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Resumen

El papel del zinc y los mecanismos para prevenir la carcinogénesis producida por el
cadmio en los testiculos de las ratas no ha sido aclarado por completo. En los testiculos de
los roedores el cadmio produce una severa necrosis acompafiada posteriormente por una
degeneracion cronica. Una dosis de cadmio produce alta incidencia de tumores de células
de Leydig. Los mecanismos para evitar la muerte de las células de Leydig no se conocen
completamente, sin embargo la retroalimentacion de la hip6fisis incrementa la produccion
de la hormona luteinizante (LH) en respuesta a una baja de andrdégenos en la circulacion,
esto ultimo ha sido relacionado con lesiones proliferativas y degenerativas testiculares. De
tal manera, que en el presente trabajo fue estudiado el papel del zinc para prevenir la
toxicidad de cadmio en las células de Leydig de rata cepa Fischer. A dos grupos (n=22)
con ratas de 6 meses de edad se les administrd por via subcutanea (sc) 20 umol de CdClz2/
Kg de peso semanalmente durante 4 semanas ( dosis total de 100 pmol de CdCl2 /Kg. de
peso ). A los animales de uno de estos grupos se les administro via sc 1 mmo! de acetato
de zinc / Kg. de peso cada semana durante 4 semanas (dosis total de 5 mmol de acetato de
zinc /Kg. de peso). A un tercer grupo se les administrd via sc 1 mmol de acetato de zinc /
Kg. de peso semanalmente, también durante 4 semanas. Al altimo y cuarto grupo ( testigo)
se les administré solucion salina (0.9%%) via sc también por cuatro semanas. Ocho meses
mas tarde fueron sacrificados las ratas de todos los grupos, antes de que aparecieran de
acuerdo a la bibliografia las primeras neoplasias espontaneas. Los resultados indicaron que
el nimero de células de Leydig destruidas fue mayor (p<0.05) en el grupo que recibio
cadmio (92.66%) que en el grupo de cadmio-zinc (79.15%), en el grupo testigo (8.8%) y
éstos comparados con el grupo que solo recibié zinc, si bien no existié diferencia
significativa entre éstos dos iltimos grupos. El nivel de LH en suero fue mas alto (p<0.05)
en el grupo cadmio ( 43.3 ng/ml ) en comparacion con el grupo cadmio-zinc ( 33.58 ng/ml
), grupo zinc ( 21.86 ng/ml ) y el grupo testigo ( 16.46 ng/ml ). El nivel de testosterona
circulante fue mas bajo (p<0.05) en el grupo zinc ( 0.32 ng/ml ) en comparacién con el
grupo cadmio-zinc ( 0.37 ng/ml ), grupo testigo ( 0.60 ng/ml ) y grupo cadmio (1.54 ng/ml
). Se concluye que el acetato de zinc evité la muerte de células de Leydig por accion del
cadmio, lo que permitio que las células sobrevivientes produjeran un nivel similar al normal
de testosterona evitando el incremento en la preduccion de LH y el posible desarrollo de
neoplasias.

Palabras Clave: Células de Leydig, Cadmio, Zinc, Hormona Luteinizante,
Testosterona.
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Abstract

The role of the zinc to investigate mechanisms to prevent cadmium carcinogenesis in the rat
testis is not clearly of all. In the rodent testes, cadmium induces severe necrosis followed
by chronic degeneration. A single dose produces high incidence of lLeydig cells tumors.
The mechanism to avoid the death of Leydig cells is unknown, but pituitary feedback
increased lutemnizing hormone ( LLH ) production due to low circulating androgen, has
been implicated in causation of proliferative lesions within degenerate, hypofunction testes.
Thus, the role of the zinc to prevent the toxicity of cadmium in Leydig cells in Fischer rats
was studied. 44 rats were used. 2 Groups of 6 meaths-old rats were given either 20 umol
CdCl2/ Kg. sc, weekly for the next 4 weeks ( total dose 100 pmol/Kg ), one of the group
were given either 1 mmol of Zinc Acetate sc, weekly for 4 weeks too ( total dose 5
mmol/Kg. ). The third group were given either 1 mmol of Zinc Acetate sc, weekly for
five weeks. The last group was given saline solution sc. for 4 weeks too. All the animals
were killed 8 months later before arise of spontaneous lesions as indicated the reports.
The number of Leydig cells killed was higher (p<0.05) in cadmium group (92.66%) than
in cadmium-zinc group (79.15%), control group (8.8%) in relation with the zinc group. The
LH level was higher (p<0.05) in cadmium group ( 3.3 ng/ml ) than in cadmium-zinc
group ( 33.58), zinc group ( 21.86 ) and the control group ( 16.46 ). The testosterone level
was fower (p<0.05) in cadmium-zinc group (0 37 ng/ml) than zinc group (0.32), control
group (0.60) and cadmium group (1.54ng/ml). The acetate zinc minimizes that cadmium
killed Leydig cells and as a consequence to avoid an increase of the testosterone level when
zinc is present.

Key Words: Leydig cells, cadmium, zinc, luteinizing hormone, testosterone hormone
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INTRODUCCION.

El cancer es después de las enfermedades cardiovasculares, la segunda causa de muerte en
las comunidades en donde la desnutricidn, malnutricién y enfermedades infecciosas no son
los mayores problemas. En el Reino Unido tan sélo el céncer fue el culpable del
fallecimiento de aproximadamente diez mil personas en los ultimos afios (1).

1.1. Carcinogénesis.

El cancer ha sido estudiado gracias a la carcinogénesis inducida por sustancias quimicas, la
cual ha sido investigada extensivamente mecliante la aplicacioén de conocidos cancerigenos
sobre la piel de ratones y en pruebas de transformacion celular in vitro. Estos estudios han
revelado como se lleva a cabo la carcinogénesis, lo cual implica un proceso de muchos
pasos que incluyen dos fases distintas: iniciacioén y terminacién. El efecto de la
carcinogénesis en el ADN de una célula se basa principalmente en no transformar por
completo la célula, sin embargo de cierta mnanera la modifica asi como a su progenie, la
cual sera irreversiblemente susceptible al mismo o diferentes quimicos. A las sustancias
quimicas responsables de estos eventos se les conoce como iniciadores y promotores en la
génesis de ciertas neoplasias. Es intercsante mencionar que para que exista la
transformacién neoplisica se requiere que la exposicion a un agente inicial deba ser
precedida a la exposicion de un promotor. De otra manera, si la administracion de un
agente cancerigeno se realiza aisladamente, entonces la neoplasia no ocurrira. Sin
menospreciar la iniciacion, la cual ocurre rapidamente y a veces después de una simple
exposicion a la sustancia electrofilica altamente reactiva, la promocion generalmente
requiere de multiples exposiciones ya sea de la tnisma o diferente sustancia quimica a dosis
criticas por un periodo de semanas o meses. Los promotores no son compuestos
electrofilicos y por tanto no alteran el ADN celular. Ellos acthan interfiriendo con los
caminos de la transduccion de los signos normales que controian la diferenciacion y
proliferacién celular (2).

Existe una opiniéon general de que la carcinogénesis producida por sustancias quimicas
involucra la alteracion genética de las células somaticas con la activacion de oncogenes o
bien la inactivacién de genes supresores del cancer De esta manera los carcinégenos son
definidos como sustancias quimicas que causan ya sea directamente o indirectamente
alteraciones genéticas en células especificas. El término carcinégeno genotoxico indica una
sustancia quimica capaz de producir cancer directamente alterando el niaterial genético de
las células blanco. Por otro lado el término carcinogeno no toxico, representa a la sustancia
quimica capaz de producir cancer mediante un mecanismo secundario no relacionado que
cause directamente el darfio al gen (3).

Los carcinogenos genotdxicos usualmente requieren la bioactivacion de reacciones
intermedias antes de que eventualmente puedan producir dafio en el ADN celular. Un
criterio general para los carcinoégenos no genotéxicos no ha sido todavia establecido,
debido a los diferentes tipos existentes, asi como a la variedad de mecanismos que han sido
reportados. Sin embargo, después de una revision exhaustiva de la literatura a este
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respecto, se deduce que los efectos epigenéticos a lo largo del experimento son los que
causan la proliferacion celular o hiperfuncién o hipofuncién de la célula que predispone a
su transformacién neoplasica (3).

Otros autores mencionan que existe una clasificacion de carcinégenos quimicos (cuadro 1).
Por otra parte existen carcinogenos de accion directa, los cuales son metabolizados y
reaccionan como metabolitos altamente reactivos (carcindgenos activos indirectamente).
Asimismo existen pocos carcindgenos quimicos, 10s cuales son electréfilicos y altamente
reactivos (quimicos que reaccionan con ceniros de otros compuestos cargados
negativamente, incluyendo al ADN) La mayor parte de los carcindgenos son del tipo
accion indirecta. Estos compuestos son inertes por si mismos, pero si son metabolizados
por las enzimas de la citocromo P-450sce del sistema detoxificador del higado, entonces
generan metabolitos altamente carcinogénicos. Sucede entonces que en estas reacciones
de oxido-reduccion, los compuestos organicos solubles en grasa que tienen una afinidad
por la grasa del cuerpo y membranas ricas en lipidos son convertidos en metabolitos
solubles en agua que pueden ser acompaiiados con glucordnidos y ser excretados en la bilis.
Algunos de esos metabolitos secundarios, quizds puedan ser altamente electrofilicos y
causen mutaciones en los protooncogenes celulares, de tal manera que generan que los
oncogenes celulares no puedan responder a los signos normales para regular la transcipcién
del gen. Por lo tanto estos metabolitos de los carcindégenos que actian indirectamente
causan neoplasias de manera similar a otros cancerigenos. (2).

