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Resumen

El cadmio es un metal pesado ampliamente distribuido en el ambiente. La exposicion a cadmio a concentraciones
similares a las encontradas en el rio de Taxco de Alarcén, Gro., sobre el tracto reproductor masculino fue estudiado
en ratones macho adultos de la cepa ICR, estos recibieron dosis de 0, 1.6 y 3.2 uMol/kg/3er d/5d de CdCl, en agua de
consumo Yy sacrificados 24-hpt. Los espermatozoides fueron colectados de la CE-CD, se evaluo la calidad espermati-
ca en base a lo establecido por la OMS, el dafio lipoperoxidativo, se monitored a través de la generacion de Malon-
dialdehido (MDA) y el dafio al ADN se realizé a través del Ensayo Cometa Alcalino (pH>13). El CdCl, alter6 la
viabilidad>motilidad>morfologia espermatica en ambas dosis, solo genero dafio oxidativo a las dosis mas alta de
CdCl, y gener6 rupturas en el ADN espermatico en ambas dosis. Estos resultados demuestran que la exposicion a
CdCl, via oral a dosis ambientalmente relevantes pueden afectar la calidad, funcionalidad y generar dafio genético, en
donde el estrés oxidativo es el principal mecanismo de accion del CdCl, y tal vez pueda comprometer la capacidad
fertilizante de los espermatozoides o impactar en el desarrollo embrionario.

Palabras clave: Cadmio, estrés oxidativo y dafio genético

Abstract

Cadmium is a heavy metal widely distributed in the environment. Exposure to cadmium at concentrations similar
to those found in the river of Taxco de Alarcon, Guerrero, México, on the adult male mice reproductive tract was stud-
ied in the ICR strain. These mice received doses of 0, 1.6 and 3.2 pMol /kg/3rd d/5d of CdCl, in drinking water and
were sacrificed 24-hpt. Spermatozoa were collected from the CE-CD, sperm quality was evaluated based on what was
established by the OMS, lipoperoxidative damage was monitored through the generation of Malondialdehyde (MDA)
and the DNA damage was carried out through the Alkaline Comet Test (pH> 13). CdCl, altered the viabil-
ity>motility>sperm morphology in both doses, only generated oxidative damage at the highest dose of CdCl, and gen-
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erated breaks in the DNA sperm in both doses. These results demonstrate that exposure to oral CdCl, at environ-
mentally relevant doses can affect quality, functionality and generate genetic damage, where oxidative stress is the
main mechanism of action of CdCl, and may jeopardize the fertilizing capacity of sperm or impact on embryonic

development.

