_
= -4.?.
- - -;:: =

= Qox P2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

g TESIS CON
| FALLA DI ORIGEN |

ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES EN TESTICULO POR
LA INHALACION DE ACETATO BE PLOMO Y CLORURO DE
CADMIO. MODELO EXPERIMENTAL EN RATON.

T E S I S

QUE PARA (QOBTEMER EL GRADO ACADEMICC DE
MAESTRA EN  CIENCIAS  BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL}
P R E S E N YT A
MARTHA  PATRICIA | BIZARRD  NEVARES

L

{ZO’)RBNM‘%FN

MEXICC, D, F, MARZO DE 2002



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

ing. Leopoldo Silva Gutiérmez
Director Generai de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en a reunion ordinaria del Comite Académico del
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 10 de septiembre de 2001, se acordd poner a sh
consideracion el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia
Experimental) del alumno Bizarro Nevares Martha Patricia; con numere de cuenta 81602627, y nimero de
expediente 17961037, con |a tesis titulada: “Alteraciones ultraestructurales en testiculo por la inhatacion
de acetato de plomo y cloruro de cadmio. Modelo experimental en ratén.”, bajo la direccion de la Dra.
Teresa Imelda Fortul van der Goes. '

Presidente: Dra. Olga Margarita Echeverria Martinez

Secretario: | M. en C. Teresa Imelda Fortul van der Goes

Vocal: Dra. Irma Villalpando Fiarro

Suplente: Dra. Norma Leticia Calderon Apodaca

Suplente: Dr. Mario Agustin Altamirano Lozano .

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITY"
Cd. Universitaria, D.F.; a 11 de marzo de 2002

Dra. Tila Maria®&rez Orti
Coordinadora del Programa

¢.c.p. Expediente del interesado



AGRADECIMIENTOS

Al Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina, UNAM.
A mi tutora, Dra. Teresa |. Fortoul van der Goes por su apoyo y sus ensefianzas.
A los miembros de mi Comité Tutoral, Dra. Olga Margarita Echeverria Martinez y
Dra. Norma Leticia Calderén Apodaca por sus valiosas aportaciones para la
realizacién de este trabajo.

A los miembros de mi jurado, Dra. Olga Margarita Echeverria Martinez, Dra. Irma
" Villalpando Fierro, Dra. Norma Leticia Calderon Apodaca y Dr. Mario Altamirano

Lozano por sus correcciones y comentarios para la elaboracién de la Tesis.

A las Bidlogas Sandra Acevedo Nava, lrma Lopez Martinez e lvonne Sanchez

Cervantes por su apoyo en la realizacion de los experimentos.

A Francisco Pasos Najera, Tomas Cruz Méndez y Biol. Armando Zepeda por su

apoyo en la parte de fotografia.
A la Bibloga Lourdes Barbosa por su apoyo en el andlisis estadistico.

Este proyecto se realizd con apoyo de la Facultad de Medicina, UNAM.



DEDICATORIAS

“Al Gnico y sabio Dios, nuestro Salvador, sea gloria y majestad, imperio y

potencia, ahora y por todos los siglos. Amén.” (Judas 25)

A mis padres, Maria Elena Nevares Samaniego y Javier Bizarro Martinez,
porque a través de su amor y apoyo incondicional me ensefiaron a luchar

por las cosas que valen la pena.

A mi hijo Octavio que aunque ya no esta conmigo, vivira en mi corazén por

siempre.

A mi hijo Daniel cuyo amor me anima a seguir adelante y a vencer los

obstaculos que se presenten en el camino.

A mi hermana Carmen porque este sueiio no hubiera sido posible sin su

aliento en los momentos dificiles.

A mis hermanos Bealriz, Guillermo y Javier por estar presentes a mi lado

cuando los he necesitado.

A Tere Fortoul por haber creido en mi y por brindarme su confianza, su

apoyo y su paciencia.

A mis compaieros y amigos Sandra, irma, Laura, lvonne, Geraldine, Rose,
Adriana, Silvia, Yrene, Paty, Rodrigo, Edgar y Paca por su entusiasmo,

apoyo, comprension y principalmente por su amistad.

A Silvia y a Adrian por haberme dado la oportunidad de compartir conmigo

sus conocimientos en Microscopia Electronica.



INDICE

INTRODUCCION. .o e oo oot e e e o e e oo e oo s

1. Contaminacion atmoOS EIICa ..o e e e e e e e et e e

1.1 Contaminacion por metales pesados ...y e veivieeis e et e e

2 o o 13 o TR O TR
2.1 Fuentes de emisidn de plomo ... e e
2.2 Toxicocingtica del PlomMO . oo e et s e,
2.3 Toxicidad del plomo ... e e e e e e
2.4 Toxicodinamia del PIOMO ... ..o e et e e et e

B CaAMUO oo e e e e e ene et e e
3.1 Fuentes de emisidn de cadmio .......cceoin v e
3.2 Toxicocinética del cadmio ....................... e b e aa e e
3.3 Toxicidad del cadmio ... ... e e e
3.4 Toxicodinamia del Cadmmio ...ooioives voiiceiee et mi e et e e

4. Efectos téxicos del cadmio y el plomo sobre el Sistema Reproductor
MASCURNO. ... e icveteee e vt e e et s araeeres et taeaes aeesaeanes e

4.1 Morfologia y funcién del tibulo SEMIRIFETO .........oovve.ovoeeeeeeees s oo
41 1CAIUlas de Sertoli ..o e s e e e e
4.1.2CAIUIas garmMiINales . .......c.. oot e e e e

412 1ESPermatides .....oocoie v e e e e
4.1.22Espermatozoides .. .....cooco it v e s e
A1, 3 ESPermMaloganesiS .ot e e e e e v e

4.2 Alteraciones inducidas por plomo en el Sistema Reproductor Masculino ...
4.3 Alteraciones ultraestructurales ocasionadas por plomo entesticulo ... ........
4 4 Alteraciones inducidas por cadmio en el Sistema Reproductor Masculino ...
4.5 Alteraciones ultraestructurales ocasionadas por cadmio en testiculo ... ... .
JUSTIFICACION .ot i oo et et e e i e e )

HIPOTE SIS oo e o e e e e e e

A W W

~N O,

10

10
11
14
14
14
16

17

18

19

20

21



MATERIALY METODOS ....ooeioeeiies e et ee e oo et e e e e
ANIMIAIES ..iii s e et e er ot s iee er et e et e ea et e wee s en e e e e s
Sustancias quimicas utifizadas ... ... ... ... o e e s v
Método de inhalaciOon .. . ... o e e e e e o

Protocolo de @XPOSICIONES e e et e e e

Toma de muestras y procesamiento del tejido para Microscopia

Electranica de TransSmiSiOn . .. .ccoo e ettt e vt eaten e tarveatin i v ssiann e

Andlisisestadistico . ... . e e e
RESULTADOS ... oo oo oot et e ittt eaias ee tevii o oot e e e e s
DISCUSION .ot oo e et oot et et et st

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... .. ocoive i ivieeetiviesiesesiiseaies e ceeens e e enns

21

21

21
21
22
22
22

23
23

25
34
49
53

54



RESUMEN

Los metales pesados son contaminantes ambientales potencialmente toxicos para los seres vivos. La
administracion oral o parenteral de cadmio o plomo ocasionan diversas patologias testiculares. Aunque
se sabe gue por el tamafio de sus particulas, metales comeo el cadmio y el plomo son absorbidos en los
alveolos pulmonares, pocos trabajos se han realizado relacionados con la toxicidad de estos metales
cuando son inhalados. Menos alin se ha revisado el posible dafic producido por estos metales en el
sistema reproductor cuando se administran por via inhalatoria. Por via oral y parenteral ocasionan
alteraciones metabdlicas y morfoldgicas en el sistema reproductor masculino, por lo que podria
esperarse que también por via inhalatoria ocasionaran algin tipo de dafio.

Es por esto que los objetivos del presente trabajo fueron los de identificar las alteraciones
uitragstructurales que ocurren en células de Serfoli y células germinales del parénquima testicular de
ratones expuestos a inhalacion de acetato de plomo y cloruro de cadmio administrados individualmente
o combinados y cuantificar la pérdida de crestas mitocondriales en células de Sertoli de los testiculos de
los mismos animales.

Se utilizaron 72 ratones macho CD-1 con un peso promedio de 30g. Se hicieron tres grupos, cada
uno de 16 animales expuestos y 8 testigos. Un grupo fue expuesto a la inhalacién de acetato de plomo
{Pb) 0.001M, ctro grupo fue expuesto a cloruro de cadmio (Cd) 0.006M y un ultimo grupo fue tratado con
la combinacion de acetato de plomo 0.001M y cloruro de cadmic (Pb+Cd) 0.006M. Las inhalaciones se
realizaron durante una hora, dos veces a la semana durante cuatro semanas. Se tomaron muestras de
testiculo, las cuales se procesaron para microscopia electrénica y se realizo un analisis cualitativo y un
analisis cuantitativo.

Se determind que las células de Sertoli exhiben degeneracidn del citoplasma en los animales
expuestos a2 Cd y a Pb+Cd desde el dia 4, mientras que en los animales expuestos a Pb se observa
desde €l dia 8, Se observd en algunas zonas del tibulo seminifero la separacion entre las células desde
el diz 6. en los animales expuestos a Cd y a Pb+Cd. La combinacion Pb+Cd desde el dia & de
exposicion, y ia exposicién a Cd o Pb a el dia 8, fue posible observar células germinales degeneradas
que muestran condensacion irregular de la cromatina. La presencia de estructuras similares a cuerpos
residuales en el citoplasma de las células de Sertoli fueron observados en la dltima exposicion en los
tres modelos. Con el tratamiento de Pb+Cd, los animales expuestos presentaron espermatides tardias
con niicleos deformes el dia 8 de exposicidn.

La magnitud de! dafio ultraestructural fue dependiente de la duracién de la exposicion y del metal
utiizado. Las mitocondrias de las células de Sertoli de los animales expuestos en los tres modelos
muestran pérdida de crestas desde la 2° inhalacion. La combinacion Pb+Cd ocasiond crestas
mitocondriales electrodensas y deformes en células germinales 4® exposicion, con el Cd estas
alteraciones se presentaron desde la 62 inhalacion mientras que con plomo se encuentran mitocondrias
dafiadas desde la 62 exposicion La combinacion de los metales fue mas agresiva, presentandose el
dafio desde la 22 exposicién. En cuanto a tiempo de exposicién, el dafio mitocondrial fue mas severo

conforme aumentd el niimero de exposiciones.



