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Resumen

El vanadio y sus compuestos han mostrado ser capaces de inducir efectos téxicos
en diferentes organos de modelos animales. Previamente nosotros mostramos que el
tetradxido de vanadio puede inducir alteraciones en la citologia de la génada masculina,
asi como en los gametos; sin embargo, el proceso de la espermatogenesis involucra
muchos procesos de divisidn y diferenciacion que se conocen en conjunto como el ciclo
del epitelio seminifero y en un primer acercamiento al problema con estudios de histologia
clasica no identificamos etapas sensibles al dafo inducido por la administracion de
tetradxido de vanadio. De la misma forma, el analisis clasico de semen no proporciona
informacion acerca de la integridad de la cromatina espermatica.

Con el propdsito de hacer una evaluacion que comprendiera los diferentes
compartimientos del sistema reproductor masculino decidimos investigar en el modelo de
raton los efectos nocivos del tetraéxido de vanadio a nivel de la génada, contemplando
diferentes tiempos de tratamiento para caracterizar los efectos en diferentes etapas del
desarrollo espermatogénico, de la misma forma estudiamos los efectos del tetradxido de
vanadio en la estructura de la cromatina espermatica y en las hormonas reguladoras de la

espermatogénesis testosterona y progesterona.

En el presente estudio encontramos la induccion de muerte celular por apoptosis
en la células germinales detectada por TUNEL en etapas particulares del ciclo del epitelio
seminifero, las cuales coinciden con la delecidn de las células germinales en condiciones
fisiologicas, o que hace suponer que el tetradxido de vanadio podria estimular las rutas
normales de muerte celular en el linaje germinal testicular. Aunado a lo anterior, no se
observé modificacion en la concentracion de las hormonas esteroides progesterona y
testosterona, lo que nos ayuda a explicar la distribucion de células germinales muertas en
etapas semejantes a las de los grupos testigo. La presencia de células germinales en
apoptosis se corrobord por microscopia electronica, lo que también reveld la presencia de
estructuras intracelulares atipicas en practicamente todos los tipos celulares del epitelio

seminifero.

La estructura de la cromatina espermatica en los animales tratados con tetradxido
de vanadio sufre modificaciones que la hacen mas sensible a la desnaturalizaciéon.




Posiblemente el fenédmeno observado tenga relacion con los procesos de estabilizacion
de la cromatina a nivel del epididimo, puesto que los espermatozoides que pasan por este
proceso durante el tratamiento con tetradxido de vanadio son mas sensibles a la
desnaturalizacion que aquellos expuestos durante mas tiempo al vanadio.

En este trabajo mostramos que a nivel de la godénada la administracion
intraperitoneal de tetraoxido de vanadio puede inducir la muerte de células germinales en
etapas especificas del desarrollo espermatogénico, y que este fendmeno puede no estar
relacionado con las hormonas testosterona y progesterona; de la misma forma ocasiona
alteraciones ultraestructurales demostradas por |la aparicion de estructuras intracelulares
atipicas, mientras que en los gametos aumenta la sensibilidad a la desnaturalizacion de la

cromatina durante la estabilizacion en el epididimo.
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Summary

Vanadium and their compounds have shown to induce toxic effects in different
organs of animal models. We have shown that the vanadium tetraoxid can induce
alterations in the cytology of the male gonad, as well as in the gametes; however, the
process of the spermatogenesis involves many division processes and differentiation that
are known as a whole as the cycle of the seminiferous epithelium. In a first approach with
classical histology we could not be identified that stages sensitives to the damage induced
by the administration of vanadium tetraoxid. In the same way, the classic analysis of
semen don't provide information about the integrity of the spermatic chromatin.

Having the purpose of evaluating the different compartments of the male
reproductive system, we investigated in the mouse the noxious effects of the vanadium
tetradxido in the gonad, contemplating different schedules of treatment to characterize the
effects in the different stages of the spermatogenic development, in the same way, we did
study the action of the vanadium tetraoxid on the structure of the spermatic chromatin and
the hormones that control the spermatogenesis, testosterone and progesterone.

In the testis of the animals treated with vanadium tetraoxid we detect by TUNEL the
induction of cellular death by apoptosis of the germinal cells in stages specifie of the cycle
of the seminiferous epithelium, which coincided with the deletion of the germinal cells
under physiologic conditions, this indicates that the vanadium tetraoxid could stimulate the
normal routes of cellular death in the germ cells. Joined to the above-mentioned,
modification was not observed in the concentration of the hormones steroids progesterone
and testosterone, this helps us to explain the distribution of germinal cells died in stages
similar to those of the control groups. The presence of germinal cells in apoptosis was
corroborated by electronic microscopy, also revealing the presence of structures atypical
intracellular in practically all the cellular types of the seminiferous epithelium.

The structure of the spermatic chromatin in the animals treated with vanadium
tetraoxid suffers modifications that make it sensitives to the denaturation under the
conditions the structure of the spermatic chromatin assay. The observed phenomenon is
possibly related to the chromatin stabilization processes from at the level of the
epididymis, since the sperms that go by this processyduring the jgaMent with vanadium




Posiblemente el fenémeno observado tenga relacién con 10s procesos de estabilizacién
de la cromatina a nivel del epididimo, puesto que los espermatozoides que pasan por este
proceso durante el tratamiento con tetraéxido de vanadio son mas sensibles a la
. desnaturalizacion que aquellos expuestos durante mas tiempo al vanadio.

En este trabajo mostramos que a nivel de la génada la administracion
intraperitoneal de tetraéxido de vanadio puede inducir la muerte de células germinales en
etapas especificas del desarrollo espermatogénico, y que este fendmeno puede no estar
relacionado con las hormonas testosterona y progesterona; de la misma forma ocasiona
alteraciones ultraestructurales demostradas por la apariciéon de estructuras intracelulares
atipicas, mientras que en los gametos aumenta la sensibilidad a la desnaturalizacion de la
cromatina durante la estabilizacion en el epididimo.




Introduccién

El desarrollo industrial actual y el tipo de vida predominante, principalmente en las
grandes ciudades, enfrentan al hombre a un elevado niumero de substancias quimicas a
las cuales no habia estado expuesto, y aunque algunas de esas substancias se hallaban
presentes desde hace tiempo no se encontraban en las concentraciones actuales.

La contaminacién del ambiente y la exposicion humana a elementos metalicos y a
sus compuestos puede ocurrir naturalmente debido a |la erosion de los depdsitos de
minerales asi como de las actividades humanas como la mineria, la fundicion, la quema
de combustibles fdsiles y la utilizacidn industrial de metales (Friberg y Nordberg, 1986).

Usos del vanadio

El vanadio es un elemento traza presente en las gasolinas derivadas de
elementos fosiles, por lo que la combustion de estos materiales proporciona una
significativa fuente ambiental de este elemento. Las emisiones de partizulas de vanadio
debido a la actividad industrial se estima que comprenden cerca del 53% del total de
vanadio en la atmodsfera (Hope, 1994).

La produccidon global de vanadio ha crecido de 4,000 toneladas durante el periodo
comprendido de 1952 a 1956 hasta aproximadamente 40,000 toneladas en 1980. De
1980 a 1990 la produccién ha fluctuado entre 30,000 y 40,000 toneladas por afo (Nriagu,

1998).

Algunos compuestos de vanadio presentan una alta actividad farmacologica,
debido a lo cual se ha sugerido la explotacion de este eilemento con fines benéficos,
ademas de que los complementos nutrimentales que contienen vanadio actualmente son
ampliamente comercializados (Baran, 1998). En humanos el vanadio (IV) es utilizado para
mejorar el rendimiento fisico de atletas durante entrenamientos pesados (Fawcett y col.,
1997), en lineas celulares tumorales humanas ha mostrado propiedades antineoplasicas
(Jacksson y col., 1997; Sakurai y col., 1995) y recientemente ha sido propuesto como un

posible anticonceptivo vaginal (D'Cruz y col., 1998)r———e—
S Mvery o~ L™
Thymdys o) H

UFALLS b7 - oy

——




Aspectos biolégicos relacionados con el vanadio

Es un elemento traza esencial, importante en el metabolismo del hueso, cartilago y
en el proceso de crecimiento de ratas y pollos. Juega un papel importante en la nutricién
de varias formas de vida, principalmente acuaticas (Carson y co/., 1987; French y Jones,
1993; Sabbioni y col/.,, 1983).

Las rutas por las cuales el vanadio entra en contacto con los animales terrestres
son: el tracto respiratorio, el tracto gastrointestinal y la piel. Se estima que el 25% del
vanadio inhalado se absorbe y transporta al torrente sanguineo y al sistema linfatico. La
ingestiéon contribuye en menor grado a la absorcion ya que solo del 1-10% que pasa a
través del tracto gastrointestinal es retenido y el restante se elimina con {as heces, al
parecer ia bilis facilita la excrecion, especialmente cuando las concentraciones en el
plasma son altas (Sabbioni y col., 1983). Los trabajos que evalian |la absorcion de
vanadio por la piel son escasos, aunque se piensa que la cantidad absorbida es minima
(Elinder y col/., 1988; French y Jones, 1993; WHO, 1988). El estado de oxidacion del
vanadio y la presencia de otros componentes en la dieta tienen influencia en la absorcion
del vanadio por el tracto gastrointestinal (Hill, 1990; Nielsen, 1995).

El mecanismo de absorcion del vanadio no esta bien entendido, aunque
posiblemente el vanadio comparta, al igual que otros elementos, el mismo acarreador que
el hierro, entre estos elementos se encuentran el cobalto, el niquel, el manganeso, el
zinc, el cadmio y el plomo (Powell y Halliday, 1981). Los trabajos realizados en cuitivos
celulares muestran que las formas de vanadio V (vanadato) y IV (vanadilo) pueden
transportarse al interior de las células, posiblemente el vanadato ingrese via un sistema
transportador de aniones (Macara y col, 1980) en forma de mondmero, mientras que el
vanadilo lo hace gracias a un transportador de cationes divalentes presente en la
membrana citoplasmatica (Etcheverry y Cortizo, 1998). Una vez dentro de las células el
vanadio (V) es reducido a vanadio (IV) (Redher, 1995; Sakurai, 1994), y posiblemente
este proceso funcione como un mecanismo de desintoxicacion (Etcheverry y Cortizo,
1998; Sabbioni y col., 1993).




En general la absorcion del vanadio se da en funcion de su solubilidad en agua y
en medios biolégicos. La solubilidad de los compuestos de vanadio en jugos gastricos en
orden decreciente es sulfato de vanadilo, vanadato de amonio y pentoxido de vanadio;
mientras que en suero su solubilidad se ordena como vanadato de sodio, pentoxido de
vanadio y sulfato de vanadilo (Sitprija y Eiam-Ong, 1998).

De la cantidad ingerida de vanadio que no se absorbe cerca del 12% es excretado
en la orina. Es incierta la correlacion entre la exposicién a vanadio, las concentraciones
sanguineas y aquellas excretadas en la orina (Sitprija y Eiam-Ong, 1998). El vanadio
excretado en la orina esta en forma de complejos de. bajo peso molecular (Chasteen y

col., 1986).

Una vez que ingresa al organismo el vanadio se distribuye en el cuerpo, lo cual
ocurre en el siguiente orden: hueso > rifndn > higado > bazo > intestino > estomago >
musculo > testiculo > pulmdén > cerebro (Sharma y col, 1980), mientras que aigunos
experimentos sugieren el siguiente orden de retencion: hueso > rindn > higado > bazo >
intestino > estomago > sangre > pulmén > cerebro (Chasteen, 1983).

De acuerdo con Baran (1998), para el caso del vanadio, podemos dividir en dos
grandes bloques los procesos de desintoxicacion: a) desintoxicacién por acumulacion en
hueso y en tejido conectivo, y b) desintoxicacion por procesos reductivos y por la

formacion de complejos.

En condiciones fisiologicas el vanadio se encuentra principalmente como vanadato
en los fluidos extracelulares, al ingresar a las células es reducido por el glutation y otros
agentes a vanadilo y es estabilizado con algunos ligandos (Bruech y col., 1984; Nechay y
col., 1986; Sakurai y co/., 1980).

Los efectos pro-oxidativos del vanadio en presencia de nicotinamida adenina
dinucledtido (NADPH) en preparaciones mitocondriales (Byczkowsky y Zychlinsky, 1978)
han sido muy discutidos (Erdmann y co/., 1981; Liochev y Fridovich, 1990), mientras que
en modelos animales in vivo el vanadio induce estrés oxidativo y peroxidacion de lipidos
(Sheriff, 1991; Stohs y Bagchi, 1995). Algunas sales inorganicas que contienen vanadio
con estado de oxidacion IV funcionan como moduladores de potenciales redox en
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diferentes sistemas biologicos y catalizan la generacion de especies reactivas de oxigeno
(Ozawa y Hanaki, 1989; Sakurai y co/., 1992; Shi y col., 19986).

Algunos trabajos sugieren que el vanadio mimetiza las acciones de la insulina, por
lo que puede ser usado en el tratamiento de diabetes tipo | en aquellos casos en que |la
insulina no es aceptada (Léonard y Gerber, 1994; Srivastava y co/., 1996). Este uso
potencial del vanadio redirige e! interés por los aspectos toxicolégicos del metal, en
particular, al potencial mutagénico y efectos teratogénicos (Dai y col/., 1994; Léonard y

Gerber, 1994, Srivastava y col., 1996).

Aspectos relacionados con el sistema reproductor masculino

LLas funciones del sistema reproductor masculino son dos: 1) producir
espermatozoides morfolégica y fisiologicamente competentes en niumero suficiente para
llevar a cabo la fertilizacion, y 2) sintetizar y secretar la testosterona, funciéon a cargo de

las células de Leydig (Sharpe, 1994).

Para que las funciones del sistema reproductor del macho puedan llevarse a cabo,
se requiere de la comunicacion neural entre el sistema nervioso central, el hipotalamc y
las génadas. Las sefiales hormonales y neuroquimicas transmiten la informacion entre el
hipotalamo, la adenohipdfisis, células de Leydig, células de Sertoli y el epitelio germinal
(Amman, 1986; Griswold, 1995). Debido a gue el gameto masculino es el producto final de
las interacciones entre los componentes mencionados, su integridad y adecuado
funcionamiento es necesario para transmitir a la siguiente generacion la informacion

genética que contienen (Sharpe, 1994).