Keywords: Cadmium, oxidative stress, genetic damage

Introduccion

La mineria es una de las actividades econdmicas mas
importantes de México desde el siglo XV. El distrito mine-
ro de Taxco, en el sur de México fue uno de los mayores
productores de metal; sin embargo los residuos mineros
que se generaron se han acumulado aledafios a la zona
minera (jales), en donde se han encontrado altas concentra-
ciones de cadmio [Cd] (1.0-780 mg/kg), plomo [Pb] y ar-
sénico [As], entre otros (Talavera Mendoza, Yta, Moreno-
Tovar, Dotor-Almazan, Flores-Mundo y Duarte-Gutiérrez,
2005; Armienta, Talavera y Barrera 2003). El Cd se en-
cuentra como mineral combinado con otros elementos,
entra al suelo, al agua y al aire durante actividades indus-
triales, mineras y durante la combustion de carbon. El Cd
se encuentra en la lista de la Organizacion Mundial de la
Salud [OMS] como contaminante prioritario para alimen-
tos (OMS, 1992). La toxicidad del Cd esta asociada con un
dafio severo en varios 6rganos como rifién, utero y testicu-
los (Goyer, Liu y Waalkes, 2004; Zhang y Jia, 2007). Re-
portes de nuestro grupo de trabajo han mostrado en nifios
de la Region de Taxco, Guerrero., la presencia de metales
en altas concentraciones, dentro de ellos el Cd (CdU,
4.7£2.7 pg/L) (Moreno, Acosta-Saavedra, Meza-Figueroa,
Vera, Cebrian, Ostrosky-Wegman y Calderon-Aranda,
2010). Por otro lado, la calidad espermatica ha sufrido una
disminucion en los ultimos 50 afios (Carlsen, Giwercam,
Keiding y Skakkebaek, 1992), atrayendo la atencion de
cientificos en el mundo. Esta situacidon, aunada al incre-
mento en la toxicidad reproductiva por los metales, ha pro-
vocado preocupacion (Moline, Golden, Bar-Chama, Smith,
Rauch, Chapin, Perreault et al. 2000). En México el 54%
de los varones tienen problemas de fertilidad. En Guerrero
de un 10-15% de las parejas tienen dificultad para embara-
zarse. Una de las posibles causas es la contaminacion por
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metales. Recientemente se ha evaluado que la exposi-
cion a dosis tinicas de Cd se relaciona con toxicidad a
nivel de testiculo y de epididimo, asi como dafio al
ADN en células testiculares, asi como con alteraciones
del tibulo seminifero (Benoff, Jacob y Hurley, 2000).
Se ha reportado que el Cd altera la barrera hematotesti-
cular, genera edema intersticial testicular, rompe las
uniones estrechas y reduce la expresion de Ocludina de
las células de Sertoli (Siu, Mruk, Porto y Cheng, 2009),
y se ha asociado con la generacion de dafio oxidativo
(LPO) en rifién, higado, cerebros, eritrocitos y testiculos
(Koizumi y Li, 1992). Hasta el momento no estd bien
caracterizado el dafio que se genera a nivel de células
espermaticas. En este trabajo se propone evaluar el efec-
to sobre la calidad espermatica y dafio genético de los
espermatozoides de ratones expuestos a cloruro de cad-
mio [CdCl,; con el fin de tener la caracterizacion de los
sitios blancos de la espermatogénesis por la exposicion
al Cdc12

Materiales y Métodos

Animales de experimentacion

Se emplearon ratones macho (Mus musculus) de la
cepa ICR de 38-40 g de peso (10-12 semanas de edad)
provenientes del biotero del Instituto de Biotecnologia
IBT-UNAM. Los animales se mantuvieron a una tempe-
ratura de 18-23°C, a una humedad relativa del 40-70%,
con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y con alimento y
agua ad libitum. Los ratones fueron aleatoriamente asig-
nados para formar grupos de 3 ratones para los grupos
control y tratados con cloruro de cadmio. El cloruro de
cadmio grado técnico (CICd,, 55.2% de pureza), se di-
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Figura 1. Efecto de la exposicion al CICd, sobre los parametros de la calidad espermatica. Se presenta la media+DS de
2 experimentos independientes (n=3 controles; n=3 tratados por dosis por experimento). *Diferencia estadisticamente

significativa respecto al grupo control (p<<0.001) de acuerdo al analisis de ANOVA y la prueba de comparacion multi-
ple de Bonferroni.
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Figura 2. Morfologia espermatica. Alteraciones morfologicas observadas (Flechas negras).
2) Cabeza en clavel. 2) Alargamiento de la cabeza. 3) Cabeza en forma de martillo. 4) Cola enrollada.

solvié en agua. Todos los experimentos se realizaran de
acuerdo a lineamientos establecidos para el uso y manejo
de animales de laboratorio NOM-062-ZO0O-1999
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion [SAGARPA], 1999)

Estrategia experimental

El grupo tratado fue administrado con dosis cada tercer
dia de CICd, (1.6 6 3.2 umol/kg de peso corporal, cada
tercer dia/5 dias (d), v.o0.) disuelto en agua y el grupo con-
trol recibi6 solo el vehiculo. La exposicion de 5 dias se
eligio considerando que la maduracion del espermatozoide
en el epididimo estd completa en aproximadamente 4-6
dias (Adler, 1996). Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y los espermatozoides fueron extrai-
dos y colectados de la cola del epididimo-conducto defe-
rente [CE-CD] después de la ultima administracion, 24
horas post-tratamiento [hpt], de tal manera que se evalué el
efecto en células espermaticas que al momento de la expo-
sicion se encontraban en la etapa de espermatozoide madu-
ro. Se realizaron al menos 2 experimentos independientes
por dosis de tratamiento.

