo que aln es necesario analizar con mayor
detalle estos efectos, lo que si ha sido observado en el caso del &cido sialico es que al surgir diferencias
cualitativas y cuantitativas en su presencia se observan afecciones en la salud, en diferentes etapas de
crecimiento celular, diferenciacion, envejecimiento y transformacioén maligna (Schauer, 2004), en el
estudio de Aktac et al. (2010) evaluaron el efecto del Cd en el metabolismo del acido sialico en
diferentes tejidos de especimenes de Cyprinus carpio expuestos a concentraciones de 0.1, 0.5 and 1.0
ppm de Cd en 100 litros de agua por siete dias y observaron que modificaba la concentracion de acido
sidlico de acuerdo con la dosis, no obstante no se ha evaluado los mecanismos y vias afectadas por
estos cambios, tanto en la salud general del organismo como la de los tejidos estudiados, Unicamente

se ha relacionado esta causa con el incremento de los efectos toxicos del Cd.

Los residuos de manosa se agregan a la membrana de los espermatozoides durante la
espermatogenesis y se modifican a medida que maduran en el epididimo (Jiménez et al., 2003;
Aliabadi et al., 2013). Manosa es un carbohidrato importante en la capacitacion, la reaccion acrosomal
(Aliabadi et al., 2013) y en la unién a la zona pellcida del ovocito en diferentes especies, incluidos
los humanos (Jiménez et al., 2006). De acuerdo con Gamzu et al. (2002) y Sharma et al. (2014), se
encuentran residuos de manosa en la membrana del espermatozoide. En nuestro trabajo, los resultados
obtenidos para el grupo Ctrl confirman la presencia de manosa en diferentes regiones de la membrana
espermatica; sin embargo, los hallazgos registrados en los grupos tratados con Cd muestran que la
manosa estaba ausente en al menos el 25% de los espermatozoides analizados. Por lo tanto, es posible
considerar que el Cd interfiera o modifique la actividad de manosiltransferasa, que es la enzima
necesaria para agregar manosa durante el transito de los espermatozoides a través del epididimo
(Sharma et al., 2014). Mediante citometria de flujo, observamos que el indice de fluorescencia de las
muestras del grupo Ctrl en las tres regiones del epididimo presentd el patrén reportado para presencia
de manosa por Hall y Killian (1987), donde el mayor contenido de manosa en la membrana del
espermatozoide se encontrd entre las regiones del caputy el corpus, con una disminucion en la cauda.
En las muestras de nuestros grupos tratados con Cd observamos una disminucion en el indice de
fluorescencia en todas las regiones del epididimo, aunque no fueron significativas al comparar entre
si a los grupos tratados. Respecto a la participacion de manosa en la induccion de la reaccion

acrosomal, se ha visto por Benoff et al. (1997) que en espermatozoides de humanos la disminucion
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de la expresion de sus receptores inhibe la reaccion acrosomal, mientras que Méndez et al. (2011)
sefialan que la incubacion de espermatozoides de eyaculados humanos in vitro en concentraciones de
2 'y 4 ppm de CdCl, causa una reduccién en el porcentaje de reaccionados, aunque sin diferencias
significativas marcadas, por lo que es bueno analizar el efecto de la exposicion a Cd en modelos in
vivo como el que realizamos, para evaluar si la modificacion de manosa durante la glicosilacion de la
membrana plasmatica repercute en la reaccion acrosomal de los espermatozoides maduros y
asimismo comprender los efectos del Cd en la glicosilacién de otros tipos celulares y érganos
involucrados en procesos reproductivos, al respecto, Diaz et al. (2017) informaron que la
administracion de Cd a ratas hembras gestantes a una dosis de 10 ug/g de peso corporal tuvo un efecto
perjudicial sobre el patrén de glicosilacion de la placenta y reduce la unién de la lectina Con-A a
manosa. Algo similar puede haber ocurrido en nuestro estudio en donde observamos una menor union
de la lectina de Con-A a manosa, pues como lo sefiala Diaz y colaboradores (2017) el Cd interfiere
en los factores genéticos que dan pie a la formacion de la estructura final de las glicoproteinas y es
posible que el Cd induzca varios cambios epigéneticos que afecten los patrones de glicosilacion, sin
embargo esto se ha evaluado en una dosis mayor a las que administramos, por lo que esta pendiente
realizar estos analisis a menores dosis y en una correlacion entre la union lectina-carbohidrato y la
actividad de glicosiltransferasas y glicosidasas como las que tiene relacién con la presencia de manosa

en espermatozoides.

La fucosa es un carbohidrato que facilita la unién de los espermatozoides a las proteinas de la
zona pelucida (Tulsiani y Abou-Haila, 2011) e interviene en la reaccion acrosomal (Wu y Sampson,
2014). No se detecto la distribucion de fucosa en la membrana del espermatozoide por microscopia
de fluorescencia, pero por citometria de flujo se identificé un indice de fluorescencia, en valores méas
bajos gue en los otros carbohidratos analizados. El indice de fluorescencia de fucosa en las muestras
del grupo Ctrl fue mayor en el corpus que en el caput o cauda, mientras que los valores del indice en
las muestras de los grupos tratados con Cd mostraron disminuciones en todas las regiones del
epididimo. En este sentido, Tulsiani (2003) encontr6 fucosilacién en la membrana de los
espermatozoides del epididimo usando fucosa radiomarcada ([**C] fucosa) y visualizando
glicopéptidos radiomarcados por autorradiografia descubrié que la mayor adicion de [**C] fucosa a
la membrana se produjo en los espermatozoides del caput distal (cerca del corpus), y que la actividad
de la fucosiltransferasa en el epididimo aumento en el caput distal, pero disminuy6 en la cauda (Ram
et al., 1989). Nuestros resultados se integran a esos hallazgos, ya que la mayor presencia de fucosa
se encontro en los espermatozoides del corpus, una region inmediata al caput distal. Estos resultados

dan pie a explorar més a detalle el hallazgo de Wu y Sampson (2014) en el que se sefiala que la
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presencia de fucosa al igual que de manosa y N-acetilglucosamina en los espermatozoides de la cauda
del epididimo es necesaria para poder comenzar la reaccion acrosomal, sin embargo, se ha descrito
gue el Cd interfiere en este proceso tanto en modelos in vivo como in vitro (Oliveira et al., 2009;
Wang et al., 2017), por lo que ain hace falta estudios que relacionen la exposicion a Cd con la
presencia de fucosa u otros carbohidratos y la proporcion de espermatozoides que tienen reaccion. Es
importante conjuntamente considerar que el Cd pudo haber causado las diferencias observadas en la
concentracion de fucosa en las muestras de espermatozoides de las tres regiones del epididimo tras
haber sido afectadas la sintesis y/o el funcionamiento de la enzima fucosiltransferasa, que esta
regulada por parte del epitelio epididimario (Ram et al., 1989; Domino et al., 2001) para su presencia
en el liquido luminal (Tulsiani 2006). Sin embargo, la actividad de esta enzima no se midi6 en este
estudio, y tampoco existen antecedentes directos, dado que los efectos y las consecuencias de la
modificacion en la presencia y concentracion de fucosa en la membrana plasmatica de
espermatozoides por efecto de la exposicion a Cd no han sido estudiados a profundidad hasta la fecha,
sin embargo, en otros estudios se ha evaluado la participacion que tiene la exposicion de residuos de
fucosa en la membrana de otras células, como en el caso de eritrocitos de rata en los que Ponomareva
et al. (2005) observaron mediante estudios in vitro que el Cd incrementaba la lipoperoxidacion tras
favorecer el reconocimiento de fucosa por diferentes lectinas, por otra parte en el caso de células
vegetales del tallo de Medicago sativa, Gutsch et al. (2019) observaron que tras la exposicion
prolongada a Cd se generaban cambios en la composicion y la estructura de los polisacéridos de la
pared celular, sin embargo aunque a partir del analisis de monosacéridos como manosa y fucosa no
se encontraron diferencias significativas con su respectivo control, si se observo un incremento de
proteinas de superficie relacionadas con la defensa de la planta las cuales eran ricas en polisacaridos,
y que se pueden relacionar con que la presencia de fucosa no disminuya totalmente; consideramos
que las diferencias en la composicién de fucosa y de otros carbohidratos explorados en la superficie
de los distintos tipos celulares expuestos a la toxicidad del Cd, se debe a que en el caso de células
somaticas desde su interior se pueden generar respuestas de proteccion o adaptacién para su
supervivencia, mientras que los espermatozoides al ser células silenciadas transcripcionalmente
dependen de la proteccion y de los cambios que les ofrecen drganos como el epididimo para su