Cuadro 1. Clasificacion de los carcinégenos quimicos

Carcinégenos de Accion Directa Carcinégenos de Accion Indirecta
Agentes alquilantes: Aminas aromaticas y amidas:
1. B Propiolactona 1. 2- Naftilamina
2. Sulfato Dimetyl 2. Benzidina
3. Diepoxbutano y otros epdxidos 3. 2-Actilaminofluorene
4. Metasulfonato etil, 4. Dimetilaminobenzene
5. Gas mostaza,

6. Drogas terapetticas cancerigenas. Plantas y productos microbianos:
1. Aflatoxina B1
Agentes aciclantes: 2. Griseofulvina
1. 1-Acetilmidazole 3. Safrole

2. Cloruro de Dimetil carbamil
Otras sustancias quimicas:
Nitrosaminas y amidas
Insecticidas y fungicidas.
Humo de cigarro
Benzopirene.

W -
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1.2. Sustancias potencialmente carcinogénicas.

El interés para el estudio de las sustancias carcinogénicas y su posible dafio a la salud del
ser humano se concreta en los estudios realizados para determinar las sustancias
potencialmente carcinogénicas en el medio ambiente, donde se ha visto que los
hidrocarbonos policiclicos, el humo del tabaco, las aminas aromaticas y las nitrosaminas
son potencialmente peligrosos para la salud (1 ). Uno de los cancerigenos en el medio
ambiente que mas ha llamado la atencion es el cadmio. Durante los ultimos 100 afios los
niveles de cadmio en el medio ambiente se han incrementado dramaticamente. Este
incremento de contaminacion por cadmio se ha reflejado en un marcado incremento (4.7%)
del cadmio en el peso corporal de poblaciones humanas en el mismo periodo. La influencia
en la salud humana de esta exposicion al cadmio es una creciente preocupaciéon, y la
posible asociacion del cadmio y la carcinogénesis es el mayor componente. Por otra parte
se ha visto una alta incidencia de cdncer pulmonar en poblaciones expuestas al cadmio.
También se ha demostrado que el cadmio produce cancer en riffones y prostata (4). La
exposicidn oral al cadmio es una de las formas comunes de presentacion en las poblaciones
humanas y su efecto cancerigeno por esta ruta tiene implicaciones importantes en riesgo de
la salud humana (5).

Teniendo en cuenta la informacién antes mencionada, en los estudios de carcinogenicidad
en animales de laboratorio la variable primaria de interés es el tiempo de aparicion del
tumor. Sin embargo, muchas veces no es posible saber con cuanta anticipacion aparecio el
tumor en el animal, por lo que se llega a utilizar una medida que es: el tiempo para morir
con el tumor. Si el tumor adquiere la capacidad de ser rapidamente letal esto equivale
esencialmente al tiempo de morir con la aparicion del tumor (5).

Por otro parte en la utilizacion de un agente cancerigeno es importante determinar los
efectos potenciales de esa sustancia. Por lo que deben considerarse los efectos de algunos
toxicos. En el presente estudio en donde se evaluara el tejido intersticial del testiculo, es
importante mencionar que la toxicidad de un compuesto administrado en un periodo corto
de tiempo, no puede en la mayoria de los casos ser detectado microscopicamente.
Similarmente, cuando los testiculos son examinados para saber si se han recuperado de la
agresion del toxico, existe suficiente tiempo para completar la espermatogénesis seguida
por la interrupcién del toxico. Los cambios atréficos atribuidos a pruebas quimicas son
dificiles de evaluar al final de 2 afios de estudios cuando los cambios degenerativos
espontaneos y neoplasias de células intersticiales estan presentes (6).

1.3. Estudios de carcinogénesis en animales.

Con respecto a los modelos animales usados en la carcinogenesis, la rata Fischer ha sido
utilizada para estudios de induccién de cancer, por lo que es importante tomar en cuenta
los siguientes estudios. Durante las pasadas dos décadas, en el Instituto Nacional de Cancer
y el Programa Nacional de Toxicologia de los Estados Unidos de América se han realizado
mas de 200 estudios de carcinogenicidad espontanea en ratas macho y hembra Fischer 344.
Estos estudios han mostrado que las neoplasias mas frecuentemente encontradas en ratas
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macho son: tumor de las células intersticiales de! testiculo (88%). Estos resultados se
observaron en animales mayores de 2 afios (7). Asimismo se ha visto hasta un 98% de
incidencia de tumores espontaneos de células intersticiales en ratas F344/DuCrj de acuerdo
a Maekawa y colaboradores (1983) y de 94.7% de tumores espontaneos de células
intersticiales en ratas F344 informado por Solleved y colaboradores en 1984 (8). Por otra
parte, Maekawa y colaboradores observaron que entre las 53 a 79 semanas de edad hay
aparicion de al menos 1% de neoplasias espontaneas de células de Leydig, para este fin
296 ratas cepa F344 fueron utilizadas. En relacion a esto tltimo, Goodman y colaboradores
informaron que en ratas cepa Fischer de 53 a 79 semanas de edad se encontraron 1% de

neoplasias de células de Leydig (8).

De acuerdo a lo anterior, la rata es un importante modelo en el estudio de la
carcinogénesis, especialmente la cepa Fischer. Se conoce que esta cepa tiene una respuesta
similar a otras cepas o lineas con respecto a sustancias quimicas toxicas y carcindgenos
potenciales. Por ejemplo cuando fue comparada la toxicidad del tetracloroetileno y el
tricloroetileno en ratas Fischer y ocho cepas mas se observd que las respuestas fueron
similares (7). En relacion a la induccién de tumores, Maekawa y colaboradores
demostraron que puede inducirse tumor de células de Sertolli en ratas con N-nitrosoureas
(9). Otros investigadores han logrado inducir tumores de células de Leydig (hasta un 53%
de incidencia) con diferentes dosis y repeticiones de N-Nitrosobis (2 oxopropylamine)
(10). En otros estudios realizados por Beth y colaboradores, informaron la reduccion en la
incidencia y multiplicaciéon de cancer mamario en ratas con dieta restringida durante 6
meses posteriores a la administracion de N-methyl-N-nitrosourea (NMU) (3).

1.4. El cadmio y su utilizacién como agente carcinogénico.

Con respecto a la utilizacidén del cadmio, Waalkes y colaboradores lo utilizaron en base a
la dosis-respuesta para inducir tumores en prostata en ratas de 10 semanas de edad (4). Por
otra parte, Waalkes y colaboradores informaron que el cadmio a dosis unica produce una
alta incidencia de tumores de células de Leydig. Asimismo después de 10 semanas de
haberles inyectado via sc CdClz ( 20uumol semanalmente por cuatro semanas ) a ratas
Fischer, se observé un decremento notable del peso testicular ( 70 % ) con respecto del
testigo, esto debido a una marcada degeneracion y atrofia testicular ( 4 ). En otro estudio,
Waalkes observo en ratas de 10 semanas de edad la produccion de neoplasias y lesiones
proliferativas en adrenales, rifiones, prostata y testiculos, cuando a las ratas se les
administré en el agua de bebida diferentes dosis de CdClz (11).

Continuando con la utilizacion del cadmio. Waalkes y colaboradores utilizaron ratas
Fischer de 10 semanas de edad y demostraron que la induccién de tumores por cadmio en
células de Leydig es un fendmeno endocrino mediado, y que la ocurrencia de tales tumores
depende de la reduccion de niveles de testosterona causados por la accién del cadmio al
producir la hipofuncidn testicular, caracterizada por la baja produccion de androgenos.
Estos estudios demostraron que como resultado de la accidon del cadmio se produce la
hipofuncién testicular, y que ésta es la responsable de las lesiones testiculares iniciales y
consecuentemente la degeneracion y atrofia testicular. Sin embargo la degeneracion no es
la tnica causa para que ocurra la formacién del tumor, ya que existe un incremento en la
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estimulacion de la hipoéfisis, y por tanto también un incremento de la hormona luteinizante

cuando se detectan niveles circulantes bajos de testosterona, producidos estos niveles por
los remanentes de las células de Leydig, las cuales son sobrevivientes de las lesiones
iniciales producidas por el cadmio y que forman una parte critica en el desarrollo del
tumor. En este estudio se observd que la induccion de tumor testicular por el cadmio es un
evento endocrino mediado y que depende al menos directamente o indirectamente de los
niveles circulantes de testosterona. Por lo que la accion del cadmio por si sélo no es
suficiente para la formacidn del tumor testicular. Ademas, en este estudio se concluyé que
existe evidencia acumulativa de dafio genot6xico por el cadmio, ya sea indirectamente a
través de la interrupcion en la reparacion del ADN o bien daftando directamente al ADN de

la célula (14).

1.5. El zinc y su papel en Ia prevencién del daiio producido por el cadmio.

Si bien existen muchos agentes que pueden producir cincer, es importante conocer el
mecanismo de accidn de éstos en su tejido blanco, ya que de esta manera se puedan contar
con alternativas que permitan impedir su mecanismo de acciéon o bien minimizar su efecto.
En relacion a esto Gltimo, en un estudio llevado a cabo por Gunn y colaboradores, se
demostré que se puede prevenir el dafio ocasionado en testiculo por la administracion de
cadmio al utilizar zinc. Inclusive en contraste con el efecto carcinogénico del cadmio, el
zinc dificilmente puede producir tumores sistémicos o locales en concentraciones inclusive
33 veces mas grandes que el cadmio (5). El mismo Gunn encontrd que el zinc puede ser
muy efectivo para evitar la ocurrencia de tumores testiculares producidos por la accion del
cadmio, pero no previcne la degeneracion testicular producida por el cadmio (12). En otro
estudio, Waalkes y colaboradores demostraron el efecto protector del zinc en ratas a la que
se indujo cancer testicular mediante cloruro de cadmio. En este estudio se observo que el
zinc puede evitar o en su defecto retardar la aparicién de cancer de células de Leydig, sin
embargo, el mecanismo molecular que explique este fendomeno se desconoce (13). Si bien
es importante conocer el dafio que realizan los agentes cancerigenos es también muy
importante conocer el como poder evitarlos. De esta manera, en otros estudios se
demostrdé que el zinc previene la toxicidad del cadmio, incluyendo la carcinogenicidad
mediante la induccion de la sintesis de una proteina de bajo peso molecular con una gran
afinidad por el cadmio, esta proteina se llama metalctioneina, la cual secuestra al cadmio en
su forma estable y reduce su toxicidad (13).

