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Resumen

Durante las ultimas décadas la tasa de fertilidad masculina ha disminuido. Varios
factores pueden explicar las causas de infertilidad, sin embargo, la exposicion a
toxicos ambientales ha sido un factor que ha aumentado debido a las actividades
antropogénicas. Se ha sugerido que los metales pesados entre ellos el cadmio (Cd),
son causantes de dafios en el sistema reproductivo, induciendo alteraciones
histolégicas en testiculo y epididimo, asi como una disminucién en las
concentraciones de testosterona (T) y afecciones en la calidad espermética. El
interés por encontrar sustancias o elementos que puedan reducir y proteger el dafio
causado por el Cd es de gran importancia, uno de ellos es el zinc (Zn), considerado
un oligoelemento esencial para numerosas funciones biolégicas incluyendo la
espermatogénesis, la sintesis de T y la calidad espermatica. Es por ello, que en este
trabajo se analiza el efecto del Zn sobre la histologia del epitelio seminifero y
epididimario, los parametros espermaticos y la concentracion de T en la rata
expuesta a Cd. Para ello, se requirieron 24 ratas macho Wistar de 7 dias de vida y
se dividieron en 4 grupos. 1) administrado con solucion salina (50 pL), 2) con
administracion de Cd (2 mg/kg de peso de CdClz), 3) con administracion de Zn (4
mg/kg de peso de ZnCl2) y 4) con administracion de Zn (4 mg/kg de peso de ZnCl)
+ Cd (2 mg/kg de peso de CdCl2). La administracién de Zn fue del dia 7 al 56 de
viday el Cd del dia 35 al 56 de vida por via intraperitoneal (i.p.). A todos los animales
se les practicé eutanasia al dia 90 de vida y se obtuvieron los testiculos y epididimos
gue se procesaron para histologia. Se determinaron las alteraciones histologicas, la
concentracion de T y algunos parametros espermaticos. En nuestros resultados, las
ratas tratadas con Cd presentaron alteraciones histologicas en testiculo, epididimo,
ausencia de espermatogénesis y disminucién en la concentracion de T. En las ratas
tratadas con Zn+Cd, se encontrd que el Zn tuvo efectos benéficos al proteger a los
epitelios de ambos érganos y mostrar una espermatogéenesis completa y mantener
la concentracion de T. De tal forma, que el tratamiento previo con Zn es capaz de
proteger al epitelio seminifero y epididimario, a los parametros espermaticos y a la
concentracion de T de los dafios severos que provoca la exposicion a Cd.

Palabras clave: cadmio, zinc, testiculo, epididimo, epitelio, testosterona



Abstract

During the last decades the male fertility rate has decreased. Several factors can
explain the causes of infertility, however, exposure to environmental toxins has been
a factor that has increased due to anthropogenic activities. It has been suggested
that heavy metals, including cadmium (Cd), cause damage to the reproductive
system, inducing histological alterations in the testis and epididymis, as well as a
decrease in testosterone (T) levels and sperm quality disorders. The interest in
finding substances or elements that can reduce and protect the damage caused by
Cd is of great importance, one of them is zinc (Zn), considered an essential trace
element for numerous biological functions including spermatogenesis, T synthesis,
and sperm quality. That is why, in this work, the effect of Zn on the histology of the
seminiferous and epididymal epithelium, the sperm parameters and the levels of T
in the rat exposed to Cd was analyzed. For this, 24 male Wistar rats of seven days
old were divided into four groups. 1) Administered with saline solution (50 pL), 2)
with Cd administration (2 mg/kg weight of CdCl 2 ), with Zn administration (4 mg/kg
weight of ZnCl 2 ) and with Zn administration (4 mg/kg weight of ZnCl 2 ) + Cd (2
mg/kg weight of CdCl 2 ). The administration of Zn was from 7 to 56 days old and
Cd from 35 to 56 days old, intraperitoneally (i.p.). All animals were euthanized at 90
days old, the testicles and epididymides were obtained and processed for histology.
Histological alterations, T levels and some sperm parameters were determined. In
our results, the rats treated with Cd presented histological alterations in the testicle,
epididymis, absence of spermatogenesis and decreased T levels. In rats treated with
Zn+Cd, it was found that Zn had beneficial effects by protecting the epithelium of
both organs and showing complete spermatogenesis and maintaining T levels. In
such a way, the previous treatment with Zn is capable of protecting the seminiferous
and epididymal epithelium, the sperm parameters, and the T levels from the severe
damage caused by exposure to Cd.

Keywords: cadmium, zinc, testis, epididymis, epithelium, testosterone.



1. Introduccion

La infertilidad en los humanos constituye uno de los problemas de salud a
nivel mundial y es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
una enfermedad de los sistemas reproductivos masculino y femenino, que lleva a la
imposibilidad de lograr un embarazo durante un afio o mas de relaciones habitulales
sin proteccion (OMS, 2010). Se ha estimado que existen alrededor de 48 millones
de parejas que presentan dicha patologia. Las causas de infertilidad se distribuyen
en un 30% para factores masculinos, un 30% para factores femeninos, 20% para
ambos casos y un 20% para factores idiopaticos (Brugo-Olmedo, 2002; Vander-
Borght & Wyns, 2018). Dentro de los factores de infertilidad masculina se conocen
enfermedades como el varicocele, infecciones urogenitales y factores congénitos,
entre otros, que pueden contribuir de manera perjudicial a la calidad espermética
(Jalén-Monzoén et al., 2006). Sin embargo, las causas idiopaticas de la infertilidad
presentan un porcentaje alto y se han relacionado con el estilo de vida y la
exposicidn a factores toxicos ambientales (Krzastek et al., 2020).

En los ultimos afios ha existido un interés sobre el aumento de la exposicion
a contaminantes ambientales entre ellos los metales pesados, los cuales son
capaces de interferir con funciones celulares y metabdlicas del organismo (Genuis
& Kyrillos, 2017; Krzastek et al., 2020). Algunos metales pesados como el
manganeso (Mn), cobre (Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn) son necesarios para el cuerpo
humano en concentraciones fisioldgicas, no obstante, las altas concentraciones
podrian provocar efectos toxicos en el organismo (Fu & Xi, 2020).

Por otra parte, los metales pesados como el mercurio (Hg), plomo (Pb) y
cadmio (Cd), no poseen funciones biol6gicas favorables y son responsables de
efectos adversos para la salud humana, ademas de que tienden a acumularse en
algunos érganos (Fu & Xi, 2020). Uno de los metales pesados de mayor interés en
la investigacion es el Cd, el cual puede causar dafios en la salud reproductiva,
provoca alteraciones en el testiculo, relacionadas con la disminucion en la
concentracion de espermatozoides, factor importante en la infertilidad masculina
(Rehman et al., 2018; Khorami et al., 2020). Ademas, en este mismo 6rgano se han

observado lesiones como hemorragia intersticial severa con edema, necrosis, asi



como alteracion en la sintesis de esteroides en las células de Leydig (Bhardwaj et
al., 2021) y disminucion en la concentracion sérica de testosterona (T), la cual juega
un papel importante en la espermatogénesis (Sen Gupta et al., 2004; Bhardwaj et
al., 2021). En cuanto al epididimo, se sabe que el Cd provoca dafios
histopatolégicos, ademas de alterar su funcibn de maduracion para los
espermatozoides. También se ha identificado Cd en el plasma seminal masculino,
donde afecta la concentracion, movilidad, vitalidad y morfologia espermatica
(Tunkay et al., 2021).

Por lo cual, contrarrestar los dafos causados por el Cd ha sido motivo de
estudio, en los cuales se ha propuesto que algunos elementos como el Zn son
capaces de reducir el dafio causado por metales pesados (Yu et al., 2021). El Zn es
un micronutriente esencial para todos los organismos, este elemento tiene
funciones biologicas esenciales que incluyen la, sefalizacion, metabolismo de
lipidos, carbohidratos, actividades enzimaticas, regulacion de la talla y maduracién
sexual del organismo (Kerns et al., 2018; Skalny et al., 2021). Ademas, se sabe que
el Zn regula aproximadamente 200 metaloenzimas, mantiene la estabilidad de
membranas celulares, participa en mecanismos como la organizacién y replicacion
del DNA, asi como en la division celular (Allouche-Fitoussi & Breitbart, 2020). En el
sistema reproductivo el Zn es necesario para regular las funciones testiculares y

epididimarias (Vickram et al., 2021).

1.1. Estructuray funcién del testiculo

En los mamiferos los testiculos estan conformados por dos compartimentos,
el tubular y el intersticial. El primero es la unidad funcional, contiene una membrana
basal que soporta al epitelio seminifero donde se encuentran las células de Sertoli
y células germinales en distintas etapas de maduracion (Holstein et al., 2003). El
otro es el compartimento intersticial, el cual contiene microvasculatura, fibras
nerviosas, vasos linfaticos, fibroblastos, macrofagos, tejido conectivo, ademas, se
encuentran las células de Leydig, las cuales secretan androgenos para la regulacion
del sistema reproductivo, el descenso testicular y la espermatogénesis (Zhu et al.,
2020).



En el epitelio de los tubulos seminiferos se lleva a cabo la espermatogénesis,
la cual consta de una serie de divisiones en donde las espermatogonias deben
autorrenovarse y diferenciarse en espermatozoides. Para lo cual se requiere de una
regulacion adecuada y precisa del microambiente testicular proporcionado por las
células de Sertoli, células de Leydig y las células mioides peritubulares (Hai et al.,
2014).

Células de Sertoli

Son esenciales en la espermatogénesis, ocupan el 20% del epitelio del tibulo
seminifero maduro (Neto et al., 2016; Griswold, 2018). Su forma es irregular, se
encuentran apoyadas sobre la base de la membrana basal y el apice se extiende
hacia la luz del tabulo seminifero (Neto et al., 2016). Su morfologia y estructura
cambia constantemente durante el desarrollo y el ciclo del epitelio seminifero
(Griswold, 2018). La estructura es proporcionada por un citoesqueleto complejo
compuesto por filamentos de actina, complejo tubulobulbar, especializaciones
ectoplasmaéticas, filamentos intermedios, asi como microtdbulos, donde cada uno
de estos componentes presenta una ultraestructura y funcion especifica (Tang et
al., 2016; Zhou et al., 2019; Zhu et al., 2020).

Presentan ramificaciones citoplasmaticas que sostienen a las células
germinales donde las células de Sertoli forman y rompen uniones entre si, para
ayudar a que migren hacia la luz del tibulo durante la espermatogénesis (Ye et al.,
1993; Cheng et al., 2010). Estas conexiones estan dadas por zonas especializadas
de uniones estrechas de membranas celulares, las cuales separan el epitelio
germinal en el compartimento basal y el adluminal, formando asi la barrera hemato-
testicular (BHT) (Holstein et al., 2003).

Células de Leydig

Las células de Leydig generalmente se encuentran en grupos y en posiciones
estratégicas entre los vasos sanguineos y el tibulo seminifero, son de forma
poligonal y presentan caracteristicas ultraestructurales que son esenciales para su

funcién esteroidogénica (Neto et al., 2016; Zhou et al., 2019). Son la fuente principal



de andrdgenos, siendo la T el androgeno mas representativo y desempefian el papel
esencial en la regulaciéon de la espermatogénesis influyendo en la produccion de los
factores de crecimiento (Svechnikov et al., 2010; Zhou et al., 2019). Existen dos
poblaciones diferentes de células de Leydig que producen androgenos: las células
de Leydig fetales y las adultas. En el dia 13.5 de gestacion en la rata, esta presente
el primer testiculo morfoldgico con células de Leydig fetales (Picut et al., 2017),
mientras en el humano estan presentes en la semana 6 de gestacion (Sinclair,
1994). En este periodo producen concentraciones altas de T que son necesarias
para la diferenciacibn genital y la masculinizaciéon del cerebro (Zirkin &
Papadopoulos, 2018). Las células de Leydig secretan insulina tipo 3 (INSL3) para
promover el descenso testicular induciendo un sobrecrecimiento del gobernaculum,
atrayendo los testiculos de la posicion del riidn a la entrada del canal inguinal (Picut
et al., 2017; Zhu et al., 2020).

Del dia 21 al 32 posnatal de la rata, las células de Leydig se encuentran en
etapa inmadura, en el humano hay un aumento de T entre los 12 y 14 afios, durante
el periodo peripuberal. El aumento de T es debido a la produccion en expansiéon de
células de Leydig adultas a partir de las células mesenquimatosas (Picut et al., 2017;
Zirkin & Papadopoulos, 2018).

Células mioides peritubulares (CMP)

Las CMP junto con las células de Sertoli conforman a los tubulos seminiferos,
la funcion de contraccion de las CMP es importante para el transporte intratesticular
y para la expulsién de espermatozoides inmoviles. La T actla sobre las CMP para
mediar la liberacion de proteinas pertitubulares que modulan la funcién de las
células de Sertoli, que regula la secrecion de transferrina, inhibina y de esta manera
inducir a la maduracion de las espermatidas (Hai et al., 2014). Otra de sus funciones
importantes es la formacion y mantenimiento de la BHT, a través de la secrecion de
fibronectina, colagenos y proteoglicanos, ademas, el IGF-1, el FGFg, asi como
interleucinas, son producidas por las CMP para apoyar a las células de Sertoli. (Neto
et al., 2016).



Barrera hemato-testicular (BHT)

Durante la pubertad y edad adulta, las células de Sertoli forman la BHT la
cual divide el epitelio germinal en un compartimento basal y un compartimento
adluminal para brindarles proteccion a los espermatocitos que llevan a cabo la
meiosis (Zhu et al., 2020). En los testiculos de los mamiferos la BHT estd compuesta
por importantes uniones celulares entre Sertoli adyacentes, entre ellas las uniones
estrechas, especializacion ectoplasmatica basal, uniones gap y desmosomas
(Setchell, 2008; Wen et al., 2016). Las primeras células en atravesar la BHT son los
espermatocitos en leptoteno, quienes migran al compartimento adluminal para
concluir la meiosis. De manera que el inicio de la meiosis parece no requerir de un
microambiente especial, sin embargo, el término de la meiosis debe ocurrir en el
compartimento adluminal, esto para proteger a las células meio6ticas de mutaciones
o alteraciones en el DNA y evitar la activacion del sistema inmune por antigenos de
células germinales haploides (Xiao et al., 2012; Kaur et al., 2014). Por lo tanto, el
paso de espermatocitos al compartimento adluminal y el transporte de espermatidas
elongadas al borde del epitelio, esta mediado por el montaje y desmontaje de las
uniones celulares para evitar el paso de sustancias no deseadas (Xiao et al., 2012;
Neto et al., 2016).

Espermatogénesis

Las células germinales primordiales migran del alantoides a la cresta
gonadal, y son dirigidos por factores de las células de Sertoli. Una vez incluidos en
el cordon seminifero son diferenciados a gonocitos (Loveland & Schlatt, 1997).
Posteriormente, los gonocitos daran origen a las espermatogonias, donde las
divisiones mitéticas daran paso a espermatocitos primarios, los cuales son las
primeras células en cruzar la BHT hacia el compartimento adluminal para proceder
a la meiosis | donde daran origen a espermatocitos secundarios (Holnstein et al.,
2003). Durante la meiosis Il, los espermatocitos secundarios se convertiran a
espermatidas redondas, posteriormente se lleva a cabo la espermiogénesis en
donde la esperméatida redonda se transforma en una célula elongada. Durante esta

etapa, no ocurren mas divisiones celulares y se produce una serie de cambios



citoplasmaticos y nucleares (Holnstein et al., 2003; O'Donnell, 2015; Neto et al.,
2016). Finalmente ocurre la espermiacion, donde los espermatozoides son
liberados a la luz del tabulo seminifero. En este proceso las células de Sertoli son
las que controlan la liberacion de las esperméatidas maduras, mediante la
cooperacion de sus filamentos intermedios y microtubulos, de esa manera las
espermétidas llegan al borde del epitelio del tubulo seminifero, donde se convierten
en células libres denominadas espermatozoides (Holnstein et al., 2003; O'Donnell,

2015). La estructura del testiculo se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Esquema de la estructura y composicion del testiculo (Adaptado de Holstein et al., 2003).

Todos estos procesos requieren de la accion y sefializacion de androgenos,
gue son indispensables para una adecuada progresion meiética y maduraciéon de
las espermétidas, siendo la célula de Sertoli el principal mediador de la accion de

estos androgenos para la espermatogénesis (Smith & Walker, 2014).

1.2. Estructuray funcion del epididimo
El epididimo es uno de los 6rganos sexuales masculinos esenciales, es vital

para la reproduccion y proporciona distintas formas de proteccion a los



espermatozoides en maduracion (O’Flaherty, 2019 James et al., 2020). El tubulo
epididimario, los conductos deferentes, la vesicula seminal y el conducto
eyaculatorio se originan del conducto mesonéfrico (Robaire & Hinton, 2015; Sullivan
& Mieusset, 2016). Los tubulos seminiferos convergen y forman la rete testis, que
se comunica con los conductos eferentes y estos a su vez con una estructura muy
enrollada, denominada tdbulo epididimario. El epididimo es un 6rgano tubular
contorneado de forma de media luna, adherido al testiculo, y se une al conducto
deferente (James et al., 2020). Su longitud varia entre especies, en raton mide 1 m,
en ratas 3 m, en los humanos es de 3-8 my 80 m en equinos (Hinton et al., 2000;
Robaire & Hinton, 2015).

En el humano, la anatomia del epididimo se compone por tabiques formados
por tejido conectivo. En el ratén y la rata estos tabiques estan organizados, se
dividen de 10 a 19 segmentos, y posiblemente tengan una funcion en la
diferenciacion y regulaciéon de la expresion génica a lo largo de este 6rgano. Estos
tabiques en el humano no estan organizados, solo se puede observar un segmento
donde se delimita la region del conducto eferente y el tejido epididimario
(Domeniconi et al., 2016; Sullivan et al., 2019).

En el caso de los roedores, el epididimo se divide en cuatro regiones
anatémicas: el segmento inicial (Sl), cabeza (caput), cuerpo (corpus) y cola (cauda)
(figura 2). Cada region con caracteristicas y funciones unicas, donde las regiones
proximales como el Sl y la cabeza tienen la funcion de apoyar la maduracion
espermatica (Sullivan et al., 2019). Una caracteristica diferencial en los humanos es
que no presentan un Sl, por lo que la region proximal del conducto se une a los
conductos eferentes, los cuales estan conformados por células ciliadas y un
compartimiento luminal irregular, el epitelio es muy delgado y compuesto por
tabiques de tejido conectivo, a diferencia de los tubulos epididimarios (Hess, 2002).

La region de la cabeza del epididimo esta formada por células epiteliales que
contienen nudcleos alargados. En todos los mamiferos este epitelio epididimario es
sumamente grueso en la region proximal, y conforme se llega a la parte mas distal
del epididimo el epitelio es mas delgado y el diametro de la luz aumenta (Robaire &
Hinton, 2015; Sullivan et al., 2019).