INTRODUCCION

1-Contaminacion Atmosférica

La contaminacion atmosférica se presenta por la presencia en el aire de toda materia o
energia en cualquiera de sus estados fisicos y quimicos que al incorporarse o actuar en la
atmosfera modifican su composicion. La produccion de sustancias toxicas generadas por
la industria y el desarrollo acelerado de la tecnologia actual, representa un enorme
problema de contaminacién en el mundo (Lopez, 1994) El desarrollo de tecnologias que
no foman en cuenta la proteccion del ambiente ni la salud humana, propicia el incremento
de elementos potencialmente toxicos en el mismo. Este problema es mayor en 10s paises
subdesarrollados, en los que el uso de tecnologias obsoletas y la tardanza en la
aplicacién de medidas de proteccién al ambiente generan un continuc aumento en e
deterioro ambiental (Espinosa, 1989). Se estima que en la zona metropolitana de la
Ciudad de México, hay cerca de 43 000 industrias y mas de 3.5 millones de vehiculos
automotores circulando, gue en conjunto emiten mas del 80% de particulas a la atmosfera

{polvos, humos, aerosoles y otros) (INEGI, 1999).

1.1.Contaminacion por metales pesados

Los metales pesados se han identificade como contaminantes por su potencial
toxico sobre los organismos vivos. El plomo y el cadmio son metales considerados
dentro del grupo de los agentes xenobidticos, es decir, aquellos que son ajenos al

organismo (Lbépez, 1894).

Una de fas razones de preocupacién causada por la contaminacién por
compuestos metalicos, se debe a que persisten en el ambiente ya que no pueden
degradarse, ni biolégica ni quimicamente, inclusive algunos reaccionan
{ransformandose en formas maés tdxicas. La estabilidad de los metales permite que
sean transportados desde sus fuentes de origen a distancias considerables tanto por

aire como por agua (Stoker y Seager, 1981).

Los metales pesados se encuentran en la atmosfera en forma de particulas
suspendidas totales (PST) y gases. En el caso de cadmio y plomo, las particulas son lo
suficientemente pequefias (menos de 25 um de didmetro) para ser inhaladas y

penetrar en las vias respiratorias llegando a los alvéolos pulmonares {Lopez, 1994) El



grado de absorcion de estos metales, depende de su concentracion en el aire, del
componente quimico inhalade y de las condiciones fisiologicas del sujeto, Un estudio
realizado en la Ciudad de México en pulmones de casos de autopsia de individuos que
murieron alrededor de los afios 80 se detectaron concentraciones elevadas de metales
como plomo, cadmio, niquel, cobalto y cobre en comparacién con las muestras de

aquellos individuos fallecidos durantes los afios 50 (Fortoul y Séldivar, 1996).

Desde el punto de vista de intoxicaciones industriales la inhalacion de cadmio y
plomo es muy importante, ya que son absorbidos facilmente a través del sistema
respiratorio y alcanzan asi al torrente sanguineo que los distribuye a los diferentes

organos (Underwood, 1977).

2.Plomo

2.1. Fuentes de emision de plomo

El plomo es virtualmente ubicuo en el ambiente como resultado de su ocurrencia
natural y de su uso industrial. Los usos del plomo en la industria son muchos y
variados, entre eiios estan la fundicion y refinacion del plome, la produccion de
acumuladores, la manufactura del plomo alguilico y pinturas con plomo, el uso del
arseniato de plomo en la agricultura y en el barnizado a base de plomo de recipientes
de ceramica (Villalon y Monclus, 1874).

2.2 Toxicocinética del plomo

Las vias principales de absorcion de plomo son el tracto gastrointestinal y el
sistema respiratorio, aunque también se absorbe a través de la piel. Aproximadamente
el 10 % del plomo ingerido en los alimentos es absorbido por el organismo, el resto es
eliminado por la orina, el sudor, el tracto gastrointestinal, la exfoliacion cutanea y la
pérdida del cabello (OMS, 1978; Villalon y Monclus, 1974). El plomo absorbido se
acumula en hueso, dientes, cabellos, ufias, y en organos como el higado, ridn,
pulmén, musculos, cerebro, tejido adiposo, piel y glandulas (OPS, 1978). El plomo
pasa la barrera hematoencefalica, es capaz de cruzar la placenta pasando a la sangre
fetal, y también se le encuentra en la leche materna. El plomo se distribuye con rapidez
en las estructuras subcelulares, en especial se localiza en nucleo, microsomas, citosol

y mitocondrias, y es posible que también altere otras como el reticulo endoplasmico
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liso (Batra y col., 1998; Fortoul y col., 1997). En México, la concentracién de plomo en
el aire de zonas residenciales es de 3-4 pg/m® y de 14 pg/m® en areas industriales
(Fortoul y col., 1997).

2.3. Toxicidad del plomo

La amplia distribucién que recibe el plomo en el organismo hace que se le
atribuyan lesiones en el sistema hematopoyético, en el tejido éseo, en el sistema
nervioso, en la piel, y hasta trastornos en la conducta (Corey y Galvao, 1989).

La infoxicacion aguda por plomo ocasiona nauseas, dolor abdominal, vomito,
diarrea o constipacidén, parestesia, dolor y debilidad muscular; si se absorben con
rapidez grandes cantidades de plomo puede desarroflarse un sindrome de shock como
resultado de |a pérdida gastrointestinal masiva de liguidos (Corey y Galvao, 1989).

La intoxicacién cronica por plomo se conoce como saturnismo, y se presentan
signos y sintomas gastrointestinales, neuromusculares, del sistema nervioso central,
hematolégicos y renales. La manifestacion mas grave y frecuente del saturismo es la
encefalopatia por plomo y es generaimente mas referida en nifios que en adultos; los
signos involucran torpeza, vertigo, ataxia, caidas, cefalea, insomnio, inquietud e
iritabilidad. El resuitado hematolégico mas comln del satumismo es la anemia
microcitica hipocrémica; este tipo de anemia es originada por la disminucion en la vida
de los eritrocitos y por ia inhibicién de la sintesis de hemo (Corey y Galvao, 1889).

2.4, Toxicodinamia del plomo

El plomo pueden producir una gran variedad de efectos citotoxicos y metabdlicos.
Uno de ellos es al competir con los elementos esenciales (especiaimente calcio y zinc)
en sus sitios de insercion (Corey y Galvao, 1989} o en los procesos de internalizacion
en la célula; se ha visto que los canales de calcio son mas permeables al plomo que al
mismo calcio, sin embargo a diferencia del calcio, los canales no son inactivados
cuando el plomo pasa a través de ellos. La exposicién in vivo al piomo en ratas reduce
la actividad de la ATPasa de calcio (Simoms, 1986).

El plomo tienen efectos sobre el plasmalema o membranas intracelulares ya que
alteran su estructura y permeabilidad y por consiguiente el transporte iénico a traves de
las mismas (Acki y Hoffer, 1978; Fleisher y col, 1975, Prozialeck, 2000; Simoms,
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1993). El plomo se une firmemente a las membranas de fosfatidilcolina (Vallee y Ulmer
1972).

El plomo puede alterar estructural y funcionalmente a las proteinas, incluyendo
proteinas enzimaticas, por su afinidad con los grupos sulfidrilo (-SH) (Corey y Galvao,
1989). Este metal inhibe la actividad de la enzima 8-Acido aminolevulinico dehidratasa
(6-ALAD ) en testiculo (Batra y col., 1998), enzima que se iocaliza en ei citopiasma y

cataliza el segundo paso de ia biosintesis de hemo.

Ademas puede inducir estrés oxidativo ya que incrementan las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y altera el sistema antioxidante de la célula (Koizumi y col., 1992;
Yiin y col. 1898). Los ROS son los productos del metabolismo aerdbico, tales como
aniones superéxido, H,O. y radicales hidroxilo, y son considerados daiiinos para la
célula ya que no solo inician la peroxidacion lipidica de la célula, sino también
modifican estructural o quimicamente a las proteinas (Hsu y col, 1997).

Entre los sistemas de defensa enziméaticos contra los ROS, se ha encontrado que
el plomo altera el funcionamiento de la superdxido dismutasa (SOD), la cual protege
contra el H,O, y el O, por medio de dismutacion de radicales superdxido (Hsu y col,
1997. Mruk y Cheng, 2000). La catalasa, es otro componenie integral de los
mecanismos de defensa antioxidantes, es el principal responsable de la remocion del
H.Q, de las células. El H.O, es producido por la accion de la SOD durante la
conversion de formas reactivas de oxigeno a formas menos reactivas (Batra y col.
1998).

El plomo dafia las funciones mitocondriales, tales como los procesos oxidativos, y
produce alteraciones morfolégicas mitocondriales incluyendo pérdida de crestas y
edema en enterocitos de perro, hepatocitos de conejo, placenta humana; ademas de
- hepatocitos, macréfagos alveolares, y células renales de rata (Chaves y col, 1987;
Koizumi y col, 1994; Vallee y Ulmer 1972). El plomo puede generar ferritina y un tipo
anormal de hierro, lamado micelas ferruginosas, en las mitocondrias; también el plomo
se co-deposita con el calcio y forma complejos proteina-plomo, 1o cual ocasiona una
disminucién del producto de [Ca] X [P] necesarios para formar los cristales de fosfato
de calcio in vitro (Vallee y Ulmer 1972). El incremento en el plomo libre dentro de la
célula puede resultar en la unidén mas estable del plomo a la membrana interna de [a

mitocondria (Batra y col., 1998).



3. Cadmio

3.1. Fuentes de emision de cadmio

Ef cadmio fue descubierto en 1817, pero rara vez se empled hasta que se
descubrieron sus propiedades metallrgicas hace alrededor de 50 afos. Una alta
resistencia a la corrosion y otras propiedades quimicas aprovechables son
responsables de su utilizacion en la industria minera, metallrgica y quimica; asi mismo
posee numerosas aplicaciones entre las que se encuentran el revestimiento
electrolitico de metales, aleaciones para soldaduras, amalgamas dentales, celdas
fotoeléctricas, resistencias eléctricas, baterias de niquel-cadmio, fabricacién de
pigmentos para pinturas, esmaltes y materias plasticas, lamparas de vapor de cadmio,
superfosfatos y plaguicidas que contienen cadmio y moderador de neutrones en la
industria atdomica. Dado que se recicla menos del 5% del metal, la contaminacién
ambiental es una consideracidn importante. Los combustibles de carbon y otros fésiles
contienen cadmio y su combustidn libera el elemento al ambiente (EPA, 1984; Villalon
y Monclus, 1974).

3.2. Toxicocinética del cadmio

E! cadmio se absorbe por el tracto gastrointestinal y por el tracto respiratorio. Los
trabajadores de fundiciones y otras plantas procesadoras de metales pueden estar
expuestos a altas concentraciones de cadmio en el aire, no obstante, la exposiciéon por
contaminacion de los alimentos es la mas importante para la mayoria de la poblacién
(Villalén y Monclus, 1974).