Obtencion de los espermatozoides de la cola del epididimo
-conducto deferente (CE-CD)

Después de sacrificar a los animales a los tiempos de
interés, el conducto deferente y la cola del epididimo fue-
ron extraidos y los espermatozoides fueron obtenidos por
perfusion con 1 ml de solucion salina [NaCl 0.9%].

Evaluacion de la calidad espermatica

Los parametros de motilidad, viabilidad, y cuenta es-
permaticas se evaluaron de acuerdo a los lineamientos es-
tablecidos por la OMS (2010) en donde se report6 el resul-
tado como porcentaje; mientras que en la cuenta se conta-
ron los espermatozoides morfoldogicamente maduros con
colas y el resultado se expresé en millones de células es-
permaticas/ml. Finalmente la morfologia espermatica se
evalu6 en base a la técnica de tincion de Papanicolaou mo-
dificada establecida por Wyrobek, Meistrich, Furrer y Bru-
ce. (1983). Se expresé el porcentaje de espermatozoides
con morfologia anormal.

1) Espermatozoide normal.

Evaluacion del danio oxidante en la membrana de los es-
permatozoides

Esta determinacion se realizo utilizando el kit para el
ensayo de lipoperoxidacion [LPO] de Oxford Biomedical
Research® (Cat. # FR12). Este ensayo se basa en la reac-
cion del reactivo cromogénico N-metil-2-fenilindol (R1,
proporcionado por el proveedor) con el MDA a 45°C: una
molécula de MDA reacciona con 2 moléculas del R1 for-
mando un cromoéforo estable. Se prepard una grafica de
calibracion empleando una solucion estandar de MDA de 0
-15 uM.Se registr6 la absorbancia a 586 nm en un
NaNodrop 2000c (Thermo Scientific®). Se utilizé un con-
trol positivo de dafio H,O, 30 pM. Los resultados se ex-

presaron como UM de MDA/5 x 10° espermatozoides/ml.
Evaluacion del daiio al ADN en los espermatozoides

El daiio al ADN se evalu6 por el ensayo cometa bajo
condiciones alcalinas [pH 13]. En base a lo citado por
Uridstegui-Acosta, Hernandez-Ochoa, Solis-Heredia, Mar-
tinez-Aguilar y Quintanilla-Vega, (2012). Este es un méto-
do sensible y rapido, el cual permite cuantificar el dafio al
ADN detectando rupturas en la cadena sencilla. El analisis
se realizo usando el software Comet Assay IV®. Los para-
metros evaluados fueron: el porcentaje de ADN en la cola
[%ADN], definido como el porcentaje de rupturas de ADN
en la cola del cometa y el momento de la cola [OTM], de-
finido como el producto de la longitud de la cola y el ADN
total de la cola del cometa.

Resultados

Efecto del CdCl, sobre el peso corporal y relativo de los
organos

El efecto de la exposicion al CdCl, de manera alterna
sobre el peso corporal de los ratones, mostrd diferencias
significativas con respecto al grupo control a la dosis de
3.2 uMol/Kg/3er d/5 d. Con respecto al peso relativo de
organos de importancia solo se vio incrementado el peso
de los testiculos con ambas dosis, esto comparado con el
grupo control (véase tabla 1).
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MDA
(uMI5 x 10° espermatozoides)

: H;C

CICd, (uMolikg/3er d/S d)

Figura 3. Dafio oxidante en la membrana espermatica por la exposicion al CICd,. Se presen-
ta la media + DE de 2 experimentos independientes independientes (n=3 controles; n=3 tra-
tados por dosis por experimento). *Diferencia estadisticamente significativa respecto al gru-
po control (p>0.05) de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de compara-
cion multiple de Bonferroni. H;O, = 30 mM, como control positivo.

Efectos del CdCl, sobre la calidad espermatica

La exposicion alternas al CdCl, (1.6 6 3.2 puMol/
kg/3%d/5d) alter6 los parametros de viabilidad (22% y
28%; respectivamente (véase figura la) y la motilidad es-
permaticas (22% y 31%; respectivamente (véase figura 1b)
a 24-hpt, la morfologia de los espermatozoides se altero
ligeramente a ambas dosis 4.6% y 5.3% (véase figura 1c),
presentando principalmente alteraciones en la cabeza co-
mo: cabeza en forma de banana, gigantes y sin acrosoma
(véanse tabla 2 y figura 2).