Los datos de roedores, prir'nates y humanos sugieren que la duracion de la
espermatogénesis no se aitera por la modulacién del ambiente gonadotropico (Clermont y
Harvey, 1965) o por el tratamiento con antagonistas de GnRH en ratas (Aslam y col.,
1999), de igual manera se a visto que la frecuencia de las etapas del ciclo del epitelio
seminifero no se ven afectadas por la resultante supresién de las gonadotropinas
(O'Donnell y col., 2001). Por otro lado, al menos un estudio en humanos también sugiere
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que la longitud del ciclo espermatogénico no se ve afectado por el tratamiento hormonal

(Heller y Clermont, 1964).

Espermatogénesis

La espermatogénesis consiste de tres procesos: La proliferacion de las
espermatogonias, la meiosis en espermatocitos y la diferenciacion de las espermatidas
redondas hacia espermatozoides (Desjerdine y Ewing, 1993).

Las células espermaticas involucradas en el proceso de meiosis son los
espermatocitos primarios y secundarios. El proceso de meiosis implica dos divisiones
celulares. En la primera, relacionada con los espermatocitos primarios, los cromosomas
aparecen como pares de cromatidas que formaran pares de cromosomas por sinapsis, y
asi daran origen a los cromosomas bivalentes. Cada miembro del bivalente se movera
hacia las células hijas, que ahora se denominan espermatocitos secundarios y que en
este momento ya contienen la mitad del niumero de cromosomas, pero puesto que cada
cromosoma esta compuesto por un par de cromatidas hermanas la cantidad total de acido
desoxiribonucléico (ADN) es equivalente al de las células somaticas (De Kretser y Kerr,

1994).

La segunda division ocurre después de un tiempo relativamente corto, y durante
este, las cromatidas de cada cromosoma se separan hacia las céluias hijas por
mecanismos similares a los de la division mitdtica. Las células hijas, denominadas
espermatidas, contienen el numero haploide de cromosomas y la mitad de ADN

contenido en las células somaticas.

En la espermiogénesis las espermatidas redondas experimentan extensos
cambios que las llevan a adqguirir la forma caracteristica del espermatozoide, con un
flagelo, un ntcleo que contiene a la cromatina condensada y un organelo acrosomal (De

Kretser y Kerr, 1994).
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Regulacién de la espermatogénesis

La secrecidon de testosterona y la produccion de espermatozoides son
dependientes de la estimulacion testicular por la gonadotropinas hipofisiarias, es decir, la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH), las cuales son
secretadas en respuesta a la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), esta
hormona es sintetizada y secretada por el hipotalamo (figura 1). La testosterona es
esencial para promover la espermatogénesis y es secretada por las células de Leydig
adultas estimuladas por la LH y actia via los receptores de andréogenos (AR) en las
células de Sertoli, las células de Leydig y las células mioides peritubulares (Bremner y
col., 1994). La testosterona ejerce sus efectos en las células somaticas mas que en las
células germinales, como lo muestran los estudios de trasplantacion (Johnston y col.,
2001). La FSH actua via receptores de superficie acoplados a proteinas G localizados
exclusivamente en las células de Sertoli. Aunque la FSH tiene un papel clave en el
desarrollo del testiculo inmaduro particularmente en el control de la proliferacién de las
células de Sertoli (Orth, 1993), existen datos controversiales tanto en humanos como en
animales acerca de la esencialidad de la FSH en la espermatogénesis del adulto (Amory y
Bremner, 2001; McLachlan y col/., 1996; McLachlan y col., 2002).

El papel relativo a {a accion de la FSH/testosterona en la espermatogénesis de los
primates y de los humanos esta bien definido. Los estudios en ratas indican que la FSH,
la testosterona y el estradiol tienen acciones similares en el mantenimiento de la vitalidad
de las ceélulas germinales (O'Donnell y col/., 2001; Russell, 1991; Russell y Clermont,
1977; Saito y col., 2000). Existe también evidencia de los papeles independientes de cada
hormona (Kerr y col., 1992; MclLachlan y col/., 1996). Por ejemplo, el citoesqueleto de las
células de Sertoli y las uniones celulares entre las células de Sertoli y las ceélulas
germinales son dependientes de la FSH en ratas (Muffly y col., 1994), pero la adhesion de
las espermatidas redondas a las células de Sertoli muestra una necesidad absoluta de
testosterona (Cameron y Muffly, 1991; Muffly y col/.,, 1993; O'Donnell y col., 1996,
O'Donnell y col., 1994).

El sinergismo entre la FSH y la testosterona en ratas es, en apariencia tal, que las
concentraciones de andréogenos necesarias para mantener la espermatogénesis son
mucho menores en presencia de FSH (Awoniyi y co/., 1990; Huang y col/., 1991; Kerr y
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col., 1992; Sun y col., 1989; Zirkin y col., 1989). Aunque es posible que semejantes
interrelaciones entre la testosterona y la FSH también existan en primates y humanos,
aunque desafortunadamente actualmente se carece de evidencias directas (MclLachlan y

col., 2002).

Es claro que la FSH juega un papel primario en la regulacion de Ia
espermatogénesis en las ratas adultas (Chandolia y col., 1991; ElI Shennawy y col., 1998,
McLachlan y col., 1995; Meachem y co/., 1998; Sinha Hikim y Swerdloff, 1995) y en
primates (Marshall y col., 1995; Weinbauer y col/., 1991), posiblemente actuando como
factor de sobrevivencia y como mitédgeno. El sitio o sitios exactos en los que la FSH tiene
influencia sobre el desarrollo de las espermatogonias se desconoce (MclLachlan y co/.,

2002).

14




Hipotalamo

TP
» /
AH, Hipofisis
~—~—
LH
FSH
Epididimo
‘ VV ’: -
Torrente Pl
sanguineo -—
Adrenal
T

Testiculo
RiAGN .
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EJ ciclo del epitelio seminifero

En un corte histoldégico de testiculo pueden observarse diferentes asociaciones
celulares dentro de los tubulos seminiferos. Una asociacién celular o etapa se define
como los tipos de células germinales en una fase de desarrollo particular presentes en un
corte transversal de tubulo seminifero. Cada tipo celular dentro de la asociacion se
encuentra morfologicamente integrado con los otros durante el proceso de desarrollo. Las
espermatidas son el tipo celular comunmente utilizado para clasificar las etapas del ciclo
de la espermatogénesis; la clasificacion se basa en la forma del nucleo y en la presencia
tamano y disposicién del acrosoma (Oakberg, 1956; Russell y co/., 1990).

Si se cuenta con fotografias de todas las asociaciones celulares de una especie
en particular de acuerdo a la progresion natural de la espermiogénesis, se puede mostrar
la secuencia de desarrollo de las asociaciones celulares y su localizacion en un tiempo
dado. Una serie completa de cambios de las asociaciones celulares arregladas en una
secuencia ldgica de desarrollo se conoce como el ciclo del epitelio seminifero, mientras
que una descripcion pictérica del proceso se conoce como mapa del ciclo del epitelio
seminifero (Russell y co/., 1990) (Figura 2).

En un mapa del epitelio seminifero las células inmaduras se colocan en la parte
inferior de la ilustracion y las mas maduras en la parte superior. Por convencion, ias
asociaciones celulares a la izquierda del mapa normalmente ilustran a las espermatidas
redondas recién formadas y que aun no han desarrollado el acrosoma (Russell y col.,

1990). .

Un mapa del ciclo del epitelio seminifero sirve no solo para comprender el proceso
normal de la espermatogénesis, sino también para localizar con precision los diferentes
tipos celulares y entender las alteraciones que pueden ocurrir durante el proceso de

espermatogénico (Russell y co/., 1990).

En el caso del ratén el ciclo del epitelio seminifero consta de doce etapas y una
duracion total de la espermatogénesis de 34.5 dias (Oakberg, 1956; Russell y col., 1990)

(Figura 2).
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Figura 2. Esquema del ciclo del epitelio seminifero del raton. Pueden observarse las diferentes asociaciones

celulares (etapas) sealadas con numeros romanos. Los pasos de la espermiogenesis se marcan con

min: espermatogonia intermedia en mitosis, B: espermatogonia B, Bm: espermatogonia B en mitosis.

nimeros arabigos. P: paquiteno, D: diploteno, m2°m: meiosis, PI: preleleptoteno, L: lleptoteno, Z: zigoteno
Tomado de Russelly cal., 1990.
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Espermiogénesis

La transformacion de espermatidas a espermatozoides involucra una compleja
secuencia de eventos que en conjunto constituyen la espermiogénesis, proceso, en
esencia, de metamorfosis, en la que una ceélula convencional se convierte en una
estructura movil altamente organizada (De Kretser y Kerr, 1994).

La sustitucion de histonas por proteinas de transicion y posteriormente por
protaminas se asocia temporalmente con la condensacion de la cromatina durante la
espermiogénesis, mientras que los enlaces disulfuro que estabilizan de forma intra e
intermolecular a las protaminas son las responsables primarias de la estabilizacion de la
cromatina del espermatozoide en el epididimo (Balhorn y co/., 1984).

Las histonas asociadas con el ADN son reemplazadas por proteinas de transicion
durante el alargamiento de las espermatidas en la espermiogénesis (Golan y col., 2000).,
y posteriormente por protaminas. Las protaminas se depositan en el ADN durante la etapa
de espermatida, cuando el nucleo cambia de una forma redonda, menos compacta, a una
forma mas alargada (Golan y col.,, 2000; Hecht, 1989). En las ratas, por ejemplo, las
histonas presentes en las espermatidas redondas son reemplazadas por proteinas de
transicidon en los pasos 9-11 de la espermiogénesis (Kistler y col., 1996; Oko y col., 1996)
y estas a su vez son remplazadas por protaminas en los pasos 16-19 (Grimes, 1986). Se
han reportado cambios similares en la cromatina de los espermatozoides de raton
(Balhorn y col., 1984; Grimes, 1986).

Los espermatozoides provenientes del testiculo presentan un ndcleo compacto y
obtienen la capacidad para fertilizar durante su transito por el epididimo, a este proceso
se le denomina maduracién. El papel biologico de la compactacion de la cromatina puede
ser el de crear una estructura altamente resistente a los mutagenos, asi como el mantener
la integridad del ADN hasta que se lleve a cabo la fertilizacion (Love y Kenney, 1999). La
compactacion de |{a cromatina del espermatozoide puede dividirse en dos procesos que
ocurren en compartimentos distintos: la condensacion en el testiculo y la estabilizacién en
el epididimo (Romanini y col., 1986).
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Durante el tiempo de permanencia en el epididimo los espermatozoides
experimentan cambios en su composicion y su funcion (Bedford, 1975; Eddy y O’brien,
1994), mientras que la cromatina y los componentes de la pieza media y la cola son
gradualmente estabilizados (Calvin y Bedford, 1971). Durante la estabilizacion se forman
enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina (esto es: oxidacion de los grupos
sulfhidrilo —SH a enlaces disufuro —SS-) de las protaminas en la cromatina espermatica
(Evenson y col., 1989; Love y Kenney, 1999; Seligman y co/.,, 1991, Shalgi y col., 1989)
(Bedford y Calvin, 1974; Pellicciari y col/.,, 1983); un evento semejante ocurre en muchas
fracciones proteicas de la cola del espermatozoide (Seligman y Shalgi, 1991; Shalgi y col/.,

1989).

La formacion de los enlaces disulfuro en las proteinas presentes en la membrana
flagelar también puede estar relacionada con la adquisicion de la movilidad (Cornwell y
col., 1988), ya que la sobreoxidacion de los grupos sulfhidrilo en la membrana flagelar
induce una reduccidn en la movilidad espermatica (Seligman y col,, 1989), la cual
posiblemente ocurra por perdida de la fluidez en la membrana (Mammoto y co/., 1996). En
este sentido, se ha mostrado que fos grupos -SH son muy sensibles a las especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Snyder y col/., 1988). Las ERO también afectan el axonema
espermatico como resultado de la disminucidn en las concentraciones de adenosina
trifosfato (ATP) (De Lamirande y Gagnon, 1992), inhiben las funciones mitocondriales, la
sintesis de ADN, Acido acido (ARN) y proteinas (Comporti, 1989) y producen
modificaciones en el citoesqueleto (Hindshaw y co/., 1986).

Apoptosis y espermatogénesis

Para mantener la homeostasis de una poblacion celular es necesario que haya un
balance entre el niumero de células que mueren y el de aquellas que se dividen. La
muerte celular programada (apoptosis) es un mecanismo importante en la regulacion del
numero celular (Wilson y col., 2000). La apoptosis también es considerada como un
mecanismo por el que son eliminadas las células dafadas 0 que presentan mutaciones
(Whyllie y col., 1980).
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El proceso de apoptosis va acompafado por el encogimiento y fragmentacion de
las células y sus nucleos, la pérdida de microvellosidades y una extensa degradacion del
ADN cromosémico (Nagata, 2000). La induccion de la apoptosis es relativamente diversa
e incluye factores de muerte como FaslL (ligando de Fas), TNF (factor de necrosis
tumoral) y TRAIL (ligando inducido por apoptosis relacionado con TNF), el retiro de
factores de crecimiento, agentes genotoxicos como drogas empleadas en el tratamiento
contra el cancer y el estrés oxidativo (Ashkenazi y Dixit, 1998; Nagata, 1997). Con
respecto al origen del estimulo apoptoético, el compromiso celular a morir por apoptosis
ocurre mediante la activacion de las caspasas (cysteinyl aspartate specific proteses), que
son una familia de proteasas de cisteina que se encuentran presentes en las células
como precursores inactivos (Slee y col., 1999; Thornberry y Lazebnik, 1998). Al momento
se han identificado al menos 14 miembros de la familia de las caspasas. Las caspasas
involucradas en la apoptosis se pueden dividir en dos subfamilias: las iniciadoras y las
ejecutoras. Las iniciadoras se activan formando complejos heteroméricos con moléculas
accesorias como el receptor de un factor de muerte y su adaptador, o Cedd4/Apaf-1 y
citocromo c. Esto es seguido por el rompimiento y la subsecuente activacion de una
cascada de caspasas como la 3 y la 6. El rompimiento de un grupo-selecto de substratos
por esta cascada es el responsable del desmantelamiento de los componentes celulares
esenciales, lo que resulta en los cambios bioquimicos y morfolédgicos que caracterizan a
la muerte ceiular por apoptosis: rearreglo del citoesqueleto, “burbujeo” de la membrana
celular, condensacion nuclear y fragmentacion del ADN (Stroh y Schulze-Ostroff, 1998).

La muerte espontanea de las células espermaticas es un rasgo constante de las
células germinales durante el proceso espermatogénico normal en una variedad de
especies de mamifero (Allan y col., 1987; Brinkworth y col., 1995; Oakberg, 1956; Russell
y col., 1990). Las células que degeneran de forma natural en el epitelio seminifero se han
identificado como espermatogonias y espermatocitos (Brinkworth y col., 1995; Kerr, 1992).

