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RESUMEN

Introduccion: La toxicidad del plomo se ha relacionado a diferentes patologias en humanos y varias evidencias sugieren
unafuerte relacion con el dafio observado sobre lafunciéon reproductiva en humanosy roedores. Método: Se proporcioné a
ratones una dosis Unica de nitrato de plomo (NP) (50mg/kg/pc), los cuales fueron eutanizados siete dias postinyeccién con
el objetivo de evaluar los espermatozoides que han salido de los tubulos seminiferos y estan en transito por el epididimo;
ademas, se evalud la fragmentacion del ADN espermético mediante el ensayo TUNEL. Resultados: La disminucion del peso
corporal en ratones, tratados con NP (p < 0,05), sugiere un efecto téxico sistémico. Sin embargo, no sucedié lo mismo sobre
el sistema reproductivo, debido a que los pesos de los testiculos, epididimos, préstatay vesicula seminal no fueron alterados
(p > 0,05); de igual manera, los valores fisioldgicos como conteo y movilidad espermatica no disminuyeron con el
tratamiento (p > 0.05). El trdnsito y maduracion de los espermatozoides en el epididimo no seria afectado por el NP, y al no
observar aumento en la fragmentacién del ADN espermético en el grupo tratado (p > 0,05), la protaminacién espermética
estaria cumpliendo su rol protector sobre el material genético murino, por lo que no hubo dafnos genotoéxicos por el NP.
Conclusion: La administracion intraperitoneal de 50mg/kg/pc de NP, por siete dias, no causa toxicidad sistémica ni efecto
en laespermatogénesis enraton.

Palabras clave: Concentraciéon espermatica; Fragmentaciéon del ADN; Movilidad espermatica; Nitrato de plomo,
Protaminacién espermatica. (Fuente: DeCS- BIREME)

ABSTRACT

Introduction: Lead toxicity has been linked to different diseases in humans and several evidences suggest a strong
relationship with the observed damage on reproductive function in humans and rodents. Methods: Mice were given a
single dose of lead nitrate (NP) (50mg/kg/bw), which were euthanized seven days post-injection with the aim of evaluating
sperm to come out from the seminiferous tubules and are in transit through the epididymis. Also, the TUNEL test was done to
evaluate the sperm DNA fragmentation. Results: The decrease in body weight in mice treated with LN (p < 0.05), suggest a
toxic systemic effect. However, the same didn't happen on the reproductive system because the weights of the testes,
epididymis, prostate and seminal vesicles were not altered (p>0.05), in the same way physiological values such as sperm
concentration and motility didnt decrease with the treatment (p > 0.05). Transit and sperm maturation in the epididymis
would not be affected by the LN, and because we did not observe increased sperm DNA fragmentation in the treated group
(p > 0.05), sperm protamination would be fulfilling its protective role on murine genetic material avoiding genotoxic
damage by LN. Conclusion: The intraperitoneal administration of 50mg/kg/pc of LN for seven days does not cause systemic
toxicity or effect on spermatogenesis in mice.

Keywords: Sperm concentration; DNA fragmentation; Sperm motility; Lead nitrate; Sperm protamination. (Source: MESH-
NLM)
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INTRODUCCION

La poblacién, en general, estd expuesta a metales a baja
concentracion en forma voluntaria, por consumo de
suplementos alimenticios, o involuntarias, a través de la
ingesta de agua o alimentos contaminados y por el
contacto consuelos, polvoy aire contaminados™. Entre
los metales pesados, el plomo es un contaminante
ampliamente distribuido en todos los sistemas
ambientales y bioldgicos?. La deteccidn y prevencion
de la toxicidad del plomo es un problema importante
desalud publica®. Sibien laexposiciéon dela poblacion
al plomo ha disminuido en las Ultimas tres décadas, con
laintroduccion de pinturas bajas en plomo, petréleo sin
plomoyy la prohibicién de soldaduras de plomo en latas
dealimentos®, alin permanece la exposiciéon subclinica
en otras fuentes como tuberias de plomo, juguetes de
plomo, insecticidas, refinerias de petrdleo, material de
construccion, balas de armas de fuego, rayos-X y
subproductos industriales @. Se debe agregar la alta
exposicion sobre las poblaciones que habitan cerca de
las minas, relaves y depdsitos de este metal como en la
Oroyay el Callao, donde se han reportado altos niveles
de plomo en la sangre de los habitantes, especialmente
en ninos® e incluso, en recién nacidos®, por lo que su
potencial riesgo sobre la salud humana es aun un tema
de muchodebate.