En el caso de la region distal de la cola, los espermatozoides permanecen
inactivos y almacenados (Bedford, 2015; Sullivan et al., 2019; James et al., 2020).
El compartimento intraluminal dilatado y delimitado por un epitelio mas delgado da
paso a concentrar una cantidad suficiente de espermatozoides disponibles para los
multiples apareamientos en los roedores, que pueden ser en promedio de 3
eyaculaciones durante la copula, en 30 minutos de registro en la rata (Bedford 1990,
2015b: Olayo et al., 2015). Sin embargo, en el caso de los humanos, tiene una
limitada capacidad de reserva o almacenamiento en la cauda influye que puede
guedar vacia después de 3 eyaculaciones, por lo que se considera que esta region
del epididimo en los humanos esta poco desarrollada en comparacion con otros
mamiferos (Sullivan et al., 2019). Se ha estimado que la duracién del transito
epididimario va de 1 a 21 dias, sin embargo, en el humano los primeros
espermatozoides atraviesan el epididimo entre 1y 2 dias, pero en general el tiempo
de transito promedio es de 12 dias (Robaire & Hinton, 2015; Sullivan et al., 2019).
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Figura 2. Anatomia y regionalizacion del epididimo. El epididimo de la rata se divide en segmento
inicial, cabeza, cuerpo y cola. Algunos tipos celulares difieren en cada region, mientras otros se
encuentran en todo el epididimo, asi mismo el diametro luminal se encuentra mas amplio en la region

de la cola en comparacién de la region del cuerpo y la cabeza (Adaptado de Shum et al., 2011).
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Tipos celulares del epididimo

El epididimo presenta un revestimiento de epitelio pseudoestratificado y esta
compuesto por distintos tipos celulares que presentan uniones estrechas y que
delimitan el compartimento intraluminal (Breton et al., 2016; Sullivan et al., 2019).
Existen siete tipos de células especializadas que conforman este epitelio
epididimario: células principales, claras, estrechas, basales, apicales, halo y células
dendriticas (figura 3), y se encargan de darle la estructura y funcion al epididimo,
algunas se encuentran a lo largo de todas las regiones del epididimo y otras sélo en
regiones especificas (James et al., 2020).

Las células epididimarias presentan una alta actividad metabolica, endocitica
y secretora, regulada principalmente por andrégenos (James et al., 2020). Existe
una elaborada red de comunicacion entre las células epididimarias con el fin de
proporcionar una regulacién para varios mecanismos de transporte a lo largo del
organo (Breton et al., 2016). El establecer un entorno luminal ibnico mediante la
ejecucion del transporte transepitelial de iones, nutrientes y agua es una de las
importantes funciones de las células epiteliales. Otra caracteristica es la
acidificacion luminal del epididimo para la maduracion de los espermatozoides, esto
facilita la transferencia de las proteinas de las células del epitelio epididimario a los
espermatozoides a través de vesiculas extracelulares denominadas
epididimosomas (Sullivan, 2015; Breton et al., 2016, 2019; Zhou et al., 2019).

Un papel importante del epitelio epididimario es proporcionar una barrera de
proteccion, debido a que es de los sitios donde los espermatozoides pueden sufrir
dafios causados por patdgenos o sustancias nocivas que puedan existir en el
torrente sanguineo. Por lo que las células principales, estrechas, claras y las
basales forman la barrera hemato-epididimaria (BHE) (Sullivan & Belleannee, 2018;
Breton et al., 2019). Estos diferentes tipos celulares, proporcionan un equilibrio para
la activacion inmunitaria, de tal manera que exista la proteccién ante diversos
factores que pueden ser causantes y determinantes de la infertilidad masculina
(Breton et al., 2019).
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Células principales

Como indica su nombre, son el principal tipo celular que conforma el epitelio
epididimario, se encuentran a lo largo de todo el conducto (Rinaldi et al., 2020). De
acuerdo con la region, representan entre el 65% y 80% del epitelio del epididimo.
Son las responsables de la absorcién y secrecidbn de materiales en la luz del
epididimo, debido a que cuentan con una gran actividad de secrecion y de
endocitosis. Es el principal sitio de la produccion de epididimosomas (James et al.,
2020). Ademas, de la maquinaria secretora y endocitica bien desarrollada, se
caracterizan por sus nucleos basalmente alineados y la presencia de
microvellosidades (Shum et al., 2014; Robaire & Hinton, 2015) (figura 3).

Las células principales sintetizan una gran cantidad de proteinas propias y
de secrecion (Shum et al., 2014). Ademas de ser muy activas en la endocitosis de
proteinas que se encuentran en el compartimento luminal (Shum et al., 2014;
Robaire & Hinton, 2015), contribuyen al establecimiento de un entorno luminal acido
(James et al., 2020).

En el Sl son capaces de reabsorber bicarbonato (HCO?®*) a través de
transportadores y enzimas, mientras que en la cola del epididimo tienen la
capacidad de secretar HCO® o protones dependiendo de las sefiales fisioldgicas
(Breton et al., 2016). La acidez del pH luminal y una concentracién baja de HCO*
es indispensable para mantener los espermatozoides en estado latente durante su
maduracién y almacenamiento en el epididimo (Ruan et al., 2012; Breton et al.,
2016; Rinaldi et al., 2020).

Células claras

Tienen una alta actividad endocitica, se pueden encontrar en la region de
cabeza, cuerpo y cola del epididimo y forman parte de la familia de células ricas en
mitocondrias (Breton et al., 2019). Una de sus funciones es absorber las gotas
citoplasmaticas que se liberan de los espermatozoides durante la maduracion. Junto
con las células principales y estrechas son encargadas de la regulacion del pH
luminal (Cornwall, 2009). Una caracteristica de estas células es que la region apical

esta conformada por numerosas vesiculas, lisosomas, endosomas y cuerpos
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multivesiculares, mientras que en la region basal se encuentra el nicleo y multiples
gotas de lipidos (figura 3). Su funcidn endocitica es aun mayor que las células
principales, endocitan proteinas especificas en cada region (Robaire & Hinton,
2015). Estas células proporcionan un entorno luminal acido en el epididimo con el
fin de proteger a los espermatozoides para permanecer inactivos (Shum et al., 2011;
Breton et al., 2016; Rinaldi et al., 2020).

Células basales

Se distribuyen a lo largo de todo el epitelio del epididimo y su nombre se debe
a gque se localizan adheridas a la membrana basal, son delgadas en el sitio basal y
mas grandes en el polo luminal apical. Son parte fundamental de la estructura
tubular epididimaria (Shum et al., 2014; James et al., 2020) debido a que presenta
extensiones delgadas que se extienden a lo largo de la membrana basal que va
desde su cuerpo hemisférico que cubre en gran medida la circunferencia del tibulo
del epididimo (Shum et al., 2008; Rinaldi et al., 2020), (figura 3). Juegan un papel
esencial para el mantenimiento de la integridad de la BHE (Mandon et al., 2015;
Sullivan et al., 2019).

Se sabe que pueden inducir indirectamente el ambiente luminal regulando
algunas de las funciones de las células principales. Las células basales pueden
cruzar las uniones estrechas para llegar a la luz del epitelio epididimario (Shum et
al., 2008; Rinaldi et al., 2020). Estas células contienen pozos en la membrana
plasmatica opuestos con la membrana basal y a las células principales
superpuestas, indicando que hay endocitosis y que estd mediada por receptores de
las células principales y de la sangre. Al igual que las otras células secretoras, las
células basales contienen gran acumulaciéon de material secretor dentro de los

saculos de Golgi y granulos secretores (Leung et al., 2004; Robaire & Hinton, 2015).

Células halo
Se sabe que se encuentran a lo largo de todo el epitelio del epididimo, su
funcién principal es la de otorgar inmunidad a los espermatozoides (James et al.,

2020). Se caracterizan por ser células muy pequefias de borde estrecho y un
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citoplasma claro. Se localizan en la base del epitelio epididimario, insertadas entre
las células principales, presentando multiples y distintos granulos (figura 3). Son
dificiles de distinguir debido a su pequefio tamafio y morfologia nuclear (Robaire &
Hinton, 2015). Estas células han sido descritas como linfocitos 0 monocitos y se
plantea que son una mezcla de diferentes células inmunitarias (Serre & Robaire
1998).

Células principales Célula clara Célula halo
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Figura 3. Representacion esquematica de células del epitelio epididimario (células principales,
claras, basales y halo). Las células principales, son columnares y predominan en todo el epididimo,
muestran ampollas apicales de citoplasma en la superficie celular, gran maquinaria secretora,
orificios recubiertos, agregados tubulares vasculares, un nudcleo basal alineado, lisosomas (L),
reticulo endoplasmatico basal y aparato de Golgi. Las células claras que se encuentran en cabeza
cuerpo y cola son de mayor tamafio y ejercen gran actividad endocitica, presenta orificios apicales,
lisosomas, endosomas y muchas mitocondrias, ademas presenta pocas microvellosidades. Las
células basales que son el sello distintivo del epitelio se extienden en la ldmina basal cubriendo gran
parte del tabulo epididimario. Las células halo, se insertan entre las células principales adyacentes,
se ubican basalmente y contiene pequefios granulos. ampollas apicales (AA), pozos recubiertos
(PR), agregados tubulares vasculares (AV), nucleo (N), lisosomas (L), endosomas (E) reticulo
endoplasmatico (REN), aparato de Golgi (G), mitocondrias (Mi), microvellosidades (MV) (Adaptado
de Robaire & Hinton, 2015).
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Células estrechas

Se pueden encontrar exclusivamente en el segmento inicial del epididimo,
reciben este nombre debido a la forma caracteristica en copa que presentan, siendo
mas delgadas que las células principales. Mantienen una delgada extension
citoplasmatica hacia la membrana basal (Breton et al., 2019) (figura 4). Contienen
multiples vesiculas que son responsables de la endocitosis, ademéas secretan H*
hacia la luz del epididimo desde la membrana apical (James et al., 2020). Las
células estrechas junto con las células claras muestran caracteristicas ultra-
estructurales de actividad endocitica. Expresan la bomba de H* vacuolar V-ATPasa
gue es necesaria para llevar a cabo la acidificacion intraluminal, ademas de tener

gran cantidad de mitocondrias (Breton et al., 2016, 2019).

Células apicales

Se localizan principalmente en el Sl del epitelio epididimario. Se caracterizan
por la presencia de un ndcleo ovoide localizado apicalmente, estas células no tienen
contacto con la membrana basal (figura 4). Ademas, su perfil de expresion de
proteinas es muy diferente al de otras células. Estas células también pueden
endocitar sustancias de la luz epididimal. Cuenta con multiples enzimas proteoliticas

y gran cantidad de mitocondrias (Robaire & Hinton, 2015; James et al., 2020).

Células apicales Célula estrecha
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Figura 4. Representacion esquematica de células del epitelio epididimario (células estrechas y
apicales). En la regién del segmento inicial se localizan las células estrechas y apicales. Las células
estrechas son alargadas y tienen contacto con la membrana basal, contienen numerosas vesiculas
pequefias, endosomas. Las células apicales no tienen contacto con la membrana basal. Pozos
recubiertos (OR), endosomas (E), lisosomas (L), nucleo (N), vesiculas (V) (Adaptado de Robaire &
Hinton, 2015).

Células dendriticas (CDs)

Forman una gran red que se localiza en el epitelio epididimario. Se
distinguen por su morfologia dendriforme, por las interacciones con el epitelio del
epididimo y por su capacidad presentadora de antigenos (Da Silva et al., 2011;
Zheng et al., 2021). Sin embargo, estas células se encuentran en todo el epididimo,
y regulan con alta actividad las interacciones del sistema reproductivo e
inmunologico (Da Silva et al., 2011).

Se ha sugerido que existen dos tipos de poblaciones de CDs las
inmunogénicas y las tolerogénicas. Las CDs inmunogénicas se distribuyen
principalmente en la region proximal de los segmentos de la cabeza, teniendo forma
dendritica a diferencia de las que se encuentran en la cola del epididimo (Guiton et
al., 2013).

En el S| las CDs intraepiteliales abundan e interactian con los
espermatozoides y los componentes del lumen, de esta manera mantienen la
inmunidad durante la maduracion espermatica para poder establecer el potencial de
fertilidad (Geismann et al., 2010). Las células dendriticas peritubulares de la cola
del epididimo regulan las respuestas inmunitarias contra patdégenos durante el
almacenamiento de los espermatozoides (Da Silva et al., 2011).

1.2.1. Funciones que se llevan a cabo en el epididimo

Los espermatozoides deben desarrollar plenamente sus capacidades
fertilizantes durante el transito a lo largo del epididimo por lo que su recorrido es
esencial (Chabory et al., 2010; Sullivan & Mieusset, 2016), debido a que una vez
gue los espermatozoides abandonan el testiculo y entran en el epididimo ya se han

desarrollado y diferenciado morfolégicamente, pero auln son considerados
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funcionalmente inmaduros en el sentido que aun no pueden reconocer, unirse y

penetrar a los ovocitos (Chabory et al., 2009).

Transporte de espermatozoides

El epididimo recibe cada segundo aproximadamente entre 1000 y 1500
espermatozoides que han sido liberados de los testiculos. Este proceso de
transporte esta influenciado por las contracciones de las células musculares lisas
(CML), el liguido luminal y las células ciliadas especializadas (Elfgen et al., 2018).
El transporte de los espermatozoides se lleva a cabo desde la parte mas proximal
del epididimo, principalmente por contracciones ritmicas de las CML que rodean al
tubulo, estas contracciones son frecuentes en la regién de la cabeza y aumentan
conforme llegan a la cola del epididimo (Renne et al., 2012).

Las capas de CML son delgadas y estan dispuestas de forma circular, su
grosor aumenta a lo largo del tubulo epididimario. En el epididimo humano, entre
las CML se encuentran haces de fibras de coldgeno y fibroblastos. Aunque se sabe
poco de la regulacion y funcion de las CML en el transporte de espermatozoides en
algunas regiones del epididimo Se ha reportado que la cabeza y el cuerpo se
encuentran inervados por algunas fibras nerviosas, mientras que en la cola del
epididimo la inervacion es mas densa, la entrada neuronal, adrenérgica y colinérgica
contribuyen con las influencias hormonales a la contractilidad y transporte de los
espermatozoides (Elfgen et al.,, 2018). La contractilidad del tabulo epididimario
también esta influenciada por las prostaglandinas, los péptidos neurohipofisarios
como la oxitocina, la vasopresina y la endotelina, que se unen a receptores

presentes en el epididimo (Robaire & Hinton, 2015).

Maduraciéon espermética epididimaria

El concepto de maduraciéon espermatica epididimaria ha ido desarrollandose
desde los primeros estudios de Tournade (1913) con base en los cambios en la
movilidad que se da en los espermatozoides durante su recorrido a lo largo del
epididimo y que se relacion6 con la adquisicion fertilizante (Gervasi & Visconti et al.,
2017).
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El epitelio epididimario crea un entorno luminal que esta en constante cambio
a lo largo de este oOrgano. Esta sucesion de microambiente de las diversas
actividades secretoras y de la reabsorcion del epitelio epididimario, conduce a
modificaciones esenciales. Estas modificaciones fisioldgicas y bioquimicas se
refieren a la agregacién o cambio de proteinas, de glicoconjugados y lipidos
membranales (Tulsiani, 2006; Chabory et al., 2009).

Los mecanismos por los cuales se da la transferencia de proteinas y
secreciones del epididimo a los espermatozoides no se comprenden del todo bien.
Sin embargo, se cree que podria ser a través de: 1) la absorcion de proteinas
solubles secretadas por el epitelio en el liquido epididimario (Cuasnicu et al., 2002);
2) la transferencia de exosomas liberados por el epitelio epididimario, denominados
epididimosomas, los cuales contienen tanto proteinas y lipidos que se transfieren a
los espermatozoides (Sullivan & Saez., 2013; Sharma et al., 2016) y 3) las
interacciones entre los espermatozoides y la superficie epitelial del epididimo
(Paunescu et al., 2014).

Ha sido dificil dilucidar los cambios moleculares que regulan el proceso de
maduracién en el epididimo, debido a que en cada region y los septos del epididimo
se observa una expresion diferencial de genes que regulan y mantienen las
concentraciones de iones luminales esenciales para la regulacion del proceso de
maduracion espermatica (Shum et al., 2011). Los estudios sobre este proceso se
basan en la comparacion de los espermatozoides que se extraen de cada region
del epididimo (Dias et al., 2014; Sharma et al., 2016).

Adquisicién de proteinas en el epididimo

Se ha propuesto que los epididimosomas son los encargados de transferir
las proteinas y otras moléculas a los espermatozoides (Sullivan & Saez, 2013). Los
epididimosomas son muy diferentes en cada region del epididimo, lo que explica
una transferencia diferencial de proteinas a los espermatozoides durante su
recorrido, donde se integran a la membrana o en su estructura celular (Kirchhoff et
al., 1996; Eickhoff et al., 2001). Por lo que, las proteinas que adquiere el

espermatozoide estan involucradas en funciones como la movilidad, capacitacion,
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reaccion acrosomal, interaccion con la zona pelucida y fertilizacion (Eickhoff et al.,
2001; Frenette & Sullivan, 2001; Caballero et al., 2012; Krapf et al., 2012). Estudios
protedmicos han demostrado que existen diferencias de proteinas de la region de
la cabeza del epididimo comparadas con la region de la cola (Thimon et al., 2008;
Girouard et al., 2011; Baker et al., 2012).

Ademas, se sabe que el epitelio del epididimo puede interactuar con los
espermatozoides, estos resultados revelan que tanto epididimosomas (figura 5),
como el contacto directo del epitelio epididimario con los espermatozoides son de

gran importancia para la transferencia de proteinas y otras moléculas (Paunesco et
al., 2014).
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Figura 5. Liberacién de epididimosomas en el epididimo. El epitelio epididimario secreta hacia el
lumen nutrientes y moléculas para brindar proteccion a los espermatozoides. Las células principales
desprenden una ampolla apical en el lumen, se disuelve liberando epididimosomas. Los
epididimosomas interactdan con los espermatozoides y células no adyacentes del epitelio. Los
epididimosomas contienen lipidos de membrana, proteinas, entre otras moléculas que adquieren los
espermatozoides para su maduracion (Adaptado de James et al., 2020).

Modificaciones en membrana espermética

Los espermatozoides, ademas de la adquisicion de proteinas, requieren otros
cambios moleculares en su superficie durante el transito epididimario como: la
agregacion, cambio o eliminacion de azucares y lipidos anclados a la membrana

espermatica. Tanto las glicoproteinas como los polisacaridos forman una capa
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denominada “glucocalix (Tecle & Gagneux, 2015). Mediante lectinas especificas se
ha determinado la distribuciéon de estos glicoconjugados en la membrana de los
espermatozoides en las tres regiones epididimarias, donde carbohidratos como N-
acetilglucosamina, acido sialico y manosa, se presentan con un indice de
fluorescencia alto en la region de la cabeza de los espermatozoides (Hernandez-
Rodriguez et al., 2021).