Dario oxidante sobre la membrana espermatica por la
exposicion al CdCI,

La exposicion a dosis repetidas de CdCl, no causo
dafio oxidante sobre la membrana de los espermatozoides,
evaluado por la produccion de MDA. No se observd un
incremento significativo en la generacion de MDA en los
espermatozoides colectados a la dosis de 1.6 uMol/kg/3er
d/5d , mientras a la dosis mas alta usada se observd un
incremento de 2.5 veces (p>0.05) comparados con el grupo
control (véase figura 3). El control positivo (H,O, 30 mM)
mostr6 un incremento de 9 veces respecto al grupo control.

Efecto del CdCl, sobre el daiio al ADN espermdatico

Se evaluo el dafio al ADN generado por la exposicion a
CdCl, a través del ensayo cometa bajo condiciones alcali-
nas (pH 13). Se observaron rupturas en el ADN en los es-
permatozoides colectados a ambas dosis, siendo el dafio
mas marcado a la dosis de 3.2 uMol/kg/3er d/5d, con res-
pecto al grupo control (datos no mostrados).

Discusion

En este estudio se observaron los efectos a nivel repro-
ductivo en ratones macho por la exposicion a CdCl, via
oral a dosis de relevancia biolégica (1.6 y 3.2 uMol/
kg/3er/5d de CdCl,). Con el conocimiento de que la conta-
minacion por Cadmio es alta en Taxco de Alarcon, Gro. y
en donde en algunas comunidades la poblacion utiliza los
lixiviados como una fuente alternativa de agua para uso
doméstico durante las estaciones secas (invierno/
primavera), de acuerdo con Talavera-Mendoza, Armienta
Hernandez, Abundis y Mundo (2006). Sumado a que la
susceptibilidad de ciertas etapas de la espermatogénesis
puede verse afectada exposicion a metales pesados, el pre-
sente estudio, evaluod los efectos del cadmio sobre la cali-
dad, dano oxidativo y genético en células espermaticas de
ratones macho ICR-CD1 expuestos a CdCl, . Los resulta-
dos obtenidos nos indican que a partir de dosis muy bajas
de CdCl, se observaron alteraciones en los parametros de
calidad espermatica, aunque las alteraciones en la calidad
fueron mayores a la dosis mas alta
(viabilidad>motilidad>morfologia). Los ratones expuestos
a la dosis de 3.2 pMol/kg/3d/5d de CdCl, tuvieron una
reduccion en el peso corporal, asi como un incremento en
el peso relativo de los testiculos, aunque el peso de los
testiculos se vio afectado de igual manera a la dosis bajas
comparado con el control. Esto se relaciona con el trabajo
de Sadik (2008), donde mostr6 que el cadmio afecta varios
tejidos y organos como los testiculos y que su efecto noci-
vo sobre estos ultimos es en la degeneracion de la célula
germinal y defectos en la esteroidogenesis testicular.

Existen otros reportes que indican la disminucion
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Tabla 1. Efecto de la exposicion al CdCl, sobre el peso corporal y relativo de los 6rganos a dosis de 1.6 y 3.2 uMol/

kg/3er d/5d sacrificados 24-hpt.

Pesos relativos (%)

C Peso cor- Vesiculas
rupo poral Higado Rifién Testiculos ~ SCminalesy Prostata Bazo
Glandulas
coagulantes
Control 43.48+2.29 5.74+0.68 1.67+0.31  0.59+0.13 0.76+0.15  0.025+0.002 0.34+0.11
1.6 pMol/kg/3d/5d  42.65+3.92 5.62+0.39 1.56+0.15  0.75+0.19* 0.67+0.11 0.026+0.002  0.31+0.11
39.43£1.79
3.2 uMol/kg/3"d/5d * 5.4540.25 1.51+0.34  0.724+0.09* 0.7240.12  0.025+0.001 0.39+0.15

