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RESUMEN

El desarrollo de actividades antropogénicas ha permitido la
dispersion en el ambiente de metales pesados como el cad-
mio, evento que se encuentra relacionado con la disminucién
de la fertilidad masculina. Este estudio se realiz6 con la fina-
lidad de determinar el efecto que tiene la exposicion in vitro
de espermatozoides humanos a dicho metal. Se procedi6 a
incubar espermatozoides humanos en presencia de CdCl,
bajo concentraciones de 2 y 4 ppm, y se evaluaron movilidad
y vitalidad espermatica, integridad de membrana, capacita-
cién espermatica e integridad de la cromatina espermatica. La
exposicion in vitro a CdCl, causo un efecto significativo sobre
los patrones de movilidad moderado (p =0.01) e inmovil (p <
0.05); no se observa un efecto significativo sobre la vitalidad
espermatica, integridad de membrana, reaccion acrosoémica,
e integridad de la cromatina espermatica. El cadmio causa
un efecto deletéreo sobre la movilidad espermatica; sin em-
bargo, no ocasiona alteraciones de la vitalidad espermatica,
integridad de membrana o de la estructura de la cromatina
espermatica bajo las concentraciones estudiadas in vitro.

Palabras clave: Cadmio, espermatozoides humanos, movi-
lidad espermatica, integridad de la cromatina.

INTRODUCCION

Durante los ultimos anos se ha observado una
disminucion en la fertilidad tanto en paises desarro-
llados como en vias de desarrollo, con un subsecuente
incremento en la demanda de técnicas de reproduc-
cién asistida.! Dicha variacién puede ser atribuida a
diversos factores, entre ellos contaminantes ambien-
tales, estilo de vida y exposicién ocupacional.?

ABSTRACT

The development of anthropogenic activities has allowed
environmental dispersion of heavy metals as cadmium; this
event is related with decreased male fertility. This study was
carried out with the aim of determine the effect of in vitro
exposure of human spermatozoa to cadmium. Spermatozoa
were incubated in presence of CdCl,, in concentrations of 2
ppm and 4 ppm, and motility, vitality, membrane integrity,
sperm capacitation and sperm chromatin integrity was as-
sessed. In vitro exposure to CdCl, caused a significant effect
on moderate motility pattern (p = 0.01) and immobile sperm (p
< 0.05) whereas it didn’t cause a significant effect on viability,
membrane integrity, acrosome reaction, sperm chromatin
condensation and sperm chromatin fragmentation. Cadmium
caused a deleterious effect on sperm motility; nevertheless,
it didn’t cause decrease on viability, membrane or chromatin
structure alterations under the concentrations studied in vitro.

Key words: Cadmium, human spermatozoa, sperm motility,
chromatin integrity.

El cadmio es un metal de color gris brillante
insoluble en agua que es ampliamente utilizado
en la industria quimica. El 6xido de cadmio (CdO)
es usado en el galvanizado, glaseados de cristal
y ceramica y es parte de la materia prima para
estabilizadores de calor de cloruro de polivinilo,
también conocido como PVC.? El cloruro de cad-
mio (CdCL,) es usado en fungicidas y pesticidas,
galvanoplastia, como componente de banos y
aerosoles de acabados de metal, como un agente
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en el fotocopiado y como inhibidor de niebla en
emulsiones de peliculas fotograficas.?

El cadmio se absorbe por via gastrointestinal,
cutanea o por inhalacién acumulandose en higado,
pulmoén, rindn y sistema reproductivo, sin funcién
biolégica conocida. Este metal interacciona con
las metalotioneinas, proteinas que tienen como
funcion la proteccién del sistema enzimatico, lo que
se refleja en la acumulacién del complejo cadmio-
metalotioneina en higado y placenta, generando
alteraciones metabdlicas. Otros mecanismos de
accion de este metal en sistemas bioldgicos son la
fuerte unién a grupos sulfidrilo de proteinas intra-
celulares, inhibiendo su actividad enzimatica, y el
desplazamiento del zinc de enlaces disulfuro, inter-
firiendo en procesos bioquimicos.* Los trabajadores
de las industrias de la metalurgia, plastico, cera-
micas y soldadura son aquellos que se encuentran
continuamente expuestos a altas concentraciones
de cadmio,? estando més propensos a sufrir cancer
de préstata,® neumonitis quimica, disfuncién renal
y enfisema.*