De acuerdo a la informacion proporcionada, el efecto protector del zinc no esta aclarado
completamente. Asimismo, no existen trabajos que muestren la cantidad de células de
Leydig que son afectadas. Por tanto, es necesario dilucidar si el zinc evita que un mayor
nimero de células sean degeneradas por la accion del cadmio o bien exista otra condicion
que impida que se desencadene el evento endocrino necesario para que se desarrolle o no
la neoplasia testicular.
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1L. JUSTIFICACION.

La obtencion de un modelo que permita cbservar et desarrollo de la degeneracién y atrofia
testicular inducida por una sustancia potencialmente cancerigena para el hombre como es el
cadmio, es una valiosa ayuda en el estudio de cancer testicular en el ser humano y en los
animales. Sin embargo es relevante conocer como evitar o prevenir el dafio y como realiza
este papel el zinc. Se sabe que los estudios experimentales a corto plazo ayudan a
proporcionar informacion valiosa para interpretar los resultados encontrados en los
bioensayos de larga duracidn y estudios epidemiologicos. Este tipo de informacion es
particularmente importante para conocer las interrogantes cuando se requieren conocer los
resultados basados en la dosis-respuesta. El presente trabajo pretende establecer un modelo
experimental que permita esclarecer el papel del zinc y su posible efecto protector en las
células de Leydig en ratas Fischer tratadas con CdCl= como agente cancerigeno.

111. HIPOTESIS.

3.1. HIPOTESIS ALTERNA.

El efecto protector del zinc en el testiculo de animales tratados con cloruro de cadmio se
debe a que una cantidad importante de células de Leydig no son afectadas por la accion del
cloruro de cadmio, en consecuencia la poblacién de células de Leydig no afectadas
produce los niveles necesarios de testosterona para mantener el mecanismo normal de
retroalimentacién de la hormona luteinizante sobre las propias células de Leydig,
evitandose asi, el desequilibrio del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo.

3.2, HIPOTESIS NULA.

El efecto protector del zinc en el testiculo de animales tratados con cloruro de cadmio es
independiente del nimero de células de Leydig presentes.

IV. OBJETIVO.

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Cuantificar el nimero total de células de Leydig no afectadas de testiculos de ratas Fischer

tratadas con CdClz y por consiguiente, conocer por medio de estudios histopatologicos
si el acetato de zinc tuvo un efecto protector en la poblacion de células de Leydig.
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estos objetivos se realizaron por cada grupo.

1. Cuantificar la poblacion de células de Leydig en testiculos de ratas al finalizar el

experimento.
2. Relacionar los niveles basales y finales de testosterona y hormona luteinizante en suero

con el numero de de c¢élulas de Leydig.
3. Relacionar el peso de los testiculos con la poblacion de células de Leydig.
4. Correlacionar el peso de los animales con el peso de los testiculos.

V. DETERMINACION DEL TAMANO DE MUESTRA.

En un estudio piloto anterior realizado con ratas macho (n=12) de 6 semanas de edad, de la
cepa Fischer provenientes de Harlan, Co. (Estados Unidos), a los que se les administro una
dosis de 20 pumol de CdClz (marca Backer) / Kg de peso cada semana durante 4 semanas
(dosis total de 100 pmol/Kg de peso de CdClz), se demostrdé que todas las ratas tuvieron
degeneracion y atrofia testicular a los 8 meses de experimentacion. El resultado anterior
junto con la literatura consultada permitio calcular el tamafio de muestra requerido
mediante el siguiente método.

5.1, METODO: ECUACIONES MATEMATICAS.

Antes de iniciar el experimento se definen los objetivos que incluyen:
1. Nivel de significacion (error tipo I) 5%.
2. Potencia estadistica requerida (error tipo II) 90%.
3. Efecto minimo del tratamiento (diferencia entre la media del grupo control y del
grupo experimental).
4. Estimacion de la variacion prevista (desviacion tipica).

A partir de esta informacion (15), es posible calcular el ntimero de animales necesarios en
cada grupo de la siguiente forma:

Se supone que se va a especificar un error tipo I del 5% y una potencia del 90% y la
magnitud del efecto del tratamiento que se considera de interés. Con una sola dosis de
CdCi2 (20 umol/ Kg de peso) durante 4 semanas (dosis total 100umol/Kg de peso), el
100% de de las ratas presentaron degeneracion y atrofia testicular de células de Leydig
(Estudio piloto).

Se estimé la variacion individual prevista (desviacién tipica) a partir de datos o
experimentos anteriores, ademas se tomo en cuenta que la cepa Fischer es isogénica y
que la variacion esperada es minima para el presente estudio.
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Cuando se conoce la desviacion tipica se utilizan estas pruebas,
Prueba de dos colas:

(zrzm )2
n=2 (e i )

(1 -p2) /8) 2

Prueba de una cola

( zoc —z1t )2
n=2 (

Sy , ‘
((pl-p.Z)/S)z) S P Gy

o=0. 05 zol /2 = 1 645 = =0.9. y (p.l - uZ) (100% 5 eﬁcacna del cadmxo en estudios

piloto ) :
& = 100% (eﬁcncxa del cadm:o de producnr degeneracnén y atrof ia testxcular en estudios

previos)

(1.645 + 1.282) ,2' g
n=2( T
(00/100) 2

n=2( 276/1)
n= 5. .52 (6 redondeo)

Por tanto, el nimero minimo de animales por grupo fue de 6 y de 24 animales en total
para los cuatro grupos.

VI. MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron 44 ratas macho cepa Fischer de 6 semanas de edad, provenientes de Harlan,
Co (Estados Unidos). Fueron identificadas las ratas mediante un sistema convencional de
marcaje en las orejas y fueron distribuidas aleatariamente para formar 4 grupos con 11
animales cada uno. Las ratas fueron alojadas en proporcion de 4 animales por caja de
poliftalato-carbonato. Se utilizdé alimento 5001 de PMI y material de cama de alamo de la
marca Aspen Shaving (marca Northwestern). Los grupos quedaron conformados de la
siguiente manera:
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6.1. FORMACION DE GRUPOS.

Grupo 1 (Cadmio): a cada rata se le administré via sc (linea media toracica dorsal)
20 pmol de CdCl2 (marca Backer) / Kg. de peso cada semana durante 4 semanas
(dosis total de 100 umol/Kg de peso).

Grupo 2 (Cadmio-Zinc): a cada rata se le administré via sc (linea media toracica dorsal)
20 pumol de CdClz2 / Kg. de peso cada semana durante 4 semanas y se le
administré simultaneamente via sc (area lumbosacra media) 1 mmol de acetato
de zinc ( marca Técnica Quimica) / Kg. de peso cada semana durante 4 semanas
también (dosis total de 5 mmol/Kg de peso).

Grupo 3 (Zinc): a cada rata se le administré via sc (drea lumbosacra media) 1 mmol de
acetato de zinc / Kg. de peso cada semana durante 4 semanas (dosis total de 5
mmol/Kg de peso).

Grupo 4 (Testigo): a cada rata se le administré via sc¢ (linea media toracica dorsal) un
volumen similar a los grupos 1, 2 y 3 de solucidn salina (0.9%) cada semana
durante 4 semanas.

Los animales al inicio del experimento y semanaimente fueron pesados hasta la conclusién
del estudio. Asimismo, diariamente se observd su estado de salud, considerando para esto
su conducta, inspeccion fisica y palpacion general durante el estudio. La duracion del
estudio se basd en literatura consultada y en un proyecto piloto que se realizé en el
bioterio del INCMNSZ, lo cual determind la duracion de 8 meses a partir de la primera
administracion del cloruro de cadmio. A cada animal antes de iniciar y al finalizar el
experimento, se le tomoé una muestra de sangre del seno infraorbitario (1.5 ml.), esto con
el fin de determinar los niveles de testosterona y hormona luteinizante. Todos los animales
que intervinieron en el experimento tuvieron libre acceso al consumo de alimento y agua.
Las ratas fueron mantenidas en un cuarto del bioterio del INCMNSZ, con un rango de
temperatura controlada (20 a 22 grados centigrados) y una humedad relativa de 50 a 60%.
Asimismo el ciclo luz-obscuridad fue de 12:12 horas. Los animales fueron mantenidos de
acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratoric de los Institutos.
Nacionales de Salud de los EU.A. y a los lineamientos del Comité Etico existente en el
INCMNSZ.

6.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Para justificar el sacrificio de un animal, durante su inspeccién fisica y palpacién se tomo
en cuenta el siguiente criterio: la existencia de ulceracién o edema en piel (linea media
toracica dorsal y area lumbosacra media), con una extensiéon mayor de 3 cm de diametro,
concomitante a una pérdida de peso de 50 g con base a su peso promedio alcanzado.
Asimismo, se tomod en cuenta el aspecto fisico, pelaje, conducta y consumo de agua y
alimento. Este criterio estuvo basado a un estudio piloto previo. En su caso, la eutanasia
fue realizada utilizando una camara saturada con CO2, y entonces se procedié a realizar la
necropsia para obtener el organo de interés.
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6.3. PREPARACION DE SUSTANCIAS.