La toxicidad del plomo se ha relacionado a diferentes
patologiasen humanos?” y se sugiere su relacion con el
dafno observado sobre la funcién reproductiva en
humanosy roedores®®. La mayoria de reportesindican
que trabajadores expuestos a Pb+2 exhiben una
densidad espermdtica disminuida y una alta tasa de
teratozoospermia 9. El plomo se encuentra en la
naturaleza como un éxido o sal; asi, el acetato de plomo
(AP) ha mostrado producir infertilidad en ratones“"'?; la
evaluacién desde la primera a quinta semana
postinyeccion de AP en dosis Unica de 100 mg/kg de
peso corporal (pc), aumenté el estrés oxidativo y las
anormalidades morfoldgicas del espermatozoide,
mientras que disminuyd el recuento espermatico en la
coladel epididimo.

A su vez, el nitrato de plomo (Pb(NO3)2) (NP) tiene una
multitud de usos y es un producto de importancia
econdmica "¥; es embriotéxico en ratas ™ pero no
teratogénico"® y sus efectos genotdxicos ain son muy
controversiales"”'®. Se ha reportado que 44,8 mg/kg/pc
de NPinduce dafio en el ADN de células sanguineas auin
después desiete dias de exposicion?.

El mecanismo por el cual el plomo ejerceria efectos
toxicos sobre el sistema reproductivoaun no hasido

consecuente generacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) ">, El dafno por EROs conlleva a
infertilidad por dos mecanismos: dafio a la membrana
espermatica que disminuye la movilidad del
espermatozoide y su capacidad para fusionarse con el
ovocito, y el dafio al ADN espermdtico que altera la
contribucién gendémica paterna hacia el embrién. La
fragmentacion del ADN espermatico se ha relacionado
a muchos aspectos reproductivos® y es predictivo de
las tasas de fertilizacion y embarazo®” lo que demuestra
laimportanciade suevaluacion.

En la actualidad, no existe ningun reporte acerca del
efecto del NP sobre laintegridad del ADN espermaticoy
considerando que la exposicion al plomo sigue siendo
un serio problema de salud publica, este trabajo intenta
esclarecer si una dosis Unica de NP (50mg/kg/pc) afecta
las caracteristicas reproductivas masculinas y la
integridad del ADN espermdtico evaluadas siete dias
postinyeccion.

METODOS
Disefnoyareadeestudio

Estudio experimental preclinico de casos y controles,
areadebiologia experimental.

Poblaciény muestra

La muestra estuvo conformada por ratones machos (N =
20) (Mus musculus) de 6-7 semanas de edad, de la cepa
Balb C; el grupo casos (GT) (experimental), 10 ratones, a
quienes se les administré intraperitonealmente (ip) una
dosis Unica de nitrato de plomo (50 mg/kg/pc); el grupo
control (GC) lo integrd 10 ratones, los cuales recibieron,
por la misma via, agua bidestilada. Todos fueron
mantenidos en condiciones de bioterio: temperaturade
25°C a 27 °C, con libre acceso a la comida balanceada
(Purina-Peru), agua ad libitum y un fotoperiodo de
14/10horas luz/oscuridad.

Variables

Variables independientes: Sexo (macho,
tratamiento ratones machos).

Variable dependiente: Calidad reproductiva del ratén
macho. Se realizé una ficha de recoleccién de datos con
todas las variables del estudio de investigacion donde
seregistraron los hallazgos encontrados.

Procedimientos

1. Tratamiento: Los ratones fueron divididos en dos
grupos:al grupotratado (GT) (n=10) se lesadministré el
NP, siete dias postinyeccion, se registré el peso
corporal y los animales fueron eutanizados por
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dislocacion cervical; se registré el peso de los testiculos,
epididimos, préstata y vesicula seminal mediante una
balanza analitica con 0,001 g de sensibilidad. Este
tiempo de evaluacién postinyeccidn permite analizar a
los espermatozoides luego de su transito por el
epididimo . Se registré la concentracion y movilidad
espermatica; la fragmentacién del ADN espermatico
fue evaluada porlatécnicaTUNEL.