supervivencia y el mantenimiento de las caracteristicas que los hacen ser competentes.

Con base a los resultados obtenidos en este estudio, podemos proponer un mecanismo que
explique el efecto que ocasiona el Cd sobre el proceso de glicosilacion de la membrana espermatica
durante el paso por el epididimo. EI Cd suele ser transportado a través del torrente sanguineo a

diferentes 6rganos blanco, como es el caso del testiculo y el epididimo, en el testiculo el Cd afecto a
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los diferentes tipos celulares presentes, entre ellos a las células de Leydig en las que se sintetiza a la
T asi como a las células de Sertoli y a las germinales dentro de los tubulos seminiferos por lo que se
afectd la concentracion de espermatozoides, en el caso de las células del epitelio epididimario se ha
descrito que el Cd puede entrar por medio de canales de Ca** y de transportadores de Zn, lo que
ocasiono que se pudiera acumular entre sus tres regiones, esto indujo diversos dafios a nivel
histoldgico que en conjunto con la disminucion en la concentracion de Ty los efectos de la entrada
de Cd a las células del epididimo, se pudieron haber afectado a las enzimas con actividad de
glicosilacidn, lo que repercutid en la presencia y en la distribucidon de los carbohidratos analizados en
la membrana plasmatica de los espermatozoides de los grupos tratados con las distintas dosis de CdCl,
a lo largo de las tres regiones del epididimo, como se muestra en el modelo de la figura 15.
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Figura 15. Modelo esquematico del mecanismo propuesto para explicar el efecto que genera el Cd
sobre el proceso de glicosilacion durante la maduracion espermatica epididimaria de la rata Wistar.
El Cd afecta al epitelio del testiculo y reduce la concentracion y vitalidad de espermatozoides y la

concentracion de T, mientras que en el epididimo afecta a las células del epitelio y a la adicion de
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carbohidratos (CHOs) que se incorporan en el proceso de glicosilacion de la membrana plasmatica

de los espermatozoides durante la maduracion espermaética.

6. CONCLUSIONES

1. El Cd se bioacumula en las tres regiones del epididimo ain después de ser administrado en
dosis bajas.

2. El Cd altera la distribucion y concentracion de los carbohidratos analizados en la membrana
plasmatica de los espermatozoides en el epididimo.

3. La exposicion al Cd en estadios posnatales tempranos provoca una disminucion de la
concentracion de T en ratas adultas.

4. El Cd provoca alteraciones en el epitelio epididimario que pueden afectar la funcionalidad
del epididimo.

5. El Cd modifica los procesos de glicosilacion de la membrana plasmatica del espermatozoide
durante su transito y maduracion por el epididimo, ésta podria ser una de las causas de infertilidad

idiopatica en hombres expuestos.

7. PERSPECTIVAS

Las alteraciones observadas por el efecto del Cd en la presencia y patrones de distribucion de
los carbohidratos N-acetilglucosamina y/o acido sialico, manosa y fucosa en la membrana del
espermatozoide durante su transito por el epididimo, podrian ser causadas por la baja concentracion
de T, la acumulacién de Cd y sus repercusiones en la funcionalidad de las células epiteliales del
epididimo, las cuales son altamente dependientes de la accién de los andrégenos y estrogenos
(Robaire y Hamzeh, 2011). Otro aspecto importante a considerar es la sintesis y actividad de las
enzimas con actividad de glicosilacién que se encuentran presentes en el lumen del epididimo
(Carvelli et al., 2014, Tecle y Gagneux, 2015), cuya sintesis es dependiente de la concentracién de
hormonas esteroides (Hermo et al., 2019), por lo que su presencia puede verse afectada por el Cd.
Por esta razdn, consideramos que es importante que en futuros estudios se analicen la relacién entre
el Cd y la sintesis y actividad de las enzimas con actividad de glicosilacién, asimismo que se
correlacione la formacién de EROs y la actividad de los sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos
como no enzimaticos presentes en el epididimo, la concentracion de Ty la presencia su receptor, ya
que esto puede aportar mas argumentos y causas de como el Cd tiene un efecto importante en la

infertilidad masculina.
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Abstract. Cadmium (Cd) is a heavy metal related to a decrease in sperm parameters. The transit of spermatozoa through
the epididymis is necessary to generate changes in the sperm membrane, such as the assembly of various carbohydrates
that are added to the spermatazoan’s surface to prepare it for successful fertilisation of the oocyte. No studies have yet
analysed whether Cd alters the presence and distribution of these carbohydrates. We aimed to evaluate the changes induced
by Cd in the distribution pattern of N-acetylglucosamine, sialic acid, mannose and fucose on the sperm membrane in the
epididymis (e.g. caput, corpus, cauda) and if it alters the epididymal epithelium. Male Wistar pups were treated with Cd
doses (0.125, 0.25 and 0.5 mg/kg) on postnatal days 1-49. At postnatal day 90, they were humanely killed, sperm samples
were obtained from the epididymis and tissue samples were taken for histological analysis. Cd concentrations in the blood
and epididymis increased in proportion to the dose administered and decreased the serum testosterone levels and sperm
quality. Histological analysis revealed alterations in the epithelium in all Cd-treated groups. Cd altered the distribution
patterns of carbohydrates and fluorescence indices. All these alterations affected the structure and functioning of sperm.
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Introduction

Human infertility has increased (Durairajanayagam 2018) in
recent decades and is now a health problem that affects otherwise
healthy young couples who have failed to achieve clinical preg-
nancy after 12 months of regular unprotected sexual intercourse
(WHO 2020a). As a result, more couples are seeking assisted
reproduction methods to conceive and give birth to live children
(Farquhar and Marjoribanks 2018). Various epidemiological
reports suggest that ~40% of infertility problems are due to male
factors (Kumar and Singh 2015; Cui et al. 2016), where fertility is
assessed by parameters of the semen that include sperm concen-
tration, viability, motility and morphology. An alteration in one or