La apoptosis de las espermatogonias, de los espermatocitos y de las espermatidas
redondas ocurre de forma espontanea durante la espermatogénesis normal y es el
mecanismo primario por el que ocurre la muerte de la células germinales durante la
supresion hormonal (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). La evidencia primaria en roedores
sustenta el papel de la FSH y la testosterona en la inhibicion de la apoptosis y en el
mantenimiento de la de la viabilidad celular durante el inicio y mantenimiento de la
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espermatogénesis. Se observan cambios apoptdticos en los espermatocitos y en las
espermatidas redondas de ratas cuando son tratadas con antagonistas de GnRH (Sinha
Hikim y col., 1995) o hipofisectomia en la que la FSH (Russell y col/., 1993) |la testosterona
o ambas parcialmente inhiben su degeneraciéon (Tapanainen y col/., 1993). Los datos en
roedores sugieren que la FSH y la testosterona actuan en rutas similares para evitar la
apoptosis y promover la viabilidad de las células germinales (El Shennawy y col., 1998;
Russell y col., 1998). Los estudios in vitro de las ceélulas testiculares humanas también
demuestran la capacidad de la FSH, de los androgenos y de los estrodgenos para evitar la
apoptosis de las células germinales (Erkkila y col., 1997, Pentikainen y col., 2000; Tesarik
y col., 2000).

Actualmente se sabe que casi todas las células espermaticas degenerantes en
animales intactos tienen una muerte apoptética (Brinkworth y col., 1995; Sinha Hikim y
col., 1997). En situaciones experimentales el bloqueo de diferentes estimulos hormonales,
como los provenientes de las gonadotropinas (hormona Iluteinizante y hormona
estimulante del foliculo), la hormona liberadora de gonadotropinas, la testosterona,
pueden inducir este tipo de muerte celular (Billig y col., 1995; Henriksén y col., 1995;
Russell y col., 1993; Shetty y col., 1996; Sinha Hikim y co/., 1995).

Se ha demostrado que diferentes compuestos quimicos pueden inducir efectos
toxicos en el epitelio seminifero y alterar el desarrollo de las células germinales durante el
proceso de espermatogénesis. Ejemplo de los compuestos mencionados son la
mitomicina C (Nakagawa y col., 1997), el acido metoxiacético (Brinkworth y co/., 1995), el
mono-(2-etilhexil)phtalato (Richsburg y Boekelheide, 1996) la hidroxiurea (Shin y col.,
1999) y las metanfetaminas (Yamamoto y co/., 2002). Algunos compuestos que presentan
iones metalicos en su estructura pueden funcionar como inductores de apoptosis a nivel
testicular, como por ejemplo el cloruro de cadmio (Xu y col., 1996) y el metiimercurio
(Homma-Takeda y col/., 2001).
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Danrto en el ADN de la linea germinal

El dafio en el ADN de la linea germinal tiene puede ocurrir por dos procesos
fundamentales: los errores ocurridos durante la replicacion del ADN y la fragmentacion del
ADN (Aitken y Krausz, 2001).

Debido a que las espermatogonias se dividen durante toda la vida reproductiva del
individuo, pueden acumularse mutaciones como resultado de los errores en la replicacion,
en consecuencia puede esperarse que los gametos de aquellos individuos con edad
avanzada presenten una mayor incidencia de mutaciones (Aitken y Krausz, 2001). Es por
esta razén, que la ocurrencia de enfermedades genéticas dominantes (como por ejemplo
la acondroplasia) en los nifilos de padres genéticamente normales invariablemente
involucran una mutacion en la linea germinal del padre y esta fuertemente correlacionada
con la edad paterna (Crow, 1997).

La fragmentacion en el ADN puede ser de cadena doble o sencilla. La
fragmentacion no constituye por si misma una mutacion, pero es un cambio
promutagénico que puede potencialmente generar mutaciones en la descendencia como
consecuencia de una reparacion inadecuada o defectuosa. Este tipo de darfio en los
gametos proviene de tres fuentes diferentes: el estrés oxidativo, la apoptosis abortiva —
como se menciona mas adelante- mediada por Fas o por deficiencias en los procesos
naturales de recombinacion y el empaquetamiento de la cromatina (Aitken y Krausz,
2001).

La composicion de la membrana de los espermatozoides incluye lipidos
insaturados, en cuyos dobles enlaces pueden iniciarse reacciones en cadena de
peroxidacion, promovidas por especies reactivas de oxigeno. Esta peroxidaciéon puede ser
catalizada por metales de transicion (Aitken y col., 1993), los cuales se hallan presentes
en el fluido seminal (Kwenang y col., 1987). Sin embargo, los espermatozoides se
encuentran protegidos por antioxidantes durante su trayecto por el epididimo y en el
semen; entre las moléculas antioxidantes se encuentran la glutation peroxidasa y la
superoxido dismutasa (Perry y col.,, 1993; Vernet y co/.,, 2001). Mientras que en el plasma




seminal se cuenta con captadores de radicales libres como la vitamina C, el alfa tocoferol,
la tirosina y la hipotaurina (van Overveld y co/., 2000).

Los espermatozoides inmaduros que presentan aun la gota citoplasmica en la
pieza intermedia tienen una marcada disfuncionalidad, esto debido a que en el citoplasma
de la gota se encuentran presentes enzimas que pueden catalizar la formacién de ERO,
aunque los mecanismos por los que esto ocurre se encuentran aun poco entendidos
(Aitken y Krausz, 2001).

La induccion de apoptosis por la ruta Fas es un mecanismo importante por el que
las células de Sertoli regulan el nimero de las células germinales, particularmente en
situaciones de estrés (Boekelheide y col., 2000). Fas se expresa en las células de Sertoli
y su ligando en las células germinales (Lee y col/., 1997). Sakkas y col., 1999, encontré
que un gran numero de espermatozoides eyaculados por hombres infértiles presentan al
ligando Fas, lo cuai resuita controversial ya que esas células debieron ser eliminadas por
apoptosis. Sin embargo, estas células presentan rompimientos de cadena sencilla en el
ADN. A este fenomeno se le conoce como apoptosis abortiva (Sakkas y col., 1999a).

La fragmentaciéon del ADN parece estar correlacionada inversamente con la
calidad del semen, particularmente en el conteo, la morfologia y la movilidad (Shen y col.,
1999; (Irvine y col.,, 2000; Muratori y col., 2000; Shen y Ong, 2000). Ademas se han
observado correlaciones negativas entre |la estabilidad del ADN en el nicleo espermatico
y la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides, tanto in vivo como in vitro (Aitken
y col., 1998; Evenson y col., 1999; Host y col., 2000; Sun y co/., 1997)

Origen de anormalidades en la cromatina del espermatozoide

El estrés fisiolédgico y ambiental, las mutaciones y las anormalidades
cromosémicas pueden alterar los altamente refinados eventos bioquimicos que ocurren
durante la espermatogénesis. Estas alteraciones pueden llevar al desarrollo de una
estructura de la cromatina que es incompatible con el desarrollo (Evenson y Jost, 2000).
Aunque también el estrés puede inducir anormalidades estructurales de la cromatina
semejantes a la apoptosis 0 a 1a necrosis (Darzynkieyicz y col., 1997).
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En condiciones fisiologicas los problemas estructurales de la cromatina
espermatica pueden surgir durante la espermiogénesis si los eventos de corte y union del
ADN de cadena sencilla (nicks) por parte de la topoisomerasa Il (topo Il) son anormales.
Lo anterior, se deriva de la presencia de la topo Il y de los nicks en grandes cantidades
en la cromatina de las espermatidas alargadas de ratas, ratones y pollos (Cobb y col.,
1997; McPerson y Longo, 1993; Roca y Mezquita, 1989).

La presencia de los nicks puede refiejar la necesidad de aliviar la tension
ocasionada por la torsion resultante del superenrrollamiento negativo asociado con el
desplazamiento de las histonas por protaminas y por la modificacion de la estructura
terciaria en las espermatidas alargandose (Balhorn, 1982; McPerson y Longo, 1993;
Risley y col.,, 1986). Por lo tanto la presencia por mas tiempo de los nicks en las
espermatidas es posiblemente una necesidad fisioldogica (Evenson y co/., 2002). Estos
nicks no son deletéreos cuando son ligados por la topo Il antes de que se complete la
espermiogénesis y de que ocurra la eyaculacion (McPerson y Longo, 1993). Sin embargo,
si la actividad de la topo Il es anormal o se bloquea con inhibidores (Morse-Gaudio y
Risley, 1994), los nicks no se reparan apropiadamente, y permanecen en los
espermatozoides maduros, y morfolégicamente normales durante la eyacutacion
(Evenson y col., 2002).

Un estudio reciente (Caron y col/., 2001) indica que la reparacion de los nicks
transitorios puede estar acompafada por la actividad indefinida de las proteinas de
transicién. Estas proteinas se encuentran relacionas con la reparacion de las lesiones
inducidas por la luz ultravioleta. Por lo tanto, el papeil de las prote}nas de transicion se
extiende mas alla de la compactacion y pueden participar en la reparacion del ADN
después de que ocurra algun dafdo durante la espermatogénesis o la espermiogénesis.
De hecho, hay una relacion temporal entre la proteina de transicion 1 (TP1) y los
rompimientos del ADN: TP1 aumenta y los rompimientos en el ADN se hacen menos
prominentes conforme se completa la espermiogénesis (Kierszenbaum, 2001). Si los
rompimientos anormales en la cadena de ADN permanecen, el marcaje con el ensayo de
TUNEL puede llevar a la conclusion erronea de que los espermatozoides son apoptoticos
(Evenson y col., 2002).
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Las anormalidades de la cromatina espermatica asociadas con la infertilidad
también pueden resultar del contenido anormal de protaminas; especificamente una baja
cantidad de la protamina 2 (P2). Un hombre fértil con fiebre de 39,9°C inducida por la
influenza expresd un precursor no procesado de P2, lo que fue coincidente con un
aumento en la tasa de histonas/protaminas, disminucion de los grupos sulfidrilos libres y
un aumento en la tincion del ADN con el ensayo de la estructura de la cromatina
espermatica (SCSA) (Evenson y Jost, 2000). La presencia de un precursor no procesado
de P2 (de Yebra y col.,, 1998) combinado con la evidencia de que 10s genes que codifican
para P1, P2 y para las proteinas de transicion son normales (Schlicker y col., 1994)
indican que el procesamiento incompleto de P2 puede llevar a anormalidades en la

cromatina.

Efectos del vanadio en Jos procesos reproductivos de Jos

mamiferos

Se ha descrito que ia administracion de 8.5 ug/g de pentdxido de vanadio en
ratones hembra CD-1 disminuye la fertilidad, el nimero de implantes, el niumero de fetos
vivos, el peso fetal y aumenta las reabsorciones, mientras que en ratones macho
disminuye significativamente el peso testicular después de 50 y 60 dias de tratamiento.
Reduce el porcentaje de movilidad espermatica a partir de 10 dias de tratamiento, el
conteo espermatico a partir de 20 dias y el porcentaje de espermatozoides con
anormalidades morfoldgicas se incrementa a los 20, 50 y 60 dias (Altamirano-Lozano y
col., 1996).

Por otro lado, se ha observado que el metavanadato de sodio, administrado en el
agua para beber, produce un descenso significativo en el niumero de ratones hembra
prefiadas a dosis de 60 y 80 mg/kg/dia; mientras que en los machos disminuye el peso
del epididimo con 80 mg/kg por dia y reduce el conteo espermatico a 40, 60 y 80 mg/kg
por dia, pero no afecta la movilidad espermatica (Llobet y col., 1993).

La aplicacion intraperitoneal de metavanadato de sodio (2.5 y 5 mg/kg) durante 2
o6 7 dias en los homogeneizados de testiculo de rata habia una disminuciéon en las
concentraciones de glutation y un aumento en la peroxidacion de lipidos (Sheriff, 1991).
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Por otro lado, (Domingo y col., 1986) no observaron efectos adversos en la fertilidad y la
reproduccion de ratas macho tratadas con metavanadato de sodio (5, 10 y 20 mg/kg/dia)
durante 60 dias por via oral

La presencia de espermatozoides con morfologia anormal indica que el proceso
de espermatogénesis fue afectado (Krzanowska y col/., 1995), en este punto cabe
mencionar que durante la morfogénesis de |a cabeza espermatica intervienen factores
genéticos (Krzanowska y col., 1995; Wyrobek y Bruce, 1975) y elementos citoesqueléticos
(Cole y col., 1988; Meistrich, 1993; Meistrich y co/., 1987).

Se sabe que el vanadio con estados de oxidacidon (V) y (V) inhibe la
polimerizacion de los microtubulos (Hantson y col., 1996; Ramirez y col., 1997), por lo que
la acumulacion de vanadio (V) en las células del epitelio germinal podria afectar a
estructuras compuestas por microtubulos, como el manchette que proporciona fuerza
mecanica durante la morfogénesis nuclear del espermatozoide (Meistrich, 1993; Meistrich
y col., 1987).

Se ha reportado que compuestos con vanadio (V) inducen hidroxilacion de
2 'deoxiguanosina y rompimientos en el ADN via reacciones mediadas por radicales libres
(Sakurai et al. 1992; Sakurai et al. 1995; Shi et al. 1996) y que el vanadio (V) ocasiona
rompimientos de cadena sencilla en el ADN, por lo que no se puede descartar un posible
dafio al ADN pueda contribuir al incremento en el porcentaje de formas espermaticas

anormailes.

Diferentes estudios han mostrado que cuando se exponen roedores a mutagenos
conocidos, hay una correlacion positiva entre el porcentaje de anormalidades
morfologicas en espermatozoides y el aumento en sensibilidad a la desnaturalizacién
acida en el ensayo de estabilidad de la cromatina espermatica, (Evenson, 1986; Evenson

y Jost, 1993).
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Ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA)

Una serie de estudios muestran una correlacion entre la estructura de la cromatina
espermatica y la exposiciéon a compuestos toxicos que afectan el sistema reproductor del
macho (Evenson y Jost, 1993; Potts y co/., 1999), a compuestos mutageénicos (Evenson y
col., 1993), asi como una correlacion con la tasa de fertilidad en mamiferos (Ballachey et
al., 1987; Evenson et al., 1980; Spano et al., 2000).