El tabaco es una importante fuente de exposicion al cadmio en los fumadores. Se
menciona que un cigarro contiene de 1-2 pug de cadmio (Friberg y col., 1974) y que
cerca del 10 % es inhalado (Elinder y col,, 1983); un estudio realizado sobre la
concentracion de cadmio en el tabaco mexicano, muestra que cada cigarro producido
en México contiene 2.8 + 099 ug de cadmio (Saldivar y col., 1991). El Instituto
Mexicano del Seguro Social realizé una encuesta entre su poblacién derechohabiente
a nivel nacional, cuyas edades eran de 12 hasta 79 anos, la cual mostré que del 49.9%
de los hombres encuestados el 40% son fumadores, aunque la cantidad de cigarros
fumados al dia es baja ya que el 64 7% de los fumadores consumen entre 1 a 5



cigarros diarios, el 18% consumen de 6 a 10 y solamente el 8.3% consumen 20 o mas
(Fernandez y col., 1997).

La concentracién de cadmio en el aire se ha estimado en un rango de 0.1 a 5
ng/m® en &reas rurales, de 2-15 ng/m*® en areas urbanas, y de 15 a 150 ng/m® en areas
industrializadas (Elinder y col., 1985).

Casi del 10 al 40 % del las particulas de cadmio inhaladas son absorbidas;
aquellas que no son eliminadas en las secreciones van a constituir los depésitos del
arbol respiratorio. Del cadmio absorbido, el 33 % se acumula en rifién, el 14 % en el
higado, 2 % en pulmones, 0.3% en pancreas y una pequefia cantidad en huesos. El
cadmio puede atravesar la barrera placentaria y encontrarse en la leche materna
(Lucas, 1975; Lépez y col., 1997).

3.3. Toxicidad del cadmio

La intoxicacion por cadmio se debe a la ingestién de alimentos contaminados o por
la inhalacién de vapores de cadmio. Los sintomas de intoxicacion incluyen nauseas,
vémito, agotamiento, dolor de cabeza y fiebre; la inhalacidén de vapores ocasiona
irritacion bronquiopulmonar y dependiendo del tiempo de exposicion puede presentarse
edema pulmonar (Villalén y Monclus, 1874).

La intoxicacién ocupacional se caracteriza por transtornos respiratorios que
incluyen Ulceras nasales, laringitis, bronquitis y enfisema aunado a nausea vomito y
diarrea. También se puede presentar anemia y transtornos 6seos (Goyer, 1991).

En forma crénica, la ingesta o inhalacién de cadmio ocasiona dafio renal,
manifestado por incremento en la excrecidon de cadmio en orina, proteinuria,
aminoaciduria, glucosuria e incremento en la reabsorcién tubular de fosfato (Villalén y
Monclus, 1974).

3.4. Toxicodinamia del cadmio

Se han sugerido varios mecanismos para explicar el dafio celular inducido por

cadmio.

Fl cadmio altera la homeostasis e interfiere con las acciones normales del zing, el

calcio y el selenio, (Nigam y col, 1999). Mimetiza o antagoniza las acciones fisioldgicas



del calcio y lo substituye activando a la calmodulina; esta activaciéon podria alterar el
mecanismo normal de control del calcio asi como la actividad de enzimas dependientes
de calmodulina (L-Ashmawy, 1999). E! cadmio también provoca un aumento de la
concentracidon de calcio testicular como resultado del dafio celular a través de
peroxidacién lipidica (Ono y col., 1897).

En estudios in vitro se encontrd que el cadmio interacta con monocapas de
fosfatidiletanotamina y fosfatidilserina (Vallee y Ulmer 1972), tales interacciones
podrian proveer una base bioguimica para los efectos toxicos de este metal sobre las
membranas celulares y los mecanismos de adhesion celular. El cadmio dafia las
uniones ocluyentes dependientes de E-cadherina (zonula adherens o uniones
adherentes) al interactuar directamente con esta molécula ya que compite con el sitio
de unién del calcio en ella; ésta es una molécula de adhesion dependiente de calcio

gue esta presente en muchos tipos de células epiteliales (Prozialeck, 2000).

El cadmio puede alterar las actividades de varias enzimas, entre ellas estan la
fosfatasa alcalina, la deshidrogenasa lactica, la succinildeshidrogenasa, la glutation
peroxidasa, la glutatién reductasa y la catalasa (Vallee y Ulmer 1972); algunas de estas
enzimas estan implicadas en la proteccion contra el estrés oxidativo. Las alteraciones
en componentes del sistema de defensa antioxidante asociado a la exposicion de
cadmio, como la deplecidn de glutation y la inactivacion de enzimas antioxidantes
como SOD, la glutatién peroxidasa, glutation reductasa y catalasa pueden permitir el
incremento en el nivel de los ROS (Koizumi, 1992; Oteiza v col 1999). El cadmio inhibe
directamente a la SOD, probablemente, por la interaccién con el cobre, el zinc y el
manganeso presentes en la enzima, asi como por su afinidad con los grupos sulfidril de
la misma (Nigam y col., 1999; Oteiza y col, 1999; Patra y col., 1999; Yiin y col., 1999).

El cadmio inhibe la produccién de ATP.mitocondrial y es posible que interactue
directamente con los componentes de la mitocondria (Aoki y Hoffer, 1978; Koizumi y
col., 1994). La intoxicacién por cadmio incrementa la peroxidacion lipidica mediada por
hierro. Los elevados niveles de peréxidos lipidicos ocasionan cambios significativos en
las funciones de las membranas incluyendo colapso en el potencial transmembrana de
la mitocondria, permitiendo asi la liberacién de calcio y edema mitocondrial (Nigam y
col., 1999).

Se ha mencionado que la degeneracién del epitelio seminifero, asi como los

cambios bioquimicos y fisiologicos observados por el tratamiento con cadmio, son
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debidos al dafio en el endotelio vascular (Aoki y Hoffer 1978; L-Ashmawy, 1999;
Setchell y Waites, 1970}, en el cual ocasiona edema intersticial seguido por infiltracion
hemorragica, ocasionando asi la modificacién en el caracter del flujo sanguineo e
isquemia prolongada. La hemorragia inducida por cadmio incrementa la concentracién
de hierro (Fe) durante la degradacion del hemo en el tejido testicular (Sugawara, N y
Sugawara, C. 1984). La exposicion con cadmio incrementa en ratas la concentracion
de hemo en las células de Sertoli (Oteiza y col 1999). Los componentes individuales de
la molécula hemo, Fe y protoporfirina IX, promueven la peroxidacion de lipidos y la
formacién de radicales libres (Sugawara, N y Sugawara, C. 1984). El Fe puede actuar
como catalizador en las reacciones de Fenton/Haber-Weiss, transfiriendo electrones
para generar especies reactivas de oxigeno tales como el anién superdxido y peréxido
de hidrégeno en radicales hidroxil, los cuales inician la peroxidacién de lipidos (Oteiza
y col 1999, Yiin y col., 1999). El incremento en la concentracion hemo en el tejido
testicular es debido a la incorporacién de hemoglobina a la membrana celular, mas que
al incremento en la biosintesis de hemo en el tejido (Sugawara, N y Sugawara, C.
1984).

La acumulacién de cadmio en rifidon esta asociada a una proteina especifica
.llamada metalotioneina (MT), la cual es capaz de unir fuertemente el cadmio a la
corteza renal, (Lucas, 1975). La MT es inducida por un amplic rango de mediadores de
estrés como radicales libres, interferén, catecolaminas, interleucina 6 y esteroides, asi
como por el cadmio (Simpkins y col., 1966) La MT esta implicada como una enzima
protectora contra la necrosis testicular inducida por cadmio (Yiin y col., 1999), ya que
secuestra al metal en un estado relativamente inerte (Simpkins y col., 1996). La MT es
una proteina de unidon a metales de bajo peso molecular, estd formada por 60
aminoacidos, 1/3 de los cuales son cisteinas. Estas cisteinas presentan iones tiolato,
los cuales podrian donar electrones al citocromo C o a otro aceptor de electrones. Los
iones tiolato de la MT se unen a metales de transicién (zinc, cadmio, plomo o cobre) y
pueden inactivar radicales hidroxil y singletes de oxigeno (Oteiza y col 1999; Simpkins
y col., 1996; Vallee y Ulmer 1972).

4 Efectos téxicos del cadmio y el plomo sobre el Sistema Reproductor Masculino

La funcién del sistema reproductor es la perpetuacion de las especies; de la integridad
de este sistema depende la sobrevivencia de cualquier especie (Thomas, 1981).
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El involucramiento de los metales pesados en la etiologia de patologias reproductivas asi
como en el mecanismo por el cual ejercen su efecto reprotéxico ha sido debatido por varias
décadas; asi entonces, existen trabajos que muestran dafo estructural de las células; en otros
estudios los resultados indican alteraciones metabdlicas celulares, principalmente la
disminucion en la produccién de testosterona en las células de Leydig, y en otros mas, es el
resultado de la combinacién de ambos darios. Es posible que estas diferencias sean debidas a
la via de administracion, duracion y dosis del tratamiento con cadmio y plomo, asi como la edad
de los animales y la especie.

La infertilidad en los seres humanos es un problema que se ha incrementado conforme ha
avanzado el grado de industrializacién de los paises desarrollados y en vias de desarrollo, por
lo cual, se piensa que la fertilidad humana es susceptible a los quimicos industriales presentes
en el ambiente (Thomas, 1991)

4.1. Morfologia y funcién del tdbulo seminifero

Los testiculos son los érganos del sistema reproductor masculino en los que se
producen los gametos masculinos y la hormona testosterona. Son de forma oval y se
encuentran suspendidos dentro del escroto. Estan rodeados por tres capas: capa externa o
tunica vaginal, capa media o tlnica albuginea y la capa interna o tdnica vascular, ésta ultima
en el ratdn, esta incluida en el iejido conectivo que se encuentra entre los tubulos
seminiferos. A partir de ia capa media se forman tabiques que dividen el interior del testiculo
en lobulillos, cada iobulilio contiene de uno a cuatro tubulos seminiferos. Entre los tGbules
seminiferos se encuentra el tejido intersticial el cual contiene vasos sanguineos y linfaticos,
fibroblastos, macrofagos, linfocitos, mastocitos y células de Leydig; éstas udltimas
representan la parte endocrina del testiculo debide a que sintetizan y secretan testosterona
(Pineau y col., 1999).

Ei tdbulo seminifero presenta una membrana limitante compuesta de una lamina interna
y una lamina externa gque encierran una capa simple de células aplanadas. La lamina
externa estd compuesta por fibras de coldgena. La membrana interna corresponde a la

membrana basal del epitelic germinal (Gardner y Holyoke, 1864).

El epitelio germinal o seminifero esta formado por las células de Sertoli , las cuales

rodean a las células germinales en varias fases de desarrollo y células mioides
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corresponde a la membrana basal del epitelio germinal (Gardner y Holyoke, 1964),

Ei epitelio germinal o seminifero esta formado por las células de Sertoli , las cuales
rodean a las células germinales en varias fases de desarrclio y células mioides
peritubulares. Las células germinales se estan renovando continuamente, en contraste

con las células de Sertoli, las cuales dejan de dividirse durante la pubertad.