El epididimo secreta concentraciones elevadas de glicohidrolasas y
glicosiltransferasas solubles, que interactian con los espermatozoides y estan
involucradas en la modificacion de los carbohidratos en la membrana (Tulsiani et
al., 2006). Se ha demostrado que hay un cambio en la carga de la membrana
espermatica durante la maduracion, debido especificamente a la integracién del
acido sialico (Calvo et al., 2000). La glicosilacion en la membrana de los
espermatozoides es fundamental, ya que carbohidratos como: N acetilglucosamina
y acido sialico, ademas de manosa, son requeridos para el proceso y
reconocimiento del espermatozoide con la zona pelucida del ovocito y la fertilizacion
(Tulsiani & Abou-Haila, 2012; Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

Proteccion a los espermatozoides

Después de abandonar el testiculo, los espermatozoides carecen de
mecanismos de defensa, debido a que pierden la capacidad de sintetizar proteinas
(Tecle & Gagneux, 2015). Por lo que el epididimo debe asegurar la supervivencia
de los espermatozoides frente al dafio oxidativo durante su recorrido y
almacenamiento en la parte distal (Taylor et al., 2013; Scarlata & O'Flaherty 2020).
La BHE les brinda proteccion a los espermatozoides maduros del sistema
inmunoldgico y ante sustancias nocivas que puedan existir en el torrente sanguineo.
Se sabe que entre el 60% y 80% de los espermatozoides estan presentes en el
lumen de la cola del epididimo, por lo que las células epiteliales de esa region
secretan enzimas especificas y factores para regular el pH luminal para mantener
un entorno luminal que proteja y permita mantener a los espermatozoides en estado

inactivo durante su almacenamiento (James et al., 2020).
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Regulacion hormonal del epididimo

Las acciones de los andrégenos son reguladas por la union a los receptores
a andrégenos (RA). El RA en la rata se encuentra en todo el conducto epididimario,
y abunda en las células principales (Robaire & Hamzeh, 2011). La T sintetizada en
los testiculos ingresa al epididimo mediante los conductos eferentes o a través del
torrente sanguineo. En el epitelio epididimario la T es metabolizada a
dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5a-reductasa (5a-R) o en estradiol (E2) por
la P450-aromatasa (Robaire & Hamzeh, 2011; Falvo et al., 2016). La DHT es el
andrégeno bioldgico mas activo en el organismo (Robaire y Hamzeh, 2011).

La T y DHT ejercen sus acciones uniéndose al RA, un receptor nuclear
inducible por ligando, el cual regula la expresion de genes diana a través de la union
al DNA de elementos respuesta para androgenos (ERA) (Robaire & Hamzeh, 2011;
Hu et al., 2014). De esta manera se lleva a cabo la sintesis de proteinas para la
funcionalidad del epididimo. La DHT que se sintetiza en el segmento inicial del
epididimo funciona corriente abajo, donde ejerce acciones en genes que dependen
de andrégenos y proporciona dicho andrégeno a lo largo del epididimo (Robaire &
Hamzeh, 2011)

1.3. Parametros de calidad espermatica

El manual de la OMS (2010) para evaluaciones de semen humano, se utiliza como
fuente de metodologia estandar para los laboratorios de andrologia que analizan los
parametros de calidad espermatica, para determinar el estado de fertilidad

masculina. Estos se dividen en los parAmetros macroscopicos y microscopicos.

Macroscopicos

Licuefaccion. Después del eyaculado, el semen debe presentar un estado de
coagulacion, por lo que debe licuarse para el estudio. Esto se logra dejando la
muestra de semen a temperatura ambiente durante 15-20 minutos.

Viscosidad. La muestra no debe presentar alta viscosidad, de lo contrario, podria

haber alteraciones en la prostata.
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Volumen. Deben transcurrir al menos 5 dias de abstinencia sexual, para poder
evaluar este pardmetro. El volumen normal del eyaculado debe ser entre 1.5 a 6
mL. Si presenta un volumen inferior se denomina hipospermia.

Color. En condiciones normales, el color debe ser blanco o ligeramente amarillo. De
lo contrario puede deberse a alteraciones que deben ser analizadas.

pH. Debe ser entre 7.2 y 8.0, si los valores son debajo de 7.2, podria atribuirse a
dafos u obstruccion de los conductos eyaculadores.

Microscopicos
Concentracion. Los valores normales van de los 15 a 39 millones de

espermatozoides por cada mililitro de volumen del eyaculado. Si la concentracién
es menor a estos valores se denomina oligozoospermia.

Vitalidad. La vitalidad de los espermatozoides debe ser mayor al 58%, de lo
contrario se denomina necrozoospermia.

Movilidad. Este parametro se evalia al diferenciar la movilidad y la movilidad
progresiva. La movilidad progresiva de los espermatozoides debe ser mayor al 32%,
o de lo contrario se denomina astenozoospermia.

Morfologia. En este caso la hormalidad de los espermatozoides no debe ser inferior

al 4%, si es inferior, estamos hablando de teratozoospermia.
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2. Antecedentes

El Cd esta presente en el medio ambiente y es uno de los principales agentes
toxicos para la reproduccion. La vida media biolégica de este metal en el humano
es de 20 a 40 afios, ya que la tasa de excrecion es baja y tiende a acumularse en
el cuerpo provocando afecciones a distintos érganos (OMS, 2010; Bhardwaj et al.,
2021). El consumo de cigarrillo y de alimentos contaminados son las principales
fuentes de exposicién, asi como la inhalacion de vapores y polvo que lo contienen.
El resultado es la acumulacion de Cd en el cuerpo, por lo que varios 6rganos y
sistemas son afectados ejerciendo efectos téxicos en riidn, sistema respiratorio,
sistema esquelético, sistema reproductivo, etc. (Thévenod et al., 2019, 2020).
Generalmente este metal esta presente en el medio ambiente en concentraciones
bajas, sin embargo, en las Ultimas décadas las actividades antropogénicas han
aumentado sus concentraciones en el medio ambiente, ocasionando una exposicion
significativa y constante de la poblacion humana (OMS, 2019). Dentro de los usos
principales del Cd se encuentran las baterias recargables (Niquel-Cd), en
aleaciones y diversos tipos de soldadura, en joyeria, procesos industriales como
agente corrosivo, absorbente de neutrones en plantas de energia nuclear,
productos de cloruro de polivinilo, pigmentos de color, entre otros. La exposicion a
Cd en trabajadores en industrias es a través de procesos que involucran el
calentamiento de este metal, que comprende materiales como la fundicion y
galvanoplastia (Kumar & Sharma, 2019).

De acuerdo con el Comité Mixto de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion y de la OMS, ademas de los Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA), se establecio en el 2010 que la ingesta mensual
tolerable de Cd no debe exceder los 25 ug/kg de peso corporal, mientras que para
el agua bebible es 3 ug/L y en el aire es de 5 ng/m3 (OMS, 2019). Una vez que se
ingiere el Cd, este es absorbido en el duodeno mediante el transportador de metal
divalente 1 (DMT-1) que absorbe los microminerales (Mouro et al., 2019).
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2.1. Los efectos del Cd sobre la salud reproductiva masculina

Se ha reportado que el Cd en el plasma seminal esta correlacionado con
infertilidad (Tuncay et al.,, 2021). Incluso, se ha encontrado Cd en bajas
concentraciones en el plasma seminal y sanguineo de humanos relacionado con
azoospermia y oligospermia (Famurewa et al., 2017). La relacion entre la exposicion
a Cd e infertilidad masculina han categorizado dos grupos de estudios: 1) en
poblaciones de sujetos con exposicion ambiental y 2) sujetos con exposicion
ocupacional (Minguez-Alarcén et al., 2012). Tanto jovenes como personas adultas
residentes de zonas industrializadas reportaron que el parametro mas afectado es
la concentracion espermatica (Balitdn-Amoretty et al., 2015). También se sabe que
fumadores presentan un aumento de la concentracién de Cd en sangre y plasma
seminal asociado a un bajo recuento espermatico, disminucion en la movilidad,
vitalidad y defectos en la morfologia espermatica (Akinloye et al., 2006; de Angelis
etal., 2017). También se ha reportado, que las concentraciones séricas de Cd estan
relacionadas con la disfuncion eréctil en la poblacion en general (Gabrielsen et al.,
2018). Los estudios en animales indican que la exposicion al Cd podria afectar las

erecciones peneanas (Gabrielsen et al., 2018; Kumar & Sharma, 2019).

Se ha definido que el Cd es un disruptor endocrino y causa efectos adversos
en la salud cuando interfiere con el sistema endocrino y hormonal afectando la salud
reproductiva (Henson & Chedrese, 2004). En la reproduccion masculina la
coordinacién adecuada depende de la funcion del eje hipotdlamo-hipéfisis-testiculo
(HHT), el cual modula el funcionamiento de los testiculos, asi como la produccion
de las hormonas esteroidogénicas para llevar a cabo la espermatogénesis (Arteaga-
Silva et al., 2021). Los estudios tanto en animales como en humanos han
demostrado que la exposicion a Cd puede alterar la funcion del sistema endocrino,
afectando las actividades de regulacion hormonal, como su sintesis, metabolismo y
transporte (de Angelis et al.,, 2017). El eje HHT regula las hormonas sexuales
mediante retroalimentacion negativa, estimulando la sintesis de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona luteinizante (LH) y la hormona
estimulante (FSH) (Plant, 2015). EI Cd actta en los tres niveles del eje HHT
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alterando los mecanismos reguladores, donde puede alterar la liberacion de
neurotransmisores hipotalamicos y la secrecion hormonal de la adenohipdfisis
(Lafuente, 2013; Duvilanski & Cabilla, 2014). Se ha concluido que el Cd podria
penetrar en el tejido testicular causando dafios y un deterioro en su funcion,
observandose una interrupciéon en la espermatogénesis (Alaee et al., 2014). EI Cd
es capaz de actuar como una metal-hormona al unirse a RA y receptor para
estrogenos (RE), provocando fuertes respuestas androgénicas y estrogénicas
(Dubilanski & Cabilla, 2014; Plunk & Richards, 2020).

El Cd puede causar citotoxicidad directa en el testiculo, afectando a las
células de Leydig, causar un desequilibrio en la sintesis de T y afectar la
espermatogénesis (Luca et al., 2013; Kumar y Sharma, 2019). La exposicion a Cd
en etapa perinatal puede afectar el desarrollo y funcion de células de Leydig fetales.
En ratas gestantes expuestas via i.p. a Cd (0.25 — 1.0 mg/kg), disminuye la sintesis
de T de los testiculos y el nUmero de células de Leydig fetales de la descendencia
masculina. Otro efecto notable es el acortamiento de la distancia anogenital, el cual
es dependiente de andrégenos (Li et al., 2018). Ademas, en ratas expuestas a Cd
durante la lactancia se afecta el desarrollo de las células de Leydig adultas, provoca
el incremento de células inmaduras y disminuye las enzimas esteroidogénicas (Tian
et al., 2018). Se sabe por diversos estudios que el Cd disminuye las actividades de
las enzimas 3B y 178 hidroxiesteroides deshidrogenasas (3-HSD y 17p3-HSD)
(Sadik, 2008; Eleawa et al., 2014; Cupertino et al., 2017; Tian et al., 2018). En ratas
adultas con exposicion a una dosis Unica de Cd, disminuye significativamente la
concentracion sérica de T y altera la morfologia de las células de Leydig (Cupertino
et al., 2017).

Las células de Sertoli son mas sensibles a la exposicion a Cd afectando su
funcién al reducir la respuesta del receptor de FSH y disminuir la secrecién de la
hormona anti-Mulleriana y la inhibina-B (Luca et al., 2013; de Angelis et al., 2017).

Al ser un blanco comun de la toxicidad del Cd, los dafios mas observados
han sido la vacuolizacion, alteraciones en las uniones intercelulares y la
acumulacion de estructuras muy similares a los lisosomas (de Souza-Predes et al.,

2011). El Cd también afecta el desarrollo de las células de Sertoli durante los
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periodos fetal y neonatal. La exposicion a Cd (1-2 mg/kg) en ratas gestantes y
lactantes puede provocar vacuolizacibn de las células de Sertoli, genera
desprendimiento de células germinales en el epitelio seminifero adulto de la
desendencia masculina (Bekheet, 2011; Zhu et al., 2020). El Cd inhibe la
proliferacion e induce la apoptosis y dafio al DNA de las células de Sertoli
inmaduras, provocando alteraciones en la ultraestructura y alteraciones en la BHT
(Zhang et al., 2010; de Souza-Predes et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que
el Cd puede dafar el citoesqueleto de las células de Sertoli al interrumpir la
organizaciéon de la F-actina y alterar la expresién de proteinas reguladoras,
provocando la interrupcién de la BHT tanto en modelos de roedores como en
humanos. (Xiao et al., 2014). La exposicién de Cd en dosis de 5 a 10 yM durante 8
horas interrumpe el ensamblaje de las uniones estrechas de las células de Sertoli
(Siu et al., 2009b; Wan et al., 2014).

El epididimo es otro 6rgano reproductivo que puede ser afectado por Cd y la
exposicién aguda a este metal puede disminuir su peso (Predes et al., 2016). El Cd
provoca alteraciones en las uniones de las células epididimarias, afectando la BHT
(Dube & Cyr, 2012). Se ha reportado que el Cd puede provocar una desorganizacion
celular, engrosamiento del musculo liso y aumento en la altura del epitelio de la
cabeza y cola del epididimo, lo que se relaciona con una disminucion del diametro
de la luz epididimal (Predes et al., 2016; Adamkovicova et al., 2014), ademas de
provocar edema del endotelio vascular (de Angelis et al., 2017). El Cd puede afectar
la adherencia de las células principales y basales e inducir un aumento de vesiculas
que ocupan la mayor parte del citoplasma de las células (Lamas et al., 2017). La
exposicion a Cd desde el nacimiento a etapas peripuberales afecta las histologia y
funcién del epididimo, lo que se relaciona con alteraciones en los cambios
bioquimicos de la glicosilacion de la membrana plasmatica de los espermatozoides,
interrumpiendo asi su maduracién durante su recorrido en este 6rgano reproductivo
(Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

Ademas, el Cd puede inhibir la acidificacion vacuolar de ATPasa H*,
provocando disminucién de alcalinizacion que altera la movilidad de los

espermatozoides (Herak-Kramberger et al., 2000; Anjum et al., 2017).

26



Por lo tanto, el Cd al afectar los tubulos seminiferos en el testiculo puede
provocar el desprendimiento de células germinales inmaduras, que da como
resultado anormalidades en el desarrollo temprano de los espermatozoides, lo que
induce a la apoptosis de células germinales y en consecuencia un bajo recuento
espermatico que se verda reflejado en el epididimo (Zhang et al., 2010). Se ha
observado que las anormalidades mas comunes y con mayor porcentaje son el
desprendimiento de cabezas (Wang et al.,, 2012), asi como un aumento en
anormalidades del flagelo de los espermatozoides, observandose flagelos con
torsion, roturas, formas en zigzag y retencion de gotas citoplasmaticas
(Adamkovicova et al.,, 2016), ocasionando una disminucion de la calidad
espermatica (Benoff et al., 2009; Wang et al., 2016).

Con respecto a la movilidad, el Cd afecta diferentes parametros de
movimiento, observandose alteraciones en la motilidad progresiva, la trayectoria
media de distancia, linea curva y recta de distancia, trayectoria media de velocidad,
linea curva y recta de velocidad, linealidad, rectitud, oscilacién, amplitud lateral del
desplazamiento de la cabeza y frecuencia cruzada de latidos (Adamkovicova et al.,
2016). La concentracion, movilidad, vialidad y morfologia de los espermatozoides
se han correlacionado con la disminucién en las concentraciones de T y del estrés

oxidante causados por el Cd (Pandya et al., 2012).

2.1.1. Mecanismos celulares del Cd

La principal absorcion de Cd es a través de la via pulmonar y gastrointestinal,
después llega al higado donde puede formar complejos con proteinas mediante los
grupos sulfhidrilos, con el glutation (GSH) y las metalotioneinas (MT) (Thévenod,
2009; Neminche, 2017). ElI Cd puede ingresar a las células donde ejerce su
toxicidad, causa dafios en mitocondria, causa muerte celular por apoptosis o
necrosis, y provoca dafos severos como fibrosis tisular e inflamacion (Thevenod,
2009).

El Cd no tiene alguna funcién fisiolégica esencial y puede imitar a iones
metalicos como Ca, Cu, Mn, Fe y Zn, que son esenciales en el organismo (de

Angelis et al., 2017; Thévenod et al., 2021). El Cd es capaz de atravesar las
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membranas celulares, donde compite por las vias de transporte, a esto se le conoce
como mimetismo iénico (Thevenod et al., 2021). Se conocen dos mecanismos de
mimetismo: el mimetismo i6nico y mimetismo molecular. EI mimetismo iénico es
aguel donde los iones de Cd imitan distintas especies quimicas, y asi tienen la
facilidad de poder ingresar a la célula a través de transportadores de proteinas de
membrana o bien lo puede hacer por canales especificos para la captacién de iones
(Bridgest & Zalups, 2005; Chmielowska-Bak et al., 2013). EI mimetismo molecular
es cuando el Cd es capaz de desplazar a diferentes iones de la posicion que ocupan
en moléculas bioldgicas. Estos mecanismos de mimetismo son los causantes de los
dafos en la célula. De tal manera que el Cd puede interferir en la regulacion de la
concentracion de los iones esenciales y en la modificacion de la estructura de
moléculas diana de dichos iones, inhibiendo la funcién biolégica y provocando
irregularidades en la distribucidn, absorcion y biodisponibilidad idnica en la célula
(Bridgest & Zalups, 2005; de Angelis et al., 2017). En el testiculo se ha demostrado
que una de las vias principales de entrada del Cd son los transportadores de Zn
(ZnT) (Dalton et al., 2005) y que puede interferir con el Zn debido a su similitud
quimica, de manera que lo puede sustituir con facilidad ocasionando inestabilidad
en los sitios funcionales de proteinas que contienen Zn (Tang et al., 2014).

Se ha demostrado que la induccion de estrés oxidativo es uno de los
mecanismos implicados en la toxicidad por Cd (Nemmiche, 2017). Es importante
mencionar que el Cd por si solo no puede generar radicales libres, por lo que el
aumento de especies reactivas de oxigeno (EROS) y de estrés oxidante esta dado
por mecanismos indirectos (Liu et al., 2009; Polykretis et al., 2019). El Cd interfiere
en los sitios de unién de los iones Cu, Zn y Se en las enzimas antioxidantes, y
desequilibra su funciéon al reducir su capacidad reguladora lo que conlleva al
aumento de EROS e induce estrés oxidante. El estrés oxidante induce la
peroxidacién de lipidos en membrana, dafios al DNA y la oxidacion de distintas
proteinas, ademas de disfuncion mitocondrial que finalmente provoca muerte celular
(Bhardwaj et al.,, 2021). El estrés oxidante provocado por Cd disminuye las
funciones de superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), GSH, glutation

reductasa (GSR) y glutation peroxidasa (GPx), y provoca un aumento de las
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concentraciones de malondialdehido (MDA) el cual es un marcador de
lipoperoxidacion (Wang et al., 2011; Bashir et al., 2019; Shi & Fu, 2019).