Las preparaciones del cloruro de cadmio y acetato de zinc se llevaron a cabo utilizando
solucion salina (0.9%). Para este fin se homogeneizaron los solutos utilizando agitadores
magnéticos y una platina. Todo el material a excepcion de los solutos fue esterilizado en
una autoclave y se realizé el pesaje de los solutos y su agregacion al solvente en una
campana de flujo laminar clase tipo IT.

6.4. METODO DE EUTANASIA.

Al finalizar el experimento tanto los animales de los grupos experimentales como del grupo
testigo fueron sacrificados en una camara saturada con COz. Se obtuvieron los testiculos de
cada animal, se pesaron, preservaron y procesaron para la realizacion de estudios

histopatolégicos.

6.5. TECNICAS DE PRESERVACION E HISTOLOGIA.

Los testiculos fueron perfundidos a través de la vena espermatica con una solucion de
cacodilatos y formalina (10%) y fueron preservados en formalina amortiguada a pH neutro
con cacodilatos. Previo a la inmersion en el fijador, la tunica albuginea fue abierta para
permitir una mayor penetracion del fijador. Los testiculos fueron cortados y procesados
para su inclusion en parafina y en araldita para su posterior corte y tincion El grosor de los
cortes fue 5 um para la tincion con hematoxilina y eosina, y de 1 pm para la de azul de
toluidina. A cada testiculo se le hizo un corte paralelo medio sagital a lo largo del axis del
testiculo. El corte paralelo se hizo a lo largo de los vasos espermaticos prominentes en la
tinica albuginea de un lado e incluyendo los sitios de union del epididimo del otro lado.
La seccién montada y tefiida con hematoxilina y eosina incluyé secciones longitudinales y
cruzadas de tibulos seminiferos, tubulos rectos v la red intratesticular. Para este fin se
realizaron tres cortes transversales a cada testiculo tomando una parte anterior, media y
posterior lo cual permitio abarcar una mayor parte del tejido (16).

6.6. TECNICA PARA DETERMINAR LA DENSIDAD NUMERICA DE CELULAS
DE LEYDIG.

La densidad del volumen de las células de Leydig (células por cm3 de testiculo) fue
determinada por los métodos de conteo por puntos de Weibel, 1969 y de Weibel y
Bolander, 1973. Estos métodos consisten en utilizar las secciones de 1um de espesor
tefiidas con azul de toluidina. Se utilizé un ocular Zeiss de 81 puntos para el conteo de éstos
en cuatro diferentes areas del testiculo (izquierdo superior y esquinas derechas e izquierdo
inferior y esquinas derechas). Las densidades de los volimenes fueron obtenidas con un
ocular de 10X y un objetivo de 40X contando los puntos donde habia células de Leydig y
dividiendo el total de puntos de todo el testiculo. La densidad numeérica de las células de
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Leydig (nimero de células por cm3) fue obtenida de acuerdo a la ecuacién de Floderus

( Weibel, 1969; Weibel y Bolander, 1973 ); Nv =Na / (D+T-2h), donde Nv es la densidad
numérica, Na es el nimero de micleos de células contenidos por unidad de drea, D es el
diametro promedio del micleo de células de Leydig, T es el espesor del corte o seccidény h
es la altura es la seccidon mas pequefia reconocible del nicleo de las células (la ultima
estimacion es 0.1 X el diametro del nicleo). Para determinar el promedio del didmetro del
niucleo de las células de Leydig, los axis cortos y largos de los centros Opticos de
aproximadamente 100 nicleos por grupo, fueron medidos con un micrometro ocular. El
volumen promedio de células de Leydig por testiculo fue obtenido dividiendo la densidad
del volumen de las células de Leydig por la densidad numérica. El nimero de células de
Leydig por testiculo fue obtenido multiplicando la densidad numérica de las mismas células
por el peso de los testiculos (17).

6.7. PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE TESTOSTERONA.

Esta prueba esta indicada para la medicion cuantitativa de testosterona, utilizando para este
fin el analizador IMMULITE. El principio de esta prueba esta basado en un inmunoensayo
competitivo, de tal manera que los anticuerpos especificos de testosterona, que se
encuentran en las paredes de un tubo de polipropileno, compiten con la muestra de
testosterona en los sitios de los anticuerpos mencionados. Posteriormente el tubo es
decantado, para separar la hormona libre de la unida y entonces es llevada la muestra a un
contador gamma. La cantidad de testosterona es determinada mediante una curva de
calibracion. La sensibilidad analitica de esta prueba es de 4ng/dl (0.14 nmol/L)

* Inmunolite Total Testosterone. DPC. Diagnostic Products Corporation. Los Angeles, CA
90045-5597.

6.8. PRUEBA PARA LA DETERMINACION DE LA HORMONA LUTEINIZANTE.

La concentracion de LH se midié por radioinmunoanalisis (RIA) de doble anticuerpo. El
principio de esta prueba se basa en los siguientes pasos:

Todos los reactivos son adicionados en tubos RIA a temperatura ambiente en la siguiente
secuencia: a) sustancia buffer, b) standard frio, c) NIDDK-rLH-I-9 radio-iodinado y d)
antisuero diluido desde 1:70, tal y como al final, la dilucién del tubo es de 1:750,000 o
mayor. Los reactivos son incubados a temperatura ambiente por 24 horas, antes de
adicionar el segundo anticuerpo.

Los resultados se expresaron en términos del estandar de referencia internacional LH-RP-3.
Los coeficientes de variacion intra e interanalisis fueron de 8.6 y 13.4 respectivamente y la
sensibilidad de 0.5 mg/ml .

* New, sensitive rat Juteinizing hormone radioimmunoassay (rfLH RIA). Elaborado por el
Dr. A.F, Parlow, director del centro de antisuero & Hormonas de la pituitaria, Harbor-
UCLA, Medical Center
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6.9. ANALISIS DE LOS DATOS.

Los datos obtenidos de los pesos corporales de los animales, niveles de testosterona y
hormona luteinizante, peso de ambos testiculos y nimero de células de Leydig por testiculo
de cada grupo fueron examinados mediante la prueba de Wilcoxon. Asi también, la
correlacion del peso corporal y testicular fue incluida comao variable en este estudio. Para la
comparacion entre un grupo con otro de las variables mencionadas fue utilizada la prueba
de Mann Whitney, y para la comparacién de las variables entre todos los grupos
simultaneamente se utilizo la prueba de Kruskall Wallis. La sobrevida fue examinada por
el método de Kaplan-Mayer. Una p<0.05 se considero estadisticamente significativa.

VII. RESULTADOS.

No existieron diferencias significativas entre el numero de células de Leydig de los
testiculos derecho e izquierdo para cada grupo. En la grafica 7.1, se muestran los
resultados tanto en testiculo derecho como en el izquierdo para el nimero de células de
Leydig. En relacion al testiculo derecho, el grupo 1 (Cadmio) de ratas que recibid sélo
cadmio tuvo una poblacion de células de Leydig menor (0.10 x 10° cm3) comparado
(p=<0.05) con los otros grupos 2 (Cadmio-Zinc) 0.25 x 10 em3, 3 (Zinc) 1.27 x 10° cm3
y el testigo (1.20 x 10° cm3). Los resultados del testiculo izquierdo fueron similares, el
grupo 1 tuvo una poblacion menor de células de Leydig (0.09 x 10° c¢ms ) comparado (
p=<0.05 )que el grupos 2 (0.28 x 10° cm3), 3 (1.32x 10° cm3) y testigo (1.16 x 10°
cm?3) . En la tabla nimero 7.1 se muestra la relacién existente entre los grupos con base al
peso testicular promedio y densidad numérica de éstas con sus respectivas desviaciones
estandar.

En cuanto al peso testicular, no existieron diferencias significativas (p<0.05) entre los
testiculos derecho e izquierdo para cada grupo. E! peso promedio de los testiculos derecho
€ izquierdo puede apreciarse tanto en la grafica nimero 7.2 como en la tabla 7.1. Los
pesos promedios en ambos testiculos fueron menores en el grupo 1 (Cadmio) en
comparacion (p<0.05) a los otros grupos (0.7 £0.09/ 0.72 + 0.08 versus 0.95 + 0.095 /
0.92+0.1,1.45 032/ 1.47 2039y 1.6 +0.1 / 1.6 * 0.08 gramos respectivamente para
los grupos 2, 3 y 4.

Los valores de los niveles de testosterona basal y final de los grupos se observan en la
gréafica 7.3 y tabla 7.2. En el grupo nimero 1 (Cadmio) se observa un mayor nivel basal de
2.07 en comparacion (p<0.5) con el grupo 2 (0.79 ng/ml). Sin embargo no existié
diferencia significativa (p>0.05) entre el grupo 1 con los grupos 3 (Zinc) y 4 (1.58 y 1.95
ng / ml respectivamente). Con respecto a los valores finales de testosterona, éstos
mostraron un nivel mayor para el grupo 1 (1.54) en comparacién (p<0.05) con los otros
grupos (0.37, 0.32 y 0.60 ng/ml) respectivamente para los grupos 2 (Cadmio-Zinc), 3
(Zinc) y 4 (Testigo).

TESIS CON | 1.
FALLA DE ORIGEN




En relacion a los niveles de LH basal y final de los grupos, pueden observarse en la
grafica 7.4. y en la tabla 7.2. El grupo nimero 1 (Cadmio) tuvo de inicio valores basales
menores (p<0.05) a los otros grupos (2.69 versus 6.6, 4.17 y 5.45 ng / ml respectivamente
para los grupos 2, 3 y 4). Sin embargo el valor final de LH del grupo fue mayor (p<0.05)
que los otros grupos (43.3 versus 33.58, 21.86y 16.46 ng/ml respectivamente para los
grupos 2, 3 y 4).