La cromatina de las células eucariotas es un complejo de proteinas y acidos
nucleicos. Cuando el ADN es tratado con elevadas temperaturas, disoluciones acidas o
basicas las dos cadenas se separan. Este fenomeno se conoce como desnaturalizacion y
es el resultado de la destruccion de los enlaces de hidrogeno entre los pares de bases de
cadenas opuestas (Darzynkiewicz, 1980).

El SCSA se basa en el principio de que la cromatina del espermatozoide normal es
mas susceptible a la desnaturalizacion fisica /in situ (Evenson, 1990), asi como en las
propiedades metacromaticas del colorante fluorescente naranja de acridina (NA) cuando
se asocia con el ADN. Si el NA se intercala en el ADN de cadena doble se produce una
fluorescencia verde (F530), mientras que cuando se asocia en ADN de cadena sencilla
presenta una fluorescencia de roja (F600) (Darzynkiewicz y col., 1975).

El grado de desnaturalizacion del ADN después de calentario o al ser tratado con
acido (Evenson y col., 1980) se determina al medir por citometria de filujo el cambio
metacromatico del NA de la fluorescencia verde (ADN nativo) a la roja’ (ADN
desnaturalizado). Este cambio se expresa como DFIl, que es la relacion de la
fluorescencia roja/ fluorescencia roja + fluorescencia verde. En el SCSA el DFI se calcula
para cada espermatozoide.

Finalmente se sabe que las concentraciones de vanadio en el ambiente han
aumentado como consecuencia de las actividades antropogénicas que lo liberan a la
atmosfera (Hope, 1994), que por su amplio uso y liberacién ha recibido atencién como
contaminante ambiental, y que por su elevado potencial toxicolégico es considerado como
peligroso (Carson y col., 1987; Léonard y Gerber, 1994; WHO, 1988).
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Planteamiento del problema

La exposicion a compuestos que contienen iones metalicos es ocasionada
principalmente por la actividad humana. Distintos metales y sustancias derivadas tienen
actividad fisiologica en diferentes modelos animales. De los efectos que pueden ser
ocasionados por la administracion de compuestos metadlicos algunos se presentan a nivel
del sistema reproductor.

El vanadio y sus compuestos han mostrado funcionar como moduladores de
potenciales redox ademas de ocasionar alteraciones sobre la funcion reproductiva del
macho. Los efectos toxicos del vanadio sobre el sistema reproductor masculino se pueden
localizar a diferentes niveles: En los espermatozoides puede disminuir la movilidad y
aumentar las anormalidades morfolégicas, mientras que en la génada induce la aparicion
de células degenerantes en el epitelio seminifero. Se desconoce si la causa de estos
efectos se encuentra relacionada con la regulaciéon de la funcion gonadal por hormonas

como la testosterona y la progesterona.

Por otro lado, se ha comprobado que la muerte celular por apoptosis ocurre de
forma natural en etapas particulares del ciclo del epitelio seminifero, pero puede aumentar
su expresion debido a la administracion de compuestos toxicos (incluyendo iones
metalicos) o de aquellos que alteran las concentraciones de FSH, LH y T por lo que la
presencia de células degenerantes debida a la administracion de vanadio posiblemente

tenga un origen apoptdtico.

Los espermatozoides adquieren la capacidad de movimiento durante su paso por
el epididimo. Aqui los espermatozoides maduros sufren una serie modificaciones
moleculares a nivel de 'a membrana citoplasmatica y de la cromatina que en conjunto se
conocen como estabilizacion. Al parecer, los espermatozoides que presentan
anormalidades morfolégicas, tienen también alteraciones en la estructura de la cromatina.
El vanadio es capaz de inducir un aumento en la presencia de gametos con
anormalidades morfoldgicas y las alteraciones en la estructura de la cromatina pueden
evaluarse por citometria de flujo.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar los efectos toxicos del vanadio (IV) en el tejido gonadal y en los gametos
masculinos utilizando como modelo el raton.

Objetivos particulares

Evaluar el efecto citotoxico del tetradxido de vanadio en la movilidad espermatica
de gametos expuestos durante su trayecto por el epididimo.

Evaluar el efecto del tetradxido de vanadio en Ia estructura de la cromatina
espermatica durante el proceso de estabilizacién cromatinica.

Evaluar el efecto del tetracxido de vanadio en la estructura de la cromatina
espermatica de gametos expuestos durante todo el proceso de espermatogénesis
y estabilizacion cromatinica.

Identificar en las génadas de los animales tratados durante 10 6 60 dias con
tetradxido de vanadio la etapas del ciclo del epitelio seminifero en las cuales es
frecuente observar células germinales en apoptosis.

Cuantificar el numero de células germinales en apoptosis en las diferentes etapas
del ciclo del epitelio seminifero en las gdnadas de animales tratados durante 10 6

60 dias con tetradxido de vanadio.

Cuantificar el efecto de la administracion de tetradxido de vanadio sobre las
hormonas esteroides reguladoras de la espermatogénesis testosterona y

progesterona.
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7. l|dentificar en la gonada de animales expuestos durante todo el proceso de
espermatogénesis las anormalidades ultraestructurales presentes en el epitelio
seminifero.

»
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Material y métodos

Protocolos

Con base en los resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio
(Altamirano-Lozano y col., 1996) se procedio al disefio de dos protocolos de prueba. El
primero contempld |la administracion de tetradéxido de vanadio durante 10 dias; esto con el
motivo de mantener expuestos a los espermatozoides durante su trayecto por el
epididimo. En el segundo protocolo se sigue el procedimiento de dosificacion de 60 dias,
de acuerdo con experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio. A las
muestras bioldgicas obtenidas en cada protocolo les seran realizadas las mismas

evaluaciones.

Evaluaciones espermaticas

Cuatro grupos de seis ratones macho cada uno fueron tratados i.p. con tetraéxido
de vanadio (0, 9.4, 18.8, 6 37.5 mg/kg) cada tercer dia durante 10 6 60 dias. Los animales
se sacrificaron por decapitacion, se obtuvieron los espermatozoides a partir de los
conductos deferentes y se colocaron en 2 ml de solucion Tyrode’s a 37°C. La suspension
espermatica se homogeneizd por agitacion y se colocé una gota en un portaobjetos
precalentado; se contaron 200 espermatozoides a 40X en un microscopio Nikon
equipado con el sistema de contraste de fases y se clasificaron como moviles (si
presentan cualquier tipo de movimiento) y no moviles (Linder y col.,, 1992; Seed y col.,
1996). Los resultados se expresaron como el porcentaje de células con movimiento (Seed
y col., 1996).

Histopatologia

Histologia clasica, apoptosis y analisis del ciclo de! epitelio seminifero

Cuatro grupos de 6 ratones cada uno fueron tratados i.p. con tetradxido de
vanadio 0, 9.4, 18.8, 6 37.5 mg/kg cada tercer dia durante 10 dias o bien con 0, 4.7, 9.4 6
18.8 mg/kg cada tercer dia durante 60 dias. Los animales fueron sacrificados por
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decapitacion y se obtuvieron los testiculos, el derecho se fijo en paraformaldehido al 4%
en fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.4). La gonada se deshidratd e incluyd en parafina de
acuerdo a los procedimientos estandar. Para el estudio de histologia clasica se utilizaron
las génadas de los animales tratados durante 60 dias, se hicieron cortes de 10 ym y se
tineron con hematoxilina-eosina. Para identificar a las células germinales en apoptosis se
realizaron cortes histoléogicos de 7 um, los cuales se colocaron en portaobjetos
pretratados con poli-L-lisina, se desparafinizaron e incubaron con proteinasa K a 37°C. Se
utilizé un kit de apoptosis comercial (Boehringer Manheim) y se siguieron las instrucciones
del fabricante. Las secciones de tejido se observaron en un microscopio Nikon de campo

claro.

Las etapas del ciclo del epitelio seminifero que contienen células positivas a
TUNEL se identificaron en cortes seriales tratados para TUNEL y por PAS-hematoxilina
respectivamente de acuerdo a los criterios de Oakberg, 1956 y Russell y col., 1990. De
20 a 25 tubulos seminiferos que contenian células positivas a TUNEL se seleccionaron al
azar, por lo tanto mas de 120 tubulos seminiferos que contenian células positivas a
TUNEL se seleccionaron en cada dosis (Nakagawa y col., 1997). El porcentaje se calculd

como sigue:

# de tubulos seminiferos que contienen ceélulas
positivas a TUNEL en cada etapa del ciclo y en
cada dosis

% =

# total de tubulos seminiferos (I-XIll) que
contienen células positivas a TUNEL en cada
dosis

Microscopia electronica de transmision

El testiculo izquierdo se fijé en glutaraldehido (Electrén Microscopy Sciences,
Washington, Pennsylvania) al 2.5% en cacodilato de sodio (Electron Microscopy
Sciences, Washington, Pennsylvania) 0.1 M, pH 7.2, se post-fijo en tetradxido de osmio al
1% en buffer de fosfatos con sacarosa 0.1M durante una hora y se lavd tres veces con
amortiguador de cacodilato de sodio (0.15 M, pH 7.4) 15 minutos cada uno. Las muestras
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se infiltraron con una mezcla de Araldita 6005 y tolueno 1:1 a 60°C durante una hora y
después en una mezcia resina-tolueno 3:1 a temperatura ambiente por 24 horas. Las
muestras se colocaron en moldes de inclusién con Araldita 6005 y se dejaron a 60°C por

24 horas.

Las secciones semifinas (10 ym) se tifieron con azul de toluidina y se examinaron
por microscopia de luz. Las secciones finas (60-80 nm) se colocaron en rejillas de cobre y
posteriormente fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser

examinadas en el microscopio electronico de transmision.

Se tomaron fotografias para determinar alteraciones ultraestructurales en las

células de Sertoli y en las células germinales.

Ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA)

Las muestras de espermatozoides obtenidos a partir de conductos deferentes se
descongelaron en bano de agua a 37°C. Alicuotas de 0.20 ml se mezclaron con 0.40 mi
de disolucion acida (Triton X-100 0.1 %, NaCl 0.15 M, HCI1 0.08 N, pH 1.4). 30 segundos
después se agregaron 1.2 mi de una disolucién que contenga 6 ug de naranja de acridina
por ml de buffer (Acido citrico 0.1 M, Naz:HPO, 0.2 M, EDTA 1 mM, NaCl 0.15 M, pH 6.0).
Las mediciones en el citometro de flujo se realizaron 3 minutos después de haber
agregado la solucion amortiguadora de naranja de acridina.

Citémetro de flujo

LLas muestras se colocaron en el citdmetro de flujo (FACScan; Becton Dickinson,
Mountain View, CA), a una velocidad de flujo de 200-250 células/segundo; se evaluaron
5000 células por muestra. El equipo cuenta con un laser de argon Lexer 100 mW, se
opera a 35 mVW (488 nm). Se utilizo el software de captura Cell Quest (Becton Dikinson) y
los datos se procesaron con el programa FCSexpress 2 (DeNovo Software) para obtener
el indice de desnaturalizacion y el porcentaje de células fuera de la poblacidén principal.
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Testosterona y progesterona

Los animales tratados con tetradxido de vanadio durante 10 & 60 dias se
sacrificaron por decapitacion y la sangre se colectd en tubos eppendorf; la sangre se
centrifugo a 3500 RPM durante 15 minutos, se obtuvo el suero y se mantuvo a —-20°C
hasta que se cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroides. La cuantificacion
de testosterona y progesterona se realizé por radioinmunoanalisis. Se utilizé un kit
comercial (Coat-A-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) que
consiste de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de conejo, viales de
hormona marcada con '?5 testosterona y siete calibradores con diferente concentracion

para realizar la curva patréon.

Se tomaron 50 ul del suero problema y se mezclaron con 1000 pl de la hormona
marcada, todos los tubos se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante tres
horas. Posteriormente se decantd el sobrenadante de cada tubo se secaron las paredes
del mismo y se colocaron en un contador de centelleo para su conteo. La sensibilidad del
ensayo fué de 0.01 ng/ml.

La curva patron se realizd por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.1, 0.5, 2.0,
10, 20 y 40 ng/ml. La union maxima contiene mas de 1000 yul de hormona marcada,
mientras que las cuentas totales contienen 1000 ul de la hormona marcada. Los
resultados se muestran como ng/ml de testosterona.

Estadistica

Los datos de DFI, COMP, hormonas y numero de células germinales muertas de
los animales tratados con tetradxido de vanadio en los diferentes protocolos se
compararon con su respectivo control mediante la prueba t de Student, y los resultados se
consideraron significativos cuando P<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron en una
PC con el software SPSS 10.




Resultados

Protocolo de 10 dias

Peso de los 6rganos del sistema reproductor

Los animales fueron tratados durante 10 dias con diferentes concentraciones de
tetradxido de vanadio al termino de los cuales se realizd la diseccion y se extrajeron los
organos y glandulas relacionadas con el sistema reproductor, asi como los conductos
deferentes, a partir de los cuales se evalué la movilidad espermatica.

En la cuadro 1 se observa que la administracion de 9.4 mg/kg de tetradxido de
vanadio durante 10 dias indujo una disminucion estadisticamente significativa en el peso
de la prostata, asi como un incremento en el peso de las glandulas adrenales. En esta
misma dosis se presentd una reduccidén en el peso de la vesicula seminal, aunque no fué
significativa, mientras que el peso testicular y de epididimos permanecio sin cambios. En
el grupo tratado con 18.8 mg/kg de tetradxido de vanadio el peso de la vesicula seminal y
el de la prostata disminuyd significativamente, mientras que el peso de las adrenales
permanecié mas alto que el valor del testigo; Nno se encontraron cambios significativos en
cuanto al peso testicular y de los epididimos. En el tratamiento de 37.5 mg/kg de
tetraoxido de vanadio hubo una reduccion del peso de los epididimos, la vesicula seminal
y de la préstata, mientras que las adrenales no presentan cambio con relacion al grupo
testigo. Hubo una marcada reduccién en el peso de la vesicula seminal y de la prostata
conforme se aumento la dosis del tetradxido de vanadio. :

Movilidad espermatica

Cuando se evalud la movilidad espermatica en los grupos tratados con diferentes
concentraciones de tetradxido de vanadio durante 10 dias, todos los porcentajes de
movilidad presentaron valores superiores al 50%. En los animales tratados con 9.4 mg/kg
de tetradoxido de vanadio durante 10 dias el porcentaje de espermatozoides mdviles no
fue diferente del valor testigo (59.6+2.1 y 62.5+2.9), pero disminuyd en las dosis de 18.8 y
de 37.5 mg/kg (56.2+1.3 y 57.3+1.7 respectivamente), aunque Ila diferencia
estadisticamente significativa ocurre en la dosis de 18.8 mg/kg.
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Cuadro 1. Peso corporal, de los 6rganos y de las glandulas accesorias del sistema reproductor de ratones tratados durante 10 dias
con diferentes concentraciones de tetradxido de vanadio,

mg/kg de tetradxido de vanadio

Controt 94 18.8 375
N 6 6 6 6
Peso corporal inicial 442103 39.9£2.0 454107 43911
Peso corporal final 43.540.5 429411 43.310.7 39.610.8
Testiculos promedio 133.049.0 134.247.2 131.4¢107 129.749.9
Epididimos promedio 614125 55.343.2 58.96.9 442422*
Vesicula seminal 17298105 144.5420.1 113803 ** 927455
Préstata 70.5¢5.4 422:27* 333834 274821
Adrenales promedio 5.0£0.4 64104* 6.4:04* 4601

El peso corporal esta expresado en gramos y el peso de los 6rganos y glandulas en miligramos.
*P< 0,05, **P< 0.01, t de Student, m+EEM,




Estructura de la cromatina espermatica

Para el analisis de la estructura de la cromatina espermatica las graficas de
dispersion fueron regionalizadas para eliminar los fragmentos celulares de los datos
adquiridos y muestran las emisiones a 530 nm (dsDNA) versus 630 nm (ssDNA). En la
grafica 1A se muestran los datos tipicos de los espermatozoides de un raton control, asi
como el histograma de la distribucion del indice de desnaturalizacidn en el cual se
observa un solo pico haploide muy estrecho y con pocas células fuera de la poblacién
principal (Grafica 1B). En contraste la distribucion del DF| en los espermatozoides de un
animal tratado con 37.5 mg/kg es mas amplia y el numero de células fuera de |la poblacion
principal es mayor (Graficas 1C y 1D).