Ademas, el estrés oxidante inducido por Cd regula la expresion de la proteina
proapoptotica BCL-2 asociada a proteina x (Bax), el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), y regula negativamente la expresion del gen antiapoptético (Bcl2),
activando la caspasa-3 y -7 provocando muerte celular (Alkhedaide et al., 2016;
Elmallah et al., 2017; Dai et al., 2019; Amanpour et al., 2020).

2.2. Laimportancia y efectos del Zn en la salud reproductiva masculina

La funcién del Zn en la salud y enfermedades ha sido abordada en diferentes
estudios, haciendo énfasis en los problemas de deficiencia de este metal (Jurowski
et al., 2014). Es un micronutriente que se presenta como metal catidnico divalente
(Kerns et al., 2018; Levaot & Hershfinkel, 2018). El Zn difiere de otros metales
esenciales como el Fe y Cu, quienes presentan estados redox, dado que el Zn al
ser estable no presenta directamente reacciones redox y no puede donar ni recibir
electrones libres. Es considerado un metal redox inerte, y por lo tanto no es
considerado un antioxidante tradicional (Lee, 2018). Sin embargo, puede interactuar
en distintas proteinas y enzimas, donde al unirse a sitios especificos en algunas
enzimas, funcionan como antioxidantes (Kerns et al., 2018; Lee, 2018).

El Zn estid presente en todos los 6rganos y tejidos, y su deficiencia es
causante de dafios severos en la salud (Prasad et al., 2014). No se conocen sitios
de almacenamiento de Zn en el cuerpo, por lo que la ingesta debe ser frecuente
(Kerns et al., 2018). El Zn es absorbido por el duodeno, ileon y yeyuno, se distribuye
a través del suero en donde se une a la albiminay a una gran cantidad de proteinas
(Jarosz et al., 2017; Kerns et al., 2018).

A nivel celular este elemento se encuentra en un 40% en el nucleo, un 50%,
en el citoplasma y el 10% se asocia a membranas y proteinas (Kambe et al., 2014;
Kerns et al., 2018). La movilizaciéon del Zn es ejercida por dos principales familias
transportadoras, la familia importadora de Zn (ZIP) quienes lo transportan hacia el
citosol y la familia ZnT, estas proteinas lo transportan fuera del citosol (Lichten &
Cousins, 2009; Kambe et al., 2014; Kimura & Kambe, 2016). Cuando el Zn ingresa
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a la célula por estos transportadores, se dirige hacia el reticulo endoplasmico,
mitocondrias, aparato de Golgi y algunas proteinas (Kerns et al., 2018). E Zn
citosolico se une a las apoproteinas tioneinas para formar MT. Las MT junto con los
transportadores ZIP y ZnT, pulen el exceso de Zn y suministran este elemento en
sitios con deficiencia (Blindauer & Leszczyszyn, 2010; Kimura & Kambe, 2016; Lee,
2018).

Los primeros estudios del Zn en érganos reproductivos como el testiculo, han
demostrado que tiene efectos muy favorables ante la exposicion a toxicos (Parizek,
1957), y desde entonces se ha demostrado que el Zn juega un papel importante en
la salud reproductiva masculina (Wani et al., 2017; Skoracka et al., 2020). Estudios
en varones fértiles indican concentraciones altas de Zn en comparacién con varones
infértiles en donde se observa una reduccion de este elemento (Colagar et al.,
2009). Las concentraciones bajas de Zn o en su caso una deficiencia de este metal
se relaciona con la disminucion tanto en volumen como en el peso testicular, lo cual
implica fallas en la espermatogénesis (Prasad, 2013, 2014; Allouche-Fitoussi &
Breitbart, 2020).

El desarrollo del testiculo y la esteroidogénesis son dependientes de Zn, por
lo que la deficiencia se relaciona con hipogonadismo, oligospermia,
astenozoospermia y azoospermia (Gandhi et al., 2017; Kerns et al., 2018; Skoracka
et al., 2020). Se ha reportado, que la concentracion de Zn en los 6rganos
reproductivos masculinos y en el semen humano es significativamente més alta que
en otros fluidos y tejidos corporales y su deficiencia causa alteracion en la funcion
reproductiva (Boran & Ozkan, 2004; Allouche-Fitoussi & Breitbart, 2020). En el
plasma seminal y la prostata la presencia de Zn es esencial debido a que las
concentraciones fisiolégicas de este elemento favorecen la preservacion de los
espermatozoides en cuanto a concentracién, morfologia y funcion, las cuales son
caracteristicas necesarias para llevar a cabo una adecuada fertilizacion (Kothari &
Chaudhari, 2016; Fallah et al., 2018). Ademas, el Zn es un ion necesario para llevar
a cabo la capacitacion y la reaccion acrosomal (Gangwar & Atreja, 2015; Kerns et
al., 2018).
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En la regulacion hormonal el Zn desempefia funciones importantes al estar
presente en la mayoria de las enzimas, lo que influye en el sistema reproductivo
masculino a través de las hormonas gonadotrépicas (Baltaci et al., 2006, 2019).

Se ha reportado que transportadores de Zn (ZnT-8) se localizan en células
de Leydig tanto en humano como en raton. Este transportador de Zn también se
localiza en las mitocondrias de las células de Leydig, lo cual facilita el transporte de
Zn desde el citosol hacia las mitocondrias. Por lo que se sugiere que ZnT-8 esta
relacionado con la acumulacion de Zn, y que puede regular la fosforilacion de la
proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) y llevar a cabo la sintesis
de T (Zhang et al., 2018).

Estudios en ratones revelan que la LH regula la expresién de proteinas de
dedos de zinc en células de Leydig, estas proteinas tienen un papel importante en
la proliferacion y diferenciacion celular y esta expresion se relaciona con la
secrecion de T (You et al., 2017).

La deficiencia de Zn no sélo afecta la reduccién de la sintesis y secrecion de
T, también disminuye e inhibe la secrecion de LH y FSH (Ozturk et al., 2005),
ademas de la reduccion en la actividad de los RA, por lo que se ha demostrado que

la suplementacién de Zn aumenta la sintesis de T (Baltaci et al., 2019).

La actividad del Zn en la espermatogénesis ha sido estudiada, donde se sabe
que es fundamental (Yamaguchi et al., 2009; Zhao et al., 2013; Vickram et al., 2021),
y esencial durante las etapas tempranas, donde actia como regulador en la
proliferacion de espermatogonias, para el periodo de meiosis y el mantenimiento de
las células germinales (Ellis, 2014; Hai et al., 2014). En los espermatocitos este
elemento esta presente en el nacleo y cromatina (Zhao et al., 2013), de manera que
el aumento de Zn en el testiculo durante el periodo temprano de la
espermatogénesis es necesario para que este proceso pueda llevarse a cabo (Hai
et al., 2014). Por lo que una deficiencia de este elemento se relaciona con ausencia
en la proliferacion de espermatogonias y muerte de células germinales (Omu et al.,
2015; Olesen et al., 2018). Una de las proteinas con funcién necesaria para la

espermatogénesis son las proteinas dedos de Zn (Ishizuka et al., 2016). Estas
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proteinas son el componente fundamental para la accion de los factores de

transcripcion (Ecoo et al., 2017) (figura 6a).
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Figura 6. EL Zn en la espermatogénesis. En la figura a) muestra como el Zn 1) inicia la transcripcion

de la timidina quinasa, 2) las proteinas de dedos de Zn como factor de transcripcién y 3) la captacién
de Zn por los transportadores ZIP durante la espermatogénesis. En la figura b) se muestra que el Zn
se acumula en las células germinales, ademas de unirse a MT y ser fundamental para SOD y en los
espermatozoides. Metalotioneinas (MT), superdxido dismutasa (SOD) (Adaptado de Vickram et al.,
2021; Elegazar et al., 2005; Yamaguchi et al., 2009).

Se ha demostrado que la presencia de los transportadores de Zn, asi como
MT en los espermatocitos y espermétidas es esencial para el proceso
espermatogénico (Sugihara et al., 1999; Sutou et al., 2003; Elegazar et al., 2005),
(figura 6b).

Estudios en ratas indican que la presencia de Zn en la espermatogénesis es
necesaria para la formacion de los enlaces disulfuro en la etapa de la
espermiogénesis. Durante esta etapa el Zn ejerce su funcién en la integracion de la
cromatina de los espermatozoides. El remplazo de histonas por protaminas es una
estrategia protectora de gran importancia que presentan los espermatozoides ante
los dafios al DNA (Razavi et al., 2019). Esto ocurre durante las etapas finales de

diferenciacion en las espermatidas, donde el Zn se incorpora al nucleo y en las fibras
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densas, el Zn nuclear se asocia con las protaminas formando puentes de Zn para
estabilizar la estructura de la cromatina (Bjorndahl & Kvist 2010, 2011). En el flagelo,
el Zn se une a los grupos sulfhidrilo de cisteinas de las fibras densas externas, esto
es necesario para brindarle al flagelo proteccion de una oxidacidn prematura
(Henkel et al., 2003; Bertelsmann et al., 2007).

Existen evidencias que sugieren que las mitocondrias pueden suministrar Zn
mediante transportadores, ademas que el propio Zn ejerce actividad en la funcion
mitocondrial de las células germinales. El Zn se integra con las membranas de los
espermatozoides, interactuando con MT vy lipoproteinas, mediante los grupos
sulfhidrilo para ejercer la funcion de estabilizar a la membrana, de esta manera el
Zn protege a la membrana espermatica proporcionando una capa de proteccion y
asi aumentar el potencial de fertilizacion (Li et al., 2017; Vickram et al., 2021).

El proceso de captacion de Zn en el citoplasma es llevado a cabo por
transportadores de Zn para el proceso espermatogénico, de manera que la
expresion disminuida de las proteinas transportadoras a nivel intracelular provoca
alteraciones en este proceso (Thomas et al., 2018). Otros estudios indican que los
niveles de EROS en testiculo aumentan cuando los niveles del Zn son bajos, lo que
provoca apoptosis en células soméaticas y germinales, esta deficiencia muestra que

los niveles de GSH y GPx también disminuyen (Chen et al., 2020).

En el epididimo el Zn cumple papeles importantes, debido a que la mayoria
de las proteinas secretadas por este o6rgano para dar funcionalidad a los
espermatozoides dependen de Zn (Maldera et al.,, 2011; Sheng et al.,, 2021).
Durante la espermatogénesis el Zn se une a las fibras densas externas del flagelo
para proteger al espermatozoide de una oxidacién prematura (Kerns et al., 2018),
sin embargo, durante la maduracion del espermatozoide, se elimina la mayor
cantidad de este elemento y es absorbido por el epididimo. Posterior a la eliminacién
del Zn, se oxidan los grupos sulfhidrilo (zinc-tiol), endureciendo las fibras densas
externas, por lo que la eliminacion de Zn es necesaria para brindarle la movilidad

progresiva al espermatozoide (Henkel et al., 2003; Kern et al., 2018).
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La manera en que las proteinas secretadas por el epididimo pueden
transferirse a los espermatozoides, esta mediada por los epididimosomas, los
cuales dependen de Zn que funciona como potenciador para la interaccion de
epididimosomas y espermatozoides (Sullivan et al., 2007; Sullivan, 2016).

Por otro lado, el epididimo metaboliza la T a DHT a través de la enzima 5a-
reductasa que es dependiente Zn, por lo que la deficiencia de Zn influye a una
disfuncién de la DHT, lo que provoca alteraciones en la secrecién de proteinas de

las células epididimarias (Henkel et al., 2003; Baltaci et al., 2019).

Las glandulas accesorias sexuales masculinas secretan en el plasma
seminal elementos y sustancias que protegen a los espermatozoides durante la
eyaculacion (Fallah et al., 2018). El plasma seminal se compone de proteinas,
enzimas, lipidos, macroelementos como el sodio (Na), potasio (K), Ca, magnesio
(Mg) y microelementos como el Cu, Fe y el Zn (Yuyan et al., 2008). El Zn se
encuentra en altas concentraciones en el liqguido seminal, propiciando la flexibilidad
de los lipidos de la membrana del espermatozoide, ademas de protegerlos ante la
oxidacion (Chia et al., 2000). ElI Zn ayuda a preservar la movilidad espermética
(Wong et al., 2001; Jeng et al., 2015). Las vesiculas seminales también juegan un
papel importante en las Ultimas etapas de la eyaculacion (La Vignera et al., 2013),
ayudan a la coagulacion del semen mediante las proteinas semenogelinas y esta
coagulacion es mediada por el Zn para mantener una consistencia viscosa (Roan
et al., 2014). Se ha demostrado que la deficiencia o concentraciones bajas de Zn
conducen a una baja calidad del semen (Colagar et al., 2009). Se ha reportado que
alteraciones en las concentraciones de Zn en el plasma seminal, perjudica la
concentracion, movilidad, viabilidad, pH y la viscosidad (Dissanayake et al., 2010).
Aunado a que el Zn tiene funcién reductora sobre el estrés oxidante del plasma
seminal y modula la respuesta inmune (Vickram et al., 2021).

El Zn tiene funcion en la capacitacion y en la fertilizacion (Liu et al., 2009;
Gangwar & Atreja, 2015), es una pieza clave que se requiere forzosamente para

aumentar la capacidad fertilizante (Badade et al., 2011).
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Por lo tanto, la deficiencia de Zn, altera la espermatogeneis, la sintesis de T
y funcionalidad del epididimo, y estas alteraciones se reflejan en una alteracion de
los pardmetros espermaticos (Omu et al., 2015).

2.2.1. Mecanismos celulares del Zn

Las enzimas y proteinas que requiere de Zn para su funcion biolégica son
conocidas como metaloproteinas (Andreini et al., 2006; Andreini & Bertini, 2012;
Zhang & Zheng, 2020). Los tipos de metaloproteinas en las que el Zn es requerido
son las proteinas reguladoras de genes, las metaloenzimas y las MT (Vallee &
Falchuk, 1993; Wessels et al., 2017). El Zn es el tnico metal que se puede encontrar
en la mayoria de las enzimas como oxidorreductasas, hidrolasas, transferasas,
isomerasas, liasas y ligasas (Wessels et al., 2017; Kerns et al., 2018). Esto se debe
a que el Zn posee propiedades como baja toxicidad en comparacion a otros metales
de transicibn, es muy estable y presenta mayor coordinacion con las
macromoléculas (Vallee & Auld, 1992). En las enzimas el Zn participa en tres
funciones especificas: una funcion catalitica, donde el Zn cumple una funcién directa
en la catalisis enzimatica, una funcion coactiva o cocatalitica, en esta funcién puede
aumentar o disminuir la funcién catalitica junto con el Zn catalitico y por dltimo el Zn
es requerido para las estructuras cuaternarias y la estabilizacion de las enzimas
oligoméricas (Valleee & Auld 1992; Kerns et al., 2018).

Las enzimas con mayor afinidad al Zn son las MT, cuya funcién es la
eliminacién de metales toxicos y de radicales libres para brindar un equilibrio
intracelular, ademas de brindar proteccion contra el dafio al DNA (Polykretis et al.,
2019). El Zn en el citosol se transloca como suministro intracelular al reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi, lisosomas y mitocondrias (Lu et al., 2016).
Regula positivamente factores de transcripciéon como el factor nuclear eritroide 2
(Nrf2) (Lee, 2018), que modula la expresion de genes de enzimas antioxidantes y
desintoxicantes, la SOD y GSH son productos de esta regulacion (Lee & Johnson,
2004; Jarosz et al., 2017). Ademas, la competencia del Zn con Fe y Cu en la
membrana celular puede inhibir la funcion de la enzima NADPH oxidasa, la cual es

una fuente de superéxido (02°) y peroxido de hidrogeno (H202). El Zn al competir
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con estos metales también impide que se lleve a cabo la reaccién de Fenton vy, por
lo tanto, puede inhibir la lipoperoxidacion (O Dell, 2000; Prasad, 2014b). El Zn
puede suprimir la propagacion de la lipoperoxidacién en la fosfatildilserina, donde el
aluminio (Al) y otros metales tienden a unirse (Lee, 2018). Ademas, el Zn ejerce
funciones en la estabilizacién de la membrana y en macromoléculas donde reduce
el dafio oxidante (O"Dell, 2000; Li et al., 2017) (figura 7). El suministro adecuado de
Zn en las mitocondrias es fundamental para que sean capaces de llevar a cabo la
transcripcion y traduccion (Taylor et al., 2001).

Se ha demostrado que la deficiencia de Zn esta relacionada con la respuesta
inflamatoria y el aumento de la sefalizacién proapoptética (Bax, caspasa-3) en
células germinales al reducir las sefiales antiapoptéticas (Bcl-2) (Omu et al., 2015;
Chen et al., 2020).
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Figura 7. Funciones esenciales del Zn. El Zn ejerce diversas funciones que son necesaria para los
organismos. Desde ser pieza clave en la estabilizacion del dominio de dedos de zinc como factor de
transcripcion, ser cofactor de enzimas como Cu/Zn SOD, unién a grupos sulfhidrilo, factor de
trascripcion de MT, estabilizador en membranas. El Zn puede competir con otros metales como Cu
y Fe que actdan en la reaccion de Fenton e impedir la lipoperoxidacién, ademéas de competir con
metales toxicos. Zinc (Zn), cobre (Cu), superéxido desmutasa (SOD), factor 1 inductor de metales
(MTF-1) (Adaptado de Lee, 2018).
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2.2.2. Sistema antioxidante y Zn

Como se menciond anteriormente, el Zn no es un antioxidante en un sentido
estricto, es decir, no es redox activo, por lo tanto, no actia directamente con los
radicales libres o con las EROS (Lee, 2018; Maret, 2019). Sin embargo, el Zn es
componente estructural de proteinas e interactla con enzimas, tal es el caso de las
metaloenzimas, donde puede actuar como cofactor en los sitios activos, 0 en
combinacion con otros metales. Las enzimas antioxidantes como la SOD que
requiere de Cu y Zn como cofactor para su funcién catalitica el estado redox y ser
la defensa ante el ataque oxidante (Bridgest & Zalups, 2005; Zwolak, 2020),
ademas, el Zn interactia y modula la accién de quinasas o fosfatasas (Bridgest &
Zalups, 2005; de Angelis et al., 2017). Por lo tanto, esta relacionado con la
disminucion de los niveles altos de EROS, los cuales son responsables de muchas
afecciones a nivel celular (Lee, 2018).
Es evidente que las concentraciones de Zn en el organismo son requeridas para
muchas funciones vitales. Sin embargo, es importante mencionar que también
puede actuar como prooxidante al alcanzar niveles extremos en el organismo
(Napoli et al., 2011; Lee, 2018; Maret, 2019). De acuerdo con la base de datos
TOXNET de la biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU., la dosis oral letal de Zn
es de 3 g/kg de peso corporal, la cual es 10 veces mayor que la del Cd (Plum et al.,
2010). Las concentraciones altas de Zn citosolico pueden afectar el ensamblaje
correcto de proteinas mitocondriales, comprometiendo a muchas enzimas,

provocando disfunciéon mitocondrial y un aumento de EROS (Napoli et al., 2011).