El peso promedio de los grupos al inicio y al finalizar el experimento puede observarse en
la grafica 7.5. En el peso inicial promedio no existieron diferencias significativas (p>0.05)
entre los grupos 1 y 3,2y 4y 3 y4,(343.36 £23.88, 35841 £17.3, 367.9 + 14.98y 331
+ 28.94 gramos para los grupos 1, 2 3 y 4 respectivamente). Asimismo, tampoco existieron
diferencias significativas (p>0.05) en el peso promedio final (397.66 +25.16, 337.33
+23.01, 424.83 +24.21 y399.27 + 34.62 gramos respectivamente para los grupos 1, 2,

3y4).

Para un mayor entendimiento de los resultados obtenidos de la comparaciéon entre los
grupos, se tienen los analisis de datos de las tablas 7.1.1. a la 7.1.8..

En cuanto a la relacién del peso de los animales y su peso testicular, se demostré que las
ratas del grupo 1 (Cadmio) tuvieron un menor peso testicular (p<0.05) en relacidn a su peso
corporal (porcentaje) tanto en el testiculo derecho como en el izquierdo (0.178, 0.1832;
0.22,0.23; 0.33, 0.34 y 0.4, 0.4 gramos respectivamente para los grupos 1, 23 y 4).

En relacién a los hallazgos histologicos en los testiculos se obtuvieron los siguientes
resultados: en lo que corresponde al grupo 1 (Cadmio), se observo en las figuras 7.3.1 y
7.3.2, los tubulos seminiferos practicamente sin células, con fibroblastos circundando las
areas extensas de necrosis en los lugares previamente ocupados por células de Sertolli y
células germinales. Asimismo se observaron pocas células germinales tales como
espermatocitos primarios y espermatogonias. En las figuras 7.3.3 y 7.3.4 que corresponden
al grupo 2 (Cadmio-Zinc), los dafios ocasionados por el cadmio fueron menores,
observandose una menor pérdida de células de Leydig, si bien también existieron diversas
areas de destruccion en los tiibulos seminiferos, observandose un mayor nimero de células
germinales y de Sertolli intactas en comparacién a lo observado en las figuras 7.3.1 y
7.3.2 que corresponden al grupo 1 (Cadmio). En las figuras 7.3.5 y 7.3.6 que corresponden
a las ratas tratadas con zinc (Grupo 3) no se observaron dafios a las células de Leydig.
Asimismo no se observo destruccion o dafio a los tibulos seminiferos, por tanto las células
germinales y de Sertolli se conservaron intactas. Por ultimo en la figura 7.3.7 que
corresponde al grupo testigo, se observé una génesis normal tanto de células de Leydig
como de células germinales.
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Grafica 7.1. Numero de Células de Levdig en Testiculo derecho versus
Testiculo izquierdo por grupo.
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Grafica 7.2. Peso del Testiculo derecho e izquierdo por grupo.
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Grafica 7.3. Niveles dc Testosterona Basal versus Final por grupo.
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Grafica 7.4, Niveles de LH Basal Versus Final por grupo.
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Grafica 7.5. Peso Corporal Inicial v Final por grupo.
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Tabla 7.1. Relacion del peso testicular promedie y densidad numérica de las células
de Leydig con sus respectivas desviaciones estiandar.

Peso Testicular

Densidad Numérica

Grupo ( gramos ) (x 10%cm?)

1 Cadmio 0.73 £0.01 0.095 £0.00
2 Cadmio-Zinc 0.939 +£0.019 027+0.01
3. Zinc 1.4614 £0.011 1.295 £ 0.02
4, Testigo 1.605 £ 0.0033 1.18 £ 0.02

En la tabla nimero 1 se observa que existle relacion proporcional entre el nimero de células
de Leydig y el peso testicular, es decir a menor namero de células menor peso testicular,
como sc¢ puede apreciar principalmente en el grupo |.

Tabla 7.2. Niveles basales y finales de Testosterona y LH con sus respectivas
desviaciones estandar.
Grupo Testosterona Testosterona L.H basal LH final

p basal ( ng/ml) final (ng/ml) (ng/ml) ( ng/ml)
1 Cadmio 2,07 £ 1.23 1.54 £ 0.66 2.69 + 0.98 43.3+10.14
2 Cadmio-Zinc | 0.79 + 0.53 0.37 +0.32 6.6 + 3.66 33.58 +17.39
3‘Zinc 1.58 £ 0.94 0.324 £0.15 4.7+ 1.90 21.86+11.05
4 Testigo 1.95 + 0.61 0.60 £ 0.44 5.45 £ 1.96 16.46 + 12.20

En la tabla 2 se observa la disparidad en cuanto a los valores finales tanto de testosterona
como de LH, acentuandose mas la diferencia en los niveles finales de LH, principalmente
en los grupos 1 y 2 con los otros grupos {p<0.05), donde tiene lugar la accidn del cadmio.
Por otra parte es importante hacer notar el nivel final mas alto de testosterona del grupo 1
(p<0.05) en relacion a los otros grupos. Con respecto a los niveles basales de testosterona
se encontré una diferencia significativa (p<0.05) del grupo 2 con respecto a los otros
grupos. Caso contrario con respecto a los niveles basales de LH, donde el grupo 1 tuvo una
diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los otros grupos. En el caso de los niveles
finales de testosterona, con base a la proporcion de disminucidon y respecto de su niveles
basales, se encontro una diferencia evidente entre e} grupo 1 (25%%) respecto a los grupos 2,
3 y 4 respectivamente (53, 79 y 69%). Por lo que respecta a los niveles finales de LH, con
base a la proporcién de incremento y respecto a su niveles basales, se encontré una
diferencia evidente entre el grupo 1 (609%) respecto a los grupos 2, 3 y 4 respectivamente
(508, 465y 302%).

Los niveles de significancia (p<0.05) en los grupos y entre ellos de acuerdo a los métodos
estadisticos empleados se puede observar en las siguientes tablas.
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7.1. COMPARACION ENTRE GRUPOS.

Tabla 7.1.1. Comparacién de variables entre los cuatro grupos.
Prueba de Wilcoxon

Diferencia significativa p< 0.05

Ni do Correlacién
iimero Peso
Peso
Test. células por Corporal
derecho LH Basal Testosterona testiculo qupor al verus
N Basal versus 4 h Inicial p
Grupo versus versus Final . crecho Testiculo
N : Final , versus
izquierdo ng/ml ng/mi versus Final derecho
® izquierdo ® versus
x 10° cm?® & izquierdo
(g)
1 0.415 0.008 0.310 0 0.003 0.479
2 0.343 0.011 0.225 0 0.043 0.257
3 0.345 0.036 0.18 '0.593 0.028 0.786
4 0.859 0.003 0.003 0.109 0.003 0.670

Notese que no existen diferencias entre los pesos testiculares en cada grupo. Por otra parte
en el caso de los niveles de LLH basal versus final existen diferencias significativas (p<

0.05) en los grupos. Caso que no sucede a excepcion del grupo 4,

en los niveles de

testosterona basal versus final. En relacion al nimero de células de Leydig por testiculo

existen diferencias significativas (p< 0.05) en los grupos 1y

Tabla 7.1.2, Comparacion de variables.

Prueba Mann Whitney (dos colas)
Diferencia significativa p< 0.05
Grupo 1(Cadmio) versus Grupo 2 (Cadmio-Zinc)

2,noasienel 2y3.

Peso . ' . Correlacion peso
testiculo ipz"clsfjéf;gw“’ LH basal LH final . f:ii‘;af“""’ A corporal y
derecho (g) ® ng/ml ng/mi ® testicular derecho

\ ), @®
0.004 0.011 0.000 0.038 0.100 0.006
Peso ) Numero de Nimero de Correlacion peso
Corporal Testosterona Testostcrona células Test. células Test. corporal y
Final %agsl‘::ﬂ fl‘;;:; . Derecho Izquicrdo : !esﬁgu:dn;

)

(8) x 109 c® x 10% cm?® éc)]me
0.995 0.002 0.003 0.099 0.032 0.034

En esta tabla se observa que a excepcion del peso inicial y final,

y el nimero de células del

testiculo derecho existieron diferencias significativas entre las demas variables (p< 0.05).
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Tabla 7.1.3. Comparacion de variables

Prueba Mann Whitney (dos colas)
Diferencia significativa p< 0.05

Grupo 1 (Cadmio) versus Grupo 3 (Zinc)

P P testicul . Peso Correlacion peso
cs? 1 reso :3 culo LH basal LH final Corporal corporal con peso

;esl c;'] o 12, c)[uxc o ng/mil ng/ml Inicial del testiculo
erecho (8) | (8 (g) derecho (g)

0.003 0.010 0.003 0.002 0.32 0.004

Peso Numero de Numero de Correlacién peso

Corporal Testosterona Testosterona células Test. | células Test. corporal con peso

Final basal ng/mt final ng/m} Derecho Izquierdo del testiculo izq.

(g) x 10% cm? x 10% cm? (8)

0.056 0.332 0.001 0.032 0.032 0.011

Se observa en esta tabla, que solamente en el nivel de testosterona basal y en los pesos
coporales inicial y final no se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05), a excepcidon
de las otras variables observadas.

Tabla 7.1.4. Compavacion de variables.

Prueba Mann Whitney (dos colas)
Diferencia significativa p< 0.05
Grupo 1 {Cadmio) versus Grupo 4 {Testigo)

. Peso Correlacion peso
Peso .F.’cso. testiculo LH basal LH final Corporal corporal con peso
testiculo izquicrdo ) Inici del icul
derecho (g) (8) ng/ml ng/ml nicial el testiculo

() derecho (g)

0.000 0.000 0.001 0.001 0.375 0
Peso Nuunero de Numero de Corrclacion peso
Corporal Testosterona Testosterona células Test. células Test. corporal con peso
Final basal ng/ml final ng/ml Derecho Izquierdo del testiculo izq.
(g) x 10° cm? x 10% em? ®)
0.767 0.741 0.006 0.046 0.046 0

Se observa en esta tabla, que tanto en los valores del peso corporal inicial y final asi como
en el valor de testosterona final no se encontraron diferencias significativas (p>0.05), no asi
en las restantes variables (p< 0.05).
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Tabla 7.1.5. Comparacioén de variables.

