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Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar el desarrollo
testicular y describir la calidad del parénquima testicular de machos
cabrios alimentados con pasto, maiz molido y agua obtenidos de
campos contaminados con residuos de mineria. Se evaluo la
concentracion de plomo, arsénico y cadmio en sangre y tejido
testicular, asi como otros indicadores como testosterona, el parénquima
testicular, la concentracion espermatica y porcentaje de
espermatozoides malformados. Se encontr6 mayor concentracion de
cadmio (Cd) en el parénquima testicular, posiblemente debido a la
mayor capacidad de bioacumulacion de este metal. El promedio de
concentracion de testosterona fue de 0.16 mg/dL. El parénquima
testicular presentd vacuolizacion del citoplasma, degeneracion del
epitelio germinativo con escasas células de Sertoli y Leydig, asi como
ausencia de espermatogénesis y espermatozoides. La concentracion
espermatica estuvo por debajo de lo reportado como normal. La
concentracion de espermatozoides y testosterona pudo variar debido a
un bajo conteo de células de Leydig y Sertoli. El consumo de alimento
y agua contaminados con residuos de mineria, permiten que metales
pesados como cadmio y arsénico se acumulen en los testiculos
afectando negativamente el parénquima testicular, pero no el tamafio
testicular.

Palabras clave: Chivos; testiculos; testosterona; metales pesados;
jales.

Abstract: Preliminary study of the effect of heavy metal consumption
on the development and testicular histology of the male goat (Capra
hircus)

The aim is to evaluate the testicular development and described the
quality of the testicular parenchyma of male goats consuming grass,
ground corn and water obtained from fields contaminated with mining
residues. The concentration of lead, arsenic and cadmium in blood and
testicular tissue was evaluated as well as other indicators such as
testosterone concentration, testicular parenchyma, sperm concentration
and abnormalities sperm. A higher concentration of cadmium (Cd)
were found in the testicular parenchyma, possibly due to the increased
bioaccumulation capacity of this metal. The average testosterone
concentration was 0.16 mg/dL. The testicular parenchyma presented
vacuolization of the cytoplasm degeneration of the germinative
epithelium with few Sertoli and Leydig cells, as well as absence of
spermatogenesis and spermatozoa. The sperm concentration was below
that was reported as normal. The concentration of sperm and
testosterone could vary due to a low number of Sertoli and Leydig cells.
The intake of food and water contaminated with mining residues, allow
heavy metals such as cadmium and arsenic to accumulate in the
testicles negatively affect testicular parenchyma, but not testicular size
in male goats.
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Introduccion

La deteccion de metales como plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico (As)
y mercurio (Hg) ha cobrado importancia debido a su toxicidad y a su
capacidad de bioacumulacion en el organismo (Bustamante et al.,
2015; Milam et al., 2015) pudiendo ocasionar trastornos reproductivos
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(Siu et al., 2009; M Zubair et al., 2017), tanto en humanos como en
animales, donde pueden incluirse los que se utilizan en la produccion
animal.

La explotacién minera, atin después del cese de actividades, pueden
continuar siendo el origen de elementos tdxicos, existiendo poca
informacion disponible acerca de la influencia de los metales pesados y
el manejo que debe darse a los animales en pastoreo (Guvvala et al.,
2019).

Los caprinos, entre los rumiantes, ademas de ser animales que se
adaptan a condiciones de clima muy diversos, ofrecen perspectivas de
desarrollo debido a su potencial como productores de leche y las
caracteristicas organolépticas de su carne, ademas en paises en vias de
desarrollo constituyen una importante fuente de proteina, siendo los
productores caprinos sus principales consumidores (Arechiga et al.,
2008).

La ganaderia caprina en la mayor parte del mundo se caracteriza por ser
de baja tecnificacion y ubicada en zonas xer6filas con suelos pobres o
contaminados (Arechiga et al., 2008; Jubril et al., 2017) como ocurre en
la zona de desechos mineros (jales) de Taxco, Guerrero, México, donde
investigaciones han corroborado la contaminacion de suelo y agua con
metales pesados, asi como la acumulacion de estos en plantas
consumidas por los caprinos (Gomez-Bernal et al., 2010; Ruiz-Huerta
& Armienta-Hernandez, 2012), sin que se haya evaluado si existe un
efecto del consumo de alimentos contaminados con metales pesados
sobre variables reproductivas del macho caprino. Por lo que el objetivo
de este estudio fue evaluar el desarrollo testicular y describir la calidad
del parénquima testicular de machos cabrios alimentados con pasto,
maiz molido y agua obtenidos de campos contaminados con residuos de
mineria.

