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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of lead acetate Pb(CH,COQ), on human sperm
hyperactivation in vitro. In this prospective study, sperm parameters such as concentration,
motility, viability and normal morphology according to WHO criteria were measured. Also, the
effect of lead acetate was evaluated using three concentrations (0.6g.dL™; 6pg.dL™"and 66pg.dL”
Y. The results show a decrease in vitality, with an LC,, for non-hyperactivated sperm equal to
5.58ug.dL™ and 196.16ug.dL™ for hyperactivated sperm. The NOEC and LOEC values for the
percent motility and percent mortality for both cases were 0.6pg.dL™and 6pg.dL™, respectively.
In conclusion, these findings suggest that sperm are good bioindicators of contamination by Pb
(CH,COO0), which has toxic effects on the motility and vitality of human spermatozoa.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del acetato de plomo Pb(CH,COQ), sobre la
hiperactivacion espermatica in vitro en espermatozoides humanos. En este estudio prospectivo,
se midieron los parametros del esperma, tales como la concentracion de los espermatozoides,
motilidad, viabilidad y morfologia de acuerdo con los criterios de la OMS. Ademas de estos
parametros estandar, se observo el efecto del acetato de plomo utilizando tres concentraciones
(0.6pg.dL™; 6ug.dLy 66pg.dL™) sobre la hiperactivacion in vitro de espermatozoides humanos.
Los resultados muestran una disminucién de la vitalidad, dando una CL,, para espermatozoides
no hiperactivados igual a 5.58ug.dL™y para el caso de espermatozoides hiperactivados fue de
196.16 pg.dL”, dando los valores de NOEC y LOEC para el porcentaje de mortalidad y
porcentaje de motilidad para ambos casos fueron de 0.6ug.dL™y 6pg.dL™, respectivamente. En
conclusion estos hallazgos sugieren que los espermatozoides son buenos bioindicadores frente a
la contaminacion por Pb(CH3COO), y que este tiene efectos toxicos sobre la motilidad y
vitalidad de los espermatozoides humanos.

Palabras clave: Acetato de Plomo, analisis seminal, hiperactivacion espermética, humanos.
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INTRODUCCION

La contaminacion es un problema real y muy
preocupante en nuestros tiempos. Entre los
contaminantes mas comunes y peligrosos se
encuentra el Plomo (Pb), un metal téxico que
también encontramos en forma natural, y que
por ser un elemento béasico, no se puede
disociar o degradar. Existe un amplio espectro
de productos derivados del plomo, estos dejan
a la poblacion expuesta a sus efectos nocivos
para la salud, dejando como unica solucién, la
minimizacién de su empleo y el control de las
emisiones de éste al medio ambiente (CISNS
1999, OIT (2001), ILMC 2006, MINAM 2011,
DIGESA2011, OMS 2014).

Astete et al. (2005) investigo sobre los niveles
de plomo en comunidades mineras de Cerro de
Pasco, encontrando una prevalencia de 84,7%
en nifos (1-10 afos) y 61,5% en madres
gestantes que sobrepasaron los 10 pg.dL™ en
sangre, nivel minimo permitido para
considerar a una persona con Plumbemia
segunla OMS.

Cabe sefialar que Mendiola et al. (2007)
encontraron 66,5 pg.dL"de plomo en semen
como valor maximo en profesionales
expuestos. Estudios llevados a cabo por Yucra
et al. (2008), revelaron que la exposicion
cronicaal plomo en el varédn incluye reduccion
de la libido, alteracion en la espermatogénesis,
dando como resultado una disminucion en las
tasas de fertilidad. Ademas Huidobro (2010),
expuso las causas de la infertilidad masculina,
desde una perspectiva fisioldgica abarcando
los aspectos toxicoldgicos entre los cuales
encontramos al Pb como uno de los principales
metales pesados causantes de este mal.

En el presente trabajo utilizaremos no el
elemento plomo exclusivamente, pues su
toxicidad es tal que al trabajar con semen
directamente correriamos el riesgo de matar a
los espermatozoides con el solo contacto de
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estos con el metal, sino con una solucion de
Acetato de Plomo, la cual se encuentra en una
variedad de productos de uso cotidiano, de
forma aparentemente “inofensiva”, como lo
son las pinturas, tanto textiles, murales, para el
cabello en la industria de la belleza, asi como
en los juguetes para los nifios (Thénard 1830,
PUJ 2006, OMS 2014).

De lo expuesto anteriormente, el presente
trabajo estudiara los efectos de las diferentes
concentraciones de plomo en la
hiperactivacion in vitro de espermatozoides
humanos.

MATERIAL Y METODOS

Todos los insumos quimicos utilizados en la
siguiente investigacion fueron de la marca
Sigma-Aldrich® y Merck®.

