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Resumen 

El vanadio y sus compuestos han mostrado ser capaces de inducir efectos tóxicos 

en diferentes órganos de modelos animales. Previamente nosotros mostramos que el 

tetraóxido de vanadio puede inducir alteraciones en la citología de la gónada masculina, 

así como en los gametos; sin embargo, el proceso de la espermatogénesis involucra 

muchos procesos de división y diferenciación que se conocen en conjunto como el ciclo 

del epitelio seminífero y en un primer acercamiento al problema con estudios de histología 

clásica no identificamos etapas sensibles al daño inducido por la administración de 

tetraóxido de vanadio. De la misma forma, el análisis clásico de semen no proporciona 

información acerca de la integridad de la cromatina espermática. 

Con el propósito de hacer una evaluación que comprendiera los diferentes 

compartimientos del sistema reproductor masculino decidimos investigar en el modelo de 

ratón los efectos nocivos del tetraóxido de vanadio a nivel de la gónada, contemplando 

diferentes tiempos de tratamiento para caracterizar los efectos en diferentes etapas del 

desarrollo espermatogénico, de la misma forma estudiamos los efectos del tetraóxido de 

vanadio en la estructura de la cromatina espermática y en las hormonas reguladoras de la 

espermatogénesis testosterona y progesterona. 

En el presente estudio encontramos la inducción de muerte celular por apoptosis 

en la células germinales detectada por TUNEL en etapas particulares del ciclo del epitelio 

seminífero, las cuales coinciden con la delación de las células germinales en condiciones 

fisiológicas, lo que hace suponer que el tetraóxido de vanadio podría estimular las rutas 

normales de muerte celular en el linaje germinal testicular. Aunado a lo anterior, no se 

observó modificación en la concentración de las hormonas esteroides progesterona y 

testosterona, lo que nos ayuda a explicar la distribución de células germinales muertas en 

etapas semejantes a las de los grupos testigo. La presencia de células germinales en 

apoptosis se corroboró por microscopía electrónica, lo que también reveló la presencia de 

estructuras intracelulares atípicas en prácticamente todos los tipos celulares del epitelio 

seminífero. 

La estructura de la cromatina espermática en los animales tratados con tetraóxido 

de vanadio sufre modificaciones que la hacen más sensible a la desnaturalización. 

r'J7t,"'=C'ff: J""-.... -:-;:-~ 
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Posiblemente el fenómeno observado tenga relación con los procesos de estabilización 

de la cromatina a nivel del epidídimo, puesto que los espermatozoides que pasan por este 

proceso durante el tratamiento con tetraóxido de vanadio son más sensibles a la 

desnaturalización que aquellos expuestos durante más tiempo al vanadio. 

En este trabajo mostramos que a nivel de la gónada la administración 

intraperitoneal de tetraóxido de vanadio puede inducir la muerte de células germinales en 

etapas específicas del desarrollo espermatogénico, y que este fenómeno puede no estar 

relacionado con las hormonas testosterona y progesterona; de la misma forma ocasiona 

alteraciones ultraestructurales demostradas por la aparición de estructuras intracelulares 

atípicas, mientras que en los gametos aumenta la sensibilidad a la desnaturalización de la 

cromatina durante la estabilización en el epidídimo. 

, ........... ,,,. I 
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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 

reproductiva system, we investigated in the mouse the noxious effects of the vanadium 

tetraóxido 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, testosterona 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 observad in the concentration of the hormones steroids progesterone 

and testosterona, 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 sensitivas to the denaturation under the 

conditions the structure of the spermatic chromatin assay. The observad phenomenon is 

possibly relatad to the chromatin stabilization processes from at the level of the 

epididymis, since the sperms that go by this procesS(during~ treatment with vanadium 

/ . _ n? -.72-·:·.:-- ·· -··1 ª 
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Posiblemente el fenómeno observado tenga relación con los procesos de estabilización 

de la cromatina a nivel del epidídimo, puesto que los espermatozoides que pasan por este 

proceso durante el tratamiento con tetraóxido de vanadio son más sensibles a la 

desnaturalización que aquellos expuestos durante más tiempo al vanadio. 

En este trabajo mostramos que a nivel de la gónada la administración 

intraperitoneal de tetraóxido de vanadio puede inducir la muerte de células germinales en 

etapas específicas del desarrollo espermatogénico, y que este fenómeno puede no estar 

relacionado con las hormonas testosterona y progesterona; de la misma forma ocasiona 

alteraciones ultraestructurales demostradas por la aparición de estructuras intr~celulares 

atípicas, mientras que en los gametos aumenta la sensibilidad a la desnaturalización de la 

cromatina durante la estabilización en el epidídimo. 



Introducción 

El desarrollo industrial actual y el tipo de vida predominante, principalmente en las 

grandes ciudades, enfrentan al hombre a un elevado número de substancias químicas a 

las cuales no había estado expuesto, y aunque algunas de esas substancias se hallaban 

presentes desde hace tiempo no se encontraban en las concentraciones actuales. 