Journal compilation © CSIRO 2021

more of these parameters is considered a cause of infertility
(Sharma 2017). In 40% of cases, however, these parameters are
normal, but the sperm still shows suboptimal fertilisation capac-
ity. Such undetermined causes of infertility are called idiopathic
(Povey and Stocks 2010; Arrotia et al. 2012). Several studies have
demonstrated that fertility, both human and animal, can be altered
by exposure to environmental chemicals (Carré et al. 2017).
Numerous chemical pollutants have toxic effects on the endocrine
system that can alter sperm production (Sengupta 2012; Nate-
ghian and Aliabadi 2019), interfering with the function of the
epididymis, where the spermatozoa are transformed into
fertilisation-competent cells (Naiho ez al. 2018).
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Cadmium (Cd) is a heavy metal that affects male fertility (Badr
and El-Habit 2018). Cd concentrations in the environment have
increased because it is present in fossil fuels, incinerated waste and
tobacco smoke, and is widely used in the iron and steel industry and
in the manufacture of batteries, among many other products
(Sharma et al. 2015). For example, the Cd in phosphate fertilisers
and pesticides can pass through the trophic chain (Cichy et al. 2014);
therefore, populations that consume contaminated agricultural
products can suffer deleterious health effects and are at risk for
many serious diseases (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry 2012). At the neuroendocrine level, Cd has adverse effects
on the functioning of the hypothalamus—pituitary—testis (HPT) axis
that impede the synthesis and/or regulation of gonadotropin-
releasing hormone, luteinising hormone and follicle-stimulating
hormone (Darbre 2003; Henson and Chedrese 2004), in addition to
inhibiting the steroidogenic enzymes necessary for the steroidogen-
esis of testosterone (Wu et al. 2017; Li et al. 2019). Testosterone is
important in the development and functioning of androgen-
dependent reproductive organs such as the prostate, seminal vesicles
and epididymis (Dohle et al. 2015). Cd causes cellular degeneration
in the prostate and reduces the weight of the seminal vesicles in rats
and mice and the epididymis in rabbits (Alaee et al. 2014).

The postnatal epididymal development in rats is divided into
three major stages: (a) the undifferentiated period (postnatal days
[PNDs] 1-15), characterised by an epithelium composed only of
columnar cells; (b) the differentiation period (PND 15-49), when
all cells differentiate into the adult cells and (¢) the expansion period
(after PND 49), characterised by growth of the duct and the
appearance of spermatozoa in the lumen (Robaire and Hinton
2015). In adulthood, the epididymis is a single, coiled tubule
composed of three regions: caput, corpus and cauda (Arrotia
et al. 2012). Each region consists of a lumen covered by a
pseudostratified epithelium that secretes and absorbs various
molecules (proteins, glycoproteins, carbohydrates and electrolytes,
among others) that modify the surface of the sperm membrane
(Robaire and Hinton 2015). The transit of spermatozoa through the
epididymis is necessary to generate the biochemical and physio-
logical changes that allow the sperm cells to acquire motility and
then recognise and penetrate the pellucid zone to fertilise an oocyte
(Sullivan and Mieusset 2016). To achieve this, the components of
the sperm membrane (i.e. proteins, lipids and carbohydrates) must
be modified. The carbohydrate changes in the spermatozoa mem-
brane are particularly important for their physiological properties
(Gervasi and Visconti 2017). The carbohydrates that are added to
the sperm membrane (N-acetylglucosamine and/or sialic acid,
mannose, fucose and glycoconjugates) are assembled during
development and maturation to form the glycocalyx. The sequence
of events involved in this process can be taken as an indicator of the
maturation of the epididymis (Tajiri et al. 2012; Cornwall 2014).
Several studies of carbohydrate distribution in the sperm membrane
show that epididymal maturation is associated with an increase or
decrease in the bonding of specific lectins (proteins that recognise
carbohydrates in specific ways) to the glycocalyx (Inskeep and
Hammerstedt 1982; Tajiri et al. 2012; Cheon and Kim 2015; Tecle
and Gagneux 2015; Gervasi and Visconti 2017). In rats, enzymes
such as sialyltransferase and fucosyltransferase, which add sialic
acid and fucose to the sperm membrane, respectively, show distinct
activity from caput to cauda (Tulsiani et al. 1993). Although studies
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have shown that Cd can cause alterations in the epididymis that
affect the parameters of sperm quality (Asadi ez al. 2013) and alter
the structure of the epididymal epithelium (Adamkovicova et al.
2014), no research has described whether Cd affects the biochemi-
cal changes that occur on the sperm membrane. Thus, the aim of the
present study was to evaluate whether Cd causes alterations in the
presence and distribution patterns of the carbohydrates, such as
N-acetylglucosamine and/or sialic acid, mannose and fucose, on the
sperm membrane during epididymal maturation.

Materials and methods
Animals

Gestating Wistar rats were housed individually at the Animal Care
Centre of the Universidad Autonoma Metropolitana - Iztapalapa
and maintained under a 12h light-dark cycle with lights off at
08:00 hours and a temperature of 24 + 1°C with ad libitum access to
water and food (rat chow; Harlan Laboratories). Handling and all
experimental procedures complied with the international regula-
tions (National Institutes of Health 2011) and Mexico’s Official
Mexican Standard (NOM-062-Z00-1999, Government of Mexico
2001) for the handling and care of laboratory animals. Newborn
male rats were randomly assigned to one of four treatment groups,
each with six pups, under the care of a surrogate mother (n =06
pups/mother). After PND 1, the groups were treated as follows: the
three experimental groups received intraperitoneal (i.p.) injections
daily for 49 days of 0.125, 0.25 and 0.5mg/kg according to
bodyweight of cadmium chloride (CdCl,, Sigma-Aldrich) diluted
in saline solution. The control (Ctrl) group received 100 pL i.p. of
saline solution. Based on earlier studies, we considered 49 days as
the development period of the epididymal epithelium (Robaire and
Hinton 2015). At day 21 (50g of bodyweight), all pups were
weaned and housed in the same groups of six according to their
respective treatments.

Experimental procedure

At PND 90, the rats were euthanased by decapitation under
anaesthesia. Peripheral blood samples were collected in two
metal-free vacutainer tubes. The Cd blood concentrations were
analysed by atomic absorption spectrophotometry from vacu-
tainer tubes containing dipotassium EDTA (K2-EDTA). Blood
serum was recovered by centrifugation to determine testoster-
one levels by radioimmunoassay (RIA), according to the man-
ufacturer’s instructions (Coat-A-Count® Total Testosterone;
Siemens Healthcare Diagnostics).

The epididymides were dissected bilaterally and sectioned into
their three anatomical regions: caput, corpus and cauda. The
regions from the right epididymis were used to quantify Cd by
atomic absorption spectrophotometry and to obtain tissue samples
for fixing in Karnovsky’s solution before histological analysis. The
left epididymis provided the sperm cells to evaluate several
parameters: concentration and viability by lectin labelling and
the distribution patterns of N-acetylglucosamine and/or sialic acid,
mannose and fucose by measuring the fluorescence index using
fluorescein isothiocyanate-labelled lectins (FITC).