2. Obtencién de los espermatozoides: Se diseccion6
la cola del epididimo, se lavé con PBS (pH 7,4) y en 0,5ml
de medio Flushing (MediCult®, Copenhagen,
Dinamarca), se realizaron varias incisiones, lo que
permitio la liberacion de los espermatozoides durante
10 minutos a 37 °C, el contenido espermatico se
recuperé en su totalidad en tubos de polipropileno de
1,5 ml (Axygen Scientific).

3. Evaluacion de la Movilidad y concentracion
espermatica: Se consideré que un espermatozoide
presentaba movilidad progresiva (MP), cuando se
desplazaba, movilidad no progresiva (MNP) a aquellos
que no se desplazaban y solo tenian un movimiento in
situ e Inmoviles (1), los que no presentaban ningun tipo
de movimiento®. El recuento espermatico se realizé en
una camarade Newbauer.

4. Fragmentacion del ADN espermatico: La
fragmentacién del ADN espermdtico se evalud
mediante el ensayo TUNEL, el cual evalda la presencia
de extremos 3’-hidroxil libres, los cuales son
identificados por la enzima TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) que cataliza la adicion de
deoxiuracilos trifosfatos marcados con fluorescencia en
las roturas de las hebras del ADN. Se utilizo el Kit In Situ
Cell Death (Roche, Pert); en resumen y siguiendo las
instrucciones del proveedor, la técnica consiste en fijar
los espermatozoides con 4 % de paraformaldehido,
lavar en  PBS, permeabilizar la membrana

de los espermatozoides e incubar una hora con la
enzimaTdT a 37 °Cy en oscuridad. Se incluyd un control
positivo, el cual se incubé con 50 unidades de ADNasas
por 30 minutos a 37 °C antes de colocar la enzima, y un
control negativo al cual no se afadié enzima. La
visualizacion de los espermatozoides se realizé en un
microscopio de fluorescencia y el color verde evidencié
dafo al ADN espermatico. Se analizaron 250 células por
cadaindividuo.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron evaluados usando el paquete
estadistico SPSS 17,0 para Windows. Se realizé el test de
Shapiro Wilk y Leneve para comprobar normalidad y
homocedasticidad de los datos. Las diferencias entre los
grupos se analizaron mediante la prueba t-Student
(pesos, movilidad y concentraciéon espermatica) y U de
Mann Whitney (fragmentacién del ADN espermatico).
Los resultados son expresados como media + EE (error
estandar), n=10. Un valor de p < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Aspectos éticos

El cuidado y manejo de los animales se realiz6 de
acuerdo con las pautas éticas de nuestra institucién y
del Consejo Nacional de Investigacion para el cuidado y
usodeanimalesdelaboratorio®.

RESULTADOS

Se observaron diferencias significativas entre los pesos
corporales final e inicial durante el experimento; fue
menory negativa en el grupo NP (p < 0,05) (Tabla 1). Los
pesos de los 6rganos reproductivos: testiculos,
epididimos, prostata, vesicula seminal (Tabla 1), los
valores fisiolédgicos de movilidad (Figura 1) y
concentracion espermatica (Figura 2).

Tabla 1. Diferencia del peso corporal, pesos de testiculo, epididimo, préstata, vesicula seminal en el grupo de
tratamiento Pb(NO3)2 (50mg/kg/pc) vs Control (H20). *p < 005, Student's test. Media + Error estandar (EE), n=10.

Control (H20) Pb(NO:s), (50mg/kg/pc)

APeso Corporal
Peso Testiculo

Peso Epididimo
Peso Prostata 0,0122

Peso Vesicula Seminal 0,2591

1,7752 £ 0,5694*
0,0913 £ 0,0030
0,0295 +0,0011

0,1632 + 0,0991
0,0932 +0,0037
0,0302 +0,0016
+0,0012 0,0129 +0,0011

+0,0291 0,2675 +0,0476




Visquez-Cavero JH et al.