La contaminación del ambiente y la exposición humana a elementos metálicos y a 

sus compuestos puede ocurrir naturalmente debido a la erosión de los depósitos de 

minerales así como de las actividades humanas como la minería, la fundición, la quema 

de combustibles fósiles y la utilización industrial de metales (Friberg y Nordberg, 1986). 

Usos del vanadio 

El vanadio es un elemento traza presente en las gasolinas derivadas de 

elementos fósiles, por lo que la combustión de estos materiales proporciona una 

significativa fuente ambiental de este elemento. Las emisiones de partículas de vanadio 

debido a la actividad industrial se estima que comprenden cerca del 53% del total de 

vanadio en la atmósfera (Hope, 1994). 

La producción global de vanadio ha crecido de 4,000 toneladas durante el período 

comprendido de 1952 a 1956 hasta aproximadamente 40,000 toneladas en 1980. De 

1980 a 1990 la producción ha fluctuado entre 30,000 y 40,000 toneladas por año (Nriagu, 

1998). 

Algunos compuestos de vanadio presentan una alta actividad farmacológica, 

debido a lo cual se ha sugerido la explotación de este elemento con fines benéficos, 

además 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 físico de atletas durante entrenamientos pesados (Fawcett y col., 

1997), en líneas celulares tumorales humanas ha mostrado propiedades antineoplásicas 

(Jacksson y col., 1997; Sakurai y col., 1995) y recientemente ha sido propuesto como un 

posible anticonceptivo vaginal (D"Cruz y col., 1998).r-------
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Aspectos biológicos relacionados con el vanadio 

Es un elemento traza esencial, importante en el metabolismo del hueso, cartílago y 

en el proceso de crecimiento de ratas y pollos. Juega un papel importante en la nutrición 

de varias formas de vida, principalmente acuáticas (Carson y col., 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 sanguíneo y al sistema linfático. La 

ingestión contribuye en menor grado a la absorción ya que solo del 1-10% que pasa a 

través del tracto gastrointestinal es retenido y el restante se elimina con las heces, al 

parecer la bilis facilita la excreción, especialmente cuando las concentraciones en el 

plasma son altas (Sabbioni y col., 1983). Los trabajos que evalúan la absorción de 

vanadio por la piel son escasos, aunque se piensa que la cantidad absorbida es mínima 

(Elinder y col., 1988; French y Janes, 1993; WHO, 1988). El estado de oxidación del 

vanadio y la presencia de otros componentes en la dieta tienen influencia en la absorción 

del vanadio por el tracto gastrointestinal (Hill, 1990; Nielsen, 1995). 

El mecanismo de absorción del vanadio no está 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 níquel, el manganeso, el 

zinc, el cadmio y el plomo (Powell y Halliday, 1981). Los trabajos realizados en cultivos 

celulares muestran que las formas de vanadio V (vanadato) y IV (vanadilo) pueden 

transportarse al interior de las células, posiblemente el vanadato ingrese vía un sistema 

transportador de aniones (Macara y col, 1980) en forma de monómero, mientras que el 

vanadilo lo hace gracias a un transportador de cationes divalentes presente en la 

membrana citoplasmática (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 desintoxicación (Etcheverry y Cortizo, 

1998; Sabbioni y col., 1993). 
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En general la absorción del vanadio se da en función de su solubilidad en agua y 

en medios biológicos. La solubilidad de los compuestos de vanadio en jugos gástricos en 

orden decreciente es sulfato de vanadilo, vanadato de amonio y pentóxido de vanadio; 

mientras que en suero su solubilidad se ordena como vanadato de sodio, pentóxido 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 correlación entre Ja exposición a vanadio, las concentraciones 

sanguíneas y aquellas excretadas en la orina (Sitprija y Eiam-Ong, 1998). El vanadio 

excretado en la orina está 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 > riñón > hígado > bazo > intestino > estomago > 

músculo > testículo > pulmón > cerebro (Sharma y col., 1980), mientras que algunos 

experimentos sugieren el siguiente orden de retención: hueso > riñón > hígado > bazo > 

intestino > estomago > sangre > pulmón > cerebro (Chasteen, 1983). 

De acuerdo con Baran (1998), para el caso del vanadio, podemos dividir en dos 

grandes bloques los procesos de desintoxicación: a) desintoxicación por acumulación en 

hueso y en tejido conectivo, y b) desintoxicación por procesos reductivos y por la 

formación de complejos. 

En condiciones fisiológicas el vanadio se encuentra principalmente como vanadato 

en los fluidos extracelulares, al ingresar a las células es reducido por el glutatión y otros 

agentes a vanadilo y es estabilizado con algunos ligandos (Bruech y col., 1984; Nechay y 

col., 1986; Sakurai y col., 1980). 