Material Bioldgico

Se utiliz6 un total de ocho muestras de
eyaculado humano segun las pautas éticas
establecidas por el COIMS (2002), las que
fueron obtenidas de donantes diferentes que se
encontraban en un periodo de abstinencia
sexual de cuatro dias, a los que se les tomaron
datos como: edad (en promedio de 24 afos),
actividades fisicas (si realiza deporte
habitualmente, ocasionalmente o no realizan
deporte), entre otros (consumo de bebidas
alcohdlicas y/o drogas). Estas muestras fueron
llevadas y analizadas en el Laboratorio de
Biotecnologia y Fisiologia Animal de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas Universidad
Ricardo Palma, Lima, Peru.

Anélisis Seminal

Los parametros seminales que se tomd en
cuenta en la siguiente investigacion fueron
segun las recomendaciones de laWHO (OMS)
(2010) y Cooperetal. (2010).

Brevemente, 30 min luego de emitida la
muestra, el volumen y la viscosidad fueron
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evaluadas usando una pipeta volumétrica
descartable; el pH fue evaluado usando unatira
indicadora de pH entre valores de 6,5 y 10
(Merck®). La concentracion espermatica fue
calculada en una camara de Newbauer.
Finalmente, la viabilidad de los
espermatozoides fue cuantificadas con tincion
de eosina al 0,5% bajo microscopio (Leyca®)
y la morfologia fue evaluada al dia siguiente
(Toro2009).

Hiperactividad Espermética

Después del andlisis de los eyaculados, se
procedio a hacer un lavado, que consistio en
mezclar un volumen igual de semen con el
medio Sperm preparation (Medicult®). Se
centrifugd a 1,500 rpm por 10 min en tubos de
centrifuga de 15 ml Falcon®, este proceso se
repitio por dos veces, re-suspendiendo con 2
mL de medio utilizado entre cada lavado. Al
finalizar el ultimo lavado, el pellet obtenido fue
re-suspendido a una concentracion de 10 mill
de espermatozoides.mL™ y se pre-incubaron en
5%de CO, enlamezcladeairea 37°Centre 30
y 60 min en tubos eppendorf® de 1,5 mL. Para
el proceso de la hiperactivacion espermatica se
utilizo la solucion Tyrode libre de Calcio, con
adicion de albuminade bovino sérica (BSA).

Determinacion de las concentraciones del
Pb(CH,CO0),

Con la finalidad de evaluar el efecto del acetato
de plomo Pb(CH,COOQ), se utilizaron tres
diferentes concentraciones, 0.6 pg.dL™; 6
pg.dL™y 66 pg.dL™, segin lo observado por
Mendiola et al. (2007). Estas concentraciones
fueron adicionadas, antes del proceso de
incubacion de las muestras. Los parametros
evaluados para la hiperactivacion fueron
motilidad lineal rapida y vitalidad. Se
consideraron dos tratamientos: 1) No
hiperactivados (NCP), cuando los
espermatozoides se expusieron al
contaminante antes de la hiperactivacién; y 2)
Hiperactivados (HIP), cuando los
espermatozoides se expusieron al
contaminante luego de la hiperactivacion.
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Analisis de datos

Para el calculo de laCL,,alos 30 minutos y los
limites de confianza al 95% se utiliz6 el
andlisis Probit previa correccion de las
mortalidades con la formula de Schneider-
Orelli (PUntener 1981) debido a que los
controles presentaron mas del 10% de
mortalidad. Para hallar los valores de NOEC
(mayor concentracion a la cual no se observan
efectos) y LOEC (menor concentracion a la
cual se observan efectos) se utilizé las pruebas
no paramétricas de Kruskall-Wallis y U de
Mann-Whitney debido a la falta de normalidad
de los datos. Todos los anélisis se realizaron en
el software SPSS v.21 con una confiabilidad
del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de las concentraciones de acetato de
plomo sobre la mortalidad corregida de los
espermatozoides se muestra en la Fig. 1. El
valor de la CL,, para espermatozoides no
hiperactivados fue de 5,58 pg.dL™, con un
limite de confianza inferior de 2,96 pg.dL™y
superior de 10,32 pg.dL®. Para el caso de
espermatozoides hiperactivados, la CL,,fue de
196,16 pg.dL®, con limites de confianza
inferior y superior de 40,16 pg.dL™y 55 222,41
ug.dL®, respectivamente. Los valores de
NOEC y LOEC para el porcentaje de
mortalidad y porcentaje de motilidad para
ambos casos fueron de 0,6 pg.dL™ (NCP:
p=0.52 y p=0.194; HIP: p=0,82 y p=0,98) y 6
ug.dL™ (NCP: p=0,003 y p>0,001; HIP:
p=0,002y p=0,050), respectivamente.

Estos datos nos indican que si un varén se
encuentra contaminado por Pb, sus
espermatozoides evidenciaran esto de manera
significativa, pues en espermatozoides no
hiperactivados la CL,,es mucho menor que en
espermatozoides hiperactivados. Podemos
tratar de explicar lo que hemos encontrado
segun sefialado por Visconti et al. (1998),
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\Velazquez (2009) y Gonzales & Cornejo
(2010), los cuales indican que la
hiperactivacion del espermatozoide se da en el
oviducto de la hembra (en nuestro caso, de la
mujer) en el marco del evento conocido como
capacitacion espermatica. Asi pues, mientras
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no se de este proceso, los espermatozoides son
maés vulnerablesy sensibles a los efectos del Pb
en la sangre del vardn, caso contrario a lo que
se observa cuando los espermatozoides se
encuentran hiperactivados en el oviducto
femenino.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de espermatozoides humanos frente a acetato de plomo.

