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Resumen

El plomo es un agente contaminante presente en el ambiente producto de la mineria, ma-
nufactura industrial y la quema de combustibles fosiles. Se ha observado que individuos ex-
puestos ocupacionalmente a plomo presentaron disfuncion de las glandulas sexuales anexas,
disminucion de la concentracion espermatica, disminucion de la movilidad espermatica y alte-
raciones en el empaquetamiento de la cromatina espermatica. El objetivo de este estudio fue el
de valorar el efecto de la exposicion in vitro de espermatozoides humanos a plomo sobre la cali-
dad espermatica. Se incubaron suspensiones espermaticas por 24 horas bajo concentraciones
de 0; 2,5y 5 ppm Pb(NO,),, se realizo la valoracion de la movilidad y vitalidad espermatica, inte-
gridad de membrana, reaccion acrosémica e integridad de la cromatina espermatica. La exposi-
cion in vitro a plomo aumento el porcentaje de espermatozoides inméviles (p=0,01), sin embar-
go, no causo6 un efecto estadisticamente significativo sobre la vitalidad espermatica, integridad
de membrana, reaccion acroséomica e integridad de la cromatina espermatica. In vitro, el plomo
es capaz de disminuir la movilidad espermatica pero no ocasiona alteraciones a nivel de mem-
brana o de la cromatina espermatica.

Palabras clave: Plomo, espermatozoides humanos, movilidad espermatica, integridad

de la cromatina.

In vitro exposure of human sperm to lead

Abstract

Lead is a contaminant agent present in the environment as a product of mining, industrial
manufacturing and burning of fossil fuels. It has been observed that individuals occupationally
exposed to lead showed dysfunction of the sexual glands, decrease of sperm concentration, de-
crease of sperm motility and alterations on the sperm chromatin packaging. The aim of this
study was to assess the effect of in vitro exposure of human sperm to lead on sperm quality.
Spermatozoa were incubated for 24 hours under 0, 2.5 and 5 ppm Pb(NO,), concentrations and
motility, vitality, membrane integrity, acrosome reaction and sperm chromatin integrity was
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assessed. Lead in vitro exposure increase the percentage of immotile sperm (p=0,01), neverthe-
less, didn’t caused a significant effect on sperm viability, membrane integrity, acrosome reac-
tion and sperm chromatin integrity. In vitro, lead can cause decrease of sperm motility but
doesn’t produce alterations on membranes or sperm chromatin.

Key words: Lead, human spermatozoa, sperm motility, chromatin integrity.

Introduccién

El plomo es un metal insoluble en agua
que se bioacumula en vegetales y organis-
mos acuaticos, especialmente en peces (1).
Es considerado un contaminante ambien-
tal, la mayor parte que se encuentra disper-
sa en el medio ambiente es producto de acti-
vidades como la mineria, manufactura in-
dustrial y la quema de combustibles fésiles.
El plomo se utiliza en la fabricacion de bate-
rias, municiones, canerias, soldadurasy la-
minas de proteccion para rayos X mientras
que su uso como aditivo en la gasolina ha
disminuido en las ultimas décadas (2, 3).

La incorporacion del plomo en mamife-
ros puede darse por inhalacion o absorcion
a través de la piel y del tracto gastrointesti-
nal, acumulandose en higado, rinén, médu-
la 6sea, sistema reproductivo, sistema ner-
vioso central y hueso, sin presentar una
funcién biolégica conocida. Como mecanis-
mos de accion presenta la union a proteinas
afines al zinc, interferencia con el metabolis-
mo de la hemoglobina al unirse a metaloen-
zimas, alteracion del metabolismo del cal-
cio, inhibicién la bomba de Na/K, interfe-
rencia en el metabolismo de la vitamina D,
entre otros (4, 5).

Individuos expuestos ocupacional-
mente a plomo presentaron disfuncién de
las glandulas sexuales anexas, alteracion
en la apariencia del fluido seminal, disminu-
cion de la concentracion espermatica (6, 7),
disminucion de la movilidad espermatica
(8), alteraciones a nivel de membrana (9, 10)
y alteraciones en el empaquetamiento de la
cromatina espermatica (8) lo que conlleva a
abortos espontaneos y disminucion de la
tasa de fertilidad (11).