Los efectos pro-oxidativos del vanadio en presencia de nicotinamida adenina 

dinucleótido (NADPH) en preparaciones mitocondriales (Byczkowsky y Zychlinsky, 1978) 

han sido muy discutidos (Erdmann y col .. 1981; Liochev y Fridovich, 1990), mientras que 

en modelos animales in vivo el vanadio induce estrés oxidativo y peroxidación de Jípidos 

(Sheriff, 1991; Stohs y Bagchi, 1995). Algunas sales inorgánicas que contienen vanadio 

con estado de oxidación IV funcionan como moduladores de potenciales 

f T'ECT'' e~.-., --·¡ 
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diferentes sistemas biológicos y catalizan la generación de especies reactivas de oxígeno 

(Ozawa y Hanaki, 1989; Sakurai y col., 1992; Shi y col., 1996). 

Algunos trabajos sugieren que el vanadio mimetiza las acciones de la insulina, por 

lo que puede ser usado en el tratamiento de diabetes tipo 1 en aquellos casos en que la 

insulina no es aceptada (Léonard y Gerber, 1994; Srivastava y col., 1996). Este uso 

potencial del vanadio redirige el interés por los aspectos toxicológicos 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 

Las funciones del sistema reproductor masculino son dos: 1) producir 

espermatozoides morfológica y fisiológicamente competentes en número suficiente para 

llevar a cabo la fertilización, y 2) sintetizar y secretar Ja testosterona, función 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 comunicación neural entre el sistema nervioso central, el hipotálamo y 

las gónadas. Las señales hormonales y neuroquímicas transmiten la información entre el 

hipotálamo, la adenohipófisis, células de Leydig, células de Sertoli y el epitelio germinal 

(Amman, 1986; Griswold, 1995). Debido a que 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 generación la información 

genética que contienen (Sharpe, 1994). 

Los datos de roedores, primates y humanos sugieren que la duración de la 

espermatogénesis no se altera por la modulación del ambiente gonadotrópico (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 

seminífero no se ven afectadas por la resultante supresión de las gonadotropinas 

(O'Donnell y col., 2001). Por otro lado, al menos un estudio en humanos también sugiere 

I' r/!'~I.~'. c.:·.::~/ 
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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 proliferación de las 

espermatogonias, la meiosis en espermatocitos y la diferenciación de las espermátidas 

redondas hacia espermatozoides (Desjerdine y Ewing, 1993). 

Las células espermáticas 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 cromátidas que formarán pares de cromosomas por sinapsis, y 

así darán origen a los cromosomas bivalentes. Cada miembro del bivalente se moverá 

hacia las células hijas, que ahora se denominan espermatocitos secundarios y que en 

este momento ya contienen la mitad del número de cromosomas, pero puesto que cada 

cromosoma esta compuesto por un par de cromátidas hermanas la cantidad total de ácido 

desoxiribonucléico (ADN) es equivalente al de las células somáticas (De Kretser y Kerr, 

1994). 

La segunda división ocurre después de un tiempo relativamente corto, y durante 

este, las cromátidas de cada cromosoma se separan hacia las células hijas por 

mecanismos similares a los de la división mitótica. Las células hijas, denominadas 

espermátidas, contienen el número haploide de cromosomas y la mitad de ADN 

contenido en las células somáticas. 

En la espermiogénesis las espermátidas redondas experimentan extensos 

cambios que las llevan a adquirir la forma característica del espermatozoide, con un 

flagelo, un núcleo que contiene a la cromátina condensada y un organelo acrosomal (De 

Kretser y Kerr, 1994). 
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Regulación de la espermatogénesis 

La secreción de testosterona y la producción de espermatozoides son 

dependientes de la estimulación testicular por la gonadotropinas hipofisiarias, es decir, la 

hormona estimulante del folículo (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 hipotálamo (figura 1). La testosterona es 

esencial para promover la espermatogénesis y es secretada por las células de Leydig 

adultas estimuladas por la LH y actúa vía los receptores de andrógenos (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 somáticas más que en las 

células germinales, como lo muestran los estudios de trasplantación (Johnston y col., 

2001). La FSH actúa vía receptores de superficie acoplados a proteínas G localizados 

exclusivamente en las células de Sertoli. Aunque la FSH tiene un papel clave en el 

desarrollo del testículo inmaduro particularmente en el control de la proliferación 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 la acción de la FSH/testosterona en la espermatogénesis de los 

primates y de los humanos está 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 células 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; McLachlan y col., 1996). Por ejemplo, el citoesqueleto de las 

células de Sertoli y las uniones celulares entre las células de Sertoli y las células 

germinales son dependientes de la FSH en ratas (Muffly y col., 1994). pero la adhesión de 

las espermátidas 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 andrógenos necesarias para mantener la espermatogénesis son 

mucho menores en presencia de FSH (Awoniyi y col., 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 (McLachlan y 

col., 2002). 