4.1.1. Células de Sertoli

Las células de Sertoli forman parte de la barrera hematotesticular y tienen un
abundante suplemento sanguineo, sus funciones son de sostén y las de
proporcionar nuirientes a las células germinales (Chung y Maines 1987). Las
funciones de la barrera hematotesticular es prevenir la entrada de una amplia gama
de substancias (proteinas, estercides, drogas) presentes en el torrente circulatorio y
linfatico (Pineau, 1999). En los tibulos, las células de Sertoli alcanzan desde la
membrana basal hasta el lumen del tubulo y estan conectadas entre ellas por
uniones ocluyentes y uniones gap. Las células de Serioli contienen un compleje
estructural Unico llamado especializacion ectoplasmica. En la regiéon basal de la
célula de Sertoli, esta especializacion se encuentra inmediatamente por debajo de
las uniones ocluyentes, entre las células de Sertoli. Los haces de filamentos de
actina en las especializaciones ectoplasmicas asociadas a uniones ocluyentes
forman un cinfurdn que circunscribe la base de cada célula de Sertoli (Chung y
Maines, 1987, Flickinger y Fawcett, 1958; Lablack y col. 1998). La barrera de las
células de Sertoli crea un ambiente especifico que promuegve la diferenciacion de las
células germinales y divide el epitelio seminifero en un compartimiento basal
conteniendo a las células germinales mitéticas y un compartimiento adiuminal donde
ocurre la meiosis y la espermiogénesis. Las células de Sertoli, ademas de
interactuar morfolégica o quimicamente con las céiulas germinales, se retacionan
con las células mioides y las células de Leydig. La porcién basal de las células de
Sertoli recibe sefales paracrinas y autdcrinas originadas en el intersticio y el flujo
sanguineo y son el blanco de la FSH vy 1a testosterona. (Pineau 1999).

Las células de Sertoli juegan un papel crucial en la regulacién de la
espermatogénesis de los mamiferos, ya que sintetizan y metabolizan varias

hormonas esteroides y secretan un fluido que contiene al menos 100 péptidos y
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proteinas (Pineau y col., 1999). La clasificacidn de las substancias secretadas por las

células de Sertoli se describen en la Tabla 1.

Tabla 1

Productos de las células de Sertoli que participan en el control de las actividades de las célutas
germinales (Pineau y col,, 1989)

Producto

Funcién atribuida

Factores involucrados an
crecimiento/diferenciaciéon o metabolismo
celular

Activina e inhibina

Factor de crecimiento transformante p (TGF-

B)

Interleucina 1o (IL-Ta)
Interleucina & (IL6)

Estimulafinhibe la proliferacién de espermatogonias
Division de células germinales y diferenciacion para
sus receptores en estas células.

Estimula la proliferacion de las espermatogonias
Funcion contraria a fa de [L-1a

Proteinas fijadoras y de transporte
Transferrina y ceruloplasmina
Proteina fijadora de andrégenos
Proteina fijadora de refinol

Glicoproteina 1 sulfatada 1
(SGP1)}prosaposina

Glicoproteina 2 sulfatada 1 (SGP2)/clusterina
o2-Macroglobulina

y-Glutamil transpeptidasa (y-GTP)

Transporte de hierro y cobre a las células germinales
Transporte de andrégenos a las células germinales
Transporte de retinol a las céluias germinales
postmeidticas

Transporte de precursores lipidicos y acidos grasos a
fas células germinales

Liberacién de Hpidos a las células germinales y al
suero

Unidn y por io tanto reguiacion de factores de
crecimiento, citocinas activina e inhibina

Transporte de glutation a las celulas germinales

Proteasas e inhibidores de proteasas
Urgcinasa, activadores de plasminégeno tipo
tisular, colagenaza tino IV v ofras
metaloproteinasas de matriz

Proteina 2 Ciclica (CP2)/procatepsina L
Cistatina C

Pueden estar involucradas en la apertura y el cierre
de los complejos de unidn facilitando el
desplazamiento de las células germinales. Pueden
estar involucradas remodelando ia membrana basal
involucrada en la liberacién de los espermatozoides
Inhibicién de catepsina L

Componentes de la matriz extracelular
Colagena tipo | y IV, laminina, proteoglicanos,
fibulina

Requeridas para la citoarquitectura tubuiar, para la
comunicacion célula-célula y para el almacenaje y
activacion de varios factores.

Metabolitos energéticos
Lactato y piruvato

Requeridas para las células germinales que son
incapaces de metabolizar glucosa

Antioxidantes
Glutation

Transferido a las células germinales

Componentes del complejo de unién
Testina

Proteinas de complejo de unidn Sertoli-célula
germinal

Otros componenteé de la membrana
v-GTP
Proteina reguladrora hepatica

Ver arriba
Regula interacciones celula de Sertoli-espermatocito
primario
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Las caracteristicas ultraestructurales que permiten el reconocimiento de las

celulas de Sertoli, como la forma celular y descripciéon de organitos relevantes, se

describen en fa Tabla 2.

Tabla 2
Principales caracteristicas ultraestructurales de la célula de Sertoli, la

espermatogonia y el espermatocito (Gardner y Holyoke, 1964; Meinhardt y col ,
2000; Oakberg, 1956)

C de Sertoli | Espermatogonia | Espermatogonia | Espermatocito | Espermatocito
A B Primario Secundario
Forma lrregular. Oval o de Esférica Esférica Esférica
La membrana |cipula Mas pequefios
plasmatica que los
presenta espermatocitos
pliegues. primarios
Escasos.
Nucleo Irregular con | Qvoide Ovoide Esférico Esférico
indentaciones. Complejos
Nucleoplasma sinaptonémicos
homogeneo
Citoptasma | Abundante. Escaso. Escaso. Escaso Escaso
Complejo Puentes Puentes
endolisosomal. intercelulares | intercelulares
Lipidos.
Reticulo Crganizacién: | Poco Poco Poco
Endoplasmico | vesicular desarrollado desarroliado desarrollado.
A. de Golgi Bien Poco Poco
desarrollade | desarrollado desarrollado .
Mitocondrias | Ovoides o Tipo ortodoxa™ | Tipo ortedoxo'” { Tipo Tipo
esféricas. Intermedio®. | condensado™
Crestas Al final de esta
vesiculares fase son de
tipo
condensado @,

(1) Mitocondria tipo ortodoxo: Ovoides o esféricas con crestas rectas.

(2) Mitocondria tipo intermedio: Esféricas u ovoides con crestas curvas y cierto grado de

dilatacion intracrestal.
(3) Mitocondria tipo condensado: Esféricas u ovoides. Aumenta el espacio intercrestal.

Las crestas son empujadas a la periferia y la matriz se condensa formando una estructura

similar a un anillo por debajo de ta membrana externa.
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4.1.2 Células germinales

Las células germinales en desarrollo, sufren cambios morfologicos, moleculares y
biogquimicos, ademas de migrar progresivamente desde el compartimiento basal
hasta el compartimiento adluminal del epitelioc seminifero donde son eventualmente
liberadas al lumen tubular como espermatozoides durante la espermiogénesis. En el
raton, las células espermatogénicas dependiendo de su estado de maduracion
pueden llamarse espermatogonias tipo A, espermatogonias tipo B, espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios, espermatidas y finalmente espermatozoides
(Chung y Maines 1987). Algunos autores reconocen un tipo de espermatogonia
‘intermedia”, la cual dara lugar a la espermatogonia B, aungque morfolégicamente

ambas son muy similares {Courot y col., 1970; Oakberg, 1956).

En la Tabla 2 se resumen la caracteristicas morfologicas de las espermatogonias
y a los espermatocitos que incluyen la misma informacién que en el caso de la

célula de Sertoli.

4.1.2.1. Espermatidas

En el ratén, las espermatidas tempranas pueden ser identificadas tan pronto
como los cambios en el complejo de Golgi indican transformacion entre la capa
nuclear y el acrosoma. El proceso de diferenciacidn de las espermatidas a
espermatozoides se conoce como espermiogénesis y consta de cuatro etapas
designadas como Golgi, capucha, acrosomal y de maduracion (Tabla 3).

4. 1.2.2. Espermatozoides

El espermatozoide estd compuesto de la cabeza, la pieza intermedia y la
cola; la cabeza contiene al nucleo el cual esta recubierto por el acrosoma. La
pieza media y el resto de la cola comprenden el flagelo. La pleza intermedia
incorpora la vaina mitocondrial y una pequena cantidad de matriz citoplasmica, el
resto de la cola consiste en pieza principal y pieza terminal. En el flagelo se
localizan microtibulos (nueve dobletes periféricos y dos centrales solos), que
constituyen el axonema del flagelo. Por fuera de |a disposicién basica
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de los microtubulos, hay un anillo de fibras longitudinales llamadas fibras densas

externas. En la pieza principal, dos fibras gruesas son sustituidas por las

columnas dorsal y ventral, las cuales estan interconectadas por las costillas

fibrosas circulares. La pieza terminal comprende sélo el axonema flagelar y la

membrana celular (Gardner, 1977, Geneser, 1988; Lesson, 1990).

Tabla 3

Fases de |la espermiogénesis (Gardner, 1964; Gardner y Hiatt, 1997; Meinhardt y col,

2000)

Etapa de Golgi El nicleo es esférico y bastante grande con el carioplasma finamente
particulado
El polo del nicleo adyacente al aparato de Golgi exhibe un engrosamiento.
La membrana del aparato de Golgi adyacente al nlcleod es reemplazada por
pequefias vesiculas y se forma el granulo acrosomal.
El citoplasma es abundante y puede observarse la presencia de un cuerpo
osmiofilico de forma irregular llamado cuerpo cromatoide.
Muestra RE vesicular disperso.
Las mitocondrias son de tipo condensado
Los centriolos y el desarrollo del flagelo son evidentes en el polo caudal del
hicleo

Etapa de capucha El nicleo se hace ovoide y se localiza cerca de la periferia de ia célula.

La gran vesicula acrosomal llega a estar sobre el polo cefalico del nicleo
para formar la capucha.
El carioplasma es electrodenso.

Etapa acrosomal

Los microtdbulos forman el manguillo alrededor de la parte caudal del
nucleo. Se observa al centriclo proximal vy el desarrollo del dnulo terminal,
posterior al Anulo se observa lo que seré el limite caudal de la pieza media.

Como parte de la formacion de la pieza media, las mitocondrias se
organizan en espiral afrededor de los filamentos. El desarrollo del flagelo es
moniado a partir de nueve filamentos arreglados cilindricamente alrededor
del axonema Estos filamentos longitudinales estan rodeados en la pieza

principal por fibras densas acomodadas en forma circular.

Etapa de maduracién

Pérdida dal citoplasma.
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4.1.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso donde los espermatozoides se forman a partir
de células germinales inmaduras. Este procesoc se divide en tres fases (Pineau,
1999):

¢ La fase proliferativa o mitdtica en la que las espermatogonias son capaces de

reponer su propia reserva y experimentar una serie de divisiones mitéticas.

« La fase meidtica involucra a los espermatocitos diploides los cuales sufren dos
divisiones consecutivas para producir espermatidas haploides, y

«La espermiogénesis corresponde a la metamorfosis de las espermatidas a

espermatozoides.