Prueba Mann Whitney (dos colas)
Diferencia significativs p< 0.05
Grupo 2 (Cadmio-Zinc) versus Grupo 3 (Zinc)

Peso Correlacién peso

:) eiiocul 505&:;;2&1!0 LH basal LH final Corporal corporal con peso
dc S h N () 2 c); ng/ml ng/ml Inicial del testiculo

erechio (g & [€°3) derecho (g)
0.042 0.042 0.087 0.067 0.411 0.042
Peso Numero de Numcero de Correlacion peso
Corporal Testosterona Testosterona células Test. célul_as Test. corporal con peso
Final basal ng/ml final ng/m} Derecho Izquierdo del testiculo
(8) x 109 cop® x 10% cm? izquierdo (g)
0.272 0.049 0.185 0.014 0.021 0.042

En la tabla 7 se observa, que en los valores del peso testicular en general y nimero de
células de Leydig se obtuvieron diferencias significativas (p< 0 05). Por otra parte, se
observo el mismo resultado en otras variables excepto en los niveles de LH basales y
finales, testosterona final, y peso corporal inicial y final (p> 0.05).

Tabla 7.1.6. Comparacidon de variables

Prueba Mann Whitney (dos colas)

Diferencia significativa p< 0.05

Grupo 2 (Cadmio-Zinc) versus Grupo 4 (Testigo)

Peso Correlacion peso
Peso .Peso. testiculo LH basal LH final Corporal corporal con peso
testiculo izquierdo P
derecho (g) ® ng/ml ng/ml Inicial del testiculo

(g) derecho (g)
0.586 0.856 0.375 0.0074 0.28 0.002
Peso Niunero de Numero de Corrclacién peso
Corporal Testosterona Testosterona células Test. células Test. corporal y peso del
Final basal ng/ml final ng/ml Derccho Izquierdo testiculo izquierdo
(2) x 10° cm?® x 102 emp? (g
0.777 0.001 0.201 0.025 0.034 0.002

En el cuadro anterior se aprecia que existe una diferencia significativa (p< 0.05) en las
variables nimero de células del testiculo derecho e izquierdo, asi como en la correlacion de
peso corporal ¥ peso testicular.
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Tabla 7.1.7. Comparacién de variables
Prueba Mann Whitney (dos colas)
Diferencia significativa p< 0.05

Grupo 3 (Zinc) versus Grupo 4 (Testigo)

P Pesa testicul Peso Correlacién peso
esio al .'eso' d iewto LH basal LH final Corporal corporal con peso

test ch N 1zquierdo ng/mi ng/ml Inicial del testiculo

derecho (g) ®) ® derecho (g)

0.586 0.856 0.375 0.680 0.09 0.040

Peso Wamero de Numero de _Correlacion peso

Corporal Testosterona Testosterona células Test. células Test. corporal con peso

Final basal ng/mi final ng/ml Derecho 1zquierdo del testiculo izq.

(8) x 102 co® x 102 cnd® (8

0.145 0.293 0.316 0.724 0.480 0.069

En este cuadro solamente se observaron diferencias significativas (p< 0.05) en el valor de
la correlacion del peso corporal y peso del testiculo derecho.

Tabla 7.1.8. Comparacion de variables entre todos los grupos.
Prueba Kruskal Wallis
Diferencia significativa p< 0.05

Grupo 1 versus 2 versus 3 versus 4

Correlacion
Peso testiculo Peso testiculo LH basal L.H final Peso Corporal gg;opit;;pgcrill
derecho (g) izquierdo (g) ng/mi ng/ml Inicial (& testiculo
derecho (g)
0.000 0.000 0.000 '.0.001 0.15 Y
Pesc e Niimero de Nimmero de Corrclacion
FFSOI Corporal Testosterona Testosterona cClulas Test, células Test. peso corporal
na basal ng/ml final ng/ml Derecho Izquierdo con peso del
® ' testiculo izq.
X ;0? cm? x 10% cn® ®
0.317 0.004 0.001 0.010 0.011 0

En la prueba de Kruskal Wallis solamente en las variables peso corporal inicial y final no
existieron diferencias significativas (p>0.05), no asi en las demds variables donde si hubo
diferencia (p< 0.05). :
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7.2. SOBREVIDA.

La sobrevida en los grupos fue de la siguiente, quedando de manifiesto que la accion
irritante del acetato de zinc en el tejido subcutdneo provoco que la mitad de los animales
afectados fueran sacrificados, puesto que se presentd un deterioro en el peso corporal y
salud de los animales.

Tabla 7.2.1. Niimero de animales fallecidos de los grupos experimentales y el testigo.

Grupo Numero de animales fallecidos

1 Cadmio 0
5 -

-~

Cadmio- 6
Zinc

3 Zinc

4 Testigo

Para conocer la sobrevida de los animales por grupo, se utilizé el método Kaplan-Mayer.
En las tablas siguientes se observa la probabilidad acumulada (resultado obtenido x 100 %)
de la sobrevida de los animales, resaltando que en los grupos 1 y 4 no existié mortalidad.
Asimismo es necesario considerar que los animales al final del experimento alcanzaron los
14 meses de edad. '
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Tabla 7.2.2, Sobrevida de los grupos experimentales y el testigo.

ETODO DE KAPLAN MAYER GRUPOS 1,2,3Y 4

RVALO DE SEMANAS PARA SOBREVIDA
E X X ux X X
44 44 o] 1 1
E?a 44 44 4] 1 £l
4 44 44 0 i 7
-5 44 44 ) 1 1
6 44 44 [¢] 1 1
-7 44 40 0 0.9 0.9
-8 40 39 0 0.87 0.87
9 39 36 [¢] 0.92 0.8
10 36 36 [] 1 0.8
10 - 11 36 35 ] 0.27 0.77
11 -12 35 35 0 1 0.77
12 -13 35 35 0 1 0.77
13- 14 35 35 [o] 1 Q.77
14 - 15 35 35 0 1 0.77 |
15 - 16 35 35 0 1 0.77
16 - 17 35 35 [] 1 0.:/:/_‘
17 - 18 35 35 0 1 0.77
18 - 19 35 35 0 1 0.77
19 - 20 35 35 0 1 0.77
20 - 21 35 35 0 1 0.77
21 - 22 35 35 0 1 0.77
?— 23 35 35 0 7 0.77
3-24 35 35 Q 1 0.77
ix = animales vvos antes de la presente muerte
Bx = animales vivos después de esa muerte
[ex = Ix - # de muertos | i A
ux = pérdidas de seguimiento entre ésta y la siguiente muerte
x = probabilidad de sobrewir ese periodo
x = sx/Ix {
Px = probatzo’rlidad acunulada
= (px) { Px del perfodo anterion)
iguiente Ix serd: Ix + 1 = sx - ux

Enla tabla 7 2.2, se aprecia que de la semana 6 a 8 de experimentacion se dieron la mayor
parte de los fallecimientos de los animales y posteriormente de la semana 8 a la 11 los
demas fallecimientos, quedando al final una probabilidad acumulada de sobrevivir al
experimento de 0.77.
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Tabla 7.2.3. Sobrevida del Grupo 1 (Cadmio).

NTERVALO DE SEMANAS PARA SOBREVIDA GRUPO 1

EMPO X X X Jpx Px
-2 11 11 [¢] 1 1
-3 11 11 [) 1 1
3-4 11 11 0 1 1
-5 11 11 0 1 1
- 6 11 11 [¢) 1 1
-7 11 11 0 1 1
7-8 11 11 0 1 1
E:Q 11 11 0 1 1
10 11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 5] 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 [} 1 1
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 [2] 1 1
1 1
ix = animales vvos antes de la presente muerte
X = animales vivos después de esa muerte
x = Ix - # de muertos | |
ux = pérdidas de seguimiento entre ésta y la siguiente muerte
x_= probabilidad de sobrevivir ese periodo
x = sx/Ix | |
Px = probabilidad acumulada

ﬁx = (px) ( E;delj)eriodo anterior)
[Siguiente Ix serd: Ix + 1 = sx - ux

En la tabla 7.2.3., se observa que no existid ningun fallecimiento durante el periodo
experimental, manteniéndose al final del estudio una probabilidad acumulada de sobrevivir
de 1.
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Tabla 7.2.4, Sobrevida del Grupe 2 (Cadmio-Zinc),

RVALO DE SEMANAS PARA SOBREVIDA GRUPO 2
X X hix o X
11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
11 11 [s] 1 1
11 11 0 1 1
11 10 0 0.9 0.9
10 9 0 0.9 0.81
9 6 ] 0.66 0.53
=} 6 0 1 0.53
9- 10 [3 ] 0 0.83 0.43
10 - 11 5 S 0 1 0.43
11 -12 5 S 0 1 0.43
12 -13 5 5 0 1 0.43
13 - 14 5 S 0 1 0.43
14 - 15 5 5 0 1 0.43
15 - 16 5 5 4] 1 0.43
16 - 17 5 5 0 1 0.43
17 - 18 5 S 0 1 0.43
18 - 19 S S 0 1 0.43
19 - 20 5 S 0 1 0.43
0 - 21 5 S 0 1 0.43
1-22 S 5 0 1 0.43
22 - 23 5 5 0 1 0.43
23 - 24 5 5 0 1 0.43
1 0.43
ix = animales vivos antes de la presente muerte
Bx = animales ivos después de esa muerte
X = |x - # de muertos 1
ux = pérdidas de seguimiento entre ésta y la siguiente mueite
= probabilidad de sobrevivir ese periodo
x = sx/Ix | | |
Px = probabilidad acumulada
Px = (px) ( Px del perfodo anterior)
iguiente Ix serd: Ix + 1 = sx - ux

En la tabla 7.2.4., se observa que en el grupo 2 sucedieron la mayor parte de las muertes
de los animales, teniéndose al final una probabilidad acumulada de sobrevida de 0.43.
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Tabla 7.2.5. Sobrevida del Grupo 3 (Zinc).