37



3. Justificacion

Tanto el testiculo como el epididimo son 6rganos con funciones necesarias
para el éxito reproductivo. El testiculo es un 6rgano donde se lleva a cabo la
espermatogénesis y la sintesis de T, mientras que en el epididimo se lleva a cabo
la maduracion espermatica, por lo que los espermatozoides que son liberados del
testiculo deben atravesar el epididimo para adquirir modificaciones funcionales en
cuanto a su movilidad y su capacidad fertilizante. Sin embargo, existe evidencia que
tanto la espermatogénesis y la calidad espermética, tanto en humanos como en
animales presentan alteraciones por la exposicion a Cd. ElI Cd provoca dafios
reproductivos, alterando la funcion del eje HHT, provocando alteraciones
histologicas testiculares que dan como resultado un deterioro en la
espermatogénesis y en los procesos de maduracion epididimaria que se relacionan
con la infertilidad masculina.

Por otro lado, el Zn, al ser un elemento esencial para la espermatogénesis, la
sintesis de T y la maduracién espermatica epididimaria, puede ser capaz de
proteger las alteraciones histolégicas causadas por la toxicidad del Cd en testiculo

y epididimo, asi como los parametros de calidad espermatica.

4. Hipotesis

El Zn reducira las alteraciones histolégicas causadas en el testiculo, epididimo y

en los parametros espermaticos generados en la rata por la exposicion a Cd.
5. Objetivo general
Analizar el efecto del pretratamiento con Zn sobre las alteraciones histologicas del

testiculo, epididimo y parametros espermaticos por la exposicion a Cd en ratas

macho.
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6. Objetivos especificos

Analizar los efectos del pretratamiento con Zn sobre las caracteristicas

histoldgicas de los tubulos seminiferos del testiculo en ratas expuestas a Cd.

Analizar los efectos del pretratamiento con Zn sobre las caracteristicas
histoldgicas de las tres regiones del epididimo: cabeza, cuerpo y cola en ratas
expuestas a Cd.

Evaluar los efectos del pretratamiento con Zn sobre los parametros

esperméticos: concentracion, vitalidad y morfologia en ratas expuestas a Cd.

Evaluar los efectos del pretratamiento con Zn sobre la concentracion de T en

ratas expuestas a Cd.
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7. Material y métodos
Se utilizaron ratas hembra gestantes de la cepa Wistar provenientes de la

UMADI de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I), para
la obtencion de crias macho. Se distribuy6 aleatoriamente a los machos en camadas
de 6 crias por nodriza.
Los animales fueron distribuidos en forma aleatoria en cuatro grupos con n=6.
e Grupo 1, Control: machos de 35 dias de vida con administracién de solucién
salina via (i.p.) en 50 pL.
e Grupo 2, Cd: machos de 35 dias de vida, a los cuales se les administré 2
mg/Kg de CdCl. (JT, Baker) en 50 yL de solucién salina via i.p.
e Grupo 3, Zn: machos de 7 dias de vida, a los que se les administré 4 mg/Kg
de ZnCl. (JT, Baker) en 50 uL de solucién salina via i.p.
e Grupo 4, Zn+Cd: machos de 7 dias de vida, con administracién de 4 mg/Kg

de ZnCl.. En el dia 35 de vida se les administr6 2 mg/Kg de CdCl. via i.p.

Los grupos fueron administrados una vez por semana desde el dia 7 de vida
(semana 1), hasta el dia 56 de vida (semana 8). En el grupo de Zn+Cd la
administracion CdCl. que comenzé en el dia 35 de vida, se realizd con un intervalo
de una hora después de la administracion de ZnCl.. Las dosis se eligieron segun
reportes previos (EI-Maraghi & Nassar, 2011; Asgharzadeh et al., 2021).

Todos los machos fueron destetados al dia 21 de vida y permanecieron
alojados en jaulas de acuerdo con su tratamiento. En todo el tiempo los animales
se mantuvieron en condiciones estandar con una temperatura regulada (24 = 2 °C),
se mantuvieron con alimento y agua ad libitum, bajo un ciclo de luz-oscuridad
controlado (12:12) y se llevo a cabo el registro de los pesos corporales de cada
grupo. Todos experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio), junto con los lineamientos
de la conduccién ética de investigacion, docencia y la difusién de la Division de
Ciencias Biolégicas y de la Salud (DCBS) de la UAM-I.
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Disefio experimental

Cuando los animales cumplieron 90 dias de vida, se les practicé eutanasia
por decapitacion, y se recuperd la sangre del cuerpo en tubos Vacountainer para
determinar la concentracion de T mediante la técnica de ELISA. Inmediatamente
después de la eutanasia, se realizé la diseccion bilateral de los testiculos y de los
epididimos y se les retir6 el tejido adiposo y se registraron los pesos. Los epididimos
fueron seccionados en sus tres regiones anatémicas (cabeza, cuerpo y cola). Al
testiculo derecho, y cada seccion del epididimo izquierdo fueron fijadas en solucion
de Karnovsky para su posterior analisis histologico. De las secciones del epididimo

derecho se obtuvieron a los espermatozoides para los andlisis de determinacion

espermatica.
Grupos experimentales
Control 50 pL solucion salina
Cd 2 mg/kg CdCl2
Zn 4 mg/kg ZnCl2 I
Zn+Cd 4 mg/kgIZnC12+ 2 mg/kg CdCl2

| - =

- J & D

Neonatal Infantil Juvenil Peripuberal Peribuberal
(0-7) (8-20) (21-32) (33-55) tardio (55-70)
FENN NN NN NN NN NN NN RN RN NN NN RN RN NN

DPN DPN DPN DPN DPN DPN
14 21 28 35 42 49
Cd

DPN 90
Eutanasia
Sangre Diseccion de Diseccion de

- testiculos y epididimo derecho

Suere epididimo izquierdo -

- Obtencién de

IT] Histologia e.spermatozoides
' -~ (picado y filtrado).

EYI S Inclusiéon en EPON -
La - ) Determinacion espermatica
Cortes semifinos (1 pm) (concentracion, vitalidad y

Ultramicrotomo morfologia).
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indice somatico para 6rganos reproductivos
Se registraron los pesos del testiculo y del epididimo del grupo control y de
cada grupo experimental para posteriormente calcular el indice somatico de ambos

organos, mediante la siguiente formula (Anjum et al., 2017).

eso del 6rgano
|S = B2 2 TITO% 100

peso de larata

Procesamiento y evaluacién histologica del testiculo y epididimo de rata
macho

Después de la extraccion del testiculo derecho y del epididimo izquierdo
regionalizado del grupo control y de cada grupo experimental, se fijaron durante 24

Horas en solucion de Karnovsky modificada y se procesaron para inclusion
en resina epodxica (EPON 812 Ted Pella, Inc., Redding, CA, USA). Posteriormente
se continu6 con 4 lavados de 30 minutos c/u con buffer de cacodilato de sodio al
0.1 M. Posteriormente se realizé una post-fijacion con tetroxido de osmio al 1%
(Zelterquist), durante una hora, seguido de tres lavados con agua destilada. Se llevo
a cabo un tren de deshidratacion de las muestras en alcoholes de: 60%, 70%, 80%,
90%, 96% hasta llegar a alcohol absoluto (2 lavados de 10 a 15 minutos por cada
alcohol). Para iniciar el proceso de inclusién en la resina, se realizaron dos lavados
de 20 minutos con 6xido de propileno. Se continué con laimpregnacion de la resina,
donde las muestras se dejaron en diluciones graduales de oxido de propileno:
EPON (2:1 durante una hora, 1:1 durante 24 horas, 1:2 durante 24 horas) y otra de
EPON puro durante 24 horas. Cada seccion del tejido se colocd en moldes con
EPON puro durante 24 horas en una estufa a 60°C para su polimerizacién. Se
obtuvieron cortes semifinos de 1 um de grosor mediante un ultra micrétomo (Leica
modelo Ultracut-UCT) y se tifieron con azul de toluidina al 0.5% (SIGMA-ALDRICH,
México), finalmente se realizaron montajes en portaobjetos para su analisis. El
andlisis histoldégico se realizé mediante un microscopio Leica a 20X, 60X, con un
sistema de analisis de imagenes (Imagen-ProPlus 6.0). Por cada laminilla se

examinaron 10 secciones transversales de tdbulos seminiferos y epitelio
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epididimario donde se determiné: area y diametro de tubulos seminiferos, indice de
maduracion del epitelio seminifero (indice de Jonhsen, ANEXO ), indice
histopatoldgico testicular (ANEXO Il), area y altura de células principales del epitelio

epididimario.

Obtencion de muestras de espermatozoides del epididimo

Todos los procedimientos fueron realizados a 36 °C. Tanto la diseccion, la
eliminacion del tejido adiposo y conectivo, asi como la division de cabeza, cuerpoy
cola de los epididimos del grupo control y de cada grupo experimental, fueron
realizadas de acuerdo con el procedimiento descrito por Hernandez-Rodriguez et
al. (2021). Cada region del epididimo derecho se coloc6é en un tubo Eppendorf
conteniendo 500 pL de solucidon Ringer a 36 °C; la extraccion de los
espermatozoides se realizé mediante la técnica de picado con tijeras de punta fina,
haciendo multiples cortes. Cada picado de las regiones del epididimo con solucién
de Ringer, se agito ligeramente y se dejo reposar 5 minutos para el desprendimiento
de los espermatozoides. La suspension se filtr6 a través de una malla de lycra estéril
de 20 ym, se realizaron enjuagues del picado con 500 uL de solucion Ringer, para
filtrar el remanente de material bioldgico y separar el fluido con espermatozoides del
tejido epididimario. Los espermatozoides obtenidos se lavaron mediante
centrifugacion a 500 G durante 5 minutos, por cada lavado se elimind el
sobrenadante y el boton de espermatozoides se resuspendié en 1000 uL de
solucion Ringer a 36 °C. La suspension final del lavado de los espermatozoides de
cada region del epididimo fue considerada para realizar la determinacién
espermatica, los valores reportados fueron expresados con respecto al total de los

espermatozoides presentes en 1 mL de soluciéon Ringer.

Determinacion de la calidad espermatica
Todas las muestras obtenidas de cada una de las tres regiones del epididimo
del grupo control y de cada grupo experimental se montaron en sus respectivas

laminillas y se evaluaron en un microscopio éptico Olympus BX 51 (Tokio, Japén);
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Se determiné la concentracion, vitalidad y morfologia, de acuerdo con los criterios

gue establece el manual de la OMS (2010) como se describe a continuacion:

Concentracion espermatica

Se realizé una dilucion 1:50 v/v en tubos Eppendorf de los espermatozoides
obtenidos y lavados con agua destilada (se colocaron 980 uL de agua destilada y
20 uL de la muestra de espermatozoides). Para el conteo se utilizé una camara de
Neubauer donde se coloco en cada lado una alicuota de 10 pL de la dilucion de
espermatozoides-agua (dilucién 1:50), se dejo reposar 1 minuto. El conteo se realizé
por ambos lados de la camara mediante un microscopio 6ptico Olympus BX 51
(Tokio, Japdn).

Primero se contabilizé el nUmero de espermatozoides presentes en el primer
cuadro superior izquierdo de la camara. De acuerdo con el numero de
espermatozoides contados en el primer cuadro superior fueron los cuadros a contar

de la camara de Neubauer (tabla 1).

Tabla 1. Relacion de espermatozoides contados en el primer cuadro de la camara con
respecto al nimero de cuadros a contar

Numero de espermatozoides Numero de cuadros evaluados del cuadro
contabilizados en el cuadro superior central de la camara
izquierdo
< 10 espermatozoides 25 cuadros
10-40 espermatozoides 10cuadros
> 40 espermatozoides 5 cuadros

Se contabilizaron 5 cuadros de cada lado de la camara. La concentracion de
espermatozoides se expresa en millones/MI|, para lo cual se obtuvo la media del
conteo de ambos lados de la camara y se dividio entre el factor de conversion

correspondiente (tabla 2).
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Tabla 2. Factores de conversion para obtener el nUmero de espermatozoides

Dilucién utilizada NUmero de cuadros contados
(semen + diluyente 25 cuadros 10 cuadros 5 cuadros
1:50 2 0.8 0.4

Vitalidad espermatica

Se colocaron 5 L de solucidon de eosina-nigrosina en un portaobjetos (previamente
rotulado) y 5 uL de la muestra de espermatozoides, se mezclaron y después se
realizé un frotis a lo largo del portaobjetos, se dej6 secar a una temperatura de 36.5
°C sobre una termoplatina. Se observo el frotis en un microscopio 6ptico Olympus
BX 51 (Tokio, Japo6n), a 40X y se contabilizaron 100 espermatozoides. Los
espermatozoides vivos no presentan tincién y los espermatozoides muertos se
tiferon de color rosado. El nimero de espermatozoides vivos se representé en

porcentaje de vitalidad.

Morfologia espermética

Se tom6 una alicuota de 10 pL de la muestra de espermatozoides, se colocé
en un portaobjetos (previamente rotulado) y se realiz6 un frotis a lo largo del
portaobjetos. Se dej6é secar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se continué
con la tincion de las muestras mediante el kit Spermform. Primero se colocaron en
medio fijador durante 3 minutos, después se colocaron en el colorante A durante 2
minutos, colorante B durante 4 minutos, se enjuag6 con agua destilada y se dej6
secar.

La determinacion de las categorias de morfologia espermatica se realizé
siguiendo los criterios de la OMS (2010). Se observé en un microscopio 6ptico
Olympus BX 51 (Tokio, Japon) a 40X donde se consider6 la muestra como
teratozoospérmica si presentaba mas de un 85% de espermatozoides anormales.

Los espermatozoides de la rata deben presentar una cabeza en forma de
gancho, en caso de presentar forma acintada, piriforme, vacuolada, cabezas dobles

0 combinaciones entre éstos, se considera anormalidad.
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La pieza intermedia debe ser delgada, representar menos de la tercera parte
del ancho de la cabeza y debe estar alineada con el eje longitudinal de la cabeza.
El flagelo no debe presentar gotas citoplasmaticas, no debe presentar

dobladuras, roturas, ni horquillas o enrollamientos.

Cuantificacién de T en suero

A los individuos se les practicé eutanasia por decapitacion y se recuperé la
sangre del cuerpo en tubos (BD Vacountainer SST, México. CDMX.) con gel de
separacion; se centrifugé durante 15 minutos a 3000 rpm y se recupero el suero
para determinar la concentracion de T mediante la técnica de ELISA (DRG® Free
Testosterone EIA-1559, Estados Unidos), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El kit DRG Free Testosterone ELISA consta de un ensayo ligado a
enzimas en fase solida (ELISA). Cada pocillo de microtitulacion esta recubierto con
un anticuerpo dirigido hacia un sitio antigénico en la molécula de la T, de tal manera
que la T enddgena de las muestras compite con un conjugado de T peroxidasa de
rabano (T-HRP) para unirse al anticuerpo recubierto. Posteriormente a la
incubacion, el conjugado no unido se elimind mediante lavado. La cantidad de
conjugado de peroxidasa unida es inversamente proporcional a la concentracion de
T libre de la muestra. Las muestras se trabajaron por duplicado y se tomé lectura
con un espectrofotometro a una densidad Optica a 450 nm. Posterior a la adicion de
la solucidon de sustrato, la intensidad de color que se obtiene es inversamente
proporcional a la concentracién de T de la muestra, esto se cuantific6 mediante una

curva estandar.

8. Analisis estadistico

Para todos los parametros analizados y reportados se obtuvieron la media +
error estandar de la media (EEM), posteriormente se analizaron los datos mediante
ANOVA de una sola via para cada parametro seguida de prueba post hoc de Tukey.
Se consider6 un valor de significancia de p< 0.05.
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9. RESULTADOS

Peso y talla corporal

En la tabla 3 se muestran los pesos corporales y tallas del grupo control y de
cada grupo experimental. Al inicio del tratamiento los animales del grupo control y
de cada grupo experimental en la primera semana de vida mostraron un peso de
8.5 £ 0.22 g. Sin embargo, cuando se inici6 el tratamiento para el grupo Cd (dia 35
de vida), conforme transcurrio el tiempo de la administracién de 2 mg/kg de CdCl;,
los animales presentaron una disminucion significativa (p< 0.05), en comparacion
con los grupos control, Zn y el de Zn+Cd. Durante las siguientes semanas de
tratamiento con Cd, en el dia 90 de vida, los pesos corporales de los animales de
igual manera presentaron una disminucion significativa (p< 0.05) en comparacién
con los grupos control, Zn y Zn+Cd. Los grupos de Zn y Zn+Cd en cuanto al peso
corporal, no mostraron diferencias significativas. Asi mismo en cuanto a la talla, los
animales del grupo Cd presentaron una disminucion significativa en comparaciéon
con el grupo control. Los grupos Zn y Zn+Cd no presentaron diferencias
significativas en la talla.

Tabla 3. Pesos corporales de los grupos estudiados

Edad (dias) Pesos corporales (g)
Control Cd Zn Zn+Cd

7 8.5+0.22 8.5+ 0.22 8.5+ 0.22 8.7+0.21

21 47 £0.71 48 +0.22 49 + 0.54 49 +0.42

35 138 £2.7 137+2.4 151 + 2.8%° 149 + 2.0%
56 283+4.5 251 +1.6% 282 + 4.5° 283 + 4.0
90 466 + 10 426 +5.02 447 + 13 452 +5.5

Talla (cm)
90 47 £ 0.57 45 +0.312 46 + 0.40 46 +0.21

Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo.

8p< 0.05 control vs grupos Cd, Zny

Zn+Cd; bp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de Tukey.
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indice somatico testicular

En la figura 8 se muestra el indice somatico testicular de los animales del
grupo control y de cada grupo experimental. Se observé una disminucion
significativa (p< 0.001) en el indice somatico del testiculo de ratas expuestas a Cd
en comparacion con los grupos control, Zn y Zn+Cd. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en el indice somatico testicular de los grupos de Zn y

Zn+Cd en comparacion con el grupo control.

indice somatico testicular
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Grupos experimentales
Figura 8. indice somatico testicular. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo. 2p<
0.05 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; bp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de
Tukey.

indice somatico epididimario

En la figura 9 se muestra el indice somatico epididimario de los animales del
grupo control y de cada grupo experimental. Se observdé una disminucion
significativa (p< 0.001) en el indice somatico del epididimo de ratas expuestas a Cd
en comparacion con los grupos control, Zn y Zn+Cd. No se observaron diferencias
significativas en el indice somatico epididimario de los grupos de Zn y Zn+Cd en

comparacién con el grupo control.
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indice somatico epididimario

0.15-
b ® Control
° b x>
o e =
A A 7n
0.10- * Zn+Cd
[0}
i)
Z a
- |
0.05 l.
(R |

Grupos experimentales
Figura 9. indice somatico epididimario. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo.
4p< 0.01 control vs grupos Cd, Zn'y Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida
de Tukey.

indice de maduracion del epitelio seminifero (indice de Johnsen)

En la figura 10 se muestra el indice de Johnsen el cual indica el grado
maduracién del epitelio seminifero (Anexo 1) del grupo control y de cada grupo
experimental. En el grupo Cd se presentdé una disminucion significativa (p< 0.001)
en comparacion con los grupos control, Zn y Zn+Cd en la maduracion del epitelio
seminifero, considerando que en el grupo de Cd no se presentd espermatogénesis
y escasas células somaticas, obteniendo asi la puntuacion mas baja del indice de
maduracion. Enlos grupos Zn y Zn+Cd no presentaron diferencias significativas en
comparacion con el grupo control, considerando que los tres grupos presentaron
tubulos seminiferos con una maduracion adecuada, donde se observa una
espermatogénesis completa con los distintos tipos de células germinales y células

somaticas que comprende un epitelio seminifero maduro.