La mayoria de los estudios que se han
realizado sobre la infertilidad masculina con
el fin de elucidar los mecanismos bajo los
que el plomo ejerce su efecto toxico se han
llevado a cabo in vivo, obteniendo resultados
de la influencia de este metal sobre el eje hi-
potalamo-hipofisis-gonada, tejido testicular
y espermatozoides. El objetivo de esta inves-
tigacion fue identificar el efecto que ejerce el
plomo directamente sobre los parametros
espermaticos en un ambiente de condicio-
nes controladas.

Materiales y métodos

Obtencion de la muestra

El estudio estuvo basado en un numero
de 10 muestras de semen, siendo utilizada
como criterio de inclusion la normalidad de
las mismas de acuerdo a los parametros es-
tablecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud. Los participantes fueron individuos
voluntarios residentes en el Municipio Mara-
caibo, Estado Zulia, en edades comprendi-
das entre 20-30 anos, quienes autorizaron la
evaluacion y tratamiento de las muestras su-
ministradas bajo la proteccion de la divulga-
cion de las identidades de sus mismos.

La toma de la muestra se realizd6 por
masturbacion, luego de 3-5 dias de abstinen-
cia sexual, depositandola en un colector es-
téril. Esta fue llevada en los proximos 20 mi-
nutos al Laboratorio de Citogenética de la Fa-
cultad Experimental de Ciencias de la Uni-
versidad del Zulia para su evaluacion (12).

Evaluacién seminal

El analisis seminal incluyé evaluacion
del color, volumen, pH y viscosidad seminal,
la concentracion, movilidad, morfologia, y
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vitalidad espermatica, bajo los parametros
establecidos por la Organizacion Mundial de
la Salud (12).

Integridad de la membrana plasmatica

La evaluacion de la integridad de mem-
brana se realiz6 aplicando el Test Hiposmo-
tico (HOST). En 500 pL de solucién hipos-
motica (Citrato de sodio al 1%) se colocaron
125 uL de semen y se incubo6 a 37°C por 30
min. Para medir el hinchamiento espermati-
co se procedid a observar bajo el microsco-
pio de contraste de fase a 400X, evaluando
100 espermatozoides por muestra. Se consi-
deraron viables aquellos que presentaron
cola curvada o enrollada como reaccion al
cambio osmético (13).

Reaccion acrosémica

Se colocaron 100 uL de una suspension
espermatica en un vial, posteriormente se
anadieron 100 pL de una solucién de Clorte-
traciclina (20 mM Tris—HCI, 130 mM NaCl, 5
mM L-cisteinay 750 mM CTC) y se mezclaron
con cuidado. Luego de 10 segundos se detu-
vo la reaccion por adicion de 16puL de una so-
lucién de paraformaldehido al 12,5% v/v en
0,5M de Tris-HCI, las muestras se mantuvie-
ron a 4°C en la oscuridad hasta su evalua-
cion dentro de las 24h posteriores a la prepa-
racion. Se evaluaron 100 espermatozoides
por muestra. Los espermatozoides fueron
clasificados como no capacitados (NC), aque-
llos que presentaron fluorescencia verde bri-
llante distribuida uniformemente en la cabe-
za del espermatozoide; como capacitados (C),
aquellos que presentaron la region acroso-
mal verde fluorescente y region postacroso-
mal oscura; y como acrosoma reaccionado
(AR), aquellos que presentaron la cabeza del
espermatozoide teniida parcialmente de ver-
de fluorescente o verde en la region postacro-
somal (14).

Compactacioén de la cromatina
espermatica

Se realizé un frotis de la suspension es-
permatica y se dejo secar al aire para proceder

al tratamiento con el kit Dipp-Quick® segiin
lo propuesto por Sousa y col., 2009 (15). Se
evaluaron 100 espermatozoides clasificando-
los como espermatozoides con cromatina
compactada, aquellos débilmente tenidos y
como espermatozoides con cromatina des-
compactada, aquellos fuertemente tenidos.

Fragmentacion del DNA espermatico

El analisis de la fragmentacion del DNA
espermatico se llevé a cabo bajo la metodo-
logia desarrollada por Fernandez y col.,
2003 (16). Las muestras fueron tenidas con
la solucion de Wright y se contaron 100 es-
permatozoides por muestra clasificandolos
como espermatozoides sin DNA fragmenta-
do, aquellos con un halo de DNA grande o
mediano y como espermatozoides con DNA
fragmentado, aquellos con un halo de DNA
pequeno, sin halo o degradados.

Diseio experimental

Luego de colectadas y transportadas
las muestras al laboratorio se procedio a
realizar la evaluacion seminal, evaluacion
delaintegridad de la membrana plasmatica,
evaluacion de la capacitacion espermatica y
reaccion acrosomica, evaluacion de la com-
pactacion de la cromatina espermatica y
evaluacion de la fragmentacion del DNA es-
permatico.