Es claro que la FSH juega un papel primario en la regulación de la 

espermatogénesis en las ratas adultas (Chandolia y col., 1991; El Shennawy y col., 1998; 

McLachlan y col., 1995; Meachem y col., 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 mitógeno. El sitio o sitios exactos en los que la FSH tiene 

influencia sobre el desarrollo de las espermatogonias se desconoce (McLachlan y col., 

2002). 
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Figura 1. Ilustración esquemática de los diferentes compartimientos del eje hipotálamo-hipófisis-testículo, 

la comunicación endocrina dentro del compartimiento testicular y la interacción de éste compartimiento con 

el resto de los componentes. AH= adenohipófisis, CS= célula de Sertoli, CL= célula de Leydig, GnRH= 

hormona liberadora de las gonadotropinas, LH= hormona luteinizante, FSH= hormona estimulante del 

folículo, P= progesterona, T= testosterona. 
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El ciclo del epitelio seminífero 

En un corte histológico de testículo pueden observarse diferentes asociaciones 

celulares dentro de los túbulos seminíferos. Una asociación celular o etapa se define 

como los tipos de células germinales en una fase de desarrollo particular presentes en un 

corte transversal de túbulo seminífero. Cada tipo celular dentro de la asociación se 

encuentra morfológicamente integrado con los otros durante el proceso de desarrollo. Las 

espermátidas son el tipo celular comúnmente utilizado para clasificar las etapas del ciclo 

de la espermatogénesis; la clasificación se basa en la forma del núcleo y en la presencia 

tamaño y disposición del acrosoma (Oakberg, 1956; Russell y col., 1990). 

Si se cuenta con fotografías de todas las asociaciones celulares de una especie 

en particular de acuerdo a la progresión natural de la espermiogénesis, se puede mostrar 

la secuencia de desarrollo de las asociaciones celulares y su localización en un tiempo 

dado. Una serie completa de cambios de las asociaciones celulares arregladas en una 

secuencia lógica de desarrollo se conoce como el ciclo del epitelio seminífero, mientras 

que una descripción pictórica del proceso se conoce como mapa del ciclo del epitelio 

seminífero (Russell y col., 1990) (Figura 2). 

En un mapa del epitelio seminífero las células inmaduras se colocan en la parte 

inferior de la ilustración y las más maduras en la parte superior. Por convención, las 

asociaciones .celulares a la izquierda del mapa normalmente ilustran a las espermátidas 

redondas recién formadas y que aun no han desarrollado el acrosoma (Russell y col., 

1990). 

Un mapa del ciclo del epitelio seminífero sirve no solo para comprender el proceso 

normal de la espermatogénesis, sino también para localizar con precisión los diferentes 

tipos celulares y entender las alteraciones que pueden ocurrir durante el proceso de 

espermatogénico (Russell y col., 1990). 

En el caso del ratón el ciclo del epitelio seminífero consta de doce etapas y una 

duración total de la espermatogénesis de 34.5 días (Oakberg, 1956; Russell yco/., 1990) 

(Figura 2). 
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Figura 2. Esquema del ciclo del epitelio seminífero del ratón. Pueden observarse las diferentes asociaciones 

celulares (etapas) señaladas con números romanos. Los pasos de la espermiogenesis se marcan con 
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Espermiogénesis 

La transformación de espermátidas a espermatozoides involucra una compleja 

secuencia de eventos que en conjunto constituyen la espermiogénesis, proceso, en 

esencia, de metamorfosis, en la que una célula convencional se convierte en una 

estructura móvil altamente organizada (De Kretser y Kerr, 1994). 

La sustitución de histonas por proteínas de transición y posteriormente por 

protaminas se asocia temporalmente con la condensación de la cromatina durante la 

espermiogénesis, mientras que los enlaces disúlfuro que estabilizan de forma intra e 

intermolecular a las protaminas son las responsables primarias de la estabilización de la 

cromatina del espermatozoide en el epidídimo (Balhorn y col., 1984). 

Las histonas asociadas con el ADN son reemplazadas por proteínas de transición 

durante el alargamiento de las espermátidas en la espermiogénesis (Golan y col., 2000)., 

y posteriormente por protaminas. Las protaminas se depositan en el ADN durante la etapa 

de espermátida, cuando el núcleo cambia de una forma redonda, menos compacta, a una 

forma más alargada (Golan y col., 2000; Hecht, 1989). En las ratas, por ejemplo, las 

histonas presentes en las espermátidas redondas son reemplazadas por proteínas de 

transición 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 (Grimas, 1986). Se 

han reportado cambios similares en la cromatina de los espermatozoides de ratón 

(Balhorn y col., 1984; Grimes, 1986). 