Durante cada fase existen puentes intercelulares que permiten el intercambio de
sefiales entre las células germinales. En cualquier segmento del tubulo seminifero
se puede observar diversas asociaciones entre las células con composicion
constante, conocidas como estados del ciclo del epitelio seminifero. (Oakberg, 1956;
Pineau, 1999).

El ciclo del epitelio seminifero del raton incluye doce etapas (Tabla 4}, y durante
el proceso de espermiogénesis se distinguen 16 estados, basados sobre los
cambios en el acrosoma y el nlcleo. Durante la espermiogénesis, las fases 1-3
corresponden a la fase de Golgi, 4-7 a la fase de capucha, 8-12 a la fase de
acrosoma, y 13-16 a la fase de maduracion (Oakberg, 1956).
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TABLA 4
Ciclo del epitelio seminifero del raton (Oakberg, 1956)

Estado del ciclo PV Vv VH VI X XX XN
Tipo A ATATAIAIA|IAIAATAIAAA
Espermatogonia
Intermedio In{in{ln
Tipo B B|B|B
Primera capa R L Z
Espermatocito L
Primario RIR| L Z|Z| P
Segundacapa| PP |P|P|P|P|P ;P | P |P|P|Dia
M-|
Espematocito S
Secundario Ml
Primeracapa |1 (2|3 (4|5 (6|7 {818 |10|11|12
Espermatidas
(Fases) Segunda capa |13 |14|14|15|15|15116 | 16
A = Espermatogonia A Espermatocitos
In = Espermatogonia tipo primarios
B intermedio R = Reposo
M-I = Espermatogonia B L = Leptoteno
S = Primera division meidtica 4 = Zigoteno
Mil = Espermatocite secundario P = Paquiteno
= Segunda divisién meidtica Dip = Diploteno
Dia = Diacinesis

4.2. Alteraciones inducidas por plomo en el sistema reproductor masculino

El plomo es una de las primeras sustancias asociadas a deterioro en el sistema
reproductivo, se ha observado reduccidn en el contec de espermatozoides,
hipospermia y astenospermia en hombres expuestos al plomo (Todd y col , 1996); en
animales de iaboratorio puede producir anormalidades en la funcion espermatica y en
la morfologfa, dafio del epitelio germinal, oligospermia degeneracion testicular,
decremento en la motilidad espermatica, hiperplasia prostatica, cambios en ¢l conteo
de esperma y en el volumen de eyaculado, infertilidad y esterilidad (Hildebrand, y col.,
1973; Lancranjan, y col, 1975, Moorman, 1998, Saygy y col., 1991; Thomas, 1991,
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Lamb y col., 1997}

Se ha sugerido que uno de los sitios de mayor impacto en la toxicidad por plomo, es
el eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal, en consecuencia el plomo ccasiona inhibicion
de la funcién testicular manifestada por supresion de la biosintesis de hormonas
sexuales esteroides y de la espermatogénesis, asi como disminucién en los niveles de

testosterona sérica e intratesticular (Ronis y col., 1998; Sokot, 1987).

4.3. Alteraciones ultraestructurales ocasionadas por plomo en testiculo

La administracién de plomo en ratones, ratas y monos ocasiona alteraciones
ultraestructurales en células de Serioli, como aumento en el nimero de gotas de
lipidos y en el nimero y tamario de los lisosomas, asi como estratificacion de la lamina
basal y deformacién de las mitocondrias. En las espermatidas se ha observado la
vacuolizacién del citoplasma, protuberancias en nicleo y acrosoma y la formacién
anormal de sincitios (Murthy y col., 1991; Murthy y col., 1995: Singh y col., 1993). La
administracion de plomo en cultivos de células de Leydig ocasiona alteraciones en el
reticulo endoplasmico liso (Thoreux-Manlay, 1995). En espermatozoides tomados de
epididimo de rata se han encontrado aiteraciones en ias miiocondrias, las fibras

densas y en el axonema causadas por plomo.

4.4 Alteraciones inducidas por cadmio en el sistema reproductor masculino

El cadmio ocasiona necrosis del plexo pampiniforme, el cual tiene la funcién de
enfriar previamente la sangre que llega al testiculo, por un mecanismo de intercambio
de calor, asegurando asi que la sangre tenga una temperatura compatible con la
espermatogénesis (Thomas, 1991). Al cadmio se le considera carcinogénico en
testiculo de rata afectando células intersticiales (Koizumi y Waalkes, 1989; Waalkes y
col., 1997), también se ha ascociado al carcinoma prostatico y al testicular en humano
(Kipling y Waterhouse, 1967; Rhomberg y col., 1995) La administracion de cadmio en
ratas ocasiona dafio testicular y reduccién de 40% en la fertilidad e incluso necrosis
testicular (Caflisch, 1994; Saygi y col., 1991, Hochadel y Waalkes, 1997). Los testiculos
de los conejos tratados con cadmio por via IV u oral, presentan hiperemia, capilares
dafiados, hemorragia, destruccion de elementos espermatogénicos y necrosis (Foote,
1999). La administracion de cadmio también se ha asociado a procesos de
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apoptosis en células testiculares de ratas (Xu y col. 1996).

El cadmio ocasiona un decremento en la actividad de la anhidrasa carbonica
especifica del testiculo, incremento en la actividad de 1a glutation (GSH) peroxidasa, y
un decremento en la glutatién disulfato reductasa en testiculo (Acki y Hoffer, 1978;
Chung y Maines, 1887).

4 5. Alteraciones ultraestructurales ocasionadas por cadmio en testiculo

Se ha determinado que las células de Sertoli son una de las poblaciones celulares
mds sensibles del tibulo seminifero al dafio ocasionado por cadmio, puesto que son

las primeras en recibir la agresién de cualquier sustancia toxica.

Uno de los efectos adversos del cadmio en éstas células es sobre las unicnes
ocluyentes, la administracion de cloruro de cadmio en monocapas de células de Sertoli
altera el mantenimiento de estas uniones (Janecki, 1992).

La administracién intraperitoneal de cadmio induce mitosis atipicas en
espermatocitos asi como desorganizacién y fragmentacién de los microfilamentos en la
region basal de las células de Sertoli (Hew y col., 1993).
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JUSTIFICACION

El auge de la era industrial en gran escala ha hecho de la contaminacién ambiental una

fuente importante de exposicidén por metales pesados.

Esta demostrado que el plomo y el cadmio ocasionan diversas alteraciones debido a la
exposicidén accidental u ocupacional en los humanos, y en animales de laboratorio por via
oral, parenteral o inhalatoria de forma experimental. Esta Ultima ha sido poco estudiada y
poco se conoce sobre el dafic ocasionado por la inhalacién de estos metales en &l

sistema reproductor masculino.

La funcidén del sistema reproductor masculino es la produccién de espermatozoides, y
para lograr este objetivo las células de Sertoli contribuyen en gran medida en |a
regulacién de la espermatogénesis, ya que no solo brindan sostén y nutricién a las células
germinales, sino que actian como una barrera para impedir el paso de substancias
dafinas a las células espermatogénicas en desarrollo. Es por elio que uno de los tipos
celulares en el testiculo mas susceptibles a los compuestos tdxicos son precisamente las

células de Sertoli.

Por otro lado, esta bien documentado que el plomo y el cadmio ocasionan alteraciones
morfolagicas y funcionales en los organelos de las células de varios 6rganos; en especial,
la mitocondria es uno de los mas afectados ya que estos metales aiteran los procesos
oxidativos mitocondriales y dafian 1a estructura y permeabilidad de las membranas. Este
hecho da la pauta para pensar que también las mitocondrias de las células de Sertoli
pudieran sufrir alguna alteracion si estos téxicos llegan al tdbulo seminifero y a estas

células por via inhalatoria.

La presente investigacion tiene el propésito de identificar las posibles alteraciones
morfolégicas en las células de Sertoli de ratones machos de la cepa CD-1 como
consecuencia de la inhalacién de cloruro del cadmio y del acetato de plomo, asi como

determinar si existe un efecto sinérgico en la exposicion combinada a estos metales.
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HIPOTESIS

Si el plomo y cadmio son metales reprotéxicos, y por ende causantes de variadas
afecciones, entonces sera factible que en un modelo experimental inhalatorio se

encuentren alteraciones morfolégicas en las células de Sertoli en el testiculo del ratén.

OBJETIVO GENERAL

Comprobar que 1a exposicidn por via inhalatoria del acetato de piomo y del cloruro
de cadmioc administrados individualmente o combinados, pueden generar alteraciones

morfolégicas en las células de Sertoli de ratones machos de la cepa CD-1

OBJETIVOS PARTICULARES

« Identificar las posibles alteraciones ultraestructurales que ocurren en las células de
Sertoli y en las células germinales del parénquima testicular de ratones expuestos
a la inhalacién de acetato de plomo y de cloruro de cadmio administrados

individuaimenta o combinados.

« Cuantificar el dafio mitocondrial, expresado en pérdida de crestas mitocondriales,
en células de Sertoli en los testiculos de los mismos animales.

MATERIAL Y METODOS
Animales
Se utilizaron 72 ratones machos de la cepa CD-1 con un peso promedio de 30 g. que

fueron sometidos a los siguientes modelos de inhalacidén por una hora 2 veces a la

semana durante cuatro semanas.
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a) Acetato de plomo al 0.001 M (Valverde. 1997).
b) Cloruro de cadmio al 0.006 M (Lépez, 1994; Sanchez, 1994).

c) Acetato de plomo + cloruro de cadmio a las concentraciones anteriores.

En cada modele se incluyeron 16 animales expuestos y 8 animales testigo. Los
animales testigo inhalaron solamente el vehiculo para hacer la solucion (agua bidestilada
y deionizada)

Sustancias quimicas utilizadas

El acetato de plomo y el cloruro de cadmio fueron del laboratorio Sigma Chemical Co
(St. Louis, MO, USA). De Electron Microscopy Sciences (Fort Washington, Pa, USA) se
utilizaron el glutaraldehido, el cacodilato de sodio, la resina Araldita 6005, el acetato de
uranilo y el citrate de plomo. El alcohol etilico fue de J.T. Baker (México).

Método de inhalacién (Lépez, 1994; Sanchez, 1994)

Los ratones se colocaron en una caja de acrilico transparente de 31.47 cm?® a la que se
conectd un ultranebulizador (Ultra Neb 99 DeVilbis), con un flujo de 10 litros/min.

Después de cada inhalacién los animales fueron colocados en sus cajas, dandoles a

libre acceso agua y alimento comercial (Purina).