NTERVALO SEMANAS PARA SOBREVIDA GRUPO 3
EMPO X X X X
-2 11 11 ,01 1 1
-3 11 11 0 1 1
11 11 0 1 1
-5 11 11 0 1 1
Eﬁ 11 11 [ 1 1
=7 11 8 0 0.72 0.72 |
-8 8 7 0 0.87 Q.62
9 7 7 0 1 0.62
70 7 7 0 1 0.62 |
10 - 11 7 6 0 0.85 0.52
11 -12 8 6 0 1 0.52
12 - 13 6 6 0 1 0.52 |
13 - 14 [=] [} 0 1 0.52
14 - 15 6 8 ) 1 0.52 |
15 - 16 6 6 0 1 0.52
16 - 17 5 6 6 1 0.52 |
17 - 18 8 6 0 1 0.52 |
18 - 19 6 6 ] 1 O.&
19 - 20 5] 6 0 1 0.52
0 - 21 <] [ 0 1 0.5_2_
1-22 [ 6 0 1 O.Sg_
- 23 8 [ 0 1 0.52
3 -24 6 6 0 1 0.52
7 0.52 |
X = animales vvos antes de la presente muerte
Bx = animales vivos después de esa muerte
X = Ix -# de muertos § |
ux = pérdidas de seguimiento entre ésta y Ia siguiente muerte
X = probabilidad de sobrevivir ese periocdo
x = sx/ix | | |
Ex = probabilidad acumulada
X = (px) (T’x del perfodo anterior)
[Siguiente Ix sera: Ix + 1= sx - ux

En la tabla 7.2.5., se aprecia que de las semanas 6 a la 11 sucedieron las muertes de las
ratas. Quedando al final una probabilidad acumulada de sobrevida de 0.52.

TESIS CON

FALLA T7 ponpy | 30

i




Tabla 7.2.6. Sobrevida del Grupo Testigo.

NTERVALO DE SEMANAS PARA SOBFREVIDA GRUPO 4
EEMPO X | 31 X B_kx X
1-2 11 11 1 1
-3 11 119 0 1 ]
4 11 11 0 1 1
-5 11 11 [¢] 1 1
Es 11 11 0 1 1
-7 11 11 0 1 1
-8 11 11 ] 1 1
9 11 11 0 1 1
9- 10 11 11 0 1 1
10 - 11 11 11 [¢] 1 1
1112 11 11 0 1 1
12 - 13 11 11 0 1 1
13 - 14 11 11 3] 1 1
14 - 15 11 11 0 1 1
15 - 16 11 11 [+] 1 1
16 - 17 11 11 0 1 1
17 - 18 11 11 0 1 1
18 - 19 11 11 0 1 1
19 - 20 11 11 [¢] 1 1
20 - 21 11 11 0] 1 1
21 - 22 11 11 0 1 1
22 - 23 11 11 [¢] 1 1
23 - 24 11 11 [¢] 1 1
1 1
Ix = animales vivos antes de la presente muerte
lsx = animales vivos después de esa muerte
x = Ix - # de muertos | ||
ux = pérdidas de seguimiento entre ésta y la siguiente muerte
= probabilidad de sobrevivir ese periodo
x = sx/Ix § 1
X = probaglidad acumuiada
x = (px) { Px de! periodo anterior)
iguiente Ix sera: Ix + 1 = sx - ux

En la tabla 7.2.6., se observa que no existic mortalidad quedando una probabilidad
acumulada de sobrevida de 1.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN | '




7.3. HALLAZGOS A LA MICROSCOPIA OPTICA.

Figura 7.3.1. Efectos de la accion del cloruro de cadmio en el tejido testicular
de rata cepa Fischer (Grupo 1). A. Destruccion severa de tibulos seminiferos,
B. Células de Leydig sobrevivientes agrupadas en los vasos sanguineos. 100x,

HyE.
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Figura 7.3.2. Efectos de la accion del cloruro de cadmio (Grupo 1) en el tejido
testicular de rata cepa Fischer. A. Destruccion severa de tibulos seminiferos.
Escasas células germinales. B. Ceélulas de Leydig sobrevivientes agrupadas en
los vasos sanguineos. 100x, H yE
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Figura 7.3.3. Efectos de la accién del cloruro de cadmio y su protecciéon con
zinc (Grupo 2) en el tejido testicular de rata cepa Fischer. A. Se observan
células de Leydig, B. Destruccidon severa de tibulos seminiferos del tejido
testicular, escasas células germinales. 100x, Hy E.
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Figura 7.3.4. Efectos de la accion det cloruro de cadmio y su proteccion con
zinc (Grupo 2) en cl tejido testicular de rata cepa Fischer. A. Se observan
células de Leydig, B. Destruccion severa de tubulos seminiferos, escasas
células germinales. 100x, Hy E.




Figura 7.3.5. Efecto de la accién del acetato de zinc sobre el tejido testicular
(Grupo 3). A. Génesis normal de las células germinales. B. Células de
Levdig. 100x, Hy E
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Figura 7.3.6. Efecto de la accion del acetato de zinc (Grupo 3) sobre el tejido
testicular. A. Génesis normal de la células germinales excepto por la ligera
vacuolizacion, B. Abundantes células de Leydig. 100x, Hy E
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Figura 7.3.7. A. Génesis normal de las células germinales del tejido testicular
de rata cepa Fischer de 14 meses de edad (Grupo Testigo) B. Abundantes

células de Leydig. 100x, Hy E
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8. DISCUSION.

En este estudio se evalué el papel del zinc cuando el cadmio es utilizado como agente
cancerigeno para producir degeneracion y atrofia testicular. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se resalta la diferencia significativa (p<0.05) observada en la sobrevivencia de
células de Leydig protegidas por el zinc (tabla 7.1) con respecto a las c€lulas que fueron
afectadas por el cadmio, lo que sin duda fortalece la hipétesis de que el zinc evita que las
células de Leydig sean destruidas por la accion del cadmio. Para entender este fendmeno, se
conoce que el zinc reduce la pérdida intracelular de potasio y de la transaminasa glutamica
oxalacetica por las células de Leydig, ademas de que interfiere en la difusion del cadmio
hacia el nacleo de la célula. Si bien el zinc no se acumula en el testiculo, generalmente
actua extracelularmente, donde tiene competencia con otros metales por los transportadores
en este caso con la metalotioneina, importante transportador que utiliza el cadmio (18). De
tal manera que el efecto protector del zinc exdgeno es evidente. El dafio ocasionado por el
cadmio en testiculo de ratas se describe en varias referencias (4, 11, 12 y 13). En estas se
menciona, que por la accion del cadmio los testiculos presentan varios grados de fibrosis
peritubular y mineralizaciones intratubulares (4). Debido a la vida media prolongada del
cadmio en la rata (mas de 200 dias), lo hace dificil de contrarrestar (20). Teniendo en
cuenta esto Gltimo, el zinc exdgeno tienen al inicio su efecto inmediato, el cual es muy
importante, pues evita una mayor destruccion de células de Leydig como ya se mencion6 y
como se observa en las figuras 7.3.3 y 7.3.4, pero no impide la degeneracion y atrofia
testicular cuando el cadmio logra penetrar en el tejido intersticial (14). Para entender este
fenémeno se requiere conocer otros factores que estan implicados en su desarrollo. En
primera instancia, hay que tomar en cuenta que existe un pequeifio reservorio de células de
Leydig (células precursoras), las cuales se convierten en células de Leydig maduras cuando
existe un dafio ocasionado por carcindgenos (22).

Es importante recordar el papel fundamental que tienen las hormonas LH y testosterona en
el funcionamiento de las células de Levdig. La LLH juega un papel muy importante en la
produccion de testosterona ya que estimula la biosintesis de ésta. Ademas se conoce que la
proliferacion de las células de Leydig esta dada por la IGF-1 y los factores secretados por
las células de Sertoli y macrofagos del testiculo (22).

En cuanto a los resultados obtenidos, se encontrd que el valor basal de testosterona en el
grupo 2 ( cadmio-zinc ), tuvo una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los
niveles basales de los otros grupos, sin embargo, este valor ( 0.79 ng/ml ) estuvo en el
rango normal ( 0.62 a 2.38 ng/ml ) descrito por Waalkes y colaboradores en ratas de la
cepa Fischer (14). Esta diferencia significativa tiene su explicacion, ya que por azar
muchas de las ratas que tuvieron los niveles basales menores de testosterona conformaron
el grupo 2 (cadmio-zinc). Caso similar ocurrio con la LH, donde el nivel basal del grupo 1
tuvo una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los otros grupos.
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Retomando el papel que desempeiia la testosterona en este estudio, es importante recordar
cual es el mecanismo de su produccién para entonces entender su importancia. Este
mecanismo se inicia de la manera siguiente: el colesterol se almacena como éster y
entorices se mantiene a la célula libre de colesterol. Entonces, la LH estimula a la célula de
Leydig a transportar al colesterol hacia las mitocondrias y a su vez a través de las
membranas mitocondriales. Posteriormente, el colesterol por acciéon de la enzima citocromo
P450scc  se convierte en pregnenolona, ésta deja las mitocondrias para convertirse en
testosterona (22).