Los valores normales de la OMS establecen
58% de espermatozoides vivos en las muestras
de eyaculado humano, en contraste con
nuestros resultados, en los que obtuvimos
como vitalidad media 69,6% (p<0.001) en los
espermatozoides del grupo control no
capacitados, esto puede deberse a la dieta, a la
actividad fisica que hayan realizado o diversos
factores externos que no competen a los
objetivos de esta investigacion.

Los valores normales de la OMS establecen un
rango de 3-20% de espermatozoides con
motilidad lineal répida en las muestras de
eyaculado humano, en contraste con nuestros
resultados, en los que obtuvimos como media
13,33% en los espermatozoides del grupo
control no capacitados, lo cual indica que el

valor se encuentra dentro de un rango
establecido a nivel mundial.

En el presente trabajo hemos podido calcular la
CL,, dandonos asi limites para el cantidad de
Pb(CH,COO), que se debe de tener en el
organismo para lograr el 50% de mortalidad de
los espermatozoides. Esto no se hizo en las
investigaciones del MTASE (1995), Astete et
al. (2005), Mendiola et al. (2007, 2011) y
Yucra et al. (2008). Cabe indicar que los
trabajos aqui citados tenian como referencia
los valores de la OMS de 10 pg.dL™ de Pb en
sangre, que, para fines de nuestro trabajo se
contrasta con lo que reporta Mendiola et al.
(2011), pues no existen diferencias
significativas entre las concentraciones de Pb
en sangre de las encontradas en plasma
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seminal. Astete et al. (2005) encontré6 66
ug.dL™ en semen, es por esto que elegimos esta
como nuestra concentracion méas alta para
desarrollar nuestro trabajo.

Naha et al. (2005) y Mendiola et al. (2011)
encontraron alteraciones morfoldgicas y
motiles significativas en espermatozoides de
personas expuestas a plomo, el cual podria
disminuir el nivel de antioxidantes en el
plasma seminal ocasionando una disminucion
en la calidad seminal. Awadalla et al. (2011)
encontraron que las personas con un nivel de
plomo en sangre menor a 20 pg.dL ™ exhibieron
una disminucidn significativa en el namero de
espermatozoides y en la condensacion de la
cromatina. Asimismo, Xu et al. (2003)
encontraron que valores por Pb por encima de
1 pg.dL™ en el plasma seminal afectaron la
calidad espermatica de los individuos
evaluados, lo cual coincide con nuestro trabajo
debido a que la NOEC correspondio a la
concentracion de 0.6 pg.dL™.

Se puede extrapolar en el caso en el cual un
individuo expuesto a este tipo de
contaminacion por Pb(CH,C0OO0),,
dependiendo de la concentracidn de este toxico
en su organismo, y especificamente en el
eyaculado que este produzca, disminuira
considerablemente la vitalidad de sus
espermatozoides si oscila esta entre los valores
que hemos calculado, y lamotilidad de estos de
maneraanaloga.

Como este es un estudio in vitro, no podemos
afirmar tajantemente que se desarrolle de igual
manera en el oviducto femenino, que es en
donde se desarrolla la hiperactivacion
espermaticainvivo, peropodemos sugerir que
es probable que se produzca de manera similar,
si se retnen las condiciones que hemos
simulado en el laboratorio.

Por lo expuesto anteriormente podemos decir
que los valores encontrados en el presente
trabajo pueden servir como base para el
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establecimiento de una legislacion que
abarque todos los aspectos de la salud
reproductiva en lo referente a los niveles
permitidos de Pb en el medio y por extension
en el organismo a nivel de gonadas pues el
problema de infertilidad en el hombre es un
problema multifactorial de vital importancia
que no se puede dejar sin un estudio completo
en que se establezcan limites para las
cantidades toxicas en el organismo, pues se
han encontrado limites muy superiores a los
permitidos por la OMS, como sefialan Garcia-
Algar (2003), Astete et al (2005), Rodriguez &
Espinal (2008) y Awadalla et al. (2011) que
encontraron 12,7 pg.dL”, 10 pg.dL”, 16,5
ug.dL™ y 20,08 pg.dL™ como media entre los
individuos que estudiaron, asunto que
preocupa en la actualidad, a sabiendas que la
OMS ha disminuido el limite de Pb en sangre a
menos de 5 pg.dL™ de sangre como figuraen la
altima nota descriptiva N°379 de octubre del
2014 en su paginaweb.

En conclusion el Pb(CH,COO0),, es toxico para
los espermatozoides humanos, afectando la
hiperactivacion espermatica, y ademas que los
espermatozoides humanos son buenos
bioindicadores frente a la contaminacion por
Pb(CH3COOQ), siendo el presente trabajo el
primero en demostrar este modelo para tales
fines.
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