Material y Métodos
Lugar de estudio

El presente estudio se realizo en la zona de “La Caflada” adyacente a
los jales “El Fraile” ubicado en las coordenadas 18° 30 latitud norte y
99° 35” longitud oeste. El clima de la zona es calido sub-htimedo con
temperatura promedio de 18 °C.

En esta zona los desechos mineros, se han acumulado por casi 50 afios
(Gémez-Bernal et al., 2010), tiempo en el cual se han continuado
desarrollando ganaderias de subsistencia, como la caprina, sobre y
alrededor de los jales.

Estudios anteriores han demostrado la presencia de metales pesados en
el agua que atraviesan el jale minero El Fraile (Méndez-Ramirez &
Armienta Hernandez, 2012) y su acumulacion en las plantas que crecen
sobre y en las adyacencias de este mismo jale (Gomez-Bernal et al.,
2010; Ruiz Huerta y Amienta Hernandez 2012).

Animales y tratamiento

Cuatro caprinos criollos (Capr.1, Capr.2, Capr.3 y Capr.4), provenientes
de un area no contaminada con metales pesados, de 5 meses de edad,
con peso promedio inicial de 10.654+2 kg. Cap.1,2 y 3 consumieron
diariamente, 0.20 kg de Vachellia farnesiana (Huizache), 0.40 kg de
Paspalum notatum (zacate) y 0.25 kg de Zea maiz (maiz) molido, que
crecian en suelos con residuos de mineria y2.5L de agua del rio
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Cacalotenango, el cual también estd contaminado por los jales
(Méndez-Ramirez & Armienta Hernandez, 2012). El Capr.4 fue
mantenido en un area libre de contaminacion de metales pesados,
consumiendo 0.60 kg de Cynodon nlemfuensis (Pasto estrella) y 0.25
kg de maiz, el agua se proporcioné ad libitum. El trabajo se llevo a cabo
durante 26 semanas.

El sacrificio de los caprinos se realizd respetando la norma oficial
mexicana NOM-033-SAG/Z00-2014, métodos para dar sacrificio a
los animales domésticos y silvestres, asi como la autorizacion del
Comité de Bioética de la Universidad Auténoma de Guerrero.

Consumo de metales pesados

Las concentraciones de Cd, As y Pb en el pasto, maiz y huizache se
consideraron de informes obtenidos en la zona, en investigaciones
anteriores (Diaz-Villasefior et al., 2017) igual que el caso del agua
tomada del rio Cacalotenango (Cervantes-Ramirez et al., 2018).

Se determind el consumo de metales pesados multiplicando la
concentracion de metales pesados en el pasto, huizache, maiz y agua
por los kg y L. consumidos de estos.

Peso vivo (PV) y circunferencia escrotal (CE)

Para la medicion del PV se utiliz6 una balanza TECNIPESA con
capacidad de 100 kg. Los testiculos fueron medidos empleando un
escrotimetro (De la Vega et al., 2006). Dichas medidas fueron tomadas
cada 15 dias.

Concentracion de metales pesados en sangre y testiculos

Se tomd una muestra semanal de sangre, de cada chivo, por
venopuncion de la vena yugular. La sangre fue recolectada en tubos
Vacutainer sin ningun aditivo, posteriormente centrifugada a 3500
rpm/15 min. El plasma sobrenadante fue almacenado en microtubos y
congelado a -20°C hasta su procesamiento.

En el caso del tejido testicular, se tomaron muestras de tejido, de ambos
testiculos, 3cm x 3cm, se colocaron en un contenedor estéril y se
preservaron a una temperatura de -20 °C hasta el momento de la
digestion y analisis de metales pesados.