49



15+ indice de Johnsen

e Control
m Cd
b b A In
c 104 ° ° AAAAAAA Ak Ak *  Zn+Cd
© ":'J_E" AAAAAAA —kk
8 o oo A T e
2
C
>
a
5_.
a
(1]
I
O 1 I 1 1

Grupos experimentales
Figura 10. indice de maduracion del epitelio seminifero (indice de Johnsen). Los datos representan
las medias + EEM de n=6 por grupo. 2p< 0.01 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs
grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de Tukey.

indice histopatoldgico testicular

Enlafigura 11 se muestra el indice histopatologico, el cual nos indica el grado
de dafios en el tubulo seminifero (Anexo 1) del grupo control y de cada grupo
experimental. El grupo tratado con Cd presentd un aumento significativo (p< 0.001)
en comparacion con los demas grupos, considerando que el grupo de Cd obtuvo el
puntaje mas alto en dafios histolégicos. Los grupos control, Zn y Zn+Cd, no
presentaron diferencias significativas, debido a que no presentaron ningun dafio

testicular, al mostrar un epitelio seminifero maduro y sano.
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Figura 11. indice histopatoldgico. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo. 2p<

0.01 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de
Tukey.

Analisis histolégico del testiculo

En la figura 12 se muestra el analisis histologico del epitelio seminifero del
grupo control y de cada grupo experimental. En las secciones histolégicas de la
estructura del epitelio seminifero del grupo control (figura 12A) observamos un
epitelio caracterizado por la presencia de diferentes tipos de células germinales en
desarrollo, donde se identificaron espermatogonias (EG), espermatocitos (E),
espermétidas redondas (Er), espermatidas elongadas (Ee), asi como células de
Sertoli (CS), lo que comprende una espermatogénesis completa y un epitelio
seminifero sano.

En las secciones histologicas del grupo Cd (figura 12B), se presentaron
dafios severos que corresponden con una gran descamacion de las células de
Sertoli, vacuolizacion, un contorno irregular, disminucion del diametro del tabulo
seminifero y ausencia de espermatogénesis en comparacion con los grupos control,
Zn y Zn+Cd. En el grupo Zn (figura 12C), los cortes histolégicos del epitelio
seminifero muestran un epitelio seminifero maduro, con la presencia de todos los

tipos de células germinales en desarrollo que comprende una espermatogéenesis
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completa y epitelio seminifero sano. Para el caso del grupo Zn+Cd (figura 12D),
observamos que el Zn protegi6 al epitelio seminifero del Cd, al mostrar un tdbulo
seminifero maduro y sano con espermatogénesis completa y abundantes células
germinales en desarrollo en comparacion con el grupo Cd.

Figura 12. Cortes histolégicos de testiculos de rata. A) grupo control; B) grupo Cd; C) grupo Zn: D),

grupo Zn+Cd. Espermatogonias (EG), espermatocitos (E), espermatidas redondas (Er),
espermatidas elongadas (Ee), célula de Sertoli (CS), contorno irregular (Cl), descamacion celular
(DC), vacuolizacion (V), disminucion del didmetro del tdbulo seminifero (DD), ausencia de

espermatozoides (S/E). Azul de toluidina, 60x. Escala 30 pum.
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Diametro y &rea de tubulos seminiferos

En la tabla 4 se muestra el diametro y el area de los tubulos seminiferos que
infiere la poblacién celular del grupo control y de cada grupo experimental. El grupo
Cd presentdé una reduccion significativa (p< 0.001) tanto en diametro como en el
area con respecto al grupo control y los grupos experimentales. No se presentaron
diferencias significativas entre los grupos control, Zn y Zn+Cd, es decir no

presentaron alteraciones en el diametro y area de los tubulos seminiferos.

Tabla 4. Didmetro y area de tubulos seminiferos

Control Cd Zn Zn+Cd
Diametro de 341+5.9 179 +5.92 356 +5.0° 342 + 4.4°
tibulos
seminiferos
(km)

Area de tubulos 71810 + 2045 13909 + 6562 74494 + 1929° 70108 + 1926
seminiferos (um?)

Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo. 2p< 0.01 control vs grupos Cd, Zny

Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de Tukey.

Analisis histologico del epididimo

En la figura 13 se muestra el analisis histolégico de cada una de las regiones
del epitelio epididimario del grupo control y de los grupos experimentales.

En las secciones histolégicas de la estructura del tibulo epididimario de las
diferentes regiones cabeza, cuerpo y cola del grupo control observamos un epitelio
pseudoestratificado caracterizado por la presencia de los diferentes tipos celulares,
donde se identificaron células basales (Cb), células claras (Cc), las células
principales (Cp) con microvellosidades y gran cantidad de epididimosomas. Se
observé un epitelio sin alteraciones, donde se encontraron los tipos celulares

mencionados, ademas de vacuolizacion, que es una caracteristica que predomina
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en las Cp del epididimo. Asi mismo, se observdO una densa cantidad de
espermatozoides en la luz del tubo epididimario en sus tres regiones.

En el grupo Cd, observamos como el Cd provoco alteraciones en el epitelio
en las tres regiones epididimarias, donde se present6é una enorme desorganizacion
celular, ndcleos aberrantes, un aumento en la vacuolizacion y un epitelio muy
engrosado provocando hiperplasia y atrofia del tubo epididimario lo que reduce el
contorno y el lumen del epididimo, ademas se observd la ausencia de
espermatozoides en el lumen de las tres regiones epididimarias con respecto a los
a los grupos control, Zn y Zn+Cd. En el grupo con tratamiento de Zn, se encontrd
un epitelio sano, no se presentaron alteraciones en las tres regiones epididimarias.
Se observé un epitelio pseudoestratificado con los tipos celulares caracteristicos,
epididimosomas, vacuolizacién en células Cp, ademas de la gran densidad de
espermatozoides en el lumen epididimario. En el grupo de Zn+Cd, se pudo observar
que el Zn protegio el epitelio epididimario, donde en la region de la cabeza y cuerpo
del epididimo se presento6 un epitelio pseudoestratificado con los tipos celulares sin
alteraciones, ligera vacuolizacion y gran densidad de espermatozoides en el lumen
epididimario. Sin embargo, para la region de la cola del epididimo, se presentd un
ligero aumento en el grosor del epitelio en comparacién con el grupo control, asi
mismo un ligero aumento en la vacuolizacion. La densa presencia de
espermatozoides en la region de la cola no se vio afectada en comparacion con el

grupo Cd.
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Figura 13. Andlisis histolégico del epididimo. Control; (A) cabeza, (B) cuerpo, (C) cola. Cd; (D) cabeza, (E) cuerpo, (F) cola. Zn; (G) cabeza, (H)
cuerpo, (I) cola. Zn+Cd; (J) cabeza, (K) cuerpo, (L) cola. Célula principal (Cp); célula basal (Cb); célula clara (Cc); espermatozoides (Epz), sin
espermatozoides (S/Es), epididimosomas (Ep); hiperplasia (Hp), engrosamiento del epitelio (En), nicleos aberrantes (Na), vacuolizacién (V). Azul

de toluidina, 60x. Escala 20 pm.
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Medicién de células principales del epididimo

En latabla 5 se presentan los datos de altura y area de las células principales
de las tres regiones epididimarias del grupo control y de cada grupo experimental.
En el grupo control la altura y el &rea de las células principales fueron disminuyendo
desde la cabeza a la cola del epididimo, esto es caracteristico del epitelio conforme
a la region. Sin embargo, para el grupo de Cd, se presentdé un aumento significativo
(p< 0.001), donde la altura y area de las células principales aumentaron en las tres
regiones epididimarias al compararlos con el grupo control. En el grupo tratado con
Zn presento6 una altura y area similar al grupo control, donde la altura y area fueron
disminuyendo desde la cabeza a la cola del epididimo. Para el caso del grupo
Zn+Cd la altura y area de las células principales fueron disminuyendo de la cabeza
al cuerpo del epididimo, sin embargo, en la regién de la cola, se present6 un ligero
aumento significativo (p< 0.01) en la altura y area en comparacion con los grupos

control y Zn, pero este ligero aumento fue menor en comparacion con el grupo Cd.

Tabla 5. Altura y érea de células principales del epididimo

Control Cd Zn Zn+Cd
Altura (um)
Cabeza 31 +0.80 36 + 0.31a 32 +0.51b 30+0.87°
Cuerpo 28 +0.59 32 +0.382 27 £0.30° 27 £ 0.65°
Cola 15+ 0.51 34 +0.54a 14 + 0.36b 28 + 0.28%¢
Area (um2)
Cabeza 343+8.6 438 + 172 328 +11° 316 + 11°
Cuerpo 304 £6.2 402 + 102 313 +4.6° 300 + 8.0°
Cola 118 +3.1 220 + 6.82 129 + 6.1°¢ 182 + 7.3%¢

Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo. p< 0.01 control vs grupos Cd, Zny

Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd; °p< 0.01 Zn vs Zn+Cd ANOVA seguida de Tukey.
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Determinacidén espermética
Concentracion espermatica

En la figura 14 se muestra la concentracion espermatica que se llevé a cabo
mediante el conteo de muestras de los espermatozoides obtenidos de cada una de
las regiones del epididimo del grupo control y cada grupo experimental. Se observé
una disminucion significativa (p< 0.001) en el grupo Cd debido a la ausencia total
de espermatozoides en las tres regiones del epididimo en comparacion con las
regiones del epididimo de los grupos control, Zn y Zn+Cd. Para los grupos Zn y
Zn+Cd, la concentracién espermatica en las tres regiones del epididimo no presentd
diferencias significativas en comparacién con el grupo control. Se observé que en
el grupo de Zn+Cd la concentracién espermatica aumento significativamente (p<

0.001) en las tres regiones epididimarias con respecto al grupo Cd.
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Figura 14. Concentracion espermatica de las tres regiones (A) cabeza, B) cuerpo y C) cola) del
epididimo de rata de los grupos experimentales. Los datos representan las medias + EEM de n=6
por grupo. #p< 0.01 control vs grupos Cd, Zny Zn+Cd; ®p< 0.001 Cd vs grupos Zny Zn+Cd. ANOVA
seguida de Tukey.
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Vitalidad espermatica

En la figura 15 se muestra la vitalidad espermatica del grupo control y de
cada grupo experimental. En la evaluacion del porcentaje de vitalidad espermética
observamos que el grupo Cd presenté una disminucion significativa (p< 0.001) al no
presentar espermatozoides en ninguna de las tres regiones del epididimo en
comparacion con los grupos control, Zn y Zn+Cd. Se observo en el grupo de Zn un
porcentaje de vitalidad en las tres regiones epididimarias similares al del grupo
control, mientras en el grupo de Zn+Cd se pudo observar que el Zn aumenta
significativamente (p< 0.001) la vitalidad con respecto al grupo tratado Unicamente
con Cd, ademas mantuvo este parametro similar a los del grupo control y grupo Zn
en las regiones de la cabeza y cuerpo del epididimo, sin embargo, en la regién de
la cola present6 una disminucion significativa (p< 0.05) en comparacion con el grupo

control y grupo Zn.
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Figura 15. Vitalidad espermética de las tres regiones (A) cabeza, B) cuerpo y C) cola) del epididimo

de rata de los grupos experimentales. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo.
4p< 0.01 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd; °p< 0.01 Zn vs

Zn+Cd. ANOVA seguida de Tukey.
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Morfologia espermatica

En la figura 16 se muestra la morfologia espermatica del grupo control y de
cada grupo experimental. El grupo Cd, al no presentar espermatozoides en ninguna
region del epididimo se evalu6 como disminucion significativa (p< 0.001) en
comparacion con el grupo control y los demas grupos experimentales. En cuanto al
grupo Zn no se presentaron diferencias significativas en comparacion con el grupo
control en las tres regiones epididimarias. Sin embargo, el grupo, Zn+Cd, presentd
un aumento significativo (p< 0.05) en anormalidades morfolégicas en comparacion
con los grupos control y Zn, estas alteraciones s6lo se observaron en la region de

la cola del epididimo, de las cuales las mas frecuentes fueron flagelos contorneados.
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Figura 16. Morfologia espermatica de las tres regiones (A) cabeza, B) cuerpo y C) cola) del epididimo

de rata de los grupos experimentales. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo.
4p< 0.01 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; bp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd; °p< 0.01 Zn vs
Zn+Cd. ANOVA seguida de Tukey.
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Concentracion de testosterona en suero

En la figura 17 se muestran las concentraciones séricas de T a los 90 dias de
vida del grupo control y de los grupos experimentales. Los resultados mostraron una
disminucion significativa (p< 0.001) en la concentracion de T en el grupo tratado con
Cd comparandolo con el grupo control. En cuanto al grupo de Zn, no se presentaron
diferencias significativas con respecto al grupo control, mientras para el grupo de
Zn+Cd se observé que el Zn mantuvo las concentraciones de T similares a las de
los grupos control y Zn, y presentd un aumento significativo con respecto al grupo
de Cd (p< 0.001).
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Figura 17. Concentracion de T. Los datos representan las medias + EEM de n=6 por grupo. 2p<

0.01 control vs grupos Cd, Zn y Zn+Cd; Pp< 0.001 Cd vs grupos Zn y Zn+Cd. ANOVA seguida de
Tukey.
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10. DISCUSION

El presente estudio se realiz6 con el fin de investigar las funciones
protectoras del Zn contra la toxicidad que causa el cadmio en el testiculo y en el
epididimo. La administracién de Cd (2 mg/kg p.c.) a partir del dia de vida 35 al 56
gener0 alteraciones en los pesos corporales, testiculares y epididimarios; en el
testiculo alteré la estructura, provocando disminucion del diametro de los tabulos
seminiferos y desprendimiento de células de Sertoli, a tal grado que la
espermatogénesis no prosiguié. En todo el epididimo provocé desorganizacion del
epitelio, hiperplasia cribiforme y de igual manera ausencia de espermatozoides en
el lumen, ademas redujo la sintesis de T. En los animales tratados previamente con
Zn (4 mg/kg p.c) desde el dia de vida 7 y posteriormente administrados con Cd (2
mg/kg) a partir del dia de vida 35, se observaron los efectos de proteccion al no
presentar reduccion de los pesos tanto corporal como testicular y epididimario, se
presento el epitelio seminifero sano y con espermatogénesis completa. En el epitelio
epididimario no se presento alteraciones histologicas, a excepcion en la region de
la cola donde hubo un incremento de la altura del epitelio y los espermatozoides
alojados en esta region tuvieron una disminucion significativa en la vitalidad y

morfologia. Ademas, las concentraciones de T no se vieron afectadas.

El Cd puede interactuar con diversas proteinas y enzimas debido a la similitud
con otros metales (Thévenod et al., 2020), siendo su principal mecanismo de dafio
su mimetismo iénico y molecular para poder ocupar los sitios de union en diferentes
moléculas (Bridge & Zalupus 2005; Thévenod et al., 2019). Por tal razon, el Cd
puede provocar dafos en el organismo, incluyendo el sistema reproductivo

masculino, como testiculo y epididimo.

El presente estudio, demuestra que la exposicion a 2 mg/kg de CdCl2 via i.p.
a partir del dia 35 de vida, reduce significativamente el peso y talla corporal de los
individuos. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Wang et al. (2020)
quienes administraron 2 mg/kg de Cd durante cuatro semanas por via i.p. y

observaron una disminucién significativa de los pesos corporales en la rata. Sin
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embargo, nuestras administraciones se realizaron una vez por semana,
posiblemente el Cd se acumulé en los 6rganos y tejidos lo que se relaciona con los
dafios que indujo este metal como lo reporta Lafuente et al., (2013).

Un estudio realizado por Kawakami et al. (2010) explica que el Cd induce
apoptosis de adipocitos, el tejido adiposo blanco es sensible a la exposicién a Cd,
lo que da como resultado una reduccion significativa del peso del tejido adiposo
blanco que va acompafiado de una reduccién de peso en tejidos y peso corporal.

Por otra parte, en el grupo Cd se presenté una disminucién en la talla de los
animales. Escasos estudios analizan la talla de los animales con exposicién a Cd,
sin embargo, nuestros resultados probablemente se deban a lo reportado por
Rodriguez & Mandalunis, (2016) quienes mencionan que el hueso al ser una
estructura dinamica en constante remodelacién a lo largo de la vida, requiere de
una estricta coordinacion de la sintesis y mineralizacion de la matriz 6sea por los
osteoclastos y osteoblastos. Por lo tanto, cualquier factor que interfiera con la
funcion de estas células, provocard alteraciones en su proceso. EI Cd puede
interferir con la remodelacién del hueso durante el crecimiento, estimulando la
osteoclastogénesis, inhibir la diferenciacion de osteoblastos y provocar una
disminucién en el volumen éseo, lo que se relaciona con una disminucién en la talla
de los animales. Sin embargo, se necesitan mas estudios por analizar los efectos
del Cd y sus mecanismos sobre la reduccion en la talla corporal.

Concerniente a nuestros resultados el grupo de Zn+Cd no presenté
disminucién en los pesos corporales, esto puede deberse a que el Zn es un potente
regulador de la biogénesis como lo reportan Maxel et al. (2015) y Pandurangan et
al. (2016). Ellos indican que un transportador de Zn (ZIP-14) se expresa
especificamente en el tejido adiposo blanco donde juega un papel en su fisiologia,
desde la absorcion de nutrientes y de la proteccion de la apoptosis de adipocitos
ante la exposicion a Cd. El Zn tiene una funcion importante en la modulacién de la
leptina, que es un regulador esencial del equilibrio energético y la ingesta de
alimento mediante la sefalizacion del sistema nervioso central, ademas estudios
indican que el Zn produce ganancia de peso en personas con hemodialisis
(Abdollahi et al., 2020).
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Con respecto a la talla, en el grupo Zn+Cd no encontramos disminuciéon. Se
puede atribuir a que el Zn se encuentra en un 30% en el esqueleto. El Zn actla
como activador o coactivador de proteinas que involucran la homeostasis 6sea, ya
sea en forma de dedos de zinc o grupos de zinc (Huang et al., 2020). Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Boughammoura et al. (2020), quienes
demuestran que el Zn podria intervenir contra la toxicidad de Cd en el tejido 6seo,
mediante distintos transportadores ZIP y ZnT. Kambe et al. (2008) explican que
varios ZnT y ZIP se expresan durante el desarrollo de mamiferos en los
osteoblastos, ameloblastos y odontoblastos, lo que indica que el Zn esta
sumamente relacionado con la formacion y remodelacion 6sea. Por ejemplo, ZIP1
regula la estimulacion de la osteogénesis y suprime la osteoclastogénesis. De esta
manera el Zn es un elemento esencial para el desarrollo, crecimiento éseo, para su

regeneracion y homeostasis.