Protocolo de exposiciongs (Lépez, 1994; Sanchez, 1994)

Las inhalaciones se realizaron 2 dias a la semana y los sacrificios se llevaron a cabo
una vez por semana. Se anestesiaron con pentobarbital sédico cuatro animales expuestos
y dos testigos por semana en cada modelo. De esta manera obtuvimos inhalaciones
aguda y subcronicas inhalacidn aguda en la primera semana y subcrénica en las

siguientes (Tabla 5).
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Toma de muestras v procesamiento del fejido para Microscopia Electrénica de
Transmisién

Se anestesiaron con pentobarbital sodico 4 animales expuesios y 2 animales testigo de
cada modelo por semana. Una vez anestesiados, los animales fueron perfundidos a
través del ventriculo izquierde con solucion salina seguida por el fijador {glutaraldehido al
2.5% en buffer de cacodilatos 0.1M, pH 7.4).

Los testiculos fueron removidos y cortados en pequefos bloques, los cuales fueron
postfijados en OsQ4 al 1 % durante una hora y lavados tres veces con amoertiguador de

cacodilato de sodio (0.15M, pH 7 4), cada lavado tuvo una duracién de 15 minutos

Se procedid a deshidratar ias muestras con etanol en concentraciones crecientes
(50%, 70% 80% y 95%) durante 10 minutos en cada uno de elios y posteriormente se
hicieron tres cambios con etanol al 100% durante 15 minutos cada uno. Previc a la

infiltracion, se realizaron dos cambios con tolueno durante 10 minutos cada uno.

Las muestras se infiltraron con una mezcla de Araldita 6005 y tolueno 1:1 a 60°C
durante una hora y después en una mezcla resina-tolueno 3:1 a temperatura ambiente por
24 horas. Las muestras se colocaron en moldes de inclusién con Araldita 6005 y se
dejaron a 60 °C por 24 horas.

Las secciones semifinas (1 um) fueron teflidas con azul de toluidina y examinadas por
microscopia de |uz. Las secciones finas (60 a 80 nm) se colocaron en rejillas de cobre y
posteriormente fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser

examinadas en el microscopio electrénico de transmision.

Se tomaron fotografias para determinar alteraciones ultraestructurales en organelos de
células de Sertoli y células germinales. También se realizd un andlisis ultraestructural en
las celulas de Sertoli, contando las mitocondrias con crestas normales y las que

presentaron pérdida de crestas en 100 p® de citoplasma por célula de Sertoli,

Analisis estadistico

Se utilizo la prueba de ANOVA con dos criterios de clasificacion para analizar los datos
obtenidos de ias observaciones realizadas en mitocondrias de 30 células de Sertoli por
cada exposicién de cada modelo, utilizando como parametro, la perdida de crestas
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mitocondriales. Los valores obtenidos fueron transformados a datos de distribucién normal
y se determind la diferencia minima significativa. Los célculos se hicieron usando el

paquete de computacion JUMP. Se usé un nivel de significancia de p < 0.05.

Tabla 5
Protocolo de exposiciones

Testigos Expuestos
(no. de animales) (no. de animales)
Exposicién a agua Exposicion a cloruro de
deionizada cadmio,
acetato de plomo o cloruro
de cadmio+
acetato de plomo
12. exposicién 8 16
Exposicién Aguda |22 exposicion 8 16
Sacrificio 2 4
32, exposicion 6 12
EXEOS,'C',O“ 42_exposicién 6 12
stibcronica Sacrificio 2 4
52, exposicion 4 8
Exposicion 62. exposicion 4 8
subcronica Sacrificio 2 3
72, xposicién 2 4
Exposicion 8%, exposicion 2 4
subcronica Sacrificio 2 4
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RESULTADOS

En el presente estudio, las células de Sertoli de los testiculos de los animales
expuestos a cloruro de cadmio y acetato de plomo o la combinacién de ambos, muestran
alteraciones ultraestructurales como vacuolizacién y degeneracion del citoplasma,
ademas se observé la presencia de estructuras similares a cuerpos residuales vy la
pérdida de crestas mitocondriales. Entre las células de Sertoli y las células germinales se
observd peérdida de la continuidad entre {as membranas plasmaticas. En cuanto a las
células germinales se pudieron observar células degeneradas que presentaron cromatina
irregular y nucleo salpicado de manchas, espermatidas tardias con nucleos deformes y
también se chservaron mitocondrias con crestas deformes y electrodensas (Tabla 6).

La observacién de la morfologia de las células de Sertoli de los animales testigo
corresponden a la descripcion de estas células en ratones normales y se distinguen por el
ntcleo irregular con escotaduras y un nucleolo bien diferenciado (Fig. 1) (Gardner y
Holyoke, 1964).

Uno de los primeros cambios ohservados en los animales expuestos es [a
vacuolizacién del citoplasma de las células de Sertoli, la cual se presentd desde la
segunda exposicion en los tres modelos de inhalacion (Figs. 2, 3y 4).

En los animales expuestos a la inhalacién de cloruro de cadmio asi como los animales
del grupo expuesto a la combinacion de acetato de plomo y cloruro de cadmio,
presentaron degeneracién del citoplasma de las células de Sertoli a partir de la 42
exposicién (Figs. 5 y 6). En cambio, en el grupo expuesto a la inhalacién de acetato de
plomo, esta alteracion se observd después de la 6 exposicion (Fig. 7).

A diferencia del grupo testigo, los grupos expuestos presentaron estructuras similares a
cuerpos residuales en el citoplasma de las células de Sertoli (Figs. 8 y 9). La presencia de
estas estructuras es atribuible a la fagocitosis de gametos dafiados. Estos cuerpos
residuales fueron observados en la Gltima exposicién en los tres modelos (82 exposicion).

En los animales expuestos al cloruro de cadmio y a la combinacidén del acetato de
plomo + el cloruro de cadmio, se observé que en algunas zonas del tdbulo seminifero
habia la pérdida de continuidad de las membranas plasmaticas de las células germinales
y las células de Sertoli (Figs. 10, 11y 12).

En cuanto a las espermatogonias, en los tubulos seminiferos de los animales testigos,
se encuentran en contacto con la membrana limitante y se distinguen por sus ndcleos

ovales en el caso de las espermatogonias tipo A (Fig. 13) y nucleos redondos en las de
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tipo B (Fig. 14). Otro grupo identificable por la presencia de complejos sinaponémicos es
el espermatocito primario (Fig. 1) (Courot y col., 1970).

En las micrografias electrénicas de los ratones expuestos a la combinacion de acetato
de plomo y cloruro de cadmio, desde la 62 inhalaciéon fue posible observar células
germinales degeneradas que mostraron condensacién irregular de la cromatina (Fig. 15)
En camhio, es hasta la 8% exposicidon que se observaron este tipo de células en los
animales expuestos a acetato de plomo y en los expuestos a cloruro de cadmio (Figs. 16
y 17).

Durante la espermiogénesis el nlcleo de las espermatidas cambia de forma, al inicio
es esférico y con el carioplasma finamente particulado (Fig. 18); al final de esta etapa, el
nucleo es plano con la cromatina condensada (Fig. 19) (Courot y col., 1970). A diferencia
de los grupos testigos, en el grupo expuesto a la combinacion de acetato de plomo y
cloruro de cadmio se observaron espermatidas tardias con nlcleo deforme en la 8°
inhalacion (Fig. 20).

En el presente estudio se observd que en las células de Sertoli de los animales
expuestos, ias mitocondrias presentaron pérdida de crestas. En los animales testigo, las
mitocondrias de fas células de Sertoli son de tipo vesicular (Fig. 21) (Gardner y Holyoke,
1964).Sin embargs, as evidente la pérdida de crestas mitocondriales en las células de
Sertoli de los grupos expuestos desde la 22 inhalacidn (Figs. 22, 23 y 24).

Las mitocondrias normales de los espermatocitos primarios son esféricas u ovoides
con crestas curvas que presentan cierto grado de dilatacion intracrestal (Fig. 25). En los
espermatocitos secundarios y en las espermatides tempranas, las crestas mitocondriales
son empujadas a la periferia dejando un gran espacio en el centro (Fig. 26} (Gardner y
Holyoke, 1964; Meinhardt y col., 2000). A diferencia de estas imagenes, en los animales
expuestos las crestas mitocondriales se observaron electrodensas y de forma
redondeada. Estos cambios ocurrieron desde la 4% exposicion en el grupo de acetato de
plomo mas cloruro de cadmio (Fig. 27), a la partir de la 62 inhalacién en los expuestos a
cloruro de cadmio (Fig. 28) y en la ultima exposicion (8%} en los animales que inhalaron
. acetato de plomo (Fig. 29).

El organelo mas afectado por la inhalacién de los metales utilizados en este estudio fue
la mitocondria; para cuantificar el dafio provocado por la inhalacién de cadmio y plomo. se
contaron las mitocondrias normales y las gue presentaron pérdida de crestas en las
células de Sertoli. No fue evaluade el dafio en mitocondrias de las células germinales ya

que en éstas, las mitocondrias cambian la morfelogia, numero y localizacion durante el
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proceso de transformacién desde espermatogonia a espermatozoide (Meinhardt y col,
2000).

Se contaron las mitocondrias que presentaban pérdida de crestas en 100 p? del
citoplasma de las células de Sertoli. La Tabla 7 muestra la media del porcentaje de
mitocondrias con pérdida de crestas de 30 células de Serioli por exposicién en cada
modelo.

En los animales expuestos a 2 y 4 inhalaciones con acetato de plomo el porcentaje de
mitocondrias dafiadas no fue significativo en comparacion a los ratones testigo, mientras
que la 6° y la 82 exposicion resuitaron significativamente mayores (p<0.05) (Gréafica 1).

El dafio ocasionado por el cloruro de cadmio se produce desde la 42 exposicidn. En la
grafica 2 se observa que el dafio ocasionado por este metal, el cual tiende a aumentar en
forma dosis-respuesta. La 62 y 82 exposicién muestran diferencias significativas {p<0.05)
con respecto a grupo testigo.

En la grafica 3 se puede distinguir que los animales expuestos a acetato de plomo +
cloruro de cadmio, a diferencia de los animales de los otros grupos presentan dafio
mitocondrial desde la 22, exposicién.