El analisis de los resultados muestra que el DFI aumenta significativamente en los
espermatozoides de los animales tratados con las diferentes dosis de tetraéxido de
vanadio durante 10 dias (cuadro 2), mientras que el porcentaje promedio de células con
un mayor DFI| localizadas fuera de l!a poblacién principal (COMP) aumentd
significativamente en los animales tratados con 9.4 y 37.5 mg/kg de tetradxido de vanadio
durante 10 dias (cuadro 2).

Ciclo del epitelio seminifero y apoptosis

No se encontraron diferencias en el nimero de células positivas a TUNEL en las
diferentes dosis de tetradxido de vanadio, en la grafica 2 se muestra el porcentaje de
tubulos con células germinales positivas a TUNEL en cada etapa del ciclo del epitelio
seminifero se muestra en la grafica 3. En el grupo testigo aproximadamente el 60% de los
tubulos positivos pertenecen a las etapas I-Ill y X-XIl, mientras que el 40% restante se
halla repartido en las etapas IV-IX. En la dosis de 9.4 mg/kg hay una disminucion no
significativa en la incidencia de tubulos positivos en la etapa I-lll. En |a dosis intermedia ei
porcentaje para todas las etapas es semejante a la observada en el grupo testigo.
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Cuadro 2. Valores derivados de! ensayo SCSA (FCS Express®) correspondientes a los animales tratados con tetradxido de

vanadio durante 10 dias.
Dosis mg/kg de Fluorescencia Fluorescencia
Tetradxido de vanadio roja verde DF! % COmP
0 130.416.4 40541126 2416440 6.5¢1.0
94 131.547.55 363.2415.7 2067473 " 320:53*
188 1428456 408866 2600467 18.816.6
375 142.343.1 4102431 258.3148" 155129"

* P<0.05, t de Student, mediatEEM, n=6,
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Grafica 1. Citogramas e histogramas representativos que muestan la dispersion de la
muesta espermatica en relacion a las fluorescencias verde y roja, asi como la distribucion
de la muestra con respecto al parametro DFI. Ay B comresponden a una muestra control, C
y D a la muestra de un animal tratado con 37.5 mg/kg de tetradxido de vanadio durante 10
dias.
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Como se muestra en la grafica 3 el mayor porcentaje de células positivas a TUNEL
se encontré en las etapas i-1il y X-XIl, auque en ningun caso se presentaron diferencias
significativas. Al analizar los datos del ciclo del epitelio seminifero de esta forma
observamos que el numero de células positivas a TUNEL aumenta significativamente en
las etapas I-llIl y X-XIl en la dosis de 37.5 mg/kg. De la misma forma se observé un
marcado aumento en las etapas IV-VI en todas las dosis de tetradxido de vanadio con
respecto al grupo testigo, en ningun caso la diferencia es significativa.

En la grafica 4 se muestra el niumero de células positivas a TUNEL por etapa del
ciclo del epitelio seminifero. Las etapas que presentaron el mayor numero de células
positivas a TUNEL son la I-1l y X-XII en el grupo control y tratados con tetradxido de
vanadio, aunque se presentd un incremento significativo en la dosis de 37.5 mg/kg en
ambas etapas.

Testosterona y progesterona

Las concentraciones de testosterona de los animales tratados durante 10 dias se
observan en la grafica S5A. Se aprecia un notable aumento en las concentraciones de
testosterona en las dosis intermedias que es diferente estadisticamente en la dosis de
9.4, mientras que en la dosis de 37.5 el valor no difiere del grupo testigo. Los valores de
progesterona aumentan ligeramente en todas las dosis, aunque la concentracion
promedio en las dosis mas altas es ligeramente menor que aquella de 9.4 mg/Kg, aunque
en ningun caso la diferencia fué estadisticamente significativa (Grafica SB).
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Grafica 2. Numero de células germinales positivas a TUNEL en ratones tratados con
diferentes concentraciones de tetradxido de vanadio durante 10 dias. Media+EE, n=6.
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Grafica 3. Identificacion de las etapas del ciclo del epitelio seminifero que contienen una o mas
células germinales positivas a TUNEL y la frecuencia con que se presentan en el testiculo de ratones
tratados con diferentes concentraciones de tetraoxido de vanadio durante 10 dias. Media+EE, n=6.
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Grafica 4 . Numero de células germinales positivas a TUNEL en las diferentes etapas del ciclo del
epitelio seminifero en ratones tratados con concentraciones crecientes de tetradxido de vanadio durante
10 dias. * P<0.05, t de Student. Media+EE, n=6.
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Protocolo de 60 dias

Peso de los 6rganos del sistema reproductor

Se trataron animales durante 60 dias con diferentes concentraciones de tetraéxido
de vanadio, se realizd la diseccidon y se registraron los pesos de los organos y las
glandulas accesorias del sistema reproductor. En la cuadro 3 se observa que no
ocurrieron cambios estadisticamente significativos en el peso de los organos y glandulas
del sistema, con excepcion de la prostata, en la que hubo una marcada reduccién del
peso con respecto al valor control en todas las dosis de tetradxido de vanadio, mientras
que ei peso de la vesicula seminal mostré una tendencia a disminuir conforme aumentoé la
dosis de tetradxido de vanadio, aunque solamente en la concentracion de 18.8 mg/kg la

reduccion es significativa.

Movilidad espermdatica

En el caso de los animales tratados durante 60 dias los porcentajes de movilidad
fueron de 62.6+3.17, 62.0+2.32, 68.2+3.04 y 50.3+3.91 para el grupo control y los
tratados con 4.7, 9.4 y 18.8 mg/k de tetraoxido de vanadio respectivamente. La
disminucidn en el porcentaje de espermatozoides moviles en la dosis de 18.8 mg/kg
difiere significativamente del valor del grupo testigo.

Estructura de la cromatina espermética

Se obtuvieron espermatozoides de ratones tratados con diferentes
concentraciones de tetradxido de vanadio. Las evaluaciones de la diferentes
fluorescencias realizadas con el citometro de flujo se procesaron en computadora para
obtener los valores del indice de desnaturalizacion y de COMP.

En la grafica 6 se observan los histogramas de dispersion para las fluorescencias
evaluadas en el ensayo y la distribucion de los valores de DFI, 1a cual se ocbserva estrecha
en el testigo y con pocas ceélulas fuera de la poblacion principal; mientras que en un




animal tratado con 18.8 mg/kg (Graficas 6C y 6D) aumenta el porcentaje de células fuera

de la poblacion principal.

En las muestras de los animales tratados con tetradéxido de vanadio durante 60
dias se observé un aumento significativo del DF| en la dosis de 4.7 mg/kg, en la dosis de
18.8 se aprecid también un incremento en el DFIl, pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa; sin embargo, en esta misma dosis aumenté la fluorescencia
roja, lo que indica un incremento en la desnaturalizacion de la cromatina espermatica
(cuadro 4); con respecto al porcentaje de células fuera de la poblacion principal no se
presentaron diferencias significativas, aunque hubo un ligero aumento en las dosis de 4.7

y 18.8 mg/kg.
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Cuadro 3. Peso corporal, de drganos y de glandulas accesorias del sistema reproductor de ratones tratados durante 60 dias con
diferentes concentraciones de tetradxido de vanadio.

Dosis mg/kg tetradxido de vanadio

Control 47 94 188
N 6 8 6 5
Peso corporal inicial (g) 456410 47.241.2 445411 446415
Peso corporal final (g) 468413 492414 483419 42418
Testiculos promedio 140.245.5 137.746.0 139.9£10.0 12721142
Epididimos promedio 56.712.9 56.5¢1.9 58.9:3.0 492437
Vesicula seminal 192.8+10.1 17711154 158.3¢16.3 | 137.1+104"*
Prostata 87.06.4 444431% 499453 * 334+38™
Adrenales promedio 5.610.4 53404 6.3t0.6 61403

Los datos representan la media + el eror estandar expresados en mg
*P< 0,05, *“P< 0,01, t de Student, mtEEM.
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Cuadro 4. Valores derivados del ensayo SCSA (FCS Express®) correspondientes a los animales tratados con tetradxido de

vanadio durante 60 dias.
Dosis mg/kg de Fluorescencia Fluorescencia
tetradxido de vanadio Roja verde DFi % COMP
0 138.444.9 380.8410.7 267.3t54 30.3t46
47 17241144° 379.8£17.6 291.2499* 418469
94 145.344.5 408.9¢13.9 264.416.1 31852
188 154.5¢5.3* 398.947.2 281.1457 425449

* P<0.05, t de Student, mediatEEM, n=6,

iy
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Grafica 6. Citogramas e histogramas representativos que muestran ia dispersion de la
muestra espermatica en relacion a las fluorescencias verde y roja, asicomo la distribucion
de la muestra con respecto al parametro DFI. A y B corresponden a una muestra control, C
y D a la muestra de un animal tratado con 4.7 mg/kg de tetradxido de vanadio durante 60

dias.
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Histologia clasica, apoptosis y ciclo del epitelio seminifero

En los animales tratados con diferentes concentraciones de tetraéxido de vanadio
se observaron diferentes alteraciones en el epitelio seminifero. Fue notoria la presencia
de ceélulas atipicas con nucleo amorfo en la periferia del lumen de algunos tubulos
(micrografia 1B). Se observaron tubulos con el lumen invadido por detritos celulares y
con espermatidas redondas cuyo nucleo presentaba la cromatina en forma marginal
(micrografia 1C), mientras que algunos tubulos presentaron dafo severo, manifestado por
la ausencia casi total de células germinales, en estos tubulos permanecen aun las células
de Sertoli y algunas células germinales en proceso de degeneracion (micrografia 1D).

La grafica 7 muestra el nimero de células germinales positivas a TUNEL por dosis
de tetradxido de vanadio. En todas las dosis administradas se presentd un incremento en
el numero de ceélulas muertas con respecto al control, aunque la diferencia
estadisticamente significativa se observé unicamente en la dosis de 18.8 mg/kg de

tetradxido de vanadio.

De la misma forma que en el caso de los experimentos realizados durante 10 dias
al agrupar los datos y realizar el analisis estadistico se observd una tendencia a aumentar
el porcentaje de tubulos positivos a TUNEL en las etapas IV-VI conforme aumenta la
dosis de tetraoxido de vanadio, mientras que en las etapas X-XlI se observd una
disminucion de aproximadamente el 15% en la dosis de 18.8 mg/kg (Grafica 8).

En el caso de el numero de células positivas a TUNEL se aprecié una tendencia a
aumentar la cantidad conforme se incrementd la dosis de tetradxido de vanadio en las
etapas |-1ll con una diferencia significativa en la dosis de 18.8 mg/kg, mientras que en las
etapas X-XIl la diferencia se presentd en las dosis de 4.7 y 18.8 mg/kg. En las etapas IV-
VI hubo un aumento notable en las dosis de 9.4 y 18.8, pero el analisis estadistico no

arrojo diferencias (Grafica 9).

Aquellas etapas del ciclo del epitelio seminifero, en las que con mayor frecuencia
se observaron células germinales positivas a TUNEL, en general presentaron también un
mayor numero de células muertas con respecto a las etapas restantes.
RA-—LL.&% ij_ .
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Micrografia 1. Histologia testicular de ratones control (A) y tratados intraperitoneaimente con tetraéxido de vanadio
durante 60 dias (B-D). A) se aprecian tubulos intactos con diferentes asociaciones celulares. B) Tubulo con presencia de
células atipicas cercanas al lumen (flechas) y célula degenerante (cabeza de fiecha). C, Tubulo con ausencia de lumen
que presenta ademas espermatidas redondas con cromatina marginal {cabezas de flecha). D) tubulo severamente
afectado, la mayoria de las células dentro del tibulo son células de Sertoli (flechas) y algunas células degenerantes

(cabezas deflecha). A: 20X, B-D: 40X, B-C: 9.4y D: 18.8 mg/kg detetradxido de vanadio.
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Grafica 7. Numero de células germinales positivas a TUNEL en ratones tratados con
diferentes concentraciones de tetradxido de vanadio durante 60 dias. * P<0.05, t de

Student. Media+EE, n=6.
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Grafica 8. ldentificacion de las etapas del ciclo del epitelio seminifero que contienen una o mas
células germinales positivas a TUNEL y la frecuencia con que se presentan en el testiculo de
ratones tratados con diferentes concentraciones de tetraoxido de vanadio durante 10 dias.
Media+EE, n=6.
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Grafica 9. Numero de células germinales positivas a TUNEL en las diferentes etapas del ciclo del
epitelio seminifero en ratones tratados con concentraciones crecientes de tetradxido de vanadio
durante 60 dias. P<0.05, t de Student. Media+EE, n=6.
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Testosterona y progesterona

Los resultados obtenidos de evaluar las concentraciones de testosterona de los
animales tratados con tetradxido de vanadio durante 60 dias se observan en la grafica
10A. Se aprecia una disminucion en las dosis de 4.7 y 9.4, mientras que en la dosis de
18.8 hay un aumento con respecto a las dosis inferiores, aunque menor al valor del grupo
control. Los valores de progesterona (Grafica 10B8) muestran un aumento en todas las
dosis experimentales, aunque al igual que en el caso de la testosterona los cambios

observados no difieren significativamente.