Los espermatozoides provenientes del testículo presentan un núcleo compacto y 

obtienen la capacidad para fertilizar durante su transito por el epidídimo, a este proceso 

se le denomina maduración. El papel biológico de la compactación de la cromátina puede 

ser el de crear una estructura altamente resistente a los mutágenos, así como el mantener 

la integridad del ADN hasta que se lleve a cabo la fertilización (Love y Kenney, 1999). La 

compactación de la cromatina del espermatozoide puede dividirse en dos procesos que 

ocurren en compartimentos distintos: la condensación en el testículo y la estabilización en 

el epidídimo (Romanini y col., 1986). 
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Durante el tiempo de permanencia en el epididimo los espermatozoides 

experimentan cambios en su composición y su función (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 estabilización se forman 

enlaces disúlfuro entre los residuos de cisteina (esto es: oxidación de los grupos 

sulfhidrilo -SH a enlaces disúfuro -SS-) de las protaminas en la cromatina espermática 

(Evenson y col., 1989; Love y Kenney, 1999; Seligman y col., 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 formación de los enlaces disulfuro en las proteínas presentes en la membrana 

flagelar también puede estar relacionada con la adquisición de la movilidad (Comwell y 

col., 1988), ya que la sobreoxidación de los grupos sulfhídrilo en la membrana flagelar 

induce una reducción en la movilidad espermática (Seligman y col., 1989), la cual 

posiblemente ocurra por perdida de la fluidez en la membrana (Mammoto y col., 1996). En 

este sentido, se ha mostrado que los grupos -SH son muy sensibles a las especies 

reactivas de oxígeno (ERO) (Snyder y col., 1988). Las ERO también afectan el axonema 

espermático como resultado de la disminución en las concentraciones de adenosina 

trifosfato (ATP) (De Lamirande y Gagnon, 1992), inhiben las funciones mitocondriales, la 

síntesis de ADN, ácido ácido (ARN) y proteínas (Comporti, 1989) y producen 

modificaciones en el citoesqueleto (Hindshaw y col., 1986). 

Apoptosis y espermatogénesis 

Para mantener la homeostasis de una población celular es necesario que haya un 

balance entre el número de células que mueren y el de aquellas que se dividen. La 

muerte celular programada (apoptosis) es un mecanismo importante en la regulación del 

número celular (Wilson y col., 2000). La apoptosis también es considerada como un 

mecanismo por el que son eliminadas las células dañadas o que presentan mutaciones 

(Wyllie y col., 1980). 
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El proceso de apoptosis va acompañado por el encogimiento y fragmentación de 

las células y sus núcleos, la pérdida de microvellosidades y una extensa degradación del 

ADN cromosómico (Nagata, 2000). La inducción de la apoptosis es relativamente diversa 

e incluye factores de muerte como FasL (ligando de Fas), TNF (factor de necrosis 

tumoral) y TRAIL (ligando inducido por apoptosis relacionado con TNF), el retiro de 

factores de crecimiento, agentes genotóxicos como drogas empleadas en el tratamiento 

contra el cáncer y el estrés oxidativo (Ashkenazi y Dixit. 1998; Nagata, 1997). Con 

respecto al origen del estímulo apoptótico, el compromiso celular a morir por apoptosis 

ocurre mediante la activación de las caspasas (cysteinyl aspartate specific proteses), que 

son una familia de proteasas de císteina 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 Ced4/Apaf-1 y 

citocromo c. Esto es seguido por el rompimiento y la subsecuente activación 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 bioquímicos y morfológicos que caracterizan a 

la muerte celular por apoptosis: rearreglo del citoesqueleto, "burbujeo" de la membrana 

celular, condensación nuclear y fragmentación del ADN (Stroh y Schulze-Ostroff, 1998). 

La muerte espontánea de las células espermáticas es un rasgo constante de las 

células germinales durante el proceso espermatogénico normal en una variedad de 

especies de mamífero (Allan y col., 1987; Brinkworth y col., 1995; Oakberg, 1956; Russell 

y col., 1990). Las células que degeneran de forma natural en el epitelio seminífero se han 

identificado como espermátogonias y espermatocitos (Brinkworth y col., 1995; Kerr, 1992). 

La apoptosis de las espermatogonias, de los espermatocitos y de las espermátidas 

redondas ocurre de forma espontánea durante la espermatogénesis normal y es el 

mecanismo primario por el que ocurre la muerte de la células germinales durante la 

supresión hormonal (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). La evidencia primaria en roedores 

sustenta el papel de la FSH y la testosterona en la inhibición 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 apoptóticos en los espermatocitos y en las 

espermátidas 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 degeneración (Tapanainen y col., 1993). Los datos en 

roedores sugieren que la FSH y la testosterona actúan 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 vitre de las células testiculares humanas también 

demuestran la capacidad de la FSH, de los andrógenos y de los estrógenos 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 espermáticas degenerantes en 

animales intactos tienen una muerte apoptótica (Brinkworth y col., 1995; Sinha Hikim y 

col., 1997). En situaciones experimentales el bloqueo de diferentes estímulos hormonales, 

como los provenientes de las gonadotropinas (hormona luteinizante y hormona 

estimulante del folículo), 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 col., 1995). 