Cd concentrations in the blood and regions of the epididymis

Approximately 3 mL of peripheral blood samples were kept in
vacutainer tubes containing K2-EDTA at 4°C until use. Tissue
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samples of ~100 mg from each region of the epididymis were
stored in polypropylene tubes at —20°C until analysis. Briefly,
200 pL of each blood sample were added to an 800-pL mixture
of nitric, perchloric and sulfuric acids (5:2:1), while the tissue
samples were added to 500 uL of concentrated nitric acid
(Suprapur; Merck). After 7 days of immersion in these acid
solutions, the samples were analysed in an Analyst 600 atomic
absorption spectrophotometer (Perkin-Elmer) equipped with a
graphite furnace and auto-sampler (AS800; Perkin-Elmer) with
ahollow Cd cathode lamp adjusted to a wavelength 0f 228.8 nm.
For each analysis, calibration curves were constructed using
aqueous Cd reference standards (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 pg/L)
(GFAA stock mixed standard; Perkin-Elmer). To optimise and
validate the measurements, Cd measurements were performed
at the beginning and end of each quality control analysis by
analysing a previously digested standard solution of bovine liver
(SRM 1577b — Bovine Liver, NIST). Concentrations in the
blood samples were expressed as Cd pg/mL and those in the
tissue samples as Cd pg/g. Before each analysis, the glassware
was cleaned by soaking in 3% nitric acid followed by several
rinses with distilled water (Galicia-Garcia et al. 1997).

Testosterone assay

Testosterone levels were measured by RIA using the Coat-A-
Count Total Testosterone PITKTT-8 kit (Siemens Healthcare
Diagnostics), which has a detection limit of 4 ng/dL. This kit has
been validated in rodent models (mice, rats) by the Ligand Assay
and Core Analysis Laboratory at the Center for Research in
Reproduction at the University of Virginia, as described by
Pirard et al. (2018). The testosterone antibody used here has a
cross reactivity of 3.3% with Sa-dihydrotestosterone, 0.5% with
other androgens, 0.01% with glucocorticoids and 0.02% with
oestradiol. Average inter- and intra-assay coefficients of varia-
tion (CV) were calculated from a group of seven samples within
the range of 0.2—-8 ng/mL, which is the normal testosterone value
in the plasma of adult male rats. The mean inter- and intra-assay
CV values were 7.9 and 8.6%, respectively. Evaluations of the
samples and standards were performed in duplicate using a
gamma counter, following the manufacturer’s instructions. The
results were also estimated following those specifications.

Processing of epididymal tissue for histological analysis

The samples from the three regions of the epididymis were fixed in
Karnovsky’s solution, postfixed with 1% OsO,4 and processed for
inclusion in EPON 812 (Ted Pella). Semi-thin, 1-pum-thick sections
of the processed samples were obtained with an ultramicrotome
Leica UCT (Leica), stained with 5% toluidine blue and mounted on
slides. Histological analysis was performed by a single observer
with an Olympus BX 51 optical microscope. For each group, 30
regions of the epididymal epithelium were analysed. The epidid-
ymal cell height and the area of the principal cells (the cell type that
predominates in all three regions) were determined with Image-
Pro® Plus (version 5.1; Media Cybernetics).

Epididymis dissection and sperm recovery

All procedures were performed at 36°C. The epididymides were
isolated and cleared of fat and connective tissue. After
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identifying the three regions (caput, corpus, cauda) they were
dissected following the technique of Arenas-Rios et al. (2005)
and Cervantes ef al. (2008). Each region was minced in 500 pL
of Ringer’s solution and maintained under slight stirring to
allow sperm recovery. The sperm cells were collected with a
Pasteur pipette and filtered through a fine mesh (98% nylon/
polyamide, 2% lycra/elastane). The filtered cells were rinsed
and centrifuged at 500g for 5min. The resulting pellet was
resuspended in 1000 pL of Ringer’s solution. The cells from
each epididymal region were evaluated and a final concentration
was immersed in 1 mL of Ringer’s solution.

Sperm evaluation

At the beginning of each analysis, the spermatozoa from each of
the three regions of the epididymis were evaluated by a blinded
observer. To assess the concentration (10%mL), 10 puL of the
diluted samples of spermatozoa were placed in each of two
Neubauer haemocytometer grids, and were observed with a x40
objective, counting the spermatozoa of five specific squares.
The viability percentage was evaluated by eosin-nigrosin test.
Briefly, 10 pL of the sample of spermatozoa were placed on a
slide and mixed with 10 pL of the colorant. We observed 200
spermatozoa with a x40 objective. Stained spermatozoa were
considered as dead and those not stained were considered as
alive. Both parameters were evaluated following the criteria
established by the World Health Organisation (20205), adapted
for the rat by Lucio ef al. (2009).

Carbohydrate distribution and fluorescence index

Approximately 3 x 10° sperm cells from each region were incu-
bated with FITC (Sigma) to recognise specific carbohydrates on the
sperm membrane. The lectins used were Triticum vulgaris agglu-
tinin (WGA), Canavalia ensiformis agglutinin (Con-A) and Ulex
europaeus agglutinin (UEA), which recognise sialic acid and/or
N-acetylglucosamine, D-mannose and L-fucose, respectively.
Each sample was incubated with 5 pL of the lectins previously
diluted to 1:50 in phosphate-buffered saline (PBS) for 30 min at
36°C, and washed twice under centrifugation at 500g for 5 min with
Ringer’s solution. The pellet produced was fixed in 1% para-
formaldehyde for 1 h at room temperature and washed again with
PBS before analysis.

Carbohydrate distribution by epifluorescence microscopy

The sperm samples were examined with an epifluorescence
microscope (Olympus BXS51) using a specific filter for FITC
(460 nm excitation, 490 nm fluorescence and 520 nm barrier
filters). After identifying the different patterns of carbohydrate
residues on the sperm membrane by lectin labelling, 100 sper-
matozoa were counted and classified according to the identified
patterns. A fluorescence control was prepared for each sample
(Fierro et al. 1996). Briefly, each lectin was incubated with its
target carbohydrate (0.3 M) for 30 min, treated as described
above and observed under the epifluorescence microscope.

Fluorescence index by flow cytometry

The sperm cell samples with 1 x 10° cells previously incubated
with lectins were analysed in a flow cytometer (FACScan;
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Fig. 1. Cadmium (Cd) concentrations in the blood and regions of the epididymis of rats. The data are
expressed as mean = s.e.m (n = 6/treatment group). *P < 0.05 Ctrl vs Cd-treated groups; °P < 0.05 Cd 0.125
vs Cd 0.25 and 0.5 mg/kg; °P < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg.

Becton Dickinson Immunocytometry Systems). At least 10000
events were stored and analysed. The fluorescence index of each
sample was obtained from fluorescence intensity histograms
compared with the number of marked cells. A control sample was
prepared for each sample (Fierro et al. 1996) by preincubating the
lectins with their corresponding inhibitory carbohydrate at 0.3 M
for 30 min. The spermatozoa were then added to this solution and
10000 events were analysed by flow cytometry.

Statistical analysis

All data are presented as mean + s.e.m (standard error of the
mean). The D’ Agostino-Pearson omnibus test was used to verify
the normality of the data. Each parameter was analysed by a one-
way analysis of variance followed by a Tukey’s test. Values
obtained with a P <0.05 were considered statistically signifi-
cant. Statistical analyses were performed with the software
package GraphPad Prism (version 6.01).

Results
Cd concentrations in the blood and regions of the epididymis

Fig. 1 shows the Cd concentrations in the blood and the caput,
corpus and cauda of the epididymis for the four groups. Cd
concentrations in the blood and all three regions increased in
relation to the Cd dose administered to each group (P < 0.05). In
addition, significant increases in Cd concentrations were found
in the blood and epididymal regions when the Cd-treated groups
were compared with their respective Ctrl groups (P < 0.05). A
large increase in the Cd concentration in the cauda (P < 0.05)
was seen in all treatment groups, with the highest values
recorded in the group that received the 0.5 mg/kg dose.