En el caso de los animales tratados durante 60 dias con tetraoxido de vanadio, se
observd una disminucidn en las concentraciones de testosterona que no resulta
significativa; sin embargo, al igual que en el caso de los animales tratados durante 10 dias
las concentraciones de progesterona presentaron un ligero aumento que no se modifica
en todas las dosis administradas y tampoco difiere significativamente de la concentracién
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Grafica 10. Concentraciones de A) testosterona y B) progesterona en ratones tratados con
diferentes concentraciones de vanadio durante 60 dias. P<0.05, t de Student, EXEEM, n=6

54




Microscopia electrénica

Se analizé la ultraestructura de la gonada izquierda obtenida de los animales
tratados durante 60 dias con diferentes concentraciones de tetradxido de vanadio. Los
tibulos seminiferos se analizaron en busca de células germinales en apoptosis y de dafo
ultraestructural manifiesto en células de Sertoli y células germinales.

Los tdbulos seminiferos de los animales testigo presentaron integro el tejido, en
donde se apreciaron todos los tipos celulares constituyentes del epitelio, los cuales se
presentaron en forma tipica y con localizacion normal (micrografia 2A-C), ocasionalimente
se observaron espermatogonias o espermatocitos en proceso de apoptosis, aunque el
resto del tejido presentd apariencia normal. En los tubulos seminiferos de los animales
tratados con 9.4 6 18.8 mg/kg de tetradxido de vanadio se observaron con mayor
frecuencia espermatogonias © espermatocitos en distintas etapas de apoptosis
(micrografias 5B y 6B), no se apreciaron espermatidas o células de Sertoli en apoptosis
en ninguna de las dosis de tetradxido de vanadio utilizadas.

Algunos tubulos seminiferos presentaron células de Sertoli con muitiples vacuolas
citoplasmaticas (micrografia 3A) y ocasionalmente mitocondrias con pérdida de crestas
(micrografia 3B). En el tejido de los animales expuestos al tetradoxido de vanadio se
hicieron evidentes estructuras inclusivas atipicas de forma oval a redonda que
presentaron localizacion variable: intranuciear en espermatidas (micrografia 4A) o células
de Sertoli (micrografia 4B), citoplasmicas en espermatidas (micrografia S5A) o
espermatogonias en proceso de apoptosis (micrografia 5B), sobre (micrografia 6A) o
subyacentes a la membrana basal del tubulo seminifero (micrografia 6B); las estructuras
inclusivas no se observan en las muestras de los animales testigo.

Cuando las estructuras inclusivas presentaron una localizacion citoplasmatica o se
encontraron sobre la membrana basal (micrografias 5A-B y 6A) se observé una zona
electrodensa en su exterior, o bien presentaron estructuras membranosas (micrografia
58). El interior de las estructuras inclusivas fue de contenido variable, generaimente
resultd electrodenso y difuso. En el caso de las estructuras inclusivas intranucleares el
contenido fue aproximadamente similar a la cromatina del nucleo en el que se

encontraron (figura 4A-B).
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Micrografia 2. Tubulos seminiferos comespondientes a
animales control. A) Seccion transversal de un tibulo
seminifero abaja ampiificacion en donde se observan células
germinales intactas en distintas etapas de diferenciacion. B)
Dos células de Sertoli con uniones estrechas (fiechas), se
aprecia su citoplasma homogéneo con numerosas
mitocondrias tipicas, destaca también la presencia de un
espermatocito. C) Espermatidas redondas en etapa Vil
integras. Spg: espermalogonia, Spc. espemmatocito, spd:
espermatida, NCS: nicleo de célula de Sertoli. A) 3000
aumentos, B)y C) 4800 aumentos.




Micrografia 3. Seccidon transversal de un tubulo seminifero correspondiente a un animal
tratado con 9.4 mg/kg de tetradxido de vanadio. A) se observa el nuacleo y las mitocondrias
tipicas de una célula de Sertoli en un citoplasma muy vacuolado, se aprecia una
espermatida redonda (spg) en etapa IV y un espermatocito (spc) con puente
intercelular intacto (flechas). B) corresponde a un animal tratado con 18.8 mg/kg de
tetraoxido de vanadio, el nucleo de la célula de Sertoli (NCS) es tipico y se observa integro,
aunque el citoplasma se encuentra muy vacuolado y se notan mitocondrias con perdida de
crestas (lechas). A) y B) 7560 aumentos.
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Micrografia 4. Cuerpos inclusivos intranucleares. A) Espermatida redonda en etapa Vil
con un cuerpo inclusivo intranuclear de orientacion acrosomal (flecha blanca). B) Nucleo
de una célula de Sertoli con un cuerpo inclusivo de orientacion basal (flecha negra). El
contenido de los cuerpos inclusivos en estas micrografias es aproximadamente
semejante al contenido nuclear (insertos), ambas micrografias corresponden a
diferentes animales tratados con 9.4 A) 6 18.8 B) mg/kg de tetradxido de vanadio. mb:
membrana basal. A) 9450 aumentos, inserto 75600 aumentos, B) 12000 aumentos,
inserto 67000 aumentos.




Micrografia 5. Cuerpos inclusivos de localizacion citoplasmatica. A) espermatida redonda
en etapa VIl con un cuerpo inclusivo perinuclear (flecha en el inserto). B) espermatogonia
en una etapa temprana de apoptosis, presenta desprendimiento de la célula de Sertoli
(asteriscos), mitocondrias de contenido difuso (puntas de flecha negra) y un cuerpo
inclusivo cercano a la membrana citoplasmatica con orientacién basal (flecha). En el
interior del cuerpo inclusivo se aprecian estructuras membranales (punta de flecha
blanca). A y B corresponden a animales tratados con 9.4 y 18.8 mg/kg de tetradxido de
vanadio respectivamente. A) 7560 aumentos, inserto 75600 aumentos, B) 16400
aumentos.
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Micrografia 6. Cuerpos inclusivos localizados en la membrana basal. A) Cuerpo inclusivo
(flecha negra) subyacente a la membrana citoplasmatica de las células de Sertoli (flechas
blancas en el inserto) y sobre la membrna basal (asterisco en el inserto). B)
espermatogonias en etapas tempranas (punta de flecha negra) y tardias de apoptosis
(punta de flecha blanca); en el espacio intersticial, adyacente a la membrana basal se
localiza un cuerpo inclusivo flecha. A) y B) corresponden a animales tratadoscon 9.4y 18.8
mg/kg de tetradxido de vanadio respectivamente. A) 3000 aumentos, inserto 17750
aumentos, B) 4800 aumentos.




Discusion

La movilidad espermatica se adquiere durante el paso de los espermatozoides por
el epididimo (Cooper, 1990; Robaire y Hermo, 1988). En los animales tratados con 18.8
mg/kg tetradéxido de vanadio durante 10 dias se presenta una disminucion significativa en
el porcentaje de ceélulas moviles; mientras que los espermatozoides de los ratones
tratados con tetradxido de vanadio durante 60 dias mostraron un comportamiento
semejante en la inhibicién de la movilidad, la cual posiblemente se encuentre relacionada
con la formacion de especies reactivas de oxigeno producidas por la interaccion del
vanadio con la membrana de los espermatozoides (Jounes y Strobelt, 1991; Keller y col.,
1988; Shi y col., 1996).

El uso de la citometria de flujo en el analisis de espermatozoides obtenidos a partir
de animales tratados con compuestos quimicos, revela mucho acerca. de los efectos
toxicos que pueden ser inducidos en las células germinales, tales como las alteraciones
en la estructura de la cromatina.

El principio del SCSA se basa en que algunos colorantes, incluido el NA, se
intercalan entre las bases del ADN y producen una sefal fluorescente (Evenson, 1990;
Evenson y col/., 1980). La intensidad de fluorescencia emitida por los fluorocromos y el
ADN se modifica al unirse las proteinas al ADN, lo que indica que la capacidad del
fluorocromo para alcanzar al ADN se ve modificada (Lewin y col., 1999; Love y Kenney,
1999).

En el presente estudio se evélué la sensibilidad de la cromatina espermatica a la
desnaturalizacion acida en ratones tratados con tetradéxido de vanadio. Observamos que
la sensibilidad a la desnaturalizacion aumenta en los espermatozoides de los animales
tratados con tetraéxido de vanadio durante 10 dias; sin embargo, no se observa el mismo
efecto en los espermatozoides de los animales tratados con tetradxido de vanadio durante
60 dias. Estos resultados sugieren que los espermatozoides maduros que transitan por el
epididimo son mas sensibles a la desnaturalizacion inducida por el tetradgxido de vanadio,
que aquéllas células espermatogénicas expuestas durante 60 dias al compuesto. Este
fenomeno de sensibilidad diferencial a la desnaturalizacion espermatica se ha observado
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con otros agentes, como el estrés testicular con temperaturas elevadas (Love y Kenney,
1999).

Durante la diferenciacion de las células germinales, el nucleo de las espermatidas
redondas derivadas del proceso meidtico en los espermatocitos, empieza a alargarse para
obtener la forma caracteristica del la cabeza espermatica en cada especie. Durante este
proceso la cromatina de las espermatidas se condensa al substituirse las histonas
asociadas al ADN por proteinas de transicion y posteriormente por protaminas, estos
eventos tienen lugar en el testiculo; las protaminas son estabilizadas por la formacion de
enlaces disulfuro. La formacidn de los enlaces disulfuro ocurre debido a la oxidacion de
los grupos sulfhidrilo presentes en los residuos de cisteina de las protaminas; la oxidacion
de los grupos sulfhidrilo ocurre durante el trayecto de los espermatozoides por el
epididimo (Evenson y co/., 1989; Seligman y col., 1991; Shalgi y col., 1989; Yossefi y col.,
1994).

En refacion a lo anterior, se ha demostrado que cuando la cantidad de enlaces
disulfuro es menor, la cromatina se desnaturaliza mas facilmente, por lo tanto, cuando el
numero de enlaces disulfuro entre las protaminas disminuye, la cromatina se hace mas
susceptible a la desnaturalizacion (Lewin y col/., 1999; Love y Kenney, 1999), y al
contrario, una estructura cromatinica altamente condensada impide el acceso del NA a la
molécula de ADN y por lo tanto disminuye la intensidad de la fluorescencia medida por
citometria de flujo (Lewin y col., 1999).

Aunque se desconoce la etiologia de la desnaturalizacion espermatica, diferentes
grupos de investigacion recientemente han sefalado algunos puntos acerca del origen de
las anormalidades que pueden conducir a la sensibilidad a la desnaturalizacion; entre
ellos se incluyen la alteracién en la tasa de protaminas 1 y 2 (Evenson y Jost, 2000), el
fendmeno de apoptosis abortiva y la presencia de nicks endaogenos (Sakkas y col., 1999b;
Sakkas y col., 2002), aunque también se considera que una cantidad de enlaces disulfuro
inter e intraprotaminas pueden jugar un papel en la desnaturalizacion (Love y Kenney,
1999). Alteraciones como las mencionadas pueden ser inducidas por agentes exogenos,
como ha sido ya demostrado (Evenson y Jost, 1993; Evenson y col., 1993; Love y
Kenney, 1999).
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La informacion anterior nos indica que la sensibilidad a la desnaturalizaciéon
espermatica tiene un origen multifactorial y, que el tipo de alteracion en la cromatina del
espermatozoide depende del estimulo aplicado para observar el fenémeno, asi como del
momento de la espermatogénesis en que el estimulo se aplica.

En los animales tratados con tetraéxido de vanadio durante 10 dias el proceso de
empaquetamiento de la cromatina esta completo y, en el epididimo, la cromatina
espermatica se encuentra en el proceso de estabilizacion (Evenson y col., 1989; Seligman
ycol., 1991; Shalgi y col., 1989; Yossefi y col., 1994), esto nos indica que la formacion de
los enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina de las protaminas se halla en proceso.
Evenson y et al.,, (1989) sefialan que la cantidad de enlaces disulfuro en la cromatina
espermatica no tiene relacion con el proceso de desnaturalizacion en las condiciones del
SCSA; sin embargo, los resuitados del DFI en los animales tratados con tetraéxido de
vanadio durante 10 dias nos indica una alteracidn en el proceso de estabilizacion de la
cromatina en el epididimo, el cual lleva a un aumento en la sensibilidad a la
desnaturalizacion.

El vanadio puede funcionar como aceptor de electrones por parte de los residuos
de cisteina y promover la formacion de los enlaces disulfuro (Stokinger, 1981; Thompson
y col., 1991). Se ha detectado vanadio tanto en el epididimo como en los propios
espermatozoides (Al-Bayati y col., 1991) por lo que es factible una alteracion en la
cromatina derivada la interaccidn del metal con los residuos de cisteina en las protaminas,
aunque queda por determinarse el papel de los grupos sulfidrilo en la sensibilidad a la
desnaturalizacion espermatica.

Las espermatogonias son el tipo celular mas primitivo en el epitelio seminifero y
en el presente estudio, estas células se encontraron expuestas a los efectos del tetradxido
de vanadio durante los procesos de proliferacion, meiosis y diferenciacion hacia
espermatozoides cuando los animales fueron tratados durante de 60 dias con tetradxido
de vanadio. Nosotros mostramos que este mismo tratamiento induce un aumento en el .
porcentaje de las anormalidades morfologicas en la cabeza de los espermatozoide. Se
han publicado algunos reportes en los que se muestra que los factores determinantes de
la forma de la cabeza del espermatozoide son tanto genéticos como mecanicos (Cole y
col., 1988; Meistrich, 1993; Meistrich y co/., 1987; Wyrobek y Bruce, 1975); por lo que,
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aunque no se observan diferencias significativas en los valores de DFIl, no puede
descartarse un tipo de dano en la cromatina a los 60 dias, el cual no es detectado por el
SCSA.

Otra posibilidad es que el dafno espermatico ocasionado por la administracion de
vanadio no se observe a los 60 dias puesto a que el organismo hecha a andar
mecanismos fisiologicos que le permiten proteger sus tejidos y mantener la homeostasis.
En el caso del presente trabajo observamos a los 60 dias la formacién de tejido fibroso
alrededor del testiculo y del epididimo, 1o cual apoya esta idea .