Se ha demostrado que diferentes compuestos químicos pueden inducir efectos 

tóxicos en el epitelio seminífero 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 ácido metoxiacético (Brinkworth y col., 1995), el 

mono-(2-etilhexil)phtalato (Richsburg y Boekelheide, 1996) la hidroxiurea (Shin y col., 

1999) y las metanfetaminas (Yamamoto y col., 2002). Algunos compuestos que presentan 

iones metálicos 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 metilmercurio 

(Homma-Takeda y col .. 2001). 
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Daño en el ADN de la linea germinal 

El daño en el ADN de la línea germinal tiene puede ocurrir por dos procesos 

fundamentales: los errores ocurridos durante la replicación del ADN y la fragmentación 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 replicación, 

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 razón, que la ocurrencia de enfermedades genéticas dominantes (como por ejemplo 

la acondroplasia) en los niños de padres genéticamente normales invariablemente 

involucran una mutación en la línea germinal del padre y esta fuertemente correlacionada 

con la edad paterna (Crow, 1997). 

La fragmentación en el ADN puede ser de cadena doble o sencilla. La 

fragmentación no constituye por sí misma una mutación, pero es un cambio 

promutagénico que puede potencialmente generar mutaciones en la descendencia como 

consecuencia de una reparación inadecuada o defectuosa. Este tipo de daño en los 

gametos proviene de tres fuentes diferentes: el estrés oxidativo, la apoptosis abortiva -

como se menciona más adelante- mediada por Fas o por deficiencias en los procesos 

naturales de recombinación y el empaquetamiento de la cromatina (Aitken y Krausz, 

2001). 

La composición de la membrana de los espermatozoides incluye lípidos 

insaturados, en cuyos dobles enlaces pueden iniciarse reacciones en cadena de 

peroxidación, promovidas por especies reactivas de oxígeno. Esta peroxidación puede ser 

catalizada por metales de transición (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 epidídímo y en el 

semen; entre las moléculas antioxidantes se encuentran la glutation peroxidasa y la 

superoxido dismutasa (Perry y col., 1993; Vemet y col., 2001 ). Mientras que en el plasma r TESif!., C 
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seminal se cuenta con captadores de radicales libres como la vitamina C, el alfa tocoferol, 

la tirosina y la hipotaurina (van Overveld y col., 2000). 

Los espermatozoides inmaduros que presentan aún la gota citoplásmica 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 formación de ERO, 

aunque los mecanismos por los que esto ocurre se encuentran aun poco entendidos 

(Aitken y Krausz, 2001). 

La inducción de apoptosis por la ruta Fas es un mecanismo importante por el que 

las células de Sertoli regulan el número 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, encontró 

que un gran número de espermatozoides eyaculados por hombres infértiles presentan al 

ligando Fas, lo cual resulta controversia! ya que esas células debieron ser eliminadas por 

apoptosis. Sin embargo, estas células presentan rompimientos de cadena sencilla en el 

ADN. A este fenómeno se le conoce como apoptosis abortiva (Sakkas y col., 1999a). 

La fragmentación del ADN parece estar correlacionada inversamente con la 

calidad del semen, particularmente en el conteo, la morfología y la movilidad (Shen y col., 

1999; (lrvine y col., 2000; Muratori y col., 2000; Shen y Ong, 2000). Además se han 

observado correlaciones negativas entre la estabilidad del ADN en el núcleo espermático 

y la capacidad de fertilización de los espermatozoides, tanto in vivo como in vitre (Aitken 

y col., 1998; E ven son y col., 1999; Host y col., 2000; Sun y col., 1997) 

Origen de anormalidades en la cromatina del espermatozoide 

El estrés fisiológico y ambiental, las mutaciones y las anormalidades 

cromosómicas pueden alterar los altamente refinados eventos bioquímicos 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 o a la necrosis (Darzynkie icz y col., 1997). 
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En condiciones fisiológicas los problemas estructurales de la cromatina 

espermática pueden surgir durante la espermiogénesis si los eventos de corte y unión del 

ADN de cadena sencilla (nicks) por parte de la topoisomerasa 11 (topo 11) son anormales. 

Lo anterior, se deriva de la presencia de la topo 11 y de los nicks en grandes cantidades 

en la cromatina de las espermátidas alargadas de ratas, ratones y pollos (Cobb y col., 

1997; McPerson y Longo, 1993; Roca y Mezquita, 1989). 

La presencia de los nicks puede reflejar la necesidad de aliviar la tensión 

ocasionada por la torsión resultante del superenrrollamiento negativo asociado con el 

desplazamiento de las histonas por protaminas y por la modificación de la estructura 

terciaria en las espermátidas alargándose (Balhorn, 1982; McPerson y Longo, 1993; 

Risley y col., 1986). Por lo tanto la presencia por más tiempo de los nicks en las 

espermátidas es posiblemente una necesidad fisiológica (Evenson y col., 2002). Estos 

nicks no son deletéreos cuando son ligados por la topo 11 antes de que se complete la 

espermiogénesis y de que ocurra la eyaculación (McPerson y Longo, 1993). Sin embargo, 

si la actividad de la topo 11 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 morfológicamente normales durante la eyaculación 

(Evenson y col., 2002). 