En la grafica 4 se representan los porcentajes de mitocondrias dafnadas en los tres
modelos. En la segunda exposicion, al comparar el dafic ocasionado por el acetato de
plomo con el ocasionado por el cloruro de cadmio, no hay diferencia significativa, mientras
que al comparar la combinacion de acetato de plomo + cloruro de cadmio con los metales
por separado, si hubo diferencia significativa (p<0.05). En las siguientes exposiciones, se
observa claramente que la exposicién a acetato de plomo + cloruro de cadmio es la gue
ocasiona mayor dafio, y que el cloruro de cadmio induce mayor dafio que el acetato de

plomo plomo existiendo diferencias significativas (p<0.05).
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TABLA B

Alteraciones ultraestructurales ocasionadas por la inhalacién de acetato de plomo,
cloruro de cadmio y acetato de plomo+clorure de cadmic en celulas de Sertoli de ratones

macho CD-1
Alteraciones Dia 2 de Dia 4 de Dia 6 de Dia 8 de
exposicion exposicion exposicion exposicion
T|Pb|Cd|Pb | T|[Pb|CAd|Pb | T|Pb|[Cd|Pb| T | Pb|Cd]|Pb
+ + + +
Cd Cd Cd Cd
Vacuolizacién en c. - + |+ + -+ ] 4| - +4+ | | - ++ | ]+
de Sertoli
Degeneracién del - - - - “- | -1+ + - + ++ | ++ - ++ | ] Rt

citoplasma de la
céiula de Sertoli

Estructuras similares | - | - | - - -l -1-1 - 1= - - + - T + | ++
a cuerpos residuales
en ¢. de Seroli

Pérdida de -l -1- - -1 -71- . - _ T T . " T "
continuidad de
membranas
plasmaticas

Células germinales -l -] - -1-1-1-1-1 - - + - - + -
degeneradas

Espermatides tardias | - | - | - - - -] - - - - - - - _ _ ¥
con nuclec deforme

Pérdida de crestas S IS U U [ FUF DrUrl) FUFE R ey wrney g [ YOI I
mitocondriales en
célula de Sertoli

Céiuias SN N R R A BT S T T I + + - + |t T
espermatogénicas
con crestas
mitocondriales
electrodensas u

deformes

{-) Normal T= Testigo

{+) Leve Pb= acetato de plomo

{(++) Moderado Cd= cloruro de cadmio

(+++) Severo Pb+Cd= acetatoc de plomo vy

cloruro de cadmio
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Tabla 7
Porcentaje de mitocondrias con pérdida de crestas en las células de Sertoli de ratones

expuestos a acetato de plomo, cloruro de cadmio ¢ acetato de plomo y cloruro de cadmio

Metal Grupo testigo | 2 exposiciones | 4 exposiciones | 6 exposiciones | 8 exposicones

(Agudo) {Subcranico) {Subcrénico) (Subcrdnico

Acetato de 1.6+0.11 1.310 01 2.24+0.19 6 480 14* 16.99+1.17*

plomo

Cloruro de 1.3040 13 1.29+0.02 9.35+1.54" 19 3540 8* 31 0540 92*

cadmio

Acetato de

plomo + 1.6620.3 4 86+0.29* 25 84+0.32* 36.39+0.37* 50 19+0.97*

cloruro de

cadmio

*p<0.005 (ANOVA contra testigo)
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Grafica 1. Representacién de las medias y error estandar de las mitocondrias que

presentaron pérdida de crestas observadas en una superficie de 100 um2 de 30
células de Sertoli de ratones expuestos a la inhalacion de acetato de plomo (0.001M).
*p< 0.05. (ANOVA)
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Gréfica 2. Representacion de las medias y error estandar de las mitocondrias

que presentaron perdida de crestas observadas eri una supericie de 100_um2
de 30 células de Sertoli de ratones expuestos a la inhalacién de cloruro de cadmio (0.006 M)
* p<0.05.(ANOVA contra el testigo).
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Gréfica 3. Representacion de las medias y error estandar de las mitocondrias que
presentaron pérdidas de crestas en una superficie de 100 pm2 de 30 células de Sertoli de

ratones expuestos a la inhalacién de acetato de plomo (0.001 M) y cloruro de cadmio (0.006 M).
*p<0.05.(ANOVA contra &l testigo)
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Gréafica 4. Comparacion entre los resultados obtenidos en cada modelo. En la segunda
inhalacién la exposicién con la combinacién plomo/cadmio se obtuvo una diferencia
significativa (*p<0.05), comparandolo con la utilizacién de cadmio o plomo, entre estos
ultimos no hubo diferencia significativa. En las siguientes exposiciones se obtuvieron
diferencias significativas entre cada modelo. (ANOVA contra los testigos)
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Fig 1. Micrografia electrénica de una porciéon del tabulo seminifero de un
ratdn testigo, la cual muestra parte del nucleo(N) de una célula de
Sertoli(CS). Espermatocito primario(E1). 5600 X

Fig. 2. Micrografia electrénica del tibulo seminifero de un ratén expuesto a
dos inhalaciones con acetato de plomo. La célula de Sertoli (CS) se identifica
por el nacleo irregular, el citoplasma presenta numerosas vacuolas (V).
Espermatocito primario (E1); Membrana limitante (ML). 6000 X
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Fig. 3. Micrografia de una porcion del tibulo seminifero de un animal
expuesto a dos inhalaciones de cloruro de cadmio mostrando la presencia
de vacuolas (V) en la célula de Sertoli. Nicleo de la célula de Sertoli (CS).

5000 X

Fig. 4. Micrografia electrénica que muestra vacuolas (V) en el citoplasma de
una célula de Sertoli de un animal expuesto a dos inhalaciones de acetato de
plomo + cloruro de cadmio. Nicleo de la célula de Sertoli (N). 8000 X.
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Fig. 5. Micrografia electronica de una porcion del tabulo seminifero de un
animal expuesto a 4 inhalaciones de cloruro de cadmio mostrando la
degeneracion del citoplasma (*) de la célula de Sertoli (CS). Espermatocito
primario (E1); membrana limitante (ML). 5700 X.

Fig. 6. Micrografia electronica de una porcion de tubulo seminifero de un
raton expuesto a la 42 inhalacion de acetato de plomo + cloruro de cadmio en
la que se puede observar que el citoplasma de la célula de Sertoli (CS)
presenta zonas degeneradas con pérdida de organitos (*). 4000 X.
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Fig. 7. Micrografia electronica que muestra el area basal de un tubulo
seminifero de un ratén expuesto a 6 inhalaciones con acetato de plomo. El
citoplasma de la célula de Sertoli presenta zonas de degeneracion (*). 4100

X.

Fig. 8. Micrografia electrénica de la porciéon de un tdbulo seminifero en un
ratéon expuesto a 8 inhalaciones con acetato de plomo. Muestra la estructura
similar a un cuerpo residual (CR) en el citoplasma de una célula de Sertoli.

5200 X.
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Fig. 9. Micrografia electrénica gue muestra una estructura similar a un
cuerpo residual (CR) en un ratén expuesto a 8 inhalaciones con cloruro de
cadmio. Nicleo de la célula de Sertoli {N). 8000 X

Fig. 10. Micrografia electronica de una porcién de tibulo seminifero de un
ratdbn testigo donde se muestra la continuidad de las membranas
plasmaticas de células adyacentes (*). 18650X.
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Fig. 11. Micrografia electrénica de una porcion de tibulo seminifero de un
ratén expuesto a 6 inhalaciones de cloruro de cadmio donde se puede
observar la pérdida de continuidad de las membranas plasmaticas de células
adyacentes (*). 18600 X.

i

Fig. 12. Micrografia electronica de una porcion de tabulo seminifero de un
ratén expuesto a 6 inhalaciones de acetato de plomo + cloruro de cadmio.
Los asteriscos muestras las zonas donde hay pérdida de continuidad de las
membranas plasmaticas de células adyacentes. 18650X.
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Fig. 13. Micrografia electronica de una espermatogonia tipo A (EgA) de un
raton testigo. La célula tiene forma oval al igual que el nucleo, el cual es oval
y grande, el nucleoplasma es finamente granular con granulos electrodensos
asociados a la membrana nuclear. La célula, parciaimente rodeada por la
célula de Sertoli, esta en contacto con la membrana limitante (ML). 9600 X.

Fig. 14. Micrografia electrénica de una espermatogonia tipo B (EgB) en la
que se aprecia su forma redondeada y esta situada en contacto con la
membrana limitante (ML.). 10240 X.
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Fig. 15. Micrografia electrénica de células germinales de un ratén expuesto a
6 inhalaciones de cloruro de cadmio + acetato de plomo. Las células
degeneradas (CD) presentan la cromatina irregular y el nicleo salpicado de
manchas. Célula de Sertoli (CS). 5600 X.

Fig. 16. Micrografia electronica que muestra la presencia de una célula
degenerada (CD) en un animal expuesto a 8 inhalaciones con acetato de

plomo. 4000 X,
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Fig. 17. Micrografia electronica de una porcién de tubulo seminifero en la
que se observa una célula degenerada (CD) en la 8 inhalacién de cloruro de

cadmio. 4400 X.

Fig. 18. Micrografia electrénica mostrando un grupo de espermatides en
diferentes estados de maduracién de una porcién del tibulo seminifero de
un ratén testigo. Sistema de Golgi (G); granulo acrosomal (AG); vesicula
acrosomal (VA). 6400 X.
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Fig. 19. Micrografia electronica de espermatides tardias de un ratén testigo
que muestran la morfologia normal de los nucleos (N). 5000 X.

Fig. 20. Micrografia electrénica de un animal expuesto a 8 inhalaciones de
acetato de plomo + cloruro de cadmio. Note que observan espermatides
tardias con nticleo deforme (ED). 4800 X.
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Fig. 21. Micrografia electréonica de mitocondrias con crestas vesiculares (M)
de una céluia de Sertoli de un ratén testigo. 20400 X.

Fig. 22. Micrografia electrénica de un animal expuesto a 2 inhalaciones con
acetato de plomo en la que se observan mitocondrias sin crestas {(*). La
punta de flecha sefiala una mitocondria normal. 26000 X.
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Fig. 23. . Micrografia electrénica de una porcién del citoplasma de una célula
de Sertoli de un ratén expuesto a 2 inhalaciones con cloruro de cadmioc en la
que se observa la pérdida de crestas en las mitocondrias (M). 26000 X.

Fig. 24. Micrografia electrénica de mitocondrias que muestran la pérdida de
crestas (M) de un ratén expuesto a 2 inhalaciones de acetato de plomo +
cloruro de cadmio. Nucleo de una célula de Sertoli. 23000 X.
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Fig. 25. Micrografia electronica de mitocondrias (M) de un espermatocito
primario donde se observa que tienen forma esférica u ovoide, con crestas
curvas y cierto grado de dilatacidn intercrestal. 18500 X.

Fig. 26. Micrografia electronica de mitocondrias (M) de una espermatide
temprana, las cuales son esféricas y presentan las crestas hacia la periferia,
con gran espacio intercrestal. 18000 X.
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Fig. 27. Micrografia electronica de una porcion del tibulo seminifero de un
ratén expuesto a 4 inhalaciones de cloruro de cadmio y acetato de plomo
mostrando mitocondrias con crestas electrodensas y deformes (M) de una
ceélula espermatogénica. 18000 X.

Fig. 28. Micrografia electrénica que muestra mitocondrias de células
germinales con crestas electrodensas y deformes (MD) en animales
expuestos a 6 inhalaciones de acetato de plomo. 18500 X.
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Fig. 29. Micrografia electronica de un raton expuesto a 6 inhalaciones de
cloruro de cadmio en el que al igual que las figuras 28 y 29, se observan
mitocondrias con crestas electrodensas y deformes (MD). 18500 X.
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DISCUSION

Las alteraciones en las células de Sertoli y células espermatogénicas encontradas en el
presente estudio fueron similares a las referidas en animales de laboratorio expuestos a cadmio
y plomo administradas por via oral o parenteral. En nuestro estudio, las células de Sertoli
fueron el tipo celular dentro del tdbulo seminifero mas sensible a 1a exposicién por inhalacién
de ¢loruro de cadmio y acetato de plomo. Estos resultados son comparables con otros estudios
en los cuales las células de Sertoli fueron el blanco de ia toxicidad aunque la via de exposicion
fue diferente (Adhikari 2000).