En nuestro estudio, el Cd redujo significativamente los pesos testiculares y
epididimarios. El Cd afecta a los 6rganos reproductivos como lo demostraron
Hernandez-Rodriguez et al. (2021), quienes administraron 1 mg/kg Cd desde el
primer dia de nacimiento hasta los 35 y 49 dias de vida, y observaron que
disminuyeron los pesos del testiculo y del epididimo. En el presente estudio, la dosis
de 2 mg/kg a partir del dia de vida 35, el testiculo y epididimo presentaron
disminucién de peso como en los estudios reportados por Liu et al. (2016) y con
dosis mas altas de 2.5 mg/kg de Cd como lo reporta Sadik, (2008), quienes sefalan
que el Cd al reducir el peso de érganos reproductivos, conduce a dafios severos en
cuanto a su estructura y funcion.

La disminucion de peso de los érganos reproductivos en nuestros resultados
puede atribuirse a los cambios degenerativos que se presentaron en el epitelio
seminifero y epididimario. de Souza-Predes et al. (2010) indican que cuando hay
una gran pérdida de células del epitelio seminifero se puede observar una fuerte
reduccion de los parametros morfométricos, como el peso del testiculo y el diametro
de los tubulos seminiferos, esto concuerda con nuestros resultados donde se

observo la pérdida del epitelio seminifero y de la actividad espermatogénica,
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ademas que se relaciona con la disminucién del diametro de los tubulos seminiferos
lo cual provoca una disminucion del peso testicular. En cuanto al epididimo, la
reduccion del peso pudo deberse a la ausencia de espermatozoides lo que provocé
que el epididimo se plegara sobre si mismo ocasionando aspecto cribiforme, y que
se relaciona con las alteraciones en la funcion del epididimo como lo reportan
Kempinas & Klinefelter, (2014). Esta disminucién de peso en el testiculo y epididimo
se asocia con dafos histolégicos observados en nuestros resultados.

En el grupo de Zn+Cd, el peso testicular y epididimario no presentaron
diminucion de peso, lo que indica el papel protector del Zn, donde la histologia del
testiculo y epididimo no se vieron afectadas, asi como la presencia de
espermatozoides, lo que influyé en mantener los pesos de ambos 6rganos, estas
descripciones histologicas y funcionales donde el Zn tuvo efectos favorables se

describen mas adelante.

El Cd puede provocar atrofia testicular, disminucion del diametro de tubulos
seminiferos, y detencién de la espermatogénesis, pérdida de células germinales,
ademas de provocar dafos al epitelio epididimario, como aumento de vacuolizacion,
edemas y hemorragias, como lo reportan previos estudios (El-Maraghy & Nassar,
2011; Abarikwo et al., 2018; Mahmoudi et al., 2018). Lo cual concuerda con nuestros
resultados, donde el grupo Cd mostro6 valores bajos en el indice de maduracion del
epitelio seminifero, al detenerse el proceso de espermatogénesis. Esto puede
deberse al dafio que observamos en los analisis histologicos, donde el Cd provocé
atrofia en el testiculo, descamacion de las células de Sertoli, vacuolizacion epitelial,
contorno irregular y disminucion en el diametro de los tubulos seminiferos.

Estos dafios observados, posiblemente se deban al estrés oxidante que el
Cd puede provocar tomando en cuenta que el testiculo es un érgano blanco de este
metal téxico (Bhashir et al., 2019; Shi & Fu, 2019). De manera que, al ingresar el Cd
tanto en el epitelio testicular como epididimario, ya sea directamente al permear las
barreras hematicas, o por distintos canales y/o transportadores, el Cd
probablemente provoc6 un aumento de EROS, lo que llevo al estrés oxidante como
lo reportan Wang et al. (2011), Minutoli et al. (2015) y Thévenod et al. (2019). Las
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células de Sertoli, quienes brindan diversos factores para la maduracion de las
células germinales (Ramos-Trevifio et al., 2018), fueron blanco del Cd al ejercer sus
efectos toxicos por interrumpir las uniones estrechas en estas células. Debido a que
las proteinas que conforman la BHT son vulnerables a los efectos del Cd (Siu et al.,
2009), de manera que al permear la BHT, tanto las células de Sertoli y las células
germinales estan expuestas al dafio que induce el Cd como lo reportan Zhang et al.
(2010). Esto podria explicar la descamacion de las células de Sertoli y la pérdida de
células germinales en nuestro estudio.

Por otra parte, en el grupo de Zn+Cd, el Zn tuvo un efecto protector sobre el
epitelio seminifero, favoreciendo una espermatogénesis completa, se ha
demostrado que el Zn evita la desorganizacion de los tubulos seminiferos,
ejerciendo funciones protectoras ante los dafios testiculares provocados por el Cd,
ademas de inducir el aumento de células espermatogénicas (Babaknejad et al.
2018; Mohamed & Abdelrahman, 2019).

El Zn es importante para las enzimas antioxidantes como la Cu/Zn-SOD, en
la cual actiia como un cofactor para su actividad. Ademas, el Zn actiia como defensa
de los grupos tiol y sulfhidrilo al interactuar con ellos e inhibir la generacién de
radicales libres. Estudios previos demuestran que la administracion de Zn induce el
aumento de MT, las cuales son las responsables de la captacién de Cd, para evitar
asi la interaccion del Cd con proteinas y evitar la produccion descontrolada de
EROS como lo reportan Polykretis et al. (2019). Anjum et al. (2016) sefialan que el
Zn disminuye los dafios por lipoperoxidacion en el testiculo por exposicion a Pb. De
manera que el Zn es un metal activo que puede brindar proteccion ante los dafios
oxidantes. Posiblemente estos mecanismos podrian explicar el papel del Zn en la
proteccion del epitelio seminifero en nuestros resultados.

Se ha demostrado que el endotelio vascular es uno de los principales tejidos
diana a la toxicidad del Cd (Marettové et al., 2010; Pérez Diaz et al., 2019). El Cd
dana la arteria espermatica interna con las ramas testiculares y del epididimo,
ademas del plexo pampiniforme (Gunn et al., 1963). De esta manera, aumenta la
permeabilidad de los vasos sanguineos, provocando la fuga de liquido hacia el

intersticio, provocando edema, hemorragia, hipoxia, inflamacion, lo que conduce a
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necrosis testicular o epididimaria (Prozialeck et al., 2006, 2008). Ademas, el Cd
provoca dafio en las células endoteliales donde ocurre un efecto directo en las
uniones adherentes entre las células endoteliales de los vasos, induce alteracion
sobre la expresion y funcion de la molécula de adhesion celular dependiente de Ca
conocida como cadherina endotelial vascular (cadherina- EV), y provoca una
reorganizacion del citoesqueleto de actina (De Angelis et al., 2017). Estos estudios
concuerdan con los que observamos en nuestros resultados, donde se observé un
dafio severo en el endotelio vascular de ambos organos, donde el Cd indujo
desprendimientos, hemorragia y necrosis testicular y epididimaria.

En nuestro estudio, el Zn tuvo efectos favorables sobre el endotelio vascular
del testiculo al no presentar desprendimiento vascular, hemorragias o edemas en el
intersticio. Esto puede deberse al suministro previo de este elemento, y su
incorporacion al 6érgano mediante transportadores de Zn como el ZIP8, el cual se
expresa en células endoteliales vasculares del testiculo. Sin embargo, existe
controversia sobre este transportador, debido a que se ha considerado que puede
ser un potenciador en la captacion de Cd, ademas de que se expresa
considerablemente en cepas sensibles al Cd y no en cepas de animales resistentes
al Cd como lo reportan Dalton et al. (2005). Por lo que la competencia del Zn con el
Cd por estos transportadores podria ser un posible mecanismo de proteccion en el
endotelio vascular del testiculo. No obstante, se necesitan mas estudios sobre los
posibles mecanismos del Zn en el endotelio vascular testicular ante el dafio causado
por Cd.

En nuestro estudio, el Cd provoco dafios en la estructura del epididimo, con
un aumento significativo en el grosor del epitelio, provocando alteraciones
hiperplasicas y cambios estructurales, en conjunto con una disminucion del lumen
epididimal en las tres regiones, ademas de la desorganizacion celular y un aumento
de vacuolizacion en el epitelio. Lamas et al. (2017) y Hernandez-Rodriguez et al.
(2021) sugieren que el Cd al atravesar la BHE, puede inducir el aumento de EROS,
provocando estrés oxidante, lo que conlleva a dafios en el epitelio y los

compartimentos celulares. Abarikwo et al. (2018) demostraron que el Cd reduce los
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niveles de SOD, CAT y GPXx, lo que conlleva al aumento de estrés oxidante, y lo que
provoca las alteraciones histolégicas del testiculo y epididimo. El aumento en el
grosor del epitelio epididimario en conjunto a la disminucion del lumen, esta
relacionado con el aumento de vesiculas densas, lo que llega a ocupar gran parte
del citoplasma celular. Ademas, el Cd interfiere con las adhesiones celulares,
provocando la desorganizacion celular en el epitelio como lo reportan Lamas et al.
(2017).

De Grava Kempinas & Klinefelter (2015), describen que estas alteraciones
hiperplasicas provocan cambios cribiformes, que llegan al plegamiento del érgano.
Estos cambios se asocian a toxicidad por algunos metales pesados como el Cd, y
que a su vez el plegamiento puede deberse a una respuesta secundaria a la falta
de espermatozoides y liquido luminal, y que provoca un microambiente alterado.
Ademas, estas alteraciones pueden relacionarse a la falta de androégenos. Por lo
tanto, en nuestro estudio, la ausencia de espermatozoides en el lumen epididimario
podria explicar el cambio cribiforme asociado a la disminucion del lumen epididimal
y que el dafo generado en el epitelio, donde posiblemente el Cd atraveso6 la BHE,
influyendo en la desorganizacion epitelial al interferir con las adhesiones celulares
e incrementar la vacuolizacion. Sin embargo, no hay una causa definitiva que pueda
explicar con exactitud los cambios cribiformes del epididimo.

Por otra parte, en este proyecto, en los animales tratados con Zn+Cd
encontramos efectos benéficos del Zn consistieron en proteger al epitelio
epididimario en la region de la cabeza y del cuerpo al no presentar dafio estructural,
desorganizacion del epitelio ni reduccién en el lumen y donde la presencia de
espermatozoides en la luz epididimal es un indicador que confirma el efecto
protector del Zn.

El epididimo es un 6rgano rico en concentraciones de Zn, por lo tanto, su
funcion en el mantenimiento de la BHE y en la funcion secretora de las células
epiteliales se ven reflejados por la presencia de Zn. La mayoria de las proteinas que
el epididimo secreta dependen de Zn para su funcionalidad. Los epididimosomas
requieren de Zn para potenciar la interaccién con los espermatozoides y que estos

puedan adquirir las proteinas necesarias para su maduracion, ademas de las
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enzimas antioxidantes que requieren al Zn como cofactor para su funcionalidad
como lo reportan Babaknejad et al. (2017), Sullivan et al. (2017). Estas funciones y
mecanismos podrian explicar el efecto de proteccion que el Zn brindé en la cabeza
y cuerpo del epididimo en nuestro estudio.

Sin embargo, en la region de la cola del epididimo, Lamas et al. (2017),
describen que el aumento del grosor en esta zona podria deberse al esfuerzo por la
respuesta antioxidante, en la cual parece no ser del todo suficiente para reparar el
dafio que se puede dar durante el almacenamiento de los espermatozoides ante el
estrés oxidante provocado por el Cd. La actividad secretora del epitelio epididimario
se pudo ver forzada a los cambios metabdlicos en el compartimento luminal, lo que
acelero el intento por restaurar los pardmetros y proporcionar la sobrevivencia de
los espermatozoides. Wu et al. (2020), demostraron que los efectos adversos a
largo plazo del estrés oxidativo en el epididimo y los espermatozoides de rata se
presentan con mayor frecuencia en la region de la cola del epididimo. Esto podria
explicar el aumento en la altura del epitelio en la region de la cola del epididimo de
nuestros resultados. Probablemente la acumulacion de Cd en esta region y la
presencia de Zn llevé a la competitividad en el ingreso a las células y en los sitios
de unién de enzimas. Un estudio mas a detalle podria dilucidar el mecanismo por el
cual esta regién present6 este aumento del epitelio.

En nuestro estudio los parametros espermaticos de las tres regiones del
epididimo (cabeza, cuerpo y cola) en el grupo de Cd se deterioraron
significativamente ya que los dafios que el Cd indujo en el testiculo, la reduccion de
los tubulos seminiferos y la descamacion de las células de Sertoli, alteraron la
espermatogénesis, por lo tanto, no se observo la presencia de células germinales
de ningun tipo, ni espermatozoides en el lumen del tibulo seminifero, y esta
ausencia de espermatozoides se vio reflejada en las tres regiones del epididimo.
Hernandez-Rodriguez et al. (2021) reportan que, en animales con dosis diarias de
0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg de Cd via i.p. del dia de vida 1 al 49, presentaban
espermatozoides en las tres regiones epididimarias, la concentracion y vitalidad
espermatica disminuyeron en las dosis mas altas. Sin embargo, no fue nuestro caso

donde las dosis (una vez por semana) de 2 mg/kg de Cd via i.p. a partir del dia 35
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al 56 de vida, provoco dafios severos en testiculo y epididimo con ausencia de
espermatozoides.

La ausencia de espermatozoides en nuestro estudio podria explicarse a que
el Cd probablemente indujo un aumento de EROS, lo que provoca estrés oxidante,
gue conlleva a dafios en los testiculos como lo reportan Elmallah et al. (2017). El
Cd al inducir el estrés oxidante, conlleva a la lipoperoxidacién a la cual los
espermatozoides son un blanco debido a que contienen abundantes acidos grasos
polinsaturados, y su oxidacion se relaciona con una disminucién en los parametros
espermaticos o muerte celular por apoptosis (Adamkovicova et al., 2016).

En el testiculo, la apoptosis es altamente regulada y fundamental para llevar
a cabo el proceso normal de la espermatogénesis y mantener asi el potencial de
fertilizacion (Bhardwaj et al., 2021). La presencia de Cd puede interrumpir la
regulacion de este proceso, ya que se ha demostrado que el Cd induce apoptosis
testicular en la rata (Amanpour et al., 2020), describiéndose condensacion de
cromatina, degeneracion de organulos citoplasmaticos, fragmentacion del ADN vy
aumento en la actividad de caspasa-3y 9 (Wang et al., 2011).

La via apoptotica mediada por estrés del reticulo endoplasmatico es otro
efecto inducido por el Cd. La regulacion al alza de caspasas-3,7,8,9 y de genes
proapoptoticos (Bid, Bax, Bim, Bak) y una regulacion a la baja del gen antiapoptético
(Bcl-2) por el Cd, induce la apoptosis de células germinales (Alkhedaide et al., 2016;
Elmallah et al., 2017; Dai et al., 2019; Amanpour et al., 2020). Estos estudios
podrian explicar nuestros resultados, donde suponemos que la ausencia de células
germinales y de espermatozoides pudo deberse posiblemente al estrés oxidante y
a la apoptosis celular que el Cd induce, tal y como lo reportan los estudios de
Rajendar et al. (2011), Ji et al. (2013) y Amanpour et al. (2020), en donde observaron
que los tubulos seminiferos presentaron contraccion, apoptosis en células
somaticas y germinales por la administracién de Cd, y un incremento en los niveles
de EROS y lipoperoxidacion.

En el epididimo, la exposicion a Cd también perturba las uniones celulares
de la BHE, estos dafios conllevan a una maduracion alterada de los

espermatozoides (Adamkovikova et al., 2014).
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La acumulacion de Cd en el epididimo conduce a dafios morfologicos y
apoptosis en células epiteliales y en los espermatozoides (Machado-Neves, 2021).
Al igual que en el testiculo, el Cd regula al alza genes Bcl-2, bax, Cytc, Caspas-3 y
-9 en el epididimo, desencadenando la apoptosis via mitocondrial, ademas de
también regular al alza la expresion de factores relacionados con la via de
inflamacion NF-kB (Zhang et al., 2021).

El papel del epididimo en la proteccion de los espermatozoides ha sido un
tema de importancia, debido a que los espermatozoides son susceptibles al dafio
oxidativo (Noblanc et al., 2012). El epididimo se ve obligado a poder otorgarle la
magquinaria necesaria para su supervivencia, es por lo que el epididimo cuenta con
una gran bateria de sistema antioxidante, entre ellos la SOD, CAT, GPx, GSH,

tiorredoxinas, peroxirredoxinas, entre otros (O-Flaherty et al., 2019).

Por el contrario, en nuestro estudio, el grupo de Zn+Cd, consideramos que el
Zn al proteger el epitelio seminifero como mencionamos anteriormente, influyé en
los parametros de la concentracion, vitalidad y morfologia espermatica del
epididimo. Esto concuerda con estudios previos donde Babaknejad et al. (2017) y
Chemek et al. (2018) describen que el Zn redujo los dafos causados por el Cd, tanto
en el tamafio del testiculo como en las alteraciones histologicas testiculares,
epididimarias y en los parametros espermaticos. Sin embargo, nuestro estudio al
administrar previamente con Zn, los resultados mostraron efectos protectores, al
prevenir los dafios que el Cd podria causar en los epitelios tanto del testiculo como
del epididimo, y esa proteccion se vio reflejada en una mejora de los parametros
espermaticos.

Los efectos del Zn pueden atribuirse a que es muy importante durante el
proceso de la espermatogénesis, donde actia como factor de transcripcion en las
proteinas de dedos de zinc para iniciar la espermatogénesis. Ademas de su
requerimiento en las células germinales, como en la meiosis de los espermatocitos.
Durante la espermiogénesis, en las Ultimas etapas de diferenciacion, el Zn se
incorpora al nucleo de las espermatidas, asociandose con las protaminas para

formar puentes de Zn y de esa manera poder estabilizar la cromatina para
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finalmente dar origen a los espermatozoides, como lo reportan Yamaguchi et al.
(2009).

Por lo tanto, la accién del Zn en la espermatogénesis, se vio comprometida
con la presencia de espermatozoides en nuestro estudio, en las tres regiones del
epididimo, la concentracibn espermatica tuvo un aumento significativo en
comparacion al grupo de Cd, esto posiblemente debido al papel importante que
juega el Zn contra la muerte celular por apoptosis (Roscioli et al., 2013). Hemos
abordado que las células germinales deben pasar por varios procesos para
convertirse en espermatozoides y se ha demostrado que la deficiencia de Zn esta
relacionada con el aumento de apoptosis en células de Sertoli, células de Leydig,
disminucién en el volumen testicular, reduccién en el nimero de células germinales
que no llegan a convertirse en espermatozoides, lo que se relaciona con una
disminucién en el conteo espermatico como lo reportan Asadi et al. (2017) y Xiong
et al. (2021).