Estudios realizados in vivo e in vitro indican
que el cadmio es un agente que disminuye la
concentracién de testosterona,” afecta de manera
significativa el tejido testicular por disrupciéon de
la barrera hematotesticular,® disminuye la concen-
tracién espermatica,”? la movilidad espermatica’ y
la vitalidad espermaética,!? aumenta la peroxidacién
lipidica,”!! induce la reaccién acrosémical®y altera
la maduracién espermatica.’

Los resultados obtenidos en investigacio-
nes previas apuntan a que el cadmio ejerce un
efecto deletéreo sobre la calidad espermatica,
principalmente por alteraciones en el proceso
de espermatogénesis, bien sea por la ruptura de
uniones intercelulares!? o por alteraciones en la
concentracién de testosterona.” Uno de los pocos
estudios in vitro realizados para valorar el efecto
del cadmio sobre la calidad espermatica se llevé a
cabo en ovinos e indic6 que este metal causa alte-
raciones sobre la vitalidad espermatica y sobre la
reaccién acrosémica.!? La presente investigacién
se realiz6 para valorar directamente el efecto del
cadmio sobre los parametros espermaticos hu-
manos en condiciones controladas con el fin de
ahondar en el mecanismo bajo el que este metal
disminuye el potencial fecundante en hombres en
edad reproductiva.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencién de la muestra

Las muestras de semen (n = 10) fueron obtenidas
de individuos voluntarios residentes en el Municipio
Maracaibo, Estado Zulia, en edades comprendidas
entre 20-30 anos. Dichos voluntarios autorizaron
la evaluacion y tratamiento de las muestras sumi-
nistradas, bajo la proteccion de la divulgacion de las
identidades de los mismos.

La toma de la muestra se realiz6 por masturba-
cion, luego de tres a cinco dias de abstinencia sexual,
depositandola en un colector estéril. Esta fue llevada
en los préximos 20 minutos al Laboratorio de Citoge-
nética de la Facultad Experimental de Ciencias de la
Universidad del Zulia para su evaluacion.

Disefio experimental

Luego de colectar y transportar las muestras al
laboratorio, se procedié a realizar la evaluacion se-
minal, evaluacién de la integridad de la membrana
plasmatica, evaluacién de la capacitacion espermatica
y reaccién acrosémica, evaluacién de la compactacion
de la cromatina espermatica y evaluacion de la frag-
mentacién del DNA espermatico.

En seguida se tomaron tres alicuotas de una con-
centracién de 5 x 108 espermatozoides/mL; una de
éstas se empled como control durante cada ensayo
mientras que las dos restantes se emplearon para
realizar el tratamiento con concentraciones de 2 y 4
ppm CdCl,. Las muestras fueron incubadas por 24
horas en una atmoésfera de 5% CO, en aire saturado
de humedad y a una temperatura de 37 °C en medio
definido modificado (mDM)!3 (Cuadro 1). Después
de realizar el tratamiento, se procedié a evaluar la
movilidad, vitalidad, integridad de membrana plas-
matica, capacitacion espermatica y reaccién acroso-
mica, compactacion de la cromatina espermatica y
fragmentacion del DNA espermatico.

Evaluacion seminal

El analisis seminal incluyé evaluacion del color,
volumen, pH y viscosidad seminal, concentracion,
movilidad, morfologia, y vitalidad espermatica, siendo
criterio de inclusiéon de las muestras para el estudio
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Cuadro |. Composicion del medio mDM.

g/L mM

NaCl 6.550 112.00
KCI 0.300 4.02
CaCl,.2H,0 0.330 2.25
MgCl,.6H,0 0.106 0.52
NaH,PO,.H,0 0.113 0.83
Rojo fenol 0.002

Gentamicina 0.050

NaHCO, 3.104 37.00
Glucosa 2.500 13.90
Piruvato sodico 0.1375 1.56
BSA 6.000

pH 7.4

la normalidad de las mismas de acuerdo a los para-
metros establecidos por la Organizacién Mundial de
la Salud.™*