Se presenta la media+DS (n=3 controles, n=3 tratados por dosis por experimento). *p<0.05 comparado con respecto al
grupo control, de acuerdo a la prueba de ¢ de Student. 2 experimentos independientes. hpt= horas post-tratamiento.

en la motilidad espermatica por exposicion a CdCl,, en
donde puede explicarse los efectos de esta exposicion so-
bre los microtubulos, ya que estudios previos refieren que
el cadmio inhibe el deslizamiento de microtubulos en el
espermatozoide (Kanous, Casey y Lindemann, 1993), ya
que el cadmio compite con el calcio para la unién calmo-
dulina, siendo esta importante para la motilidad y de igual
manera impacta en la viabilidad espermatica tal y como lo
reportaron Leoni, Bogliolo, Deiana, Berlinguer, Rosati y
Pintus (2002), ya que la exposicién a 2 y 20 uM de cadmio
afecta la viabilidad de los espermatozoides. Por su parte
Oliveira, Spano, Santos y Pereira (2009) reportaron que
ratones administrados a una sola dosis de 1-3 mg/kg/S.C.
(via subcutanea) de CdCl, y sacrificados a las 24h y 35d,
mostraban incrementos en las alteraciones de calidad es-
permatica (morfologia y motilidad). Con respecto a las
alteraciones sobre la morfologia espermatica se observaron
alteraciones principalmente de cabeza; mientras que los
resultados sobre el dafio oxidantivo de la membrana esper-
matica mostré un incremento significativo solo a la dosis

de 3.2 uMol/kg/3er d/5d de 2.5 veces (p>0.05), compara-
do con el grupo control. Esto se relaciona por lo reportado
por Ige, Olaleye, Akhigbe, Oyekunle y Udoh (2013) en
donde la administracion de dosis unicas de CdSOy y sacri-
ficados al 3er dia de administracion, mostré una disminu-
cion de la morfologia espermatica, asi como un dafio testi-
cular, relacionandolo con un incremento del estado de
lipoperoxidacion de las células testiculares.

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que el
cadmio induce el estrés oxidativo debido a las especies de
oxigeno reactivo [ROS] de acumulacion, en su mayoria de
aniones superoxido radical, peroxido de hidrogeno y el
radical hidroxilo (Waisberg, Joseph, Hale, y Beyersmann,
2003). ROS puede afectar la motilidad espermatica por la
peroxidacion de los lipidos de la membrana la reduccion
de la fosforilaciéon de proteinas axonemal o mediante la
reduccion de los niveles de ATP; asi como el dafio al
ADN espermatico, ya que se ha reportado que el cadmio
es capaz se inhibir la condensacion de la cromatina esper-
matica, tal y como lo describen Monsefi, Alace, Mo-

Tabla 2. Principales alteraciones morfoldgicas observadas en los grupos expuestos a CdCl,y grupo

control.
Grupo Cabeza anormal Cola Parte media  Normales
anormal anormal
Control 4.08+1.56 -— 1.06x0.66 94 83+1.75
1.6 uMol/Kg/3¢rd/5d 7£2.73* 0.2+0.45 1.8+0.457 91+2.12
3.2 uMol/Kg/3¢/5d 7.67£2.58* 0.17 041 1.5£1.05 90.67+2.80

Se presenta la media = DE entre las dosis de CdCl,
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radshahi y Rohani (2009), en donde en los espermatozoi-
des maduros el ADN se fragmenta como resultado de una
mala condensacion de la cromatina.

Conclusion

Este trabajo subraya que la exposicion al CdCl, a dosis
de 1.6 y 3.2 uMol/Kg/3%d/5d, ademas de ser altamente
toxico para la espermatogénesis del raton, se ve reflejado
en la variedad de los parametros funcionales espermaticos
afectados: motilidad, vitalidad y morfologia, sugiriendo
que estos parametros son sensibles a la toxicidad del cad-
mio. Ademas, la fragmentacion de ADN espermatico que
se produjo en este momento aumenta las posibilidades de
poner en riesgo el éxito de la fertilizacion del 6vulo y el
posterior desarrollo del embrion.
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