Una de las primeras indicaciones de cambio morfolégico fue la formacién de vacuolas en las
células de Sertoli de los animales expuestos a cadmio y plomo. Este tipo de lesion se
encuentra en ratas expuestas a plomo (Murthy y col.,, 1991, 1995) y cadmio (Hochadel y
Waalkes , 1997). Se observé un aumento gradual en la severidad de la vacuolizaciéon
proporcional al nimero de inhalaciones. La diferencia en la severidad del dafio pudo ser debida
a la duracion de la exposicidn. Ademas de la vacuolizacion de! citoplasma de las células de
Sertoli, Murthy y col. (1995), encontraron gue en ratas tratadas con 5 mg/kg de acetato de
plomo intraperitoneal, habia una aparente fragmentacion del nucleo, asi como la alteracion en
las espermatidas, chservando en elias abultamientos del contenido nuclear y de la envoltura
nuclear y la dilatacion del acrosoma. En el presente estudio se encontré que en los ratones
expuestos a la inhalacidén de acetato de plomo (0.001 M) hay vacuolizacién de las células de
Sertoli y espermatidas que presentan deformacion nuclear.

Por otra parte otros autores no encuentran dafio estructural sobre las células de Sertoli y las
células espermatogénicas de animales expuestos a plomo. Thoreux-Manlay, y col. (1995),
después de la administracion de acetato de plomo (8mg/kg) en forma crénica (35 dias) en ratas
observan que las células germinales y las céluias de Sertoli no parecen dafiadas, ademas de
que observaron una espermatogénesis normal, excepto por pocos espermatozoides y terminan
sugiriendo la posibilidad de que la falla en la liberacién de los espermatozoides sea indicio del
efecto del plomo sobre la produccion de alguna de las numerosas proteinas producidas por las
célylas de Sertoli.

Singh y col. (1993) encuentran que la exposicion crdnica de plomo administrado por via oral
en monos ocasiona degeneracion del citoplasma de las céiulas de Sertoli, esta alteraciéon es
similar a la encontrada en este estudio; aunque, la via de administracién y el modelo de

exposicion fueron diferentes.
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La pérdida en la continuidad entre las membranas plasméticas de las células de los
animales expuestos a cadmio puede ser explicada en funcion a que este metal desorganiza y
fragmenta los haces de microfilamentos asociados a las uniones ocluyentes de las células de
Sertoli; de este modo altera la espermiacion en ratas inyectadas IP con diferentes dosis de
cloruro de cadmio (0.5 o 1 mg/kg) aplicada una sola vez (Hew y col. 1993). Esta descrito que la
administracion de cloruro de cadmio en monocapas de células de Sertoli inmaduras
compromete el mantenimiento de las uniones ocluyentes y se sugiere que el efecto del cadmio
en la barrera hematotesticular precede a los cambios funcionales en la microvasculatura
testicular (Janecki, 1992). También hay que recordar que el cadmio dafa las uniones
ocluyentes dependientes de E-cadherina y que en testiculo se ha detectado la presencia de
moléculas de Ia familia de las cadherinas, por lo que no se puede descartar la posibilidad de un
mecanismo de accion similar del cadmio sobre la E-cadherina de las células epiteliales pudiese
ocurrir en el tibulo seminifero {Prozialeck, 2000).

La observacion de espermatides tardias con nucleos deformes y de estruciuras similares a
cuerpos residuales conteniendo detritus celulares en las células de Sertoli es posible que sean
ef resultado de células atrofiadas que son fagocitadas por las células de Sertoli. La presencia
de espermatides deformes indica que estos metales inducen lesiones en la célula de Sertoli
que afectan significativamente su funcion. Existen trabajocs que han mostrade la capacidad de
estos metales para dafiar el funcionamiento de las células de Sertoli {Shen y Sangiah , 1995
Thoreux-Manlay y col. 1995).

Las células germinales presentaron dafio en la Gltimas exposiciones en comparacion con las
células de Sertoli. Este efecto podria ser debido a la proteccién brindada por la célula de Sertoli
puesto que una de sus funciones es actuar de barrera contra cualquier agente que pudiera
causar dafio a !as células. Entonces, si las células de Sertoli estan dafadas, no realizan
adecuadamente sus funciones y podrian permitir el paso de estos metales o bien, no elaboran
las suficientes substancias que permiten el adecuado desarrollo de los gametos.

En estudios con animales, el plomo ocasiona en una relacion dosis-respuesta, supresion de
los niveles séricos de testosterona y de la espermatogénesis; por estos resultados Sokol y col.
(1994) sugieren que el mecanismo primario de accion téxica del plomo parece ser la alteracion
en el control pituitario de la secrecién de hormonas y por consiguiente de la espermatogenesis.
Existiria entonces la posibilidad de que también la célula de Leydig sufra dafio morfolégico por
la inhalacion de los metales utilizados en este experimento y seria interesante realizar un

estudio para determinar si esta célula presenta alteraciones ultraestructurales.
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Esta bien documentado que la administracién de cadmio y plomo ocasionan dafio en las
mitocondrias de las células de Sertoli (Caflish, 1994; Shing y col, 1993), aunque cabe resaitar
que en el presente estudio se utilizd ofra via, 1a inhalada.

Las alteraciones mitocondriales observadas incluyeron la pérdida de crestas en el caso de
fas célula de Sertoli y la presencia de crestas electrodensas y deformes en las células
espermatogénicas. Estos hallazgos se describen también por la administracién oral de cadmio
en ratas (Caflish, 1994). En la exposiciéon por plomo en monos se observan mitocondrias
anormales, las cuales adoptan formas de C-, O- o U (Shing y col, 1983}

Por otra parte el analisis estadistico sobre el dafio mitocondrial ocasionado por los metales
utilizados en este estudio indica que el dafio estd en relacidn directa con el ndmero de
exposiciones y el tipo de compuesto.

Con respecto a la combinacion de acetato de plomo y cloruro de cadmio, los resultados
indican un posible efecto sinérgico, puesto que el dafio mitocondrial fue mayor utilizando ia
combinaciéon que a exposicion por separado. Ademas, por los resultados obtenidos, es posible
pensar que la exposicién aguda de acetato de plomo o cloruro de cadmio no ocasionan dafio
en las mitocondrias estadisticamente significativo, es en las exposiciones subcronicas que
estos metales producen dafio mitocondriai. En cambio, la utilizacién de acetato de plomo y
cloruro de cadmio simultaneamente inducen dafio desde la primera exposicion.

E! dafio mitocondrial en las células de Sertoli por estos metales pudiera ser explicado de
varias maneras. Un mecanismo podria ser la habilidad que tiene estos metales para unirse a
acidos grasos como fosfatidilcolina en el caso del plomo y fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina
en el caso del cadmio (Valle y Uimer, 1972); estos acidos grasos se encuentran en abundancia
en las membranas celulares.

Asi mismo, esta comprobado que el cadmio y el plomo interactdan con una amplia variedad
de enzimas, incluyendo las enzimas implicadas en los procesos oxidativos mitocondriales (Aoki
y Hoffer, 1978,Chung y Maines, 1887, Corey y Galvao, 198%; Vallee y Ulmer, 1972},

El plomo y el cadmio estan relacionados con la induccion de estrés oxidativo puesto que
alteran Ia funcién de fas enzimas gue evitan el dafio ocasionado por los radicales libres. Aoki y
Hoffer (1978) muestran gque el cadmio inhibe la actividad de enzimas testiculares como la
glutation peroxidasa y la glutatidn disulfuro reductasa; por su parte el plomo inhibe a la
superdxido dismutasa y a la catalasa en testiculo. La inactivacion puede se debida a la
interaccion de estos metales con otros metales presentes en las enzimas (cobre, zinc o
manganeso) o por la afinidad que tienen hacia grupos sulfidrilo (Nigam y col., 1999, Oteiza y
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col, 1999; Patra y col., 1999, Yiin y col, 1899). Esto nos lleva a pensar que debido a la
inactivacion de estas enzimas se generen peréxidos lipidicos en la membrana de la mitocondria
y se presente el dafio observado.

Otro punto importante es la competencia que tienen sobre elementos esenciales, uno muy
importante es el calcio, el cual esta presente en la mitocondria en forma de cristales de fosfato
de calcio (Vallee y Ulmer 1972). El plomo también compite con este ion en los sitios de unién
en la ATPasa y en el transporte a través de los canales de calcio (Simoms, 1986), este
mecanismo permite la eficiente internalizacion de plomo a ta célula y a la mitocondria.

El proceso reproductivo es muy complejo, y hay pocos estudios que se refieren a la accion
de contaminantes atmosféricos en el sistema reproductor. Por este motivo se necesitan mas
estudios con este enfoque.

En el caso del dafio en el tdbule seminifero ocasionado por la inhalacién de piomo y el
cadmio, es conveniente realizar experimentos donde se evalué el efecto de estos metales
sobre otros tipos celulares presentes en testiculo, como la célula de Leydig, y sobre otros
organitos al igual gue sobre el endotelio, sitio en el que ya se han descrito cambios utilizando

otras vias de exposicion.
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CONCLUSIONES

En el presente frabajo se encontré que la inhalacion de acetato de plomo (0.001M) y cloruro de
cadmio (0.006M) ocasionaron cambios uitraestructurales en las células de Sertoli de ratones
macho CD-1 tales como vacuolizacion, degeneracion del citoplasma y pérdida de crestas
mitocondriales, presencia de estructuras similares a cuerpos residuales y pérdida de contacto
entre las membranas celulares. Asi como también en las células espermatogénicas se detecto
la presencia de mitocondrias con crestas electrodensas y deformes, células con cromatina
condensada y espermatides tardias con nucleo deforme.

Por lo anteriormente expuesto se puede considerar que la magnitud del dafio ultraestructural
fue dependiente de la duracion de la exposicion y del metal utilizado

Ahora bien, las exposiciones subcrénicas produjeron mayer dafio mitocondrial en las ceélulas de
Sertoli que las exposiciones agudas con la utilizacidén de acetato de plomo o cloruro de cadmio
y las exposiciones con la combinacién de acetato de plomo y cloruro de cadmio ocasionaron
dafio mitocondrial en éstas células desde 1a exposicién aguda.

En cuanto al nimero de inhalaciones, a mayor exposicion, mayor dafio mitocondrial. Asi mismo
se observo gque el cloruro de cadmio ocasioné alteraciones mitocondriales mas severas que el
acetato de plomo, mientras que la combinacion de los metales fue mas agresiva.

Finalmente los resultados sugieren que el acetato de plomo y el cloruro de cadmio tienen un

efecto sinérgico en ¢! dafo a ias células de Sertoli.
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