Se utilizé el procedimiento de digestion hiimeda para el analisis de
metales pesados en sangre y tejido testicular. La digestion de las
muestras se realizo en el Laboratorio de Geoquimica, de la Universidad
Autonoma de Guerrero donde se tomaron 5 mL de sangre y se pesaron
0.5 g de muestra de tejido testicular, en bombas Savillex y se digirieron
con acido nitrico [HNO3] y peroxido de hidrogeno [H20:] en una
plancha caliente a una temperatura de 80 a 100 °C durante una hora
mas hasta que la muestra termino el proceso de digestion y mostr6 un
color claro.

Las concentraciones de Pb, Cd y As fueron determinadas en un
Espectrometro de Emision por Acoplamiento de Plasma Inducido
(ICP-AES) Perkin Elmer Optima 3200, en el Laboratorio de
Geoquimica, de la Escuela Superior de Ciencias de la Tierra en la
Universidad Autonoma de Guerrero. La exactitud y precision de los
métodos analiticos fue monitoreada utilizando el estandar de referencia
Lyphochek Whole Blood Metals Control, Level 3, #529, para la
cuantificacion de Pb, Cd y As en sangre, orina, musculo y tejidos
blandos. Para la cuantificacion de la concentracion de Pb, Cd y As, el
equipo se calibrd con los estandares de rutina para determinacion de
metales, obteniendo las curvas de calibracion correspondientes para
cada elemento (Pb, Cd y As). El limite de deteccion del equipo fue de
0.010 mg/L.

Concentracion de testosterona en sangre

Para la determinacion de testosterona se utilizd6 un kit de Elisa
siguiendo las recomendaciones del fabricante (MEXLAB). Las placas
fueron leidas con un lector de Elisa Mod. Stat Fax 4700 (Palm City,
FL, USA). La sensibilidad de la prueba es de 0.075 ng/mL.

Histologia

El parénquima testicular fue evaluado utilizando el método de inclusion
en parafina y tincion con hematoxilina-eosina (Tinciones Alvarez®,
Granada-Espafia). Las muestran se observaron en un microscopio
Labomed LX40 (Lab. América Inc-USA) con aumento de 40 y 100X.
Se tomaron fotografias de 10 campos de un mismo corte histologico,
utilizando una cdmara Lamine 117 Histologia de Ross Rowell, adaptada
al microscopio. Como indicativo de la calidad del parénquima testicular
se evaluo la integridad del epitelio seminifero, integridad de las células
de Sertoli y Leydig, asi como la presencia de espermatozoides en
diferentes estadios (Berndtson, 1977).

Caracteristicas espermaticas
Obtencion y evaluacion de semen

La cola y parte del cuerpo del epididimo fueron disectados
asépticamente del testiculo y colocados en una capsula de Petri, donde
inmediatamente se procedio al lavado de los epididimos con 10 mL de
solucion Ringer Lactato para limpiar las impurezas. Posteriormente se
obtuvieron los espermatozoides segun el método de desmenuzamiento
del epididimo descrito por (Benitez-Gonzalez et al., 2017).

Concentracion espermdtica

Para determinar la concentracion espermatica del eyaculado se tomo
0.05 mL del semen obtenido y se diluyé en 9.95 mL de solucion
fisiologica con formaldehido al 10% (Carrillo et al., 2010). La
concentracion espermatica fue evaluada empleando una camara de
Biirker. El nimero total de espermatozoides por mL se calculd segtn lo
sefialado por (Christensen et al., 2005).

Malformaciones espermdticas

Se tomaron alicuotas de 2 pLL de semen, obtenido por desmenuzamiento
del epididimo, las cuales fueron tefiidas con tincion eosina-nigrosina
(Barth, 2007), posteriormente se realizaron 3 frotis con cada alicuota.
Los frotis fueron evaluados empleando un microscopio Labomed LX40
(Lab. América Inc-USA) con aumento de 100X.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de medidas repetidas para la circunferencia
escrotal, peso vivo y concentracion de testosterona, donde el efecto fijo
fue el tratamiento y el efecto aleatorio el animal, los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar. Se empled un nivel de
significancia de P < 0.05. Para todos los procedimientos estadisticos se
utilizo el software JPM (SAS 2020, USA).

Resultados
Consumo de metales pesados y concentracion en sangre

En la presente investigacion los caprinos consumieron 0.15 mg de Pb/d,
1.18 mg de Cd/d y 0.12 mg de As/d.

El andlisis de sangre no muestra la presencia de As y las
concentraciones de Pb y Cd fueron iguales, 0.001 mg/dL.