Queda por determinarse durante el proceso de la espermatogénesis que tipo
celular es afectado inicialmente y los proceso fisiolégicos y bioquimicos involucrados en la
generacion del darfo. Sin embargo, se esperaria que los espermatozoides presentes en la
cabeza del epididimo, los cuales no han completado aun el proceso de estabilizaciéon de
la cromatina, presentaran un patron de desnaturalizacion semejante al de los
espermatozoides recuperados del conducto deferente en los animales tratados durante 10
dias con tetradoxido de vanadio.

Actualmente resulta de interés para la comunidad cientifica avocada al estudio de
la toxicicidad reproductiva la relacidn que sobre el sistema reproductor pueden tener los
compuestos quimicos presentes en el ambiente (Kaviock y col, 1996). Algunos
compuestos quimicos han mostrado ser capaces de alterar la comunicaciéon quimica a
semejanza de los mensajeros endocrinos y ocasionan asi alteraciones en el sistema
endocrino. “Un perturbador endocrino es un agente exdgeno que interfiere con ia sintesis,
secrecion, transporte, union, accién o la eliminacidén de las hormonas naturales del
cuerpo, las cuales son responsables del mantenimiento de la homeostasis, reproduccion,
desarrollo o comportamiento” (Kaviok y col., 1996) y "ocasiona efectos adversos a nivel de
organismo, su progenie, poblaciones o subpoblaciones” (EDSTAC, 1997).

Las anormalidades en la expresion del genoma, la interferencia con la accion de
los genes, asi como |la aceleracion en la tasa e division celular pueden inducirse en los
organos del sistema reproductor masculino por compuestos quimicos que tienen actividad
endocrina. Debido a que el sistema endocrino-reproductor masculino involucra a
componentes del hipotalamo, hipofisis y del testiculo, esta presente la oportunidad de
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perturbacion en diferentes niveles y con diferentes tipos de accion endocrina. Revisten
particular interés los productos quimicos con la capacidad para afectar directamente la
produccién de testosterona o alterar el control en la secrecion de gonadotropinas (EPA,
1997).

En el presente estudio, nosotros observamos que la administracion i.p. de
tetraoxido de vanadio durante 10 dias aumenta las concentraciones circulantes de
testosterona, aunque en el tratamiento durante 60 dias no se observaron diferencias. La
testosterona se sintetiza en las células de Leydig a partir del colesterol. La ruta de
biosintesis de testosterona inicia en !la matriz de la membrana mitocondrial interna y
concluye en los microsomas. A la mitocondria ingresa el colesterol y es liberada la
pregnenolona o la progesterona hacia los microsomas (Stocco, 1998).

La testosterona es una hormona esencial para el mantenimiento de Ila
espermatogénesis (Stocco, 1998; Zirkin, 1998). Existe al menos un reporte en el que se
menciona que las concentraciones de testosterona secretadas por las CL en cultivo y
estimuladas con LH no se ven modificadas por la exposicién a pentéxido de vanadio, lo
que indica que las CL no son blanco del vanadio (Li y col., 1995). Sin embargo, nosotros
observamos modificaciones en las concentraciones de testosterona a los 10 dias, aunque
no hay una relacién evidente entre las concentraciones de vanadio y aquellas de
testosterona. La revision bibliografica no muestra estudios que relacionen los efectos del
vanadio con las hormonas involucradas en la produccion de testosterona.

La biosintesis de testosterona en las células de Leydig es regulada por la hormona
luteinizante, la cual se sintetiza y secreta en la hipofisis anterior. La testosterona y la
progesterona regulan a su vez la secrecidon de la hormona luteinizante mediante la
interacciéon con sus receptores en el hipotalamo, o que aumenta o disminuye la
concentracion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y por ende de LH
(Turner y col., 2001).

Con base en lo anterior se explord la posibilidad de que las concentraciones de
progesterona se encontraran modificadas, y esto nos ayudaria a explicar las
modificaciones observadas en las concentraciones de testosterona. Sin embargo, en los
diferentes tiempos de tratamiento se observa un ligero aumento en la cantidad medida de
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progesterona que no es significativa y que por el sistema establecido de retroalimentacion
negativa entre LH, testosterona y progesterona no nos permite explicar por esta via los
efectos del tetradxido de vanadio en las concentraciones de hormonas esteroides
testiculares.

Una posibilidad que nos ayudaria explicar el aumento en las concentraciones de
testosterona a los 10 dias, es el hecho de que pequernas cantidades de androgenos se
producen en la zona glomerular de las glandulas adrenales de manera natural, y
brecisamente se observdé un aumento en el peso de estas glandulas, el cual coincide con
las dosis en que se modifican las concentraciones de testosterona; por o que una
hipertrofia de la zona glomerular nos permitiria inferir un aumento en la produccion de
androgenos susceptibles de ser transformados en testosterona.

Diferentes estudios describen a la testosterona como factor necesario para la
sobrevivencia de las células germinales en epitelio seminifero de modelos animales con
supresion hormonal (El Shennawy y col., 1998; Tapanainen y col., 1993). En el caso de
fos grupos de animales tratados con 9.4 y 18.8 mg/kg de tetradxido de vanadio durante 10
dias se observd un aumento en las concentraciones de testosterona, y no se encontro
diferencia en el porcentaje de tubulos positivos a TUNEL y en el nimero células positivas
a TUNEL con respecto al control, mientras que en la dosis mas alta aumenta el numero
de células positivas a TUNEL en las etapas I-lll y IX-XIl y no se modifica la concentracion
de testosterona.

Recientemente Zhou y col., 2002, describieron la expresion inmunohistoquimica
etapa-especifica del receptor de androgenos en las células de Sertoli, e indican que la
mayor expresion se presenta en las etapas VI-VIl y la menor intensidad en las etapas I-1ll
y VHI-XH. Lo anterior nos indica que un aumento en la concentracion de testosterona
podria inhibir la muerte celular provocada por la administracion de vanadio en las etapas
intermedias del ciclo del epitelio seminifero, mientras que en las etapas con una menor
expresion del receptor de androgenos que también son aquellas en las que se presenta
de forma mas frecuente la muerte celular por apoptosis aumenta el nimero de células
germinales positivas a TUNEL por la administracion de 37.5 mg/kg de tetradxido de
vanadio.

[=1:]




Si consideramos que la espermatogénesis es un fenémeno ciclico de proliferacion,
meiosis y diferenciacidon celular podemos apreciar que la importancia del estudio del ciclo
del epitelio seminifero radica en la serie de eventos bioquimicos que conducen
precisamente a los eventos de proliferacion, de meiosis y de diferenciacion. La muerte
celular espontanea de las células germinales ocurre principalmente durante los eventos
de mitosis y de meiosis en las etapas | y XIl respectivamente (Sharpe, 1994). En el
presente trabajo las etapas Xli-l fueron aquellas en que las que con mayor frecuencia se
presentaron células germinales positivas a TUNEL y también en las que se observaron
incrementos significativos en el numero de células positivas a TUNEL espontaneas e
inducidas por la administracion del tetradxido de vanadio. Nuestros resultados son
consistentes con lo mencionado por Sharpe, 1994 y con los resultados de apoptosis en
células germinales de ratones y ratas control (Billig y col.,, 1995; Homma-Takeda y col.,
2001; Nakagawa y col., 1997).

Resulta notable el hecho de que en los tratamientos con tetradxido de vanadio
durante diferentes tiempos se presente un aumento en el nimero de ceélulas germinales
en apoptosis en las mismas etapas del ciclo del epitelio seminifero. Esta situacion sugiere
que los mecanismos naturales por los cuales se decide la deplecion de una célula
germinal en el testiculo se ven alterados de tal forma que exclusivamente las etapas de
desarrollo en que inciden son aquellas que se ven afectadas.

La muerte espontanea de las células espermaticas parece ser un rasgo constante
de las células germinales en el proceso espermatogénico normal para una variedad de
especies de mamifero (Allan y col., 1987; Brinkworth y col., 1995; Oakberg, 1956; Russell
y col., 1990). Las células que degeneran de forma natural en el epitelio seminifero se han
identificado como espermatogonias y espermatocitos (Brinkworth y col., 1995; Kerr, 1992).

La apoptosis de las espermatogonias, espermatocitos y espermatidas redondas
ocurre de forma espontanea durante la espermatogénesis normal y es el mecanismo
primario por el que ocurre ta muerte de la células germinales durante la supresion
hormonal (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). La evidencia primaria en roedores sustenta el
pape! de la FSH y la testosterona en la inhibicion de la apoptosis y en el mantenimiento de
la de la viabilidad celular durante el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis.
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Se ha observado 1a muerte celular por apoptosis de los espermatocitos y de las
espermatidas redondas de ratas cuando son tratadas con antagonistas de GnRH (Sinha
Hikim y col., 1995) o hipofisectomia en la que la FSH (Russell y col/.,, 1993) la testosterona
o ambas parcialmente inhiben su degeneracion (Tapanainen y col.,, 1993). Los datos en
roedores sugieren que la FSH y la testosterona actuan en rutas similares para evitar la
apoptosis y promover la viabilidad de las células germinales (El Shennawy y col/., 1998;
Russell y col.,, 1998). Los estudios /n vitro de las ceélulas testiculares humanas también
demuestran la capacidad de la FSH, andrégenos y estrogenos para evitar la apoptosis de
las células germinales (Erkkila y col., 1997, Pentikainen y col., 2000; Tesarik y col., 2000).

Actualmente se sabe que casi todas las células espermaticas degenerantes en
animales intactos mueren por apoptosis (Brinkworth y col., 1995; Sinha Hikim y col., 1997)
y que el bloqueo de diferentes estimulos hormonales, como ios provenientes de las
gonadotropinas (Billig y col., 1995; Russell y col., 1993; Shetty y col/., 1996), la hormona
liberadora de gonadotropinas (Sinha Hikim y col/., 1995) y la testosterona (Henriksén y
col., 1995) pueden inducir este tipo de muerte celular.

Es posible que la muerte por apoptosis de las células germinales debida a la
administracion del tetraéxido de vanadio no guarde relacidon con las concentraciones de
testosterona, puesto que con excepcion de la dosis de 9.4 mg/kg en el tratamiento de 10
dias, no se presentan modificaciones en el resto de las dosis ensayadas. Mas aun,
aquellas etapas del ciclo del epitelio seminifero en que se presenta una mayor expresion
del receptor de andrégenos (RA) son las mismas en que se observa un menor numero de
céilulas germinales en apoptosis, cono se ilustra en el modelo de la figura 3.

Al momento se desconoce el significado biologico de la muerte constante de las
células germinales en la génada masculina; asi como fos mecanismos moleculares que lo
regulan. Aunque posiblemente el significado de este fenomeno se encuentre relacionado
con la remocion de una sobraproduccién celular para ajustar la poblaciéon de células
germinales a la cantidad que puede ser sostenida por las células de Sertoli como ya lo
han propuesto algunos autores (De Kretser y Kerr, 1994; Koji, 2001), o bien con la
eliminacion de las células con dafio genético natural o inducido (Koji, 2001).




El hecho de que después de 60 dias de tratamiento con tetradxido de vanadio
encontremos células germinales en apoptosis nos indica que las espermatogonias
conservan su capacidad proliferativa. En relacion a esto Koji, (2001) sugiere que la
induccion del proceso de muerte en las células germinales puede atribuirse a la activacion
de una cascada molecular especifica que se halla estrictamente regulada para evitar la
transmision de anormalidades a la descendencia.
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Figura 3. Modelo en el que se describe graficamente la naturaleza ciclica de los eventos
de muerte celular por apoptosis en las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminifero y
la relacion de este fenomeno con la expresion de los receptores a andrégenos a lo largo
del proceso espermatogénico. El mayor nimero de eventos apoptdticos en las células
germinales ocurre en las etapas Xll-l (area sombreada), situacion coincidente con la mas
baja expresion del receptor de androgenos en las células de Sertoli (linea sdlida).
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Conclusiones

1. El tetraoxido de vanadio es un una substancia espermatotoxica, ya que en el
modelo de ratéon su administracion por via intraperitoneal durante 10 é 60 dias
induce una disminucién en el porcentaje de espermatozoides maéviles en las dosis
de 37.5 y 18.8 mg/kg respectivamente.

2. En el modelo de ratén la administracion intraperitoneal de tetradxido de vanadio
durante 10 dias induce un aumento en la desnaturalizacién de la cromatina
espermatica en todas las dosis ensayadas, mientras que el tratamiento durante 60
dias el aumento se presenta en las dosis de 4.7 y 18.8 mg/kg, por lo que este
compuesto puede considerarse como un genotoxico.

3. En el modelo de ratén la administracion intraperitoneal de tetradxido de vanadio
durante 10 dias induce un aumento significativo en la concentracién de
testosterona en la dosis de 9.4 mg/kg, por lo que puede considerarse como un
candidato a perturbador endocrino.

4. El tetradoxido de vanadio es un toxico testicular, ya que en los ratones tratados
intraperitoneaimente induce un aumento del namero de células germinales
positivas a TUNEL en las mismas etapas en que este tipo de muerte celular se
presenta en condiciones fisiologicas:

a. En los animales tratados durante 10 dias aumenta significativamente el
numero de células positivas a TUNEL en las etapas (-lll y X-Xil en la dosis
de 37.5 mg/kg.

b. En los animales tratados durante 10 dias aumenta significativamente el
numero de células positivas a TUNEL en las etapas I-lll en la dosis de 18.8
mg/’kg y en las etapas X-Xll en las dosis de 4.7 y 18.8 mg/kg.

71




Perspectivas

1. El hecho de que la administracion de vanadio pueda modificar las concentraciones
circulantes de una hormona, le asigna un lugar como perturbador endocrino; y en
virtud de los usos que este metal y sus compuestos tienen en la actualidad, y de
las emisiones que de él se hacen al ambiente, se abre un amplio campo de
estudio en el que se pueden contemplar efectos no considerados previamente.

2. Las gonadotropinas (LH y FSH) funcionan como reguladoras de la funcion
testicular, a la vez su sintesis y secrecion es modulada por la GnRH. En el
presente estudio no se cuantificaron sus concentraciones, por lo que queda por
investigar su papel en el proceso de induccion de la apoptosis en las células
germinales por la administracion de vanadio.

3. Se ha mostrado que el vanadio puede inducir daffo en la génada masculina
aunque se desconoce el tipo celular afectado inicialmente, asi como los eventos
celulares y moleculares involucrados en este fendmeno, la dilucidacion de estos
eventos permitira avanzar en la comprension basica del fenémeno de apoptosis en

las células germinales.