Integridad de membrana plasmética

La evaluacion de la integridad de membrana se
realiz6 aplicando el test hiposmético (HOST). En 500
1L de solucion hiposmética (Citrato de sodio al 1%)
se colocaron 100 uL de semen y se incubé a 37 °C por
30 min. Para medir el hinchamiento espermatico se
procedi6 a observar bajo el microscopio de contraste
de fase a 400X, evaluando 100 espermatozoides por
muestra; fueron considerados como viables aquellos
que presentaron cola curvada o enrollada como re-
accién al cambio osmético.!®

Capacitacion espermatica y reaccion acrosdmica

La evaluacién del estado de la membrana acroso-
mal se llevé a cabo mediante el test de clortetraciclina.
Se colocaron 100 uL de una suspension espermatica
en un vial, posteriormente se anadieron 100 uL de
una solucién de CTC (20mM Tris-HCI, 130 mM NaCl,
5 mM L-cisteinay 750 mM clortetraciclina) y se mez-
claron con cuidado. Luego de 10 segundos se detuvo
la reaccién por adicién de 16 uL de una solucién de
paraformaldehido al 12.5% v/v en 0.5M de Tris-HCI.
Las muestras se mantuvieron a 4 °C en la oscuridad

Méndez Y y cols.

hasta su evaluacién dentro de las 24 h posteriores a
la preparacion. Se evaluaron 100 espermatozoides por
muestra.!® Los espermatozoides fueron clasificados
como: no capacitados (NC), aquellos que presenta-
ron fluorescencia verde brillante distribuida uni-
formemente en la cabeza del espermatozoide; como
capacitados (C), aquellos que presentaron la regién
acrosomal verde fluorescente y region postacrosomal
oscura; y como acrosoma reaccionado (AR), aquellos
que presentaron la cabeza del espermatozoide par-
cialmente tenida de verde fluorescente, verde en la
region postacrosomal o sin fluorescencia.

Compactacion de la cromatina espermética

Se realizé un frotis de la suspension espermaética
y se dejo secar al aire para proceder al tratamiento
con el kit Diff-Quick®.17 A continuacién, se colocé la
lamina portaobjetos con la muestra en la solucién
fijadora (Metanol) por 10 segundos, luego se transfirié
al colorante 1 (Eosina) y tras 10 segundos se extrajo
la lamina y se lavé suavemente. Por tultimo, se tiné
con el colorante 2 (Tiazina) por 10 segundos, se lavé
suavemente y se dejo secar al aire. Se evaluaron 100
espermatozoides bajo el microscopio de contraste de
fase con aumento de 1000X, clasificandolos como
espermatozoides con cromatina compactada aquellos
débilmente tenidos, y como espermatozoides con cro-
matina descompactada, aquellos fuertemente tenidos.

Fragmentacion del DNA espermatico

El analisis de la fragmentaciéon del DNA esper-
matico se realizé6 mediante el test de dispersion de
la cromatina espermética.l® Las muestras fueron
tenidas con la solucién de Wright y se contaron 100
espermatozoides por muestra, clasificindolos como
espermatozoides sin DNA fragmentado aquéllos con
un halo de DNA grande o mediano; y como esperma-
tozoides con DNA fragmentado, aquéllos con un halo
de DNA pequeno, sin halo o degradados.

Anadlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media
+ desviacion estandar. El analisis estadistico
fue realizado con el programa SAS!? mediante el
procedimiento lineal general (PROC GLM) y el
estadistico LSMEANS. Se calculé el coeficiente
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Cuadro Il. Efecto del CdCl, sobre los parametros espermaticos tras 24 horas de incubacion.