Es importante tomar en cuenta que la fuente primaria de androgenos en roedores son los
testiculos a diferencia de los primates que lo comparten tanto testiculos como las glandulas
adrenales. Del 2 al 3% de testosterona circula libre, el restante esta unido a albaminasy a la
globulina ligadora de hormona esteroide (SHBG) (21). Otros factores que estan implicados
en el presente estudio son la predisposicion genética y los inbalances hormonales, los
cuales juegan un papel importante en el desarrollo de neoplasias ¢ hiperplasia en las
células de Leydig. E! desequilibrio en la funcién del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo es
dado por la hipersecrecion de LH, la cual juega un papel importante en la respuesta
proliferativa de las células de Leydig (21 y 22). Con la accién de la ILH, se estimula ia
biosintesis de la testosterona y el AMP ciclico. Cuando se encuentra un incremento
marcado de LH noe quiere decir que es proporcional a un incremento de la hormona unida a
receptores (19). En relacion a esto ultimo, se ha descrito que el envejecimiento de la rata
trae consigo niveles mas altos de LH, causado esto por una desensibilizacion de los
receptores de la células de Leydig a la LH, lo que provoca una prolongada
hiperestimulacion, que a su vez es suscitada por niveles elevados en forma crdnica de esta
hormona (21). Otro factor a considerar en el presente estudio son los trabajos realizados
con cadmio en hamsters. El cadmio causa hiperplasia de las células gonadotropicas de la
hipofisis anterior, fendomeno que puede ocurrir en ratas cuando existe un estimulo
proliferativo de las células sobrevivientes por la acciéon del cadmio. Basta dejar en claro que
también llega a afectar las glandulas adrenales provocando feocromocitoma (11).

En el caso del presente estudio, existe un incremento notable (tabla 7.2) en la produccion
de LH en los grupos 1 y 2 cuya poblacién de células de Leydig se vieron afectadas. La LH
estimuldé a las células de Leydig sobrevivientes, produciéndose un nivel mayor de
testosterona en el grupo 1 comparado con el grupo testigo. Esto podria tener mas 1dgica, si
en las células de Leydig estuvieran en un proceso neoplasico, sin embargo en ninguno de
los testiculos de las ratas de todos los grupos incluyendo el testigo se observaron
neoplasias, las cuales se caracterizan por un pleomorfismo o bien poer una desproporcion
del tamafio micleo-citoplasma, asi como la evidencia de coalescencia de masas celulares
adyacentes, criterios mencionados por Mc Connell y colaborados para diferenciar entre la
hiperplasia y neoplasia testicular ( 16 ). Ratificando que en el presente estudio no se
encontraron neoplasias, por tanto se descarto la posible participacion de células de Leydig
neoplasicas en los niveles de testosterona encontrados en el grupo 1 (Cadmio).
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Por otra parte, se encontrd que el nivel final mas alto de testosterona en suero
correspondié al grupo 1 (Cadmio) y que existid una diferencia significativa (p<0.05)
respecto a los otros grupos. La explicacion de este nivel mayor de testosterona en el grupo
1 requiere conocer otros factores que pudieron influir en el resultado. Por tanto es
necesario considerar los hallazgos microscopicos, lo que se¢ hace constar en las figuras 1 y
2 donde se observa una sobrevivencia minima de células de Sertoli, menor ain en algunos
casos que las células de Leydig, sabiendo que la testosterona es utilizada por las células de
Sertoli y que la utilizacién o no de ésta se relaciona de manera directa o indirecta con la
elevacion de LH, ademas en los sueros de los animales del grupo 1 se observan un nivel
final significativamente (p<0.05) mas altos de LH que en los otros grupos. Por tanto, el
nivel alto de LH encontrado en el grupo de ratas tratadas con cadmio es comprensible si
conocemos el numero de células de Leydig sobrevivientes, ademias que existe un
decremento en la concentracion de testosterona conforme el animal envejece como se
demuestra en los valores de esta hormona del grupo testigo. Con este fin se ha descrito que
estos cambios pueden tener 2 causas diferentes: 1) decremento en la habilidad de las células
de Leydig por producir testosterona en respuesta a la LH, resultado de una reduccién de los
niveles de testosterona y decremento en la inhibicion de la retroalimentacion en la
secrecion de LLH y 2) decremento en la sensibilidad de la hipofisis para inhibir la
retroalimentacion por testosterona (21). Con respecto a lo mencionado anteriormente, han
sido realizados estudios para conocer los efectos agudos y créonicos de la LH sobre la
biosintesis de androgenos en células de Leydig de roedores y lineas celulares de Leydig.
En estos estudios se ha observado que en respuesta a una estimulacion aguda por la LH, las
células de Leydig rapidamente sintetizan una proteina llamada STAR (21), lo cual provoca
un incremento en el porcentaje de colesterol dentro de las mitocondrias y entonces se
genera un incremento en la sintesis de pregnenolona y a su vez de testosterona (22). En
otro estudio, se menciona que existe un factor lipofilico producido por los macréfagos
testiculares, el cual estimula la produccion de testosterona sin seguir el camino de
produccion de la proteina STAR. Estos macrofagos estan presentes en dafio al testiculo
(23). Por otra parte, la estimulacion cronica de las células de Leydig por la ILH trae como
consecuencia el incremento de todas las actividades involucradas con la sintesis de
esteroides. Se ha observado en el caso de células neoplasicas, que éstas sintetizan familias
de proteinas mitocondriales en respuesta a una estimulacion hormonal y que la cantidad de
esas proteinas producidas estan altamente correlacionadas a la produccion de androgenos.
Si bien no se observd indicio alguno de neoplasia como se menciond anteriormente, las
células de Leydig sobrevivientes se pueden encontrar en un estadio preneopldsico debido a
la cantidad mayor de testosterona del grupo 1 (Cadmio) con respecto a los otros grupos, lo
que explicaria lo que esta sucediendo en estas células v su relacidén que guardan con los
otros grupos. En el caso de los niveles de LH encoutrados, se sabe que existe una pérdida
de sensibilizacion de los receptores a esta hormona por las células de Leydig en ratas de
edad avanzada (22), sin embargo hay que considerar tres alternativas para una mayor
produccién de LH. 1) las células de Leydig sobrevivientes empiezan a producir una mayor
cantidad de testosterona debido a su caracter neoplésico. hecho descartado puesto que no se
encontraron neoplasias en los tejidos observados, esto implicaria la reducciéon de LH, sin
embargo esto no es asi, ya que los niveles de esta hormona permanecen muy altos en
relacion a otros grupos. Las siguientes dos alternativas son las mas viables para explicar lo
que sucede en el presente trabajo. Una de ellas permite pensar que las células de Sertoli
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juegan un papel importante en el eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo, siecndo su presencia
importante también para que los niveles de LH sean regulados, y la otra alternativa es que
exista la pérdida de sensibilizacion de los receptores a LH en las células de Leydig.
Aunado a esto se conoce que el desequilibrio del eje hipotalaino-hipofisis-testiculo
contribuye a la formacién de lesiones proliferativas y especialmente cuando esto se asocia
con altas dosis de cadmio. En relacién a esto ultimo, se ha visto que una simple inyeccion
de cadmio via subcutanea suprime los niveles de andrégenos en suero y testiculo, y a su
vez estimula la presencia y persistencia de biperplasia de las células gonadotropicas de la
hip6fisis anterior en hamsters (22).

Por lo que respecta a la accion del cadmio en la piel, éste provoco un ligero edema, el cual
se torné posteriormente en una costra y no tuvo efecto aparente en la saiud de los animales
coincidiendo con el informe de otros autores (4, 13 y 14). Caso contrario en la
administracion del zinc, pues este provocd ulceracion en el sitio de administracion, hecho
descrito también por Gunn y colaboradores (12). Sin embargo, esta situacién origind que
algunos de los animales de los grupos 2 (Cadmio mas Zinc) y 3 (Zinc) fueron sacrificados
debido al daiio severo en su piel provocado por acetato de zinc. Por lo que es importante
considerar que el dafio se puede minimizar diluyendo el acetato de zinc en un vehiculo
como solucién salina fisioldgica (9%).

Como se observa en el presente estudio, el zinc si minimizd significativamente Ila
destruccion de las células de Leydig. Sin embargo, muchos factores ya comentados en la
presente discusion se deben de considerar, ya que pueden intervenir en el desarrollo de
la degeneracién y atrofia testicular. Por lo que es importante dilucidar el papel e
importancia de cada uno de ellos cuando el cadmio es utilizado.

9. CONCLUSION.

La sobrevivencia de las células de Leydig es evidente por el efecto protector del zinc. Si
bien el zinc no protege completamente, pues también existié una reduccion significativa de
células de Leydig en el grupo 2 (Cadmio-Zinc) en comparacién del grupo 3 y testigo. Por
lo que es recomendable que esta proteccion se ejerza durante toda la vida del animal,
teniendo en cuenta tanto la vida media del zinc como la del cadmio, lo que permitiria
conocer las dosis razonables y el intervalo de aplicacion, esto sin duda ayudaria a que el
zinc exdgeno aumentara la sobrevivencia de las células de Leydig al efecto destructor del
cadmio. Es conveniente tomar en cuenta el efecto del cadmio en otros 6rganos (glandulas
adrenales, hipotalamo e hipofisis), asi como el posible papel de otras células del testiculo,
lo que permitird de acuerdo a la informacion consultada conocer el importante papel en el
desarrollo o no de neoplasias en las células de Leydig, y a su vez su influencia en los
niveles de testosterona y LH. Para este fin habra que dilucidar las asociaciones que puedan
darse con la aparicién de eventos como la vejez y sus consecuencias para este fin o bien en
el caso de las ratas cepa Fischer, por su notable desarrollo de neoplasias espontaneas,
asociaciones que puedan presentarse cuando se utiliza una sustancia como el cadmio para
producir degeneracion y atrofia testicular. Por esta razon es importante desarrollar
estudios que permitan esclarecer las posibles asociaciones que existen entre los 6rganos
antes mencionados cuando existe un daflo en el tejido intersticial ocasionado por el

cadmio.
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