Peso vivo (PV) y circunferencia escrotal (CE)

Los resultados de circunferencia escrotal y el peso vivo se muestran en
la tabla 1.

Metales pesados en testiculos, concentracion de testosterona en
sangre, histologia y caracteristicas espermadticas.

La concentracion de Cd en tejido testicular fue de 0.0010, 0.0014 y
0.0020 mg/g en Capr.1, Capr.2 y Capr.3 respectivamente. En cuanto al
arsénico fueron iguales a las de Cd en el Capr.2 y Capr.3, pero superior
en el Capr.1 con 0.0021 mg/g. No se detect6é plomo en tejido testicular.
No se encontrd ningun metal pesado en los testiculos del caprino
control.

La concentracion promedio de testosterona se reporta en la tabla 1. No
encontrandose diferencias entre tratamientos. Por su parte Zubair et al.
(2016) senala, en machos cabrios, una disminucion en la concentracion
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Tabla 1. Peso vivo, circunferencia escrotal, concentracion de testosterona y
caracteristicas espermdticas de caprinos consumiendo forraje, maiz y agua
contaminados con metales pesados.

Caracteristica Caprino metales  Capr. Valor P
pesados control

Peso vivo final (kg) 17.5+¢1.6 18.5+1.2 0.6

Circunferencia 19.9+1.4 18.4+1.5 0.7

escrotal final (cm)

Concentracion de 0.4+0.7 0.5+0.5 0.8

testosterona ng/mL

de testosterona atribuida a la disminucion en la concentracion de LH
debido a la secrecion de corticosteroides que inhiben la secrecion de
GnRH, por efecto del consumo de Smg/kg de arsénico, lo que es mucho
mayor al consumo registrados en el presente estudio, por lo que
probablemente no se vio afectado el mecanismo hipotalamo-hipofisis-
gonadas.

El estudio histologico reveld que el parénquima testicular de los 3
caprinos consumiendo metales pesados, presentaron las mismas
caracteristicas (Fig.1), observandose vacuolizacion del citoplasma
degeneracion del epitelio germinativo con escasas células de Sertoli y
Leydig, asi como ausencia de la espermatogénesis y espermatozoides.
A diferencia del caprino que consumié alimentos libres de metales
pesados.

Figura 1. Seccion transversal de tibulos seminiferos (TS). Vacualizacion del
citoplasma en la linea germinal y las células epiteliales germinales (V) y
desprendimiento de algunas células (D) degeneracion del epitelio germinativo
(DEG) con escasas células de Sertoli y ausencia de células de Leydig.

En la tabla 2, se observa que la concentracion espermatica, fue menor
en los animales consumiendo alimento y agua contaminada con
metales pesados, con respecto al caprino control. El porcentaje de
malformaciones fue similar en ambos tratamientos.

Tabla 2. Caracteristicas espermaticas de caprinos consumiendo forraje, maiz
v agua contaminados con metales pesados.

Caracteristica Capr. 1 Capr. Capr. 3 Capr.4

2 (control)

Concentracioén 52.84 49.50 50.20 1.3 x108

espermatica x10° x10° x10°
millones/mL.
Malformaciones 10 8 8 7
(%)
Discusion

El mayor consumo de Cd puede ser debido a la alta capacidad de este
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metal para acumularse en los forrajes, en comparacion con el arsénico
y plomo (Arroyave et al., 2010). El analisis de sangre no muestra la
presencia de As y las concentraciones de Pb y Cd fueron iguales, 0.001
mg/dL, lo cual resulta bajo segun su consumo. Este hecho puede ser
explicado por la presencia bezoares en el rumen de los caprinos hallados
durante la necropsia.

Los bezoares se forman por la presencia de elementos indigestibles o
nocivos para el animal impidiendo que se distribuyan en el organismo
y constituyendo un método de defensa en rumiantes (Espinoza-
Gonzalez, 2016).

(Escorcia-Reynoso, 2020), sefiala que los bezoares son capaces de
acumular gran cantidad de metales pesados, impidiendo que estos
permanezcan circulando en sangre. Sin embargo, esto no impidié que
se acumulara Cd y As en tejido testicular. Las concentraciones
encontradas de Cd son menores a las reportadas por (Massanyi et al.,
2004) en semen de borregos.