Control Cd 2 ppm Cd 4 ppm
Movilidad
Moderados 30 + 20.42 21.3 + 18.82P 17.4 + 14.4%
No progresivos 21.8 + 133 195 + 8.3 165+ 9.1
Inmaviles 33.2 + 16.12 48.2 + 24,90 57.6 + 280w
Vitalidad
Muertos 58.2 + 16.5 60.3 + 12.1 61.6+ 16.9
Integridad de membrana
No reaccionados 51.3 £ 16.9 55.4 + 15.3 49 £ 17
Reaccion acrosémica
Acrosomas reaccionados 515 + 12.9 52.2 + 854 477 + 18.3

Valores en la misma fila con diferentes superindices difieren significativamente. *p = 0.01, *p = 0.03, ***p = 0.0008. Media + DE.

de correlacién de Spearman (r) para determinar
el grado de correlacién entre los pardmetros es-
tudiados. El nivel de significancia aceptado fue
de p < 0.05.

Cuadro lIl. Coeficiente de correlacion de parametros

seminales tras 24 horas de incubacion.

Acrosoma No
reaccionado Inméviles  reaccionados
REsSuLTADOS
[CdCl)] NS 0.481 NS
La movilidad espermatica resulté afectada al Mue,rt95 K Vs 0581
Inméviles 0.590

exponer espermatozoides humanos a la presencia
de cadmio (Cuadro Il). La exposicién a cadmio
caus6 una disminucién significativa en el porcen-
taje de espermatozoides méviles moderados a una
concentraciéon de 4 ppm (p = 0.01) y un incremento
en el porcentaje de espermatozoides inméviles bajo
concentraciones de 2 ppm (p = 0.03) y 4 ppm (p
= 0.0008).

El cuadro Il presenta los datos referidos a vitali-
dad espermatica, integridad de membrana y reacciéon
acrosémica, parametros que no se vieron afectados
tras la exposicién a CdCl, (p > 0.05). El cuadro 111
presenta los coeficientes de correlacién para los
parametros seminales tras 24 horas de incubacion;
se observa una correlacion positiva media entre la
concentracién de CdCl, y el porcentaje de esperma-
tozoides inmoviles.

La evaluacién del material nuclear indica que
la exposicién in vitro a CdCl, no causa un efecto
significativo sobre la integridad de la cromatina

Cuadro IV. Efecto del CdCl, sobre la cromatina

espermatica tras 24 horas de incubacion.

Control  Cd2ppm  Cd 4 ppm

Integridad de la
cromatina espermatica
Descompactados 91+5
Fragmentacion del
DNA espermatico
Fragmentados

895+£11 902%75

95+6.1 89+122 93.2+6.3

Media + DE.

espermatica o sobre la fragmentacion del DNA es-
permatico (p > 0.05) (Cuadro V).
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Discusion

Estudios realizados en bovinos y murinos demues-
tran que la exposicion de espermatozoides a cadmio,
in vitro e in vivo, causa un efecto deletéreo sobre la
movilidad espermética.2%-21 Schlingmann y cols.22
demostraron que la via de senalizacién Ca/CaM/CaM-
PKII puede ser inhibida en presencia de antagonistas
del calcio al cultivar espermatozoides en un medio
que s6lo contenga glucosa como fuente energética;
sin embargo, al suplementar este medio con piruvato
y lactato la movilidad es restablecida, por lo que se
sugiere la presencia de una via alterna Ca/AC-AMPc¢/
PKA, bajo la cual antagonistas del calcio no ejercen
un efecto negativo en presencia de sustratos para
la respiracién oxidativa. En el presente estudio, la
exposicién a cadmio aumenté significativamente el
porcentaje de espermatozoides inméviles, a pesar del
contenido de piruvato en el medio de cultivo. Es cono-
cido que el cadmio compite con el calcio por los sitios
de unién a calmodulina, por lo que el efecto observado
podria encontrarse relacionado con la interaccién de
este metal con calmodulina y microtiibulos, como
sugieren Lindemann y cols.2® y Kanous y cols.?* al
observar la disminucién de la movilidad en esper-
matozoides murinos y bovinos expuestos a cadmio.