El aumento en los niveles de EROS es otra causa de apoptosis de células
germinales (Vickram et al., 2021). Se ha reportado que el Zn modula el sistema
antioxidante en los testiculos para mantener la espermatogénesis, reduciendo los
niveles de EROS y apoptosis en animales tratados con tetracloruro de carbono
(Chen et al., 2020).

Pourhassanali et al. (2016) y Xiong et al. (2021) sugieren que el Zn regula la
apoptosis mediante la expresion de genes y proteinas como Bax, Bcl-2 y caspasa-
3, sin embargo, los mecanismos moleculares especificos aun no se comprenden
claramente, por lo que se requieren de mas estudios para abordar los mecanismos
por el cual el Zn modula la funcion antiapoptotica.

La vitalidad espermatica en nuestros resultados tuvo un incremento en las
tres regiones del epididimo en comparacion con el grupo de Cd. Un estudio reciente
demuestra que los niveles de expresidon de transportadores ZIP-12 en
espermatogonias y espermatozoides son mas altos comparados con otros tipos
celulares. ZIP-12 tienen la funcidon de mantener la homeostasis del Zn intracelular y
de inhibir el aumento del estrés oxidativo en la viabilidad de las espermatogonias y

espermatozoides durante la espermatogénesis y durante el recorrido en el
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epididimo y de esta manera contrarrestar la disminucion de la fertilidad masculina
como lo reportan Zhu et al. (2022). El Zn puede proteger a los espermatozoides al
interactuar en la membrana, proporcionandole una capa de recubrimiento mediante
la union de grupos sulfhidrilos en las proteinas, otorgandole estabilidad y fluidez
para aumentar el potencial fertilizante (Li et al.,2017).

Otra posible explicacién de nuestros resultados es que el Zn ademas de
actuar como cofactor de la Cu/Zn-SOD e inducir el aumento de la expresion de las
MT, es necesario para modular la regulacion transcripcional de CAT (Tate et al.,
1997). En un estudio, se implemento el uso de una proteina artificial con funciones
similares a CAT, esta proteina denominada “Tau monomérica” que contienen
grupos tiol (SH), se observé que estos grupos SH interactian con Zn en sus sitios
activos, induciendo una actividad alta al poder eliminar el H202, o que evitaria
alteraciones en el recuento y vitalidad en los espermatozoides (Asadollahi et al.,
2016).

La evaluacién de la morfologia espermatica en nuestro estudio en el grupo
de Zn+Cd presenté una disminucién significativa en comparaciéon con el grupo
control y el grupo tratado solamente con Zn. Las alteraciones mas comunes se
observaron en el flagelo, donde se presentaron algunas torsiones, sin embargo,
estas anomalias sélo se observaron en espermatozoides de la region de la cola del
epididimo. Mencionamos anteriormente que en esta region se presentd un aumento
de la altura del epitelio, y que probablemente estaba relacionado con el esfuerzo del
epididimo al brindar la proteccién de los espermatozoides en almacenamiento y que
este esfuerzo por parte del epididimo posiblemente se debia a la acumulacién de
Cd en esta region como lo reportaron Lamas et al. (2017). Probablemente el estrés
oxidante al que pudo someterse el epididimo por parte del Cd y la competitividad
del Zn por sitios de union, provocé al aumento de vacuolizacion en el citoplasma y
algunos espermatozoides fueron expuestos a dafios por parte del Cd. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Babaknejad et al. (2017), sin embargo,
ellos usaron administraciones mas bajas de Cd (1.0 mg/kg) y de Zn (1.5 mg/ kg), y
mostrando que en la region de la cola del epididimo la morfologia tuvo una

disminucion significativa, ademas solo evaluaron histologia testicular donde el Zn
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redujo los dafios. A comparacion de nuestros resultados donde la administracion
previa de Zn (4 mg/kg) protegi6 totalmente el epitelio testicular y epididimario y los
pardmetros esperméaticos en animales expuestos a Cd (2 mg/kg), salvo en la region
de la cola del epididimo donde presenté un aumento en la altura del epitelio.

Estudios demuestran que el Zn reduce las alteraciones en el testiculo y
epididimo, brindando proteccion a las células germinales y aumentando los niveles
de Nrf2, SOD y GPx. Por el contrario, en animales con deficiencia de Zn, estos
niveles disminuyen, provocando dafos en la histologia testicular, epididimaria y
anormalidades en los espermatozoides (Maremanda et al., 2016; Maremanda &
Jena, 2017; Sahu et al., 2020).

Estudios en humanos sefialan que la concentraciéon de Zn (0.23 - 2.30
mg/mL) en semen, se encuentra relacionada con las muestras de normospermia, lo
que comprueba que este elemento tiene un papel vital para la morfologia
espermatica (Vickram et al., 2021). Sin embargo, hacen falta mas estudios para
identificar algin mecanismo por el cual el Zn proteja la morfologia de los
espermatozoides.

Pocos estudios han examinado el efecto del Zn en el epididimo con
exposicion a Cd, sin embargo, nuestros estudios demuestran que la administracion
previa de Zn previene el dafio que podria causar el Cd al epitelio epididimario y a
los espermatozoides en las regiones de la cabeza y cuerpo, y de reducir los dafios
en la region de la cola del epididimo. Batra et al. (2001) y Anjum et al. (2017),
reportan que el Zn reduce los dafios histolégicos, espermaticos y reduce los niveles
de lipoperoxidacion al aumentar la expresion de enzimas antioxidantes como, SOD
y CAT ante el dafio causado por Pb.

El epididimo es un érgano con altas concentraciones de Zn, este elemento
se puede encontrar tanto en el lumen como en las células que conforman el epitelio
(Marreiro et al., 2017). Ademas, durante la espermatogénesis, el Zn que se une al
flagelo de los espermatozoides para protegerlo de una oxidacion prematura es
reabsorbido por el epitelio epididimario para que los espermatozoides adquieran
movilidad (Henkel et al., 2003). Ha et al. (2006) demostraron que es necesario para

regular la expresion de enzimas antioxidantes, por ejemplo, la expresion de
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glutamato-cisteina ligasa, una enzima que limita la velocidad de sintesis de Novo
del glutation. Por lo que la deficiencia de Zn en el epididimo conduce a un aumento
acelerado de EROS, estrés oxidante y que provoca dafos en la estructura del
epitelio, asi como en la maduracion de los espermatozoides, tal y como lo reportan
Chabory et al. (2009), incluso los propios espermatozoides dependen de Zn para su

sobrevivencia y funcién (Ellis, 2014; Foresta et al., 2014; Mirnamniha et al., 2019).

En el presente estudio, la administracion de 2 mg/kg de Cd redujo las
concentraciones de T en comparacion con el grupo control y los grupos
experimentales (Zny Zn+Cd). Los dafios que observamos tanto en el testiculo como
en el epididimo; la disminucién de pesos en ambos 6rganos, la disminucion en el
diametro de los tubulos seminiferos, los dafios en el epitelio seminifero, la ausencia
de espermatozoides, los dafios en el epitelio epididimario y la disminucién de los
parametros espermaticos, también estan relacionados con las bajas
concentraciones de T que el Cd provoco.

Tanto la estructura y la espermatogénesis en el testiculo, asi como la funcion
del epididimo son dependientes de este andrégeno, y al no presentarse las
concentraciones adecuadas de T para llevar a cabo estas funciones, se veran
reflejados en el potencial reproductivo de los espermatozoides (Ye et al., 2017). Se
ha demostrado que el Cd interfiere e inhibe la sintesis y secrecion de T en las células
de Leydig, donde se han reportado niveles bajos de enzimas esteroidogénicas como
la 33-HSD y 17B8-HSD que son esenciales para la sintesis de T (Pandya et al. 2012;
Alkhedaide et al. 2016). Yan et al. (2019) y Hernandez-Rodriguez et al. (2021)
sugieren que la exposicion a Cd afecta las células de Leydig en la rata, donde induce
el aumento de EROS que provocan dafo mitocondrial, reduciendo los niveles de
expresion de StAR, lo que puede inhibir la secrecién de hormonas esteroideas y la
sintesis de T. Rajendar et al. (2012) demostraron que la exposicién a 3 mg/Kg de
Cd una vez a la semana por 4 semanas aumenta los niveles de EROS en testiculo,
reducir la actividad de SOD, CAT y GPx, y causar deterioro en células de Leydig, lo
que induce niveles bajos de T. Estos estudios podrian explicar nuestros resultados,

donde el Cd pudo haber provocado dafio en las células de Leydig, probablemente
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generando estrés oxidante mitocondrial inhibiendo su funcién y provocar la
disminucién en la sintesis de las enzimas esteroidogénicas y de la sintesis de T.

Por otra parte, encontramos que en el grupo Zn+Cd, el Zn mantuvo las
concentraciones de T, esto explicaria la presencia del epitelio seminifero maduro
con todos los tipos de células germinales correspondientes a una espermatogénesis
completa y espermatozoides en el lumen epididimario, ademas de que los epitelios
del testiculo y del epididimo no presentaron dafios histolégicos y los parametros
espermaticos no se vieron afectados.

Amara et al. (2008) y Said et al. (2010) sefialan que la administracion de Zn en
animales expuestos a Cd restablecid la concentracion de T y el conteo espermaético,
ante el estrés oxidante que provoca el Cd.

La deficiencia de Zn es una de las causas de los bajos niveles de T, ademas
de inducir dafios en los 6rganos reproductivos. Zhang et al. (2018) informan en sus
estudios que el suministro de Zn en las células de Leydig es requerido para llevar a
cabo la sintesis y secrecion de T. Esto se debe a la expresion de transportadores
de Zn como ZnT-8 en las células de Leydig y en las mitocondrias. Este transportador
esta relacionado con la acumulacién de Zn, ademas el Zn regula la fosforilacion de
StAR para que se lleve a cabo la sintesis de T.

Ademas, la administracion de Zn puede reducir el dafio causado por ftalatos
y metales toxicos, al aumentar la expresion de enzimas esteroidogénicas
testiculares y la sintesis de T, y se refleja en la reduccion de dafios en la estructura
de los tubulos seminiferos y en el proceso espermatogénico, asi como la reduccién
de los niveles de lipoperoxidacion, (Anjum et al., 2017; Gao et al., 2020).

Todos estos estudios apoyan nuestros resultados, debido a que el suministro
adecuado de Zn en las células de Leydig es requerido para llevar a cabo la secrecion
y sintesis de T. Sin embargo, el tratamiento previo de Zn en nuestro estudio pudo
haber tenido el efecto de proteccion en las células de Leydig como lo hizo en los
tubulos seminiferos y en el epididimo, y no de restablecer las concentraciones de T

o reducir dafios como se mencionan en estudios previos.
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De acuerdo a los resultados observados en este estudio donde el Zn protegio
y redujo los dafios en testiculo y epididimo que provoca el Cd, se ha propuesto un
modelo que trate de explicar el principal mecanismo donde el Zn compite con el Cd
por los canales de transporte y por los sitios de unién, es decir, grupos sulfhidrilo en

proteinas y enzimas que son necesarias para combatir el estrés oxidante (figura 18).

La captacion de Cd en la célula mediante mimetismo iénico puede ocurrir en
los sitios de union de distintos transportadores, en los cuales se incluyen los de Zn
(Dalton et al., 2005). Las MT secuestran al Cd, sin embargo, el agotamiento del
secuestro por las MT induce a que el Cd interactie con membranas mitocondriales
y otros organelos (Polykretis et al., 2019) ElI Cd ejerce efectos directos en la
mitocondria al inhibir el complejo | y 1ll, altera el potencial de membrana e induce el
aumento de EROS. La interferencia del Cd a través del mimetismo molecular en los
sitios de union de los iones Cu, Zn y Se gue actuan como cofactores en las enzimas
antioxidantes (SOD, CAT Y GPx), desequilibra su funcién al reducir o inhibir su
capacidad reguladora, lo que provoca el aumento de EROS (de Angeli et al., 2017).
El Cd también puede desplazar al Fe y Cu de varias proteinas citoplasmaticas y de
membrana, lo que provoca la liberacién y aumento en la concentracion de Fe y Cu
libres, los cuales a través de la reaccion de Fenton provocan el aumento de EROS
(Waisberg et al., 2003; Rani et al., 2014). Ademas, el Cd puede regular a la baja el
factor Nrf2 mediante ERAn e inhibir la expresion de enzimas antioxidantes y
provocar el aumento de EROS (Bashir et al., 2019). El aumento de EROS que
induce el Cd da como resultado estrés oxidante, el cual provoca lipoperoxidacion,
ademas el estrés oxidante puede regular al alza proteinas proapoptoticas como Bax,
Bid, Bak y regular a la baja proteinas antiapoptoticas Bcl-2, induciendo la activacion
de caspasas (3,7,8,9) provocando muerte celular (figura 18A) (Elmallah et al., 2017,
Bhardwaj et al., 2021).

Por otra parte, el mecanismo de competitividad del Zn con el Cd se lleva a
cabo en los transportadores y canales para ingresar a la célula. Las MT también
secuestran al Zn para suministrarlo con ayuda de los transportadores de ZnT y ZIP

en sitios diferentes (Blindauer & Leszczyszyn et al., 2010). El resto del Zn citosélico
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se dirige a organelos para su funcion, como en la mitocondria, donde puede
competir con el Cd y evitar el aumento de EROS (Rahman et al., 2017; Hubner &
Haase, 2021). El Zn al estar presente en numerosas proteinas y enzimas puede
competir con el Cd en los sitios de union, impidiendo que el Cd pueda interferir y
alterar las funciones metabdlicas como en los sitios de unién de Cu/Zn-SOD como
defensa antioxidante e impedir el aumento de EROS e inhibir la lipoperoxidacién (de
Angelis et al., 2017). El Zn en el ndcleo actia como factor de transcripcion,
regulando al alza el factor Nrf-2 y aumentar la expresion de enzimas antioxidantes.
El Zn compite con el Cu y el Fe e inhibe la reaccién de Fenton, evitando el aumento
de EROS vy la lipoperoxidacién. Ademas, el Zn es un regulador antiapoptotico al
interactuar e inhibir las caspasas (3, 7, 8, 9) (figura 18B) (Hubner & Haase, 2021).
Por lo tanto, el estrés oxidativo que induce el Cd puede provocar regulacion
a la baja de la expresion de enzimas esteroidogénicas, o que conduce a una baja
concentracion de T (Maraghy & Nassar, 2011; Bhardwaj et al., 2021), el Zn puede
regular al alza las expresiones de las enzimas esteroidogénicas y la sintesis de T
(Gao et al., 2020). Las BHT y BHE son blanco del Cd al interrumpir las uniones
celulares y expresiones de proteinas de adhesion, donde puede regular a la baja la
expresion de FAK, por otra parte, el Zn regula al alza la expresion de proteinas de
adhesion para la formacion de las barreras hematicas (Siu et al., 2009; Miyoshi et
al., 2016). El estrés oxidativo por Cd regula a la baja proteinas y factores en células
de Sertoli, provocando alteraciones en la espermatogénesis, apoptosis de células
germinales, y el Zn actla en la espermatogénesis mediante factores de
transcripcion como dedos de Zn, ademas de regular la funcién antiapoptética
(Yamaguchi et al., 2009; Siddiqui et al., 2015; Ishizuka et al., 2016). En el epididimo,
el estrés oxidante altera la estructura del epitelio y sus funciones donde regula a la
baja expresion de proteinas y enzimas que participan en la maduracion espermatica
(Hernandez-Rodriguez et al.,, 2021). Los espermatozoides también se ven
afectados por el estrés oxidante que el Cd puede inducir, lo que se relaciona con
alteraciones en los parametros espermaticos (figura 18C) (Lamas et al., 2017). Por
lo tanto, la competencia por los sitios de union es uno de los mecanismos plausibles

de la proteccion del Zn sobre la toxicidad inducida por Cd.
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Figura 18. Modelo esquemético de la competencia del Zn con el Cd en la célula. A)
Mecanismo de toxicidad del Cd. B) Mecanismo de competitividad del Zn con el Cd. C) Efectos del
Cd y Zn en testiculo y epididimo. Cadmio (Cd), zinc (Zn), cobre (Cu), hiero (Fe), metalotioneinas
(MT), superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation (GSH), factor nuclear derivado de
eritroide 2 (Nrf2), elementos respuesta a antioxidante (ERAnN), proteina reguladora de la
esteroidogénesis aguda (StAR), barrera hemato-testicular (BHT), barrera hemato-epididimaria
(BHE), proteina quinasa de adhesion focal (FAK) (de Angelis et al., 2017; Bhardwaj et al., 2021).
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Otro mecanismo celular del Zn, es el inducir el aumento en la expresion de

MT para restablecer el equilibrio redox secuestrando al Cd (figura 19).
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Figura 19. Induccién de la expresién de MT por Zn. Esquema del mecanismo propuesto de la
induccion de MT en funcién del Cd y Zn. a) cuando SOD no se sobreexpresa, el Cd desplaza al Zn,
el Zn activa el MTF-1, lo que induce al aumento de la expresion de MT, los niveles altos de MT
ejercen su funcién al restablecer el equilibrio redox secuestrando al Cd. b) Cuando SOD se
sobreexpresa, secuestra al Zn que desplaza el Cd, lo que provoca la disminucion de la induccién de
MT, por lo que las MT no pueden secuestrar al Cd de manera eficiente, provocando alteraciones
redox y esto conduce a la oxidacion de SOD. Por otra parte, c) cuando se administra niveles altos
de Zn, la SOD se metaliza, y el Zn induce el aumento de MT activando el MTF-1, restaurando el

equilibrio redox y evitar la oxidacién de SOD. (Adaptado de Polykretis et al., 2019).

11. CONCLUSIONES

El Cd provoca alteraciones histolégicas en testiculo y epididimo, lo que se
relaciona con la pérdida de células germinales y disminucién en los parametros
espermaticos, ademas disminuye la concentracion de T.

La administracion previa con Zn protege y reduce de los dafios téxicos que

provoca el Cd en los 6rganos reproductivos.
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El Zn protege el epitelio seminifero, la espermatogénesis y la
concentracion de T ante la exposicion a Cd.

El Zn protege el epitelio de las regiones de la cabeza y cuerpo del
epididimo y reduce los dafios del epitelio de la cola del epididimo y los

parametros espermaticos ante la exposicion a Cd.
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13. ANEXOS
ANEXO |

indice de maduracién (indice de Johnsen) (Johnsen, 1970).

Puntaje Maduracion
10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides.
9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides.

Presencia de espermatidas maduras en diferenciacion. No hay
espermatozoides maduros.

Gran cantidad de espermatidas sin signos de diferenciacion.
Presencia de pocas espermatides.

Gran cantidad de espermatocitos presentes.

Pocos espermatocitos presentes.

Presencia solamente de espermatogonias.

N WA~ 01 OO N

Sin presencia de células germinales, solamente presencia de células
de Sertoli.

1 No hay ningun tipo de células en el tubulo seminifero.

ANEXO Il

indice histopatoldgico (Vigueras-Villasefior et al., 2008).
Puntaje Alteraciones histologicas
1 Plegamiento de la lamina basal
Descamacion celular
Vacuolizacion epitelial
Cinsicio celular
Picnosis

Tubos sin espermatides

A W N N DN PP

Tubos sin espermatocitos
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