Un estudio reciente (Caron y col., 2001) indica que la reparación de los nicks 

transitorios puede estar acompañada por la actividad indefinida de las proteínas de 

transición. Estas proteínas se encuentran relacionas con la reparación de las lesiones 

inducidas por la luz ultravioleta. Por lo tanto, el papel de las proteínas de transición se 

extiende más allá de la compactación y pueden participar en la reparación del ADN 

después de que ocurra algún daño durante la espermatogénesis o la espermiogénesis. 

De hecho, hay una relación temporal entre la proteina de transición 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 conclusión errónea de que los espermatozoides son apoptóticos 

(Evenson y col., 2002). 
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Las anormalidades de la cromatina espermática asociadas con la infertilidad 

también pueden resultar del contenido anormal de protaminas; específicamente una baja 

cantidad de la protamina 2 (P2). Un hombre fértil con fiebre de 39,9ºC inducida por la 

influenza expresó un precursor no procesado de P2, lo que fue coincidente con un 

aumento en la tasa de histonas/protaminas, disminución de los grupos sulfidrilos libres y 

un aumento en la tinción del ADN con el ensayo de la estructura de la cromatina 

espermática (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 los genes que codifican 

para P1. P2 y para las proteínas de transición son normales (Schlicker y col., 1994) 

indican que el procesamiento incompleto de P2 puede llevar a anormalidades en la 

cromatina. 

Efectos del vanadio en /os procesos reproductivos de los 

mamíferos 

Se ha descrito que la administración de 8.5 µg/g de pentóxido de vanadio en 

ratones hembra CD-1 disminuye la fertilidad, el número de implantes, el número 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 días de tratamiento. 

Reduce el porcentaje de movilidad espermática a partir de 10 días de tratamiento, el 

conteo espermático a partir de 20 días y el porcentaje de espermatozoides con 

anormalidades morfológicas se incrementa a los 20, 50 y 60 días (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 número de ratones hembra 

preñadas a dosis de 60 y 80 mg/kg/dia; mientras que en los machos disminuye el peso 

del epidídimo con 80 mg/kg por día y reduce el conteo espermático a 40, 60 y 80 mg/kg 

por día, pero no afecta la movilidad espermática (Llobet y col., 1993). 

La aplicación intraperitoneal de metavanadato de sodio (2.5 y 5 mg/kg) durante 2 

ó 7 días en los homogeneizados de testículo de rata había una disminución en las 

concentraciones de glutatión y un aumento en la peroxidación de lípidos (Sheriff. 1991 ). 
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Por otro lado, (Domingo y col., 1986) no observaron efectos adversos en la fertilidad y la 

reproducción de ratas macho tratadas con metavanadato de sodio (5, 1 O y 20 mg/kg/día) 

durante 60 dias por vía oral 

La presencia de espermatozoides con morfología anormal indica que el proceso 

de espermatogénesis fue afectado (Krzanowska y col., 1995), en este punto cabe 

mencionar que durante la morfogénesis de la cabeza espermática intervienen factores 

genéticos (Krzanowska y col .. 1995; Wyrobek y Bruce, 1975) y elementos citoesqueléticos 

(Cole y col., 1988; Meistrich, 1993; Meistrich y col., 1987). 

Se sabe que el vanadio con estados de oxidación (IV) y (V) inhibe la 

polimerización de los microtúbulos (Hantson y col., 1996; Ramírez y col., 1997), por lo que 

la acumulación de vanadio (IV) en las células del epitelio germinal podría afectar a 

estructuras compuestas por microtúbulos, como el manchette que proporciona fuerza 

mecánica durante la morfogénesis nuclear del espermatozoide (Meistrich, 1993; Meistrich 

y col., 1987). 

Se ha reportado que compuestos con vanadio (IV) inducen hidroxilación de 

2'deoxiguanosina y rompimientos en el ADN vía 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 

daño al ADN pueda contribuir al incremento en el porcentaje de formas espermáticas 

anormales. 

Diferentes estudios han mostrado que cuando se exponen roedores a mutágenos 

conocidos, hay una correlación positiva entre el porcentaje de anormalidades 

morfológicas en espermatozoides y el aumento en sensibilidad a la desnaturalización 

ácida en el ensayo de estabilidad de la cromátina espermática, (Evenson, 1986; Evenson 

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

Una serie de estudios muestran una correlación entre la estructura de la cromatina 

espermática y la exposición a compuestos tóxicos que afectan el sistema reproductor del 

macho (Evenson y Jost, 1993; Potts y col., 1999), a compuestos mutagénicos (Evenson y 

col., 1993). así como una correlación con la tasa de fertilidad en mamíferos (Ballachey et 

al., 1987; Evenson et al., 1980; Spano et al., 2000). 

La cromatina de las células eucariotas es un complejo de proteínas y ácidos 

nucleicos. Cuando el ADN es tratado con elevadas temperaturas, disoluciones ácidas o 

básicas las dos cadenas se separan. Este fenómeno se conoce como desnaturalización y 

es el resultado de la destrucción de los enlaces de hidrógeno entre los pares de bases de 

cadenas opuestas (Oarzynkiewicz, 1990). 