Serum testosterone levels

Table 1 shows the serum testosterone levels at PND 90 for the Cd-
treated groups and the Ctrl group. After 49 days of exposure to the
different Cd doses, these testosterone levels showed significant
decreases compared with the Ctrl group (P <<0.05). Serum

Table 1. Serum testosterone levels
Testosterone levels are shown in ng/mL. Data expressed as mean + s.e.m for
all groups analysed (n = 6/treatment group). *P < 0.05 Ctrl vs Cd treatment
groups; °P < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 and 0.5 mg/kg; °P < 0.05 Cd 0.25 vs
0.5 mg/kg. Cd, cadmium; Ctrl, control

Ctrl Cd 0.125 mg/kg Cd 0.25mg/kg Cd 0.5mg/kg

2.504£0.101 1.133 £0.026" 0.755+0.059%  0.391£0.022°>

testosterone levels also decreased in relation to the Cd dose
administered to each group (P < 0.05).

Histological analysis of the epididymis

The sections from the Ctrl group showed regular round tubules
with an epithelium marked by the presence of various cell types:
basal cells, apical cells, clear cells and predominantly, principal
cells with their characteristic microvilli and large quantities of
epididymosomes. Vacuolisation is characteristic of the principal
cells, but its presence decreased in the cauda. Other findings
were that the concentration of spermatozoa in the lumen
increased from the caput to the cauda (Fig. 2a—c). In the epi-
didymal sections of the 0.125 mg/kg group (Fig. 2d—f), slight
alterations were observed in the epithelium, including the
presence of aberrant nuclei and increased vacuolisation towards
the apical part of the cells in all three regions of the epididymis.
In addition, a lower number of spermatozoa were observed in the
lumen compared with the Ctrl group. We also noted that several
of the spermatozoa preserved their cytoplasmic droplets.

The histological analyses of the epithelium sections from the
0.25 mg/kg group revealed a large amount of apical and basal
vacuolisation in the clear cells and principal cells, with an
evident presence of aberrant nuclei in the principal cells in the
corpus (Fig. 24) and cauda (Fig. 27). A decrease in the amount of
spermatozoa in the lumen was observed, which was more
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Fig.2. Lightmicrographs revealing the alterations in the epithelium histology of the epididymal regions. Ctrl: (a) caput, (b) corpus, (¢) cauda; Cd
0.125 mg/kg: (d) caput, (e) corpus, (f) cauda; Cd 0.25 mg/kg: (g) caput, (%) corpus, (i) cauda; Cd 0.5 mg/kg (j) caput, (k) corpus, (/) cauda. Principal
cell (pc); apical cell (ac); basal cell (bc); clear cell (cc); aberrant nucleus (an); cytoplasmic droplets (cd); epididymosomes (es); spermatozoa (spz);
cellular hyperplasia (ch); vacuolisation (v); infranuclear lipids (il). Toluidine blue, x60. Bar 100 pm. Cd, cadmium.

Table 2. Effect of Cd on the epididymal cell height and the area of the principal cells
Data expressed as mean =+ s.e.m for all groups analysed (n = 6/treatment group). *P < 0.05 Ctrl vs Cd treatment groups; °P < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 and
0.5mg/kg; P <0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg. Cd, cadmium; Ctrl, control

Ctrl Cd 0.125 mg/kg Cd 0.25 mg/kg Cd 0.5 mg/kg

Length (um) Caput 83.5+0.44 69.940.83° 47.4+0.79° 86.7 +0.86"

Corpus 70.140.90 60 +0.79 58.5+£0.36 63.740.89"

Cauda 36.841.01 48.6+1.14° 80.8 +2.47% 42.440.96™°

Area (um?) Caput 18534233 1531 +£30.2° 1233 4+33.5% 2034 427.2%°
Corpus 1775 +£26.2 1579 £35.9° 1555 +40.6* 1601 +35.2°

Cauda 603412 8844 18.5" 1987 +52.8% 1018 +20.7%°

evident in the cauda (Fig. 2i), together with the persistence of
cytoplasmic droplets in some spermatozoa. In the 0.5 mg/kg
group we found the greatest number of alterations in every
region of the epididymis. In the caput (Fig. 2j) and cauda
(Fig. 21), some principal cells and clear cells presented cellular
hypertrophy, characterised by increased cell size compared with
the Ctrl group and the 0.125 and 0.25 mg/kg groups. A large
amount of vacuolisation was also present, which displaced the
nuclei towards the base of the cells. The spermatozoa in the
lumen of both regions decreased in number with respect to their
Ctrl groups, and contained large amounts of cytoplasmic dro-
plets. In the corpus (Fig. 2k), cellular hypertrophy and vacuo-
lisation of the principal cells were observed with the presence of
aberrant nuclei. There were also abundant infranuclear lipids
located towards the basal region of the principal cells and clear
cells. Spermatozoa with a large amount of cytoplasmic droplets
were present in the lumen.

Table 2 presents data on the epididymal cell height and the
area of the principal cells in the three regions of the epi-
didymis. Both parameters of the principal cells decreased
gradually from caput to cauda in the Ctrl group when
compared with the Cd-treated groups (P < 0.05). In the caput
and cauda, significant differences were observed in the
epididymal cell height and the area of the principal cells in
all three Cd-treated groups (P <<0.05). In the corpus, the
epididymal cell height of the 0.5mg/kg group was signifi-
cantly greater (P << 0.05) than that of the 0.125 and 0.25 mg/
kg groups. No significant differences were observed in the
area of the principal cells in the corpus among the three Cd-
treated groups.

Sperm evaluation

The effects of Cd on sperm concentration and viability are
shown in Table 3. Cd decreased sperm concentrations
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Table 3.
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Effect of Cd on spermatic evaluation

Data expressed as mean 4 s.e.m for all groups analysed (n = 6/treatment group). *P < 0.05 Ctrl vs Cd treatment groups; ®P < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 and
0.5mg/kg; °P < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg. Cd, cadmium; Ctrl, control

Ctrl

Cd 0.125 mg/kg Cd 0.25 mg/kg Cd 0.5 mg/kg

68.29 £1.05
54.83 £1.08
74.10 £ 1.85
96.17+0.31
96.50£0.43
97.17£0.31

Concentration (x 10%/mL) Caput
Corpus
Cauda
Caput
Corpus
Cauda

Viability (%)

23.55+2.11%¢
17.20 £ 1.91%¢
25.58 +3.37°
88.17 4+ 0.70%°
88.50 +0.76°
87.33+0.76%

50.45 +1.53*
40.26 +0.77"
53.08 £1.55%
91.83 4+0.40"
91.17 £0.60*
91.834+0.47"

47.57 +1.44%
40.03 £ 1.64
51.19 + 1.68°
89.50 +0.56°°
89.50 £ 0.42°
89.17 +0.60°°

(P <0.05) in the samples from all three regions of the epi-
didymis at the different doses administered (0.125, 0.25 and
0.5mg/kg) compared with their respective Ctrl groups. The
group that received the 0.5 mg/kg dose had the lowest sperm
concentrations of the three Cd-treated groups (P < 0.05).