Seguidamente, se tomaron tres alicuo-
tas de una concentracién de 5x10° esper-
matozoides/mL, una de éstas se empleo
como control mientras que las dos restantes
se emplearon para realizar el tratamiento
con concentraciones de 2,5 y 5 ppm
Pb(NOg), (17). Las muestras fueron incuba-
das por 24 horas en una atmésfera de 5%
CO, en aire saturado de humedad y a una
temperatura de 37°C en medio definido mo-
dificado (mDM) desarrollado por Brackett y
Oliphant, 1975 y modificado por Younis,
1991 (18).

Luego de realizado el tratamiento se
procedi6 a evaluar la movilidad, vitalidad,
integridad de membrana plasmatica, capa-
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citacion espermatica y reaccion acrosomica,
compactacion de la cromatina espermatica
y fragmentacion del DNA espermatico.

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados
como media * desviacion estandar. El anali-
sis estadistico fue realizado con el programa
SAS (19) mediante el Procedimiento Lineal
General (PROC GLM) y el estadistico
LSMEANS. El nivel de significancia acepta-
do fue de p <0,05.

Resultados

Los resultados obtenidos evidenciaron
que la exposicion de espermatozoides hu-
manos a Pb(NOg), durante un periodo de 24
horas ocasioné un aumento significativo en
el porcentaje de espermatozoides inmoviles
a una concentracion de 5 ppm (p<0,01),
mientras que una concentracion de 2,5 ppm
Pb(NOg), no causo efecto sobre la movilidad
espermatica (tabla 1).

Por otro lado, la vitalidad espermatica,
integridad de membrana y reaccion acroso-
mica no se vieron afectadas tras la exposi-
cion a ambas concentraciones de Pb(NOs),
(tabla 1).

De modo similar, la evaluacion del mate-
rial nuclear indica que la exposicién de esper-
matozoides humanos in vitro a Pb(NOg), no
causa un efecto significativo sobre la integri-
dad de la cromatina espermatica o sobre la
fragmentacion del DNA espermatico. Los da-
tos obtenidos pueden observarse en la tabla 2.

Discusion

Durante los ultimos anos se ha repor-
tado el incremento de la infertilidad mascu-
lina especialmente en trabajadores ocupa-
cionalmente expuestos a metales pesados.
Se ha observado que trabajadores en con-
tacto continuo con fuentes de plomo presen-
tan alteraciones a nivel del sistema repro-

ductivo, lo que se ve reflejado en la disminu-
cion de la calidad espermatica (6, 9, 20).

Tabla 1

Efecto del Pb(NOs)z2 sobre los parametros espermaticos tras 24 horas de incubacién

Control Pb 2,5 ppm Pb 5 ppm

Movilidad

Rapidos 1,3+2,2 2,6 £3,1 1+1

Moderados 30 +20.4 28,4+ 17,4 23,7 = 20,1

Lentos 13,2 £ 6,5 10,3 +5 8,6 +6,8

In situ 21,8+ 13,3 20,6 = 8,3 18,5+ 6,2

Inmoviles 33,2 = 16,1° 37,8 + 19,7%P 48 + 20,7°
Vitalidad

Muertos 58,2 + 16,5 52,7 £ 21 62 + 14,9
Integridad de membrana

No reaccionados 51,3 = 16,9 52,7+ 17,9 47,3 + 21
Reaccion acrosomica

Acrosomas reaccionados 51,5+ 12,9 55,8 £ 9,2 52,4 + 10,3

Superindices distintos en las filas indican diferencias significativas (p < 0,01). Media + DE.
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Tabla 2
Efecto del Pb(NOs): sobre el material nuclear tras 24 horas de incubaciéon
Control Pb 2,5ppm Pb 5ppm
Integridad de la cromatina espermatica
Descompactados 915 89,2 + 8,2 87,4 +8,3
Fragmentacion del DNA espermatico
Fragmentados 95 6,1 94,9 +5,3 93,4 £ 10,2
Media + DE.