80
70
60
50
40
30

Porcentaje (%)

20
10

o

m Control
Tratado
Movilidad Progresiva Movilidad No Inmoviles

Progresiva

Movilidad espermatica

Figura 1. Movilidad espermatica en el grupo de tratamiento Pb(NO:s). (50mg/kg/pc) vs Control (HzO).
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Figura 2. Concentracién espermatica en el grupo de tratamiento Pb(NO3)2 (50mg/kg/pc)

vs Control (H.0). Student's test. Media = Error estandar (EE), n=10.
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Tabla 2. Test de fragmentacion del DNA (TUNEL) de células esperméticas de ratén
tratadas con nitrato de plomo frente al control.

Control (H20) Pb(NO:s), (50mg/kg/pc)

Fragmentacién del ADN

14

1.2

0.8

0.6

Porcentaje (%)

0.4

0.2

Control

0,2 0.8

Tratado

Grupos

Figura 3. Fragmentacién del ADN espermético en el grupo de tratamiento Pb(NO): (50mg/kg/pc) vs
Control (H.0). Mann-Whitney U-test. Media =+ Error estandar (EE), n=10.

La fragmentacion espermatico evaluada con TUNEL
entre ambos grupos no fue alterada después del
tratamiento con NP (p>0.05) (Figura 3); el control
positivo en esta prueba fue 99% y el control negativo, 0
%. Las fragmentaciones del ADN no presentaron
diferencias significativas (p > 0,05).

DISCUSION

El presente trabajo intenta investigar los efectos de una
dosis Unica de NP en espermatozoides de ratén. Se
evidencié un efecto téxico sistémico del NP al disminuir
el peso corporal de los ratones tratados (Tabla 1, p <
0,05). Sin embargo, los pesos de los testiculos,
epididimos, prostata y vesicula seminal, que son
6rganos blanco dependientes de andrégenos (25), no
disminuyeron, por lo cual el NP no estaria ejerciendo un
efecto téxico ni antiandrogénico sobre el sistema

@):

reproductor masculino (Tabla 1, p > 0,05). El NP no
ejerceria un efecto localizado sobre la fisiologia
espermatica, debido a que no se observaron diferencias
significativas en la movilidad y concentracion
espermatica entre ambos grupos (Figura 1y Figura 2, p
>0,05); el transito y maduracién de los espermatozoides
en el epididimo no seria afectada por el NP. En esta
investigacion, dentro del ciclo espermatogénico del
ratén, se evaluaron los espermatozoides depositados
en el epididimo (22), los que ya han intercambiado sus
histonas por protaminas; ello permite condensar
fuertemente el genoma paternal dentro del nuicleo (26).
Mientras que las histonas de una célula somatica
compactan el ADN y forman nucleosomas; las
protaminas, proteinas exclusivas de los
espermatozoides, enrollan y condensan el ADN en
subunidades mucho masgrandes, conocidas como
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toroides @, De esta manera, la cromatina espermatica
experimenta una fuerte compactacion, seis veces mas
que en una célula somatica® y protege la integridad
del ADN espermatico®#,

Sin embargo, los multiples residuos de cisteina que
rodean el nucleo espermatico son oxidados paraformar
puentes disulfuros entre las protaminas y estabilizar la
cromatina durante los estados finales de la maduracion
espermatica ®®, con lo que se consigue la completa
protecciéon del ADN espermatico recién en el propio
epididimo. Devi " observé daino en el ADN de células
sanguineas en ratones evaluados siete dias
postadministracion de una dosis de NP (44,8
mg/kg/pc), concentracién similar usada en este trabajo
(50 mg/kg/pc). Por ello, se esperaba que el NP cause
dano al ADN de los espermatozoides; sin embargo,
nuestros resultados demuestran lo contrario (Figura 3, p
> 0,05), lo que pone en evidencia la importancia de la
protaminacion como mecanismo de proteccién del
espermatozoide frenteal NP,

A su vez, el epididimo al poseer una gran cantidad de
enzimas antioxidantes ¢”, podria contrarrestar de
manera adecuada el bien documentado efecto del
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