The viability percentages of the spermatozoa from the three
regions of the epididymis of the Cd-treated and Ctrl groups are
shown in Table 3. A significant decrease in this percentage was
observed in all samples in a dose-dependent manner in the three
epididymal regions of the Cd-treated groups compared with the
Ctrl group (P < 0.05). Viability percentages in the caput, corpus
and cauda were lower in the Cd-treated groups than in their
respective Ctrl groups (P < 0.05). The 0.125 mg/kg group had
higher viability in the caput and cauda than the groups exposed
to Cd at 0.25 and 0.5 mg/kg (P < 0.05).

N-acetylglucosamine and/or sialic acid on the sperm
membrane

Using lectin WGA allowed us to identify N-acetylglucosamine
and/or sialic acid residues on the membrane of the spermatozoa
obtained from the three epididymal regions of the Cd-treated
and Ctrl groups. Four patterns of N-acetylglucosamine and/or
sialic acid distribution were found (Fig. 3). In pattern 1, the
N-acetylglucosamine and/or sialic acid covered the sperm
membrane from the head to the distal region of the flagellum.
The middle and principal pieces were also labelled. In pattern 2,
the predominant labelling occurred in the head zone, while in
pattern 3, labelling was observed in the head and the middle
piece. There was no labelling in pattern 4; therefore, no fluo-
rescence was observed (Fig. 3).

Fig. 4 shows the percentages of the distribution patterns for
the labelling of N-acetylglucosamine and/or sialic acid with
lectin WGA in the three epididymal regions. Pattern 1 had the
lowest distribution percentages in all three regions in the Cd-
treated groups. The caput and corpus showed significant
decreases (P < 0.05) in the 0.25 and 0.5 mg/kg groups compared
with their respective Ctrl groups. The cauda also showed a
significant decrease (P < 0.05) in the distribution percentage in
the Cd-treated groups compared with the Ctrl group. The
dominant pattern in the Cd and Ctrl group samples was number
2, where there was a significant decrease in the percentage in the
caput, corpus and cauda in the Cd-treated and Ctrl groups
(P <0.05). The caput of the 0.125mg/kg group showed a

Bright field

Fluorescence

Pattern 1

Pattern 2

Pattern 3

Pattern 4

Fig. 3. Micrographs of the distribution patterns of the fluorescence of
N-acetylglucosamine and/or sialic acid in spermatozoa. Bright-field and
fluorescence microscopy, x20.
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Fig.4. Percentages of the distribution patterns of the fluorescence of N-acetylglucosamine and/or sialic acid in the membrane of spermatozoa from
the three epididymal regions. The data are expressed as mean = s.e.m, n = 6/treatment group. *P < 0.05 Ctrl vs Cd-treated groups; P < 0.05 Cd 0.125

vs Cd 0.25 and 0.5 mg/kg; °P < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg. Cd, cadmium.

significant increase in the distribution percentage with respect to
the 0.5 mg/kg group (P < 0.05). Analyses of the corpus revealed
a significant increase in the distribution percentage in the
0.125mg/kg group compared with the other two treatment
groups (P <<0.05). The samples from the cauda of the Cd-
treated groups showed a significant decrease in the distribution
percentage compared with their respective Ctrl groups
(P <0.05). For pattern 3, the percentage of distribution in the
samples from the caput showed no significant differences
between the Cd-treated and Ctrl group samples. In the samples
from the corpus, only the 0.5 mg/kg group had a significant
decrease in the distribution percentage compared with the Ctrl
group (P <0.05), while the cauda from all three Cd-treated
groups showed significant increases compared with their Ctrl
groups (P < 0.05).

The distribution percentage of pattern 4 (no fluorescence)
increased in a dose-dependent manner in all samples from the
Cd-treated groups (P <<0.05). The caput of the 0.125 and
0.25mg/kg groups showed a significant decrease compared
with the 0.5 mg/kg group (P < 0.05). The corpus also showed
a significant decrease in the distribution percentage between the
0.125mg/kg and 0.5 mg/kg groups (P <0.05). Similarly, the
cauda had a significant decrease in the distribution percentage in
the 0.125 mg/kg group compared with the other two treatment
groups (P < 0.05).

N-acetylglucosamine and/or sialic acid fluorescence index

Fig. 5 shows the fluorescence index of the spermatozoa labelled
with WGA for N-acetylglucosamine and/or sialic acid from the
three epididymal regions of the Cd-treated and Ctrl groups. The
fluorescence indices of the treatment groups from all three
epididymal regions showed significant decreases compared

40 000 ctrl
| Cd 0.125 mg/kg
% Cd 0.25 mg/kg
f Cd 0.5 mg/kg

30 000

20 000

Caput

10 000

40 000

30000 | ——

20 000

Corpus

10 000

Fluorescence index

40 000

30 000

Cauda

20 000

10 000

Fig. 5. Fluorescence index of N-acetylglucosamine and/or sialic acid in
spermatozoa from the three epididymis regions. The data are expressed as
mean + s.e.m, n = 6/treatment group. *P < 0.001 Ctrl vs Cd-treated groups.
Cd, cadmium.

with their respective controls (P <<0.001), but there were no
significant differences among the three treatment groups.
Compared with the corpus and cauda, the fluorescence index of
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the samples of the caput from the Ctrl group and the 0.125 and
0.25 mg/kg groups presented the lowest values. The samples
from the corpus had the highest fluorescence index in all three
treatment groups. The Cd-treated groups also presented signif-
icant decreases compared with the Ctrl group (P < 0.001). The
fluorescence index for the cauda decreased in all analysed
samples, especially in the 0.5mg/kg group, but significant
decreases were apparent in all three Cd-treated groups compared
with the Ctrl group (P <0.001).

Mannose distribution on the sperm membrane

Mannose was identified using the lectin Con-A in all sperma-
tozoa from the three epididymal regions in the Cd-treated and
Ctrl groups. Once again, four distribution patterns were recog-
nised (Fig. 6). In pattern 1, mannose was distributed mainly over
the flagellum and only slightly on the head. Pattern 2 was
characterised by distribution on the head, while in pattern 3,
mannose was present on the head and middle piece. Pattern 4
showed no fluorescence of Con-A (Fig. 6). The percentages of
the distribution patterns of mannose are shown in Fig. 7. In
pattern 1, there were no significant differences in any epididy-
mal region. Pattern 2 showed a significant decrease in the dis-
tribution percentages in the caput between the 0.25 and 0.5 mg/
kg treatments compared with the Ctrl group (P < 0.05), but no
significant differences in the corpus or cauda. Pattern 3 had the
highest distribution percentages of the four study groups, as all
samples from the caput, corpus and cauda showed significant
decreases compared with their Ctrl groups. The corpus also
showed a significant decrease between the 0.125 and 0.5 mg/kg
groups (P < 0.05) and the cauda had significant decreases in all
Cd-treated and Ctrl groups (P < 0.05). Pattern 4 presented the
lowest distribution percentages of all the samples. In the caput,
all Cd-treated groups showed significant increases compared
with the Ctrl group samples (P < 0.05). The 0.125 mg/kg group
had a significant decrease compared with the 0.25 and 0.5 mg/kg
groups (P < 0.05). Finally, in the cauda, there were significant
increases in all Cd-treated and Ctrl groups (P < 0.05).