Estudios realizados en caprinos en zonas tropicales consumiendo
alimentos libres de metales pesados reportan concentraciones entre 1.89
(Chentoufet al., 2009) y 2.07 billones de espermatozoides/mL, (Kabiraj
et al., 2011) lo cual es superior a lo encontrado en el presente estudio
(Tabla 1) en los caprinos consumiendo metales pesados. Los resultados
hallados difieren de otro estudio donde la concentracion espermatica
disminuy6 por el consumo de arsénico (M. Zubair et al., 2016)

En cuanto al porcentaje de malformaciones son similares a los
reportados por (Sultana et al., 2013) en machos cabrios sanos y fértiles.

A pesar del efecto negativo sobre el epitelio seminifero, la
circunferencia escrotal no se vio afectada en ninguno de los tres
caprinos consumiendo metales pesados, coincidiendo con lo reportado
por (Haouem et al., 2008) y (Blanco et al., 2007) quienes encontraron
dafio en el parénquima testicular, sin decremento del tamafio testicular,
en ratones suplementados, con alimentos contaminados con Cd. Sin
embargo, difieren de lo encontrado por otro estudio que reportan
disminucion del tamaiio testicular en ratones a los que se les suministrd
alimento contaminado con arsénico (Uygur et al., 2014) y borregos a
los que se les suministré cadmio (Lymberopoulos et al., 2000).

Estudio posterior sefialan necrosis y degeneracion en los tubulos
seminiferos en borregos a los que se les suministro cadmio en el
alimento (Lymberopoulos et al., 2003). Por su parte Ansa et al. (2017;
Blanco et al. (2010) observaron vacuolizaciones y degeneracion del
epitelio seminifero en conejos y ratones alimentados con Cd. Estos
ultimos autores, son enfaticos en sefialar que el consumo prolongado, 6
meses 0 mas, de Cd es nocivo para el epitelio seminifero. En el caso del
As se reportan, los mismos dafios en el epitelio seminifero de rumiantes
(Muhammad Zubair & Martyniuk, 2019) ratones que los ocasionados
por el Cd (Uygur et al., 2014; Yilmaz et al., 2020). En las condiciones
del presente estudio no es posible identificar si los dafios observados en
el epitelio seminifero fueron ocasionados por el Cd o por As.

El bajo porcentaje de malformaciones en los caprinos consumiendo
metales pesados, puede ser debido a que la concentracion de arsénico
consumida por los caprinos es inferior a la suministrada en otras
investigaciones (Lymberopoulos et al., 2000; Uygur et al., 2014;
Yilmaz et al., 2018).

Con respecto al efecto negativo del cadmio sobre la morfologia
espermatica en el presente estudio, éste pudo haberse disminuido
debido a la presencia de zinc en el maiz o en el pasto consumido,
potenciando un efecto positivo que se reflejo en el bajo porcentaje de
malformaciones espermaticas. Al respecto Lopez Alonso et al. (2002)
sefialan que el Cd puede hacer sinergia positiva con el zinc, mejorando
la calidad de los espermatozoides.

La concentracion espermatica depende de la presencia de células de
Sertoli y la concentracion de testosterona depende del niimero de
células de Leydig. En este estudio los tubulos seminiferos de los
caprinos consumiendo metales pesados, se caracterizaron por presentar
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un aumento en la luz del mismo, debido a un bajo nimero de células
de Leydig y Sertoli, lo que podria explicar la baja concentracion
espermatica y de testosterona. Dichos resultados podrian atribuirsele a
la presencia del Cd, coincidiendo con lo reportado por Ansa et al.
(2017) quienes indican que el cadmio puede causar la pérdida de
células en el parénquima testicular. Por su parte Blanco et al. (2007)
son especificos al sefalar que concentraciones de Cd iguales o
superiores a 0.001 mg/g de tejido testicular, tiene efecto detrimental
sobre las células de Leydig. Dicha concentracion es la encontrada en
los testiculos de los caprinos en el presente estudio.

Conclusion

El consumo de alimento y agua contaminados con residuos de mineria,
permiten que metales pesados como cadmio y arsénico se acumulen en
los testiculos afectan negativamente el parénquima testicular, pero no
el desarrollo testicular.
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