Invivo, el CdCl, es conocido por producir la ruptura
de la barrera hematotesticular mediante la disociacion
de las tight junctions y adherens junctions, generan-
do una falla en la espermiacion, pérdida de células
germinales del epitelio seminifero, necrosis del tejido
y apoptosis.?>26 Los resultados de esta investigacién
indicaron que el CdCl, no caus6 un efecto significativo
sobre la vitalidad espermatica in vitro; esto pudiera de-
berse a que la vitalidad se vea afectada principalmente
como producto de la accién de especies de oxigeno
reactivas sobre formas espermaticas inmaduras o del
inicio de un proceso apoptético, condiciones que se de-
sarrollan durante la exposicién in vivo a este metal.!!
Braydich-Stolle y cols.2” demostraron que concentra-
ciones de 1 a 5 ppm CdCl, no disminuyen la vitalidad
en células germinales de ratén, pero concentraciones
de 10 a 25 ppm disminuyen el metabolismo celular y
la vitalidad. En contraste, la investigacion realizada
por Leoni y cols.,” basada en la exposicién in vitro de
espermatozoides ovinos a concentraciones de 0.4 y 4
ppm (2 y 20 uM) CdCl, sugiere que este metal ejerce
un efecto negativo sobre la vitalidad espermatica.
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Estudios realizados indican que existe una relaciéon
de competencia entre el cadmio y Ca2* por los sitios
de unién a calmodulina.?® La sustitucién del Ca?*
ocasionaria la interrupcion de la via de senalizacién
Ca2*/CaM, inhibiendo la despolarizacién de la mem-
brana espermatica, lo que impediria la expulsion
del contenido acrosomal.2? Por otro lado, estudios
realizados in vitro en pacientes fértiles demuestran
la disminucién de la expresién de los receptores de
manosa e inhibicién de la RA.3% Sin embargo, durante
esta investigacion no se observaron variaciones en el
desarrollo de la reaccién acrosémica.

La integridad de membrana no se vi6 afectada al
exponer espermatozoides humanos a CdCl,, lo que
concuerda con la investigacion realizada por Bra-
ydich-Stolle y cols.,2” quienes observaron que concen-
traciones de 1 a 25 ppm CdCl, no causan alteraciones
de membrana en células germinales de raton. Por otro
lado, Amara y cols.3! observaron que el suministro de
40 ppm (40 mg/L) CdCl, a ratas aumenta de manera
significativa la peroxidacién lipidica a nivel testicular,
lo que se encuentra directamente relacionado con la
disminucién de enzimas antioxidantes como la su-
peroéxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa.

Oliveira y cols.?! observaron que el cadmio deses-
tabiliza la estructura de la cromatina espermatica
en ratones y sugieren que tal efecto se produce
durante la fase media de la espermiogénesis, donde
se realiza la transicion de histonas a protaminas.
Estudios realizados en espermatozoides de individuos
fumadores difieren de estos hallazgos; Sergerie y
cols.32 observaron el aumento en la concentracién
de cadmio en plasma seminal sin efecto en la frag-
mentaciéon del DNA al comparar con individuos no
fumadores, mientras que Sepaniak y cols.?3 evaluaron
la fragmentacion del DNA en individuos fumadores
observando un incremento significativo de la misma.
En este estudio no pudieron observarse alteraciones
sobre la integridad de la cromatina espermatica tras
la exposicion in vitro de espermatozoides humanos a
concentraciones de 2 y 4 ppm CdCl, probablemente
debido a una rapida descondensacion de la cromati-
na de espermatozoides obtenidos tras el proceso de
licuefaccion del plasma seminal, como sugiere la OMS
para el procesamiento del mismo.3*

El cadmio es un agente quimico que altera signifi-
cativamente la fertilidad masculina, su accién directa
sobre el espermatozoide indica que la incorporacién
de este metal al sistema reproductivo puede ocasionar
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un efecto temprano sobre el potencial fecundante del
hombre, aun cuando no se encuentren en desarrollo
los signos caracteristicos de una acumulacién crénica
a lo largo del gje hipotalamo-hipéfisis-gonada.

CONCLUSIONES

La exposicion in vitro de espermatozoides huma-
nos a CdCl, causa alteraciones sobre la movilidad
espermatica; sin embargo, la vitalidad, integridad
de membrana, reaccién acrosémica e integridad de la
cromatina espermaética no se ven afectadas por este
metal bajo las concentraciones estudiadas.
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