Mannose fluorescence index

Fig. 8 shows the labelled spermatozoa fluorescence index for
mannose from the three epididymal regions of the Cd-treated
and Ctrl groups. Compared with the Ctrl group samples, those
from the Cd-treated groups showed significant decreases in the
fluorescence indices in all epididymal regions (P < 0.001). In
this case, there were no significant differences among the three
treatment groups. The sperm samples from the corpus region of
the Cd-treated and Ctrl groups had the highest fluorescence
indices, but no significant differences were found among the
three Cd-treated samples. The fluorescence index of the sper-
matozoa from the samples of the cauda was lower than that of the
samples from the corpus.

Fucose distribution and fluorescence index

After sperm incubation with UEA, no fucose fluorescence dis-
tribution patterns were detected on the sperm membrane of any
sample by fluorescence microscopy, although the bright-field
technique revealed the presence of cells. In this case, we used
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Fig. 6. Micrographs of the distribution patterns of the fluorescence of
mannose in the spermatozoa. Bright-field and fluorescence microscopy,
%20.

flow cytometry to quantify the fluorescence indices of the Cd-
treated and Ctrl groups from each epididymal region (Fig. 9).
Observations showed that each region had a decrease in the
fluorescence index in the samples from the treatment groups
compared with their Ctrl groups (P < 0.001), though there were
no significant differences among the Cd-treated samples from
each region. The lowest fluorescence index was obtained from
the caput of the Cd-treated and Ctrl group samples. A slight
increase was seen in the fluorescence index of all samples from
the corpus. The highest fluorescence index was found in the
corpus of the 0.125 mg/kg and Ctrl group samples.
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Fig.7. Percentages of the distribution patterns of the fluorescence of mannose in the membrane of spermatozoa from the three epididymal regions.
The data are expressed as mean + s.e.m, n = 6/treatment group. *P < 0.05 Ctrl vs Cd-treated groups; P < 0.05 Cd 0.125 vs Cd 0.25 and 0.5 mg/kg;
°P < 0.05 Cd 0.25 vs 0.5 mg/kg. Cd, cadmium.
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epididymal regions. The data are expressed as mean + s.e.m, n = 6/treatment

group. “P < 0.001 Ctrl vs Cd-treated groups. Cd, cadmium. . .
Fig. 9. Fluorescence index of fucose in spermatozoa from the three

epididymal regions. The data are expressed as mean + s.e.M, n = 6/treat-
ment group. *P < 0.001 Ctrl vs Cd-treated groups. Cd, cadmium.
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Discussion

Anthropogenic activities lead to Cd, a toxic agent, being present
in the environment. It is well known that this heavy metal can
have negative effects on both human and animal health. Cd can
be found in water and food, including seeds, vegetables and
seafood (Bashir et al. 2014), but has no biological functions
(Khan et al. 2017). However, it can bioaccumulate significantly
in the human body due to its slow rate of excretion in the urine
(Arain et al. 2014). Cd also has a remarkably long half-life
estimated at 20—40 years; therefore, exposure can lead to sig-
nificant bioaccumulation in organisms (Marettova et al. 2015).
Cd exposure has consequences for male sexual development and
fertility because of its negative effects on the functioning of the
HPT axis (Lafuente 2013) and other reproductive organs,
including the prostate, seminal vesicles and epididymis
(Sengupta 2014). This study verified the bioaccumulation of Cd
in a dose-dependent manner in all three regions of the epidid-
ymis of male rats after administering this metal up to the end of
puberty and then quantifying the amounts that persisted at PND
90. Our results concur with those of Lacorte ef al. (2013), who
reported higher Cd concentrations in the blood and epididymis
of exposed males. The fact that Cd bonds to proteins such as
albumin and transferrin (Li et al. 2020) allows it to reach several
target organs. For example, in humans, Cd alkalises the luminal
fluid in the epididymis and inhibits the H-ATPase function that
is crucial for sperm storage and maturation (Nnadi and Ngozi
2018). Likewise, Cd affects the physiology of the testicle,
increases apoptosis of Leydig cells and decreases testosterone
synthesis (Wu et al. 2017; Tariba Lovakovi¢ 2020). The present
study also quantified testosterone levels in the serum of adult
rats, determining that these values decreased in a dose-
dependent manner in the Cd-treated groups. Yari et al. (2016)
obtained similar results; that is, they reported that after Cd
administration, testosterone levels decreased with respect to a
Ctrl group. This can be explained by referring to reports that Cd
inhibits the expression of proteins such as StAR, cytochrome
P450, 17B-hydroxysteroid dehydrogenase (Knazicka et al.
2015) and 3B-hydroxysteroid dehydrogenase, all of which are
steroidogenic enzymes (Ji ef al. 2010; Alkhedaide et al. 2016).

In our work, the epithelium of the three regions of the
epididymis showed differences in height and the area of the
principal cells in the Cd-treated groups, which could be related
to the low testosterone levels found, because this organ is
androgen-dependent (O’Hara et al. 2010; Kerkhofs et al
2012). We observed that the epididymal cell height in the caput
increased, especially in the Cd 0.5 mg/kg group, and that this
was accompanied by a decrease in the lumen compared with the
Ctrl. This is similar to the results of Lamas ef al. (2017), who
applied a dose of 1.2 mg/kg of Cd for 50 days. We consider that
this change is due to the high number of alterations that occurred
throughout the cytoplasm of the principal cells and the
increase in vacuolisation in all three of our Cd-treated groups.
Adamkovicova et al. (2014) also observed structural changes in
the epididymal epithelium in the caput and cauda of adult rats
following subchronic peroral administration of Cd at 30 mg/L.
They emphasised the increase in the lumen and the presence of
spermatozoa in these regions that showed a considerable
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number of cytoplasmic droplets had adhered to the flagella,
similar to our observations, but at lower Cd doses.

Another possible explanation of the changes seen in the
epididymal epithelium is that Cd enters the epididymal cells in
the same way as it penetrates other cell types; that is, by
mimicking divalent metals such as calcium across the voltage-
gated channel or Zn transporters (ZIP family; Zrp, Irt-related
proteins), especially the ZIP-8 protein (Arteaga-Silva et al.
2021). There are also reports that Cd can induce oxidative stress
and the formation of reactive oxygen species, which could
indirectly inhibit the activity of antioxidant enzymes and pro-
teins (Hamada et al. 1997; Wang et al. 2019). These changes in
the epididymal epithelium could be associated with modifica-
tions of the expression and secretion of the proteins involved in
sperm maturation and storage (O’Hara et al. 2010; Kerkhofs
et al. 2012) and could consequently result in male infertility
(Zhao et al. 2017).

With respect to the sperm evaluation performed in this study,
the spermatozoa obtained from the caput and corpus, even at the
lowest dose of Cd tested (0.125 mg/kg), showed decreases in
both concentration and viability in all three epididymal regions.
Similar results were obtained with the spermatozoa from the
cauda region of adults rats exposed to 1 mg/kg of Cd by Asadi
etal (2013)and Yari et al. (2009, 2016). Other studies of human
ejaculates (Benoff ef al. 2009; Li et al. 2015) have reported a
positive relationship between low sperm concentrations and the
presence of Cd in the blood and seminal plasma. Low sperm
concentrations after Cd exposure might also be explained by the
entry of this metal into the epididymal epithelium, as mentioned
above, or by the increasing permeability of the blood—testis
barrier that would alter the cell gap junctions and the blood—
epididymal barrier (Dubé and Cyr 2013), causing necrosis of
Sertoli and germ cells (Marettova et al. 2015). This would affect
sperm concentrations and viability because of failures in sper-
matogenesis (Skolarczyk et al. 2017).