Los resultados obtenidos en esta inves-
tigacion indican que la exposicion in vitro de
espermatozoides humanos a plomo provoca
la disminucion de la movilidad espermatica.
Tal disminucion de la movilidad puede ser
causada por el plomo al provocar éste una
disminucion de la actividad ATPasa, altera-
cion de la fructdlisis y modificacion del me-
tabolismo de las proteinas, con lo que dismi-
nuiria la disponibilidad de nutrientes y me-
tabolitos energéticos (9). Estos resultados
concuerdan con los observados in vitro por
Huang y col. (21), donde evidencian que una
concentracion de 500 ppm Pb afecta la mo-
vilidad de espermatozoides humanos y con
los resultados obtenidos de exposicion ocu-
pacional, donde se observa que una concen-
tracién de 0,002 ppm (2 png/L) en fluido se-
minal disminuye la movilidad espermatica.

Este estudio coincide con lo observado
en investigaciones anteriores sobre la vitali-
dad espermatica e integridad de membrana.
Oliveiray col. (22), al inyectar una concentra-
ciéon de 100 ppm (100 mg/kg) PbCl, a rato-
nes, observaron que no existia una variacion
en la vitalidad espermatica tras cuatro dias
de suministro del metal. De igual modo,
Huangy col. (21) al exponer espermatozoides
humanos a una concentracion de 500 ppm
Pb observaron que no hubo un incremento
en la peroxidacion lipidica. Por otro lado,
Naha y col. (9), realizaron una evaluacion a
individuos expuestos a plomo durante 7 a 10
anos en una fabrica de baterias, los cuales
presentaron una concentracion de 0,13 ppm
(13 pg/dL) en fluido seminal, observando
una disminucion de la vitalidad espermatica.

Durante la espermatogénesis y el tran-
sito epididimario, el espermatozoide es de-
pendiente de la actividad antioxidante de los
testiculosy el epididimo (23) por lo que la ex-
posicion continua a plomo disminuiria la
capacidad antioxidante del tracto genital
masculino, favoreciendo la peroxidacion li-
pidicay la disminucion de la vitalidad esper-
matica. Posiblemente in vitro, la capacidad
protectora de las enzimas antioxidantes es-
permaticas no se vio sobrepasada durante el
tiempo de exposicion a plomo utilizado en
este estudio.

Contrario a lo reportado por Benoff y
col. (17), quienes valoraron la reaccion acro-
somica tras incubar espermatozoides huma-
nos en presencia de una concentracion de 5
ppm (5180 ug/L) de acetato de plomo obser-
vando un aumento en la reaccion acrosémica
espontanea, los resultados de esta investiga-
cion no evidenciaron incremento en el desa-
rrollo de la reaccion acrosémica. Se ha docu-
mentado que el plomo es capaz de bloquear
los canales de Ca dependientes de voltaje
(CCDV) inhibiendo el influjo de Ca y el desa-
rrollo de la reacciéon acrosémica (24).

Estudios epidemiologicos llevados a
cabo en poblaciones ocupacionalmente ex-
puestas a plomo documentan la presencia de
alteraciones en la estabilidad de la cromatina
espermatica, con un consecuente descenso
de la fertilidad (8). Este trabajo sugiere que el
Pb(NOg), in vitro no es capaz de alterar la es-
tructura de la cromatina espermatica.

Los ultimos avances en el entendi-
miento del mecanismo de accion del plomo
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sobre la estabilidad de la cromatina esper-
matica apuntan a que el efecto de este metal
sobre el material nuclear es dependiente del
sitio de incorporacion al espermatozoide en
el tracto genital masculino. De esta manera,
la incorporacion de plomo durante el transi-
to epididimario produce un aumento de la
condensacion de la cromatina espermatica,
mientras que la incorporacion de este metal
en el parénquima testicular produce des-
compactacion de la cromatina (25). Sin em-
bargo, un estudio realizado por Oliveira y
col. (22) no evidencié cambio alguno en la
estructura de la cromatina espermatica al
inyectar 100 ppm (100 mg/kg) PbCl, a rato-
nes.

Aun cuando la vitalidad, integridad de
membrana, reaccién acrosémica e integri-
dad de la cromatina espermatica no se ven
afectadas por el plomo bajo las concentra-
ciones estudiadas, la disminucién de la mo-
vilidad espermatica es considerada como un
factor influyente en el deterioro de la calidad
espermatica, lo que soporta las investigacio-
nes anteriormente realizadas donde califi-
can al plomo como un metal pesado que al-
tera el potencial fecundante del hombre. Re-
sulta necesario profundizar en el estudio so-
bre la dinamica de la compactacion del DNA
a lo largo del conducto epididimario y sobre
los mecanismos celulares involucrados en
la alteracion de parametros indicadores de
la calidad espermatica bajo la presencia de
agentes toxicos como el plomo.
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