4. La utilizacidn de ensayo de la estructura de la cromatina espermatica como
marcador de darfo en el espermatozoide nos permitid ampliar el espectro de
efectos toxicos que pueden ser inducidos por el vanadio. Aunque se desconoce la
etiologia del origen del dafio en la cromatina, las implicaciones que este tipo de
dano tiene sobre la fertilidad hacen necesario profundizar en el conocimiento sobre
su origen en relacion a ia exposicidon de un organismo a agentes téxicos.

5. Si efectivamente la formacion de enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina
de las protaminas durante la estabilizacion de la cromatina no tienen relacién con
la sensibilidad a la desnaturalizacion se esperariamos que los espermatozoides
recuperados de cualquier region del epididimo y del conducto deferente tuvieran
un patron de desnaturalizacion semejante, esta incognita aun queda por

despejarse.
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1. Introduction

A variety of chemical comp ds, including Is, are
known to alter certain stages of the spermatogenesis pro-
cess, leading to reproductive dysfunction [1,2]. Becalue
vanadium, as other trace metal atmospheric cc is
not biodegradable, vanadium compounds that are redistrib-
uted by human activities tend to acc
at concentrations that may be toxic for living organisms [3].
Significant quantities of vanadium are found in fossil fuels
such as petroleurn [4,5), and it is estirmated that 66,000 tons
of vanadium are liberated into the atmosphere every year
[6]. Vanadium is widely used for industrial purposes, and
has recently been shown to help achieve better physical
performance of athletes during training (7). to have anutu-

in ecosy

excretion is the predominant route of climination of ab-
sorbed vanadium [13]).

Experimentally, vanadium can be administered to ani-
mals in the oxidized forms (IV) or (V), but is found exclu-
sively in the (IV) oxidized form in the body [14]. Certain
inorganic salts that contain vanadium (IV) have been shown
to modulate cellular redox potential and to catalyze the
generation of reactive oxygen intermediates (8,15—-19]. Va-
nadium (V) has been reported to induce low sperm counts
{20.21], to decrease sperm motility {20], and to increase the
frequency of spermh mosphology abnormalities [21,22] in
vivo. However, the effects of the active intracellular form of
vanadium (IV) on male reprodt..;:ve function have not yet
been assessed. The purpose of thus study was to analyze the
effect of ide on sperm concentration,
morpholosy. vmblllty. and motility, as well as on the

| 4

mor properties (8,9), and to have p ial as a vagi
contraceptive [10]).

It has been estimated that large cities may have average
vanadium air levels on the order of 0.25 to 300 ng/m® [11);
in the US, the highest concentration of atmospheric vana-
dium ever recorded (on the order of 10,000 ng/m’) was
measured in New York City [12). Exposure to high concen-
trations of vanadium in the air may occur in occupational
settings, and the vanadium concentrations of 50 to 100
mg/m’, somctimes reaching 500 mg/m’, have been ob-
served in boiler cleaning [11).

It is estimated that about 25% of inhaled soluble vana-
dium compounds are absorbed. Vanadium is poorly ab-
sorbed from the gastrointestinal tract, and thus, ingested
vanadium compounds are mainly eliminated in the feces.
Soon after absorption, a fairly uniform distribution of va-
nadium is observed in soft tissues; however, long-term
storage sites for vanadium are bone and muscle. Urinary
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histology of in the adult male mouse.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Three-month old male CD-1 mice weighing between
37.5 and S1 g were kept in plastic boxes under controlled
lightvdarkness cycles (light from 5:00 AM to 5:00 PM).
Food (Purina chow) and ilabl

were a ad libitum.
The mice were weighed at the beginning of the treamment,
then every second day and again when sacrificed.

2.2. Treatments

Vanadium tetraoxide (Sigma Chem:ca! Co. St. Louis
MO) was prepared in saline and i i itoneaily
(ip) in appropriate vol g cither 4.7 mg/kg
(1732 LDy,), 9.4 mg/kg (1/16 LDy,), or 18.8 mg/kg (1/8
LD,,). Mice were injected every second day for 60 d to

0
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Table 1 .

Effect of vanadium tetraoxide on testis and body weight of mice after weatment every second day for 60 d (mean = SE)
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Dose (mg/kg/aeagnent)

o 4.7 %4 18.8
Tortal dose/ouse (mg) [+] 141 282 564
N 6 6 6 s
lnitial body weight (g) 41.83 = 0.99 43.73 = 1.52 45.55 = 1.92 41.60 = 0.23
Fioal body weight (g) 43.28 = 0.72 43.91 = 1.64 47.93 = 1.79 43.34 =312
Testis weight (g) 034 = 001 0.37 = 0.02 0.36 = 0.02 0.27 = 0.03*

® Siumi 1, d vs.

y i. # < 0.0S, Srudent’s ¢t test.

prevent the severe vanadium toxicity seen with more fre-
quent injection. The LDsq (150 mg/kg bw) was determined
and doses used in this study were selected based on prelim-
inary experiments in our laboratory using subchronic treat-
ment with vanadium tetraoxide.

2.3. Sperm and testis analysis

After vanadium tetraoxide tr the Is were
sacrificed by cervical dislocation, and the testes were ex-
tracted and weighed. The vas deferens and its contents were
obtained and placed in 2 mL Tyrode’s solution (Sigma
Chemical, ST. Louis, Mo., USA) at 37°C and mixed to
homogenize the suspension. A drop of the sperm suspension
was placed on a slide for observation. Two hundred sper-
matozoa were analyzed for cach animal [23,24] at 400Xx
using a phase contrast microscope (Nikon). The percentage
of motile spermn was defined as the ratio of cells showing
movement to the total number of cells > 100 [24].

Sperm viability was determined with the 1% trypan blue
technique (Sigma Chemical, Co. St Louis Mo. USA), and
200 cells were analyzed for each animal.

bility, motility, and morphology were compared using the
Mann-Whitney U test. Statistical significance was accepted
when P < 0.05.

3. Resuits
3.1. Body and organ weights

Body weight measured throughout the 60-d weatment
period was similar in both groups. There were no significant
differences between pre- and post- reatment body weights
in the vanadium-treated groups. nor were there differences
compared to the Is. Regarding the only the
highest V0, dosage (estcd (18.8 mg/kg) caused a signifi-
cant weight d d to the control group
(Table 1).

3.2. Sperm concentration, viability, and motility

Although vanadium tetraoxide appeared graphically to
decrease sperm counts in a dose dependent manner (Fig. 1),

Spermn concentration was deter din abd
chamber (PROPER Lumycite 1/100 mm depth). Giemsa
(1:16 in tap water for 30 min) stained air-dried slides were
used to analyze sperm morphology according to the criteria
described by Wyrtobek and Bruce [25] with some modifi-
cations, to report the percentage of abnormal forms and the
relative percentage of each type of abnormal form found.

The right of cach animal were fixed in Bouin's
fixative and embedded in paraffin wax. Serial ransversal 10
mm cuts were obtained and ined with h oxylin- i
The maximum diameter and the diameter perpendicular to
the maximum were measured in 50 seminiferous tubules of
each testis analyzed. Seminiferous tubule areas were esti-
mated as follows: a = 7T°, where r = (diamecter one +
diameter two)/4. Results were expressed as um? X 10°.
Histologic alterations were eval d in all slides prepared.

2.4. Siatistical analysis

Body and testis weights, sperm concentrations, and sem-
iniferous tubule arecas were compared between the control
and experimental groups using Student’s ¢ test. Sperm via-

diffe 1 and l groups were
not slgmﬁcant. However. sperm monllty decreased signifi-

cantly in mice treated with the highest vanadium tetraoxide
dose d to the 1 group (P < 0.05; Fig. 2A).
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Fig. 2. Changes in the percent monle (A) and viable (B) in spermatozoa
from mzle mice with ide. Data are exp as
means =SE. *P < 0.05 compared to control. Mann-Whimey U test

Sperm viability also decreased significantly at the 9.4 and
18.8 mg/kg vanadium tetraoxide doses (77.40 = 2.06 and
76.28 = 2.74% respectively) as compared to the control
group *23.39 = 1.96%; P < 0.0S5; Fig. 2B).

3.3. Sperm morphology abnormalities

The mean percentage of abnormal spam forms appeared to
increase in a dose-dependent manner; however, only the 9.4
mg/kg group showed a statistically significant difference from
the control, perhaps due to the degree of variability in the
high-dose group (Table 2). The most common anomalies ob-

Lo= R,
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Fig. 3A shows a typical spermatozoan of the congol group.
with the characteristic hook and a :ingle tail. We observed the
vanadium ide-induced sperm abnc litics described
by Wyrobek and Bruce {24]: 1 hook, b haped
head, amorphous head (Fig. 3B), folded. and bicaudate sperm
(Fig. 3E). However, we also observed other abnommal forms
such as microcephaly, macrocephaly, bicephaly (Fig. 3F), di-
vided middle piece (Fig. 3C), fused body (Fig. 3D), coiled
ﬂageUar end, tncephaly, and thin tight head. Spermatozoa were
red halic when the head was
decreased or increased by 1/3 of its normal area. The cells with
divided middle piece apparently represent displacement of the
mitochondrial sheath, exposing the axoneme, with the rest of
the flageilum remaining connected. The middle piece division
may occur more than once in the same spermatozoan. Wy-
robek and Bruce [25] considered bicephalic spermatozoa in the
bicaudate category, however in this paper we considered both
categorics as separate. S Spenn with two heads and two flagella
showing a fused dp were considered as fused body
sperm.

3.4. Seminiferous tubule area and testicular morphology

Although the seminiferous tubule arcas were not signif-
icantly different in the vanadlum-exposed groups as com-
pared to controls, certain iferous epitheli modifi-
cations were observed. In the control g'oup. the germinal
epithelium was intact in the different spermatogenesis cycle
stages showing few G cells [26]). These cells show a defined
contour, a size similar to that of a pachytene phase sper-
matocyte with phylic cy a big central nucleus
(positive to ethidium bromide and acridine orange staining).
and chromatin forming coarse clusters lacking a character-
istic arrangement. Normally, these cell types are scarce in
the basal mgxon. and are frcquemly part of cell associations

- in the tub d to spermatozoa that are to be

released, although they may be found surrounded by sper-
matocytes. However, in mice treated with 9.4 and 18.8
mg/kg vanadium tetraoxide, G cells were found more fre-

served were abnommal hook, amorphous head, and folded. quently (Fig. 4B). In some tubul ous cpithelial
Table 2

[ncidence and type of sperm abnormalities in mice aRer 60 d with di d

Dose (mg/kg) o 9.4 18.8

a 6 6 6 5

% Abnormal sperm* 7.08 = 1.80 9.03 = 1.48 11.94 = 1.20* 16.13 = $.66
Type of sperm abnormalities®

Abnormal hook 45.91 28.15 25.16 33.33
Banana head 2.27 1.04 0.94 2.54
Amorphous 30.68 3091 41.72 44.97
Folded 16.59 35.26 27.19 12.73
Bicaudate 1.36 0.52 0.67 0.97

Other 39 4.14 431 5.68

* Based on scoring 1000 sperm per animal (mean = SE).
* Relative percentage.

“ Significantly increased vs. control. P < 0.05, Maan-Whitney U test.
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Fig- 3. Abnormalities found in | and di ik mice. (A) Normal sperm with the characteristic hook and a single til. Abnormal sperm

as follows: amorphous head (B). divided middle piece (C), fused body (D). bi d (E). and bi ty (F).

cell loss and increased numbers of G cells was observed 4. Discussion

(Fig. 4A), while others completely lacked germinal cells

(Fig. 4B). Large optically empty vacuoles were observed in Flagellum motility is an expression of male germinal cell
both. viability [27]). Capability of motion is acquired during the
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Fig. 4. Testicular hiswlogy of mice with ide for
60 d. (A) Tubule with absent lumen and presence of cells with chromatin
margination (arrows). (B) Tubule with several G cells in the lumen (ar-
rows) and degenerate cetl (arrow bead). (C) ini. tubule y
affected. most ceils within the tubule being Sertoli cells (arrows) and some
degenerate cells (artow heads).

transit of the spermatozoa through the epididymis (28,29]
and requires functional integrity of the mitochondria [27]).
Reactive oxygen species decrease ATP concentrations {30]
and cause lipid peroxidation in spermatozoa [31-34]. Cer-
tain vanadium (IV)-containing inorganic salts act as redox
potential modulators in different biologic systems and cat-
alyze the generation of reactive oxygen species [8,15-18]).

Lozano / Rep.

ductive Toxicologv 15 (2001) 143

In the testu. vanadmm increases lipid peroxidation and

red i {35]), s0 that the vana-
dium accumulated in the tesns and epididymis would be
exp d to i the g ion of
reactive oxygen specla and OXygen systems protectors,
main]y those that use g This i would

plain the decr d ges of motility and viability

observed after the adrmmstranon of the highest doses of
vanadium tetraoxide.

Spontaneous sperm | cell death is a constant feature of the
normal 8 in a variety of mammalian
species [36—38] Itis currently Imown that while almost all
degenerating sperm cells in ls dergo
neous apoptotic death {39,40), different hormone stunuh
[40-43] and toxic compounds {39,46—47] can induce this
type of cell death. Vanadium (IV) has been reported to
induce apoptosis in vitto [48,49]. The characteristics de-
scribed for apoptotic cell death are different berween so-
matic and germinal cells lines (39] The G cells described in
the present work show ch istic of cell death
[26.50), however, with a difYe of the apo-
ptotic cells. The presence or t.hae cells and clonal devel-

P of 8c 1 cells may explain the de-
cr d sperm that app d to occur with
increasing doses of vanadium and the lower testicular
welght found in the group of mice treated with 18.8 mg/kg
v ide.

The presence of abnormal sperm forms indicates that the

g may have been affected [S1]). Sev-
eral genetic faclots {25.52) and cytoskel ! (s2-
54} play a role in sperm head morphogenesis. Since both
vanadium (IV) and (V) inhibit microtubule polymerization
(55.56), the accumulation of vanadium (IV) in germinal
epithelial cells 1d affect stx such as the manchette,
which provides mechanical force during morphogenesis of
the sperm nucleus [52,53). Vanadium (I'V) compounds have
been reported to induce 2°deoxyguanosine hydroxylation
and to DNA breaks by of free-radical mediated
reactions (8,15,19]; while vanadium (V) has been reported
to ind single d breaks {21). Thus, DNA damage
may also be respoasible for the increased percentage of
abnormal sperm forms.

In summary, the intrap 1 ad of vana-
dium ide during sp 8 affects some sperm
analysis parameters in the , and ind icul
d ge ch ized by the p of deg ting cells

and germinal epithelium disruption in the seminiferous tu-
bules.
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