The changes on the sperm membrane during transit through
the epididymis are of great importance for the fertilisation
process (Gervasi and Visconti 2017). These modifications
include glycosylation and carbohydrate modification and/or
removal (Tecle and Gagneux 2015) to form the glycocalyx of
the sperm membrane, which is required for the sperm to
penetrate the cumulus oophorus, recognise the pellucid zone
and fertilise the oocyte (Cheon and Kim 2015).

Up to now, we did not know whether Cd affects the
glycosylation process during epididymal sperm maturation.
Lectin labelling and flow cytometry are among the best tools
available for exploring the composition of the sperm glycocalyx
(Xin et al. 2016). In this work, we report the effects of Cd on
epididymal sperm maturation, considering the changes in mem-
brane carbohydrates revealed by labelling (N-acetylglucosa-
mine and/or sialic acid, mannose, and fucose) with specific
lectins. We were able to observe the carbohydrate patterns,
determine their fluorescence indices and document changes in
their distribution on the sperm membrane during transit through
the epididymis. Reports on the sperm membrane affirm that the
carbohydrate N-acetylglucosamine plays various roles neces-
sary for the acquisition of sperm motility (Tourzani ez al. 2018),
gamete recognition (Gonzalez-Santos ef al. 2019), the onset of
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the acrosomal reaction (Wu and Sampson 2013) and sperm—
oocyte binding (Wu and Sampson 2013; Tecle and Gagneux
2015). Meanwhile, sialic acid provides the negative charge on
the sperm membrane to help it reach the fertilisation site
(Ma et al. 2016; Fernandez-Fuertes et al. 2018). In our results,
N-acetylglucosamine and sialic acid were present in all groups,
mainly on the sperm head, a finding that concurs with previous
studies (Cortés et al. 2004; Wu and Sampson 2013; Long 2014;
Ma et al. 2016). In the sperm samples from the Cd-treated
groups, we observed a decrease of ~30% in the presence of
carbohydrates, accompanied by alterations in their distribution
on the sperm membrane, especially in the samples from the
corpus. A decrease was also observed in the fluorescence index
of N-acetylglucosamine and/or sialic acid of the sperm samples
from the three Cd-treated groups. In previous studies, Tulsiani
(2003, 2006) pointed out that N-acetylglucosamine residues are
added to the sperm membrane by the enzyme N-acetylglucosa-
mine transferase, which has greater activity between the distal
region of the caput and the proximal region of the cauda, both of
which flank the corpus. Sialic acid is added by the sialyltrans-
ferase enzyme, which is more active in the proximal caput but
less so in the distal region of the cauda close to the corpus. These
findings corroborate our results, where higher fluorescence
indices for N-acetylglucosamine and sialic acid were obtained
in samples from the corpus, though the changes in the Cd-treated
groups were not significant throughout the regions of the
epididymis. The fluorescence indices obtained from the samples
of the Cd-treated groups could be explained by decreases in
testosterone levels and alterations of the epithelial cells of the
epididymis caused by Cd, as shown in the histology of the three
epididymal regions, as it is well known that glycosylation in the
epididymis is dependent on steroid hormones such as testoster-
one (Lee 2018).

Mannose residues are added during spermatogenesis and
modified as the epididymis matures (Jiménez et al. 2003;
Aliabadi et al. 2013). This is an important factor in capacitation,
the acrosomal reaction (Aliabadi ef al. 2013) and binding to the
pellucid zone of the oocyte in different species, including
humans (Jiménez et al. 2006). According to Gamzu et al.
(2002) and Sharma et al. (2014), mannose residues are found
on the sperm membrane. In our work, the results obtained for the
Ctrl group confirmed the presence of mannose in different
regions of the sperm membrane; however, the findings from
the Cd-treated groups show that mannose was absent in at least
25% of the spermatozoa analysed. Therefore, it is possible that
Cd interferes with, or modifies, mannosyltransferase, which is
the enzyme necessary for adding mannose during the sperma-
tazoa’s transit through the epididymis (Sharma et al. 2014).
Using flow cytometry, we observed that the fluorescence index
of the Ctrl group samples from the three epididymal regions
presented the pattern reported for mannose by Hall and Killian
(1987), where the highest mannose content on the sperm
membrane was found in the caput and corpus regions, with a
decrease in the cauda. In the samples of our Cd-treated groups
we observed a decrease in the fluorescence index in all epididy-
mal regions, though it was not significant. In this regard, Diaz
et al. (2017) reported that Cd applied to pregnant dams at a dose
of 10 pg/g of bodyweight had a deleterious effect on the
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glycosylation pattern of the placenta and reduced the binding
of the lectin Con-A to mannose. Something similar may well
have occurred in our study.

Fucose is a carbohydrate that facilitates the sperm’s union
to the proteins of the pellucid zone (Tulsiani and Abou-Haila
2012) and intervenes in the acrosomal reaction (Wu and
Sampson 2013). We were unable to detect fucose on the
sperm membrane by fluorescence microscopy, but flow cyto-
metry identified it at lower values than the other carbohydrates
by fluorescence index. The fluorescence index of fucose in the
Ctrl group samples was higher in the corpus than in the caput
or cauda, while the index values in the samples from the Cd-
treated groups showed decreases in all epididymal regions. In
this regard, Tulsiani (2003) found fucosylation on the mem-
brane of epididymal spermatozoa using radiolabelled fucose
(['*C] fucose) and visualising radiolabelled glycopeptides by
autoradiography. They found that the highest ['*C] addition of
fucose to the membrane occurred on spermatozoa from the
distal caput (near the corpus) and that fucosyltransferase
activity in the epididymis increased in the distal caput, but
decreased in the cauda (Ram et al. 1989). Our results comple-
ment those findings (Tulsiani 2003), as the highest presence of
fucose was found on spermatozoa from the corpus, a region
proximal to the distal caput. These results also agree with
Wu and Sampson’s (2013) finding that the presence of fucose
on epididymal spermatozoa was needed to begin the acro-
somal reaction. It may well be that Cd caused the differences
in the presence of fucose seen in the sperm samples from all
three epididymal regions because it affects the expression and/
or functioning of the fucosyltransferase enzyme, which is
regulated by the epididymal epithelium (Ram et al. 1989;
Domino et al. 2001) and is present in the luminal fluid
(Tulsiani 2006). However, the activity of this enzyme was
not measured in this study.

The disturbances due to Cd in the presence and distribution
patterns of the carbohydrates N-acetylglucosamine and/or sialic
acid, mannose and fucose on the sperm membrane during transit
through the epididymis could be caused by low testosterone
levels, the entrance of Cd and its repercussions on the function-
ality of the epithelial cells of the epididymis, which are highly
androgen-dependent (Robaire and Hamzeh 2011). Another
important aspect to consider is the synthesis and activity of
the enzymes with glycosylation activity that are found along the
epididymis (Tusem et al. 1984; Carvelli et al. 2013), because
they are also dependent on androgens (Hermo et al. 2019) and
could be affected by Cd. For this reason, we believe it is
important that future studies analyse the effect of Cd on the
synthesis and activity of enzymes with glycosylation activity, as
this may provide additional arguments to support the proposal
that Cd plays an important role in male infertility.

Conclusion

Exposure to Cd in early postnatal stages of rats caused a decrease
in testosterone levels and alterations in the epididymal epithe-
lium that affected the structure and functioning of this organ and,
in turn, affected glycosylation processes of the sperm membrane
during transit.
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