El SCSA se basa en el principio de que la cromatina del espermatozoide normal es 

más susceptible a la desnaturalización física in situ (Evenson, 1990), así como en las 

propiedades metacromáticas 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 desnaturalización del ADN después de calentarlo o al ser tratado con 

ácido (E ven son y col., 1980) se determina al medir por citometría de flujo el cambio 

metacromático del NA de la fluorescencia verde (ADN nativo) a la roja · (ADN 

desnaturalizado). Este cambio se expresa como DFI, que es la relación 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 

atmósfera (Hope, 1994), que por su amplio uso y liberación ha recibido atención como 

contaminante ambiental, y que por su elevado potencial toxicológico es considerado como 

peligroso (Carson y col., 1987; Léonard y Gerber, 1994; WHO, 1988). 
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Planteamiento del problema 

La exposición a compuestos que contienen iones metálicos es ocasionada 

principalmente por la actividad humana. Distintos metales y sustancias derivadas tienen 

actividad fisiológica en diferentes modelos animales. De los efectos que pueden ser 

ocasionados por la administración de compuestos metálicos algunos se presentan a nivel 

del sistema reproductor. 

El vanadio y sus compuestos han mostrado funcionar como moduladores de 

potenciales redox además de ocasionar alteraciones sobre la función reproductiva del 

macho. Los efectos tóxicos del vanadio sobre el sistema reproductor masculino se pueden 

localizar a diferentes niveles: En los espermatozoides puede disminuir la movilidad y 

aumentar las anormalidades morfológicas, mientras que en la gónada induce la aparición 

de células degenerantes en el epitelio seminífero. Se desconoce si la causa de estos 

efectos se encuentra relacionada con la regulación de la función gonadal por hormonas 

como la testosterona y la progesterona. 

Por otro lado, se ha comprobado que la muerte celular por apoptosís ocurre de 

forma natural en etapas particulares del ciclo del epitelio seminífero, pero puede aumentar 

su expresión debido a la administración de compuestos tóxicos (incluyendo iones 

metálicos) o de aquellos que alteran las concentraciones de FSH, LH y T por lo que la 

presencia de células degenerantes debida a la administración de vanadio posiblemente 

tenga un origen apoptótico. 

Los espermatozoides adquieren la capacidad de movimiento durante su paso por 

el epidídimo. Aquí los espermatozoides maduros sufren una serie modificaciones 

moleculares a nivel de 1a membrana citoplasmática y de la cromatina que en conjunto se 

conocen como estabilización. Al parecer, los espermatozoides que presentan 

anormalidades morfológicas, tienen también alteraciones en la estructura de la cromatina. 

El vanadio es capaz de inducir un aumento en la presencia de gametos con 

anormalidades morfológicas y las alteraciones en la estructura de la cromatina pueden 

evaluarse por citometría de flujo. 

1 
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Objetivos 

Objetivo general 

Estudiar los efectos tóxicos del vanadio (IV) en el tejido gonadal y en los gametos 

masculinos utilizando como modelo el ratón. 

Objetivos particulares 

1. Evaluar el efecto citotóxico del tetraóxido de vanadio en la movilidad espermática 

de gametos expuestos durante su trayecto por el epididimo. 

2. Evaluar el efecto del tetraóxido de vanadio en la estructura de la cromatina 

espermática durante el proceso de estabilización cromatinica. 

3. Evaluar el efecto del tetraóxido de vanadio en la estructura de la cromatina 

espermática de gametos expuestos durante todo el proceso de espermatogénesis 

y estabilización cromatínica. 

4. Identificar en las gónadas de los animales tratados durante 10 6 60 días con 

tetraóxido de vanadio la etapas del ciclo del epitelio seminífero en las cuales es 

frecuente observar células germinales en apoptosis. 

5. Cuantificar el número de células germinales en apoptosis en las diferentes etapas 

del ciclo del epitelio seminífero en las gónadas de animales tratados durante 10 ó 

60 días con tetraóxido de vanadio. 

6. Cuantificar el efecto de la administración de tetraóxido de vanadio sobre las 

hormonas asteroides reguladoras de la espermatogénesis testosterona y 

progesterona. 

'ITSJS C~~>~'.; ! 
F.A..LL.A L·; .::·>:3-iELJ 29 



7. Identificar en la gónada de animales expuestos durante todo el proceso de 

espermatogénesis las anormalidades ultraestructurales presentes en el epitelio 

seminífero. 
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Material y métodos 

Protocolos 

Con base en los resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio 

(Altamirano-Lozano y col., 1996) se procedió al diseño de dos protocolos de prueba. El 

primero contempló la administración de tetraóxido de vanadio durante 1 O días; esto con el 

motivo de mantener expuestos a los espermatozoides durante su trayecto por el 

epidídimo. En el segundo protocolo se sigue el procedimiento de dosificación de 60 días, 

de acuerdo con experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio. A las 

muestras biológicas obtenidas en cada protocolo les serán realizadas las mismas 

evaluaciones. 

Evaluaciones espermáticas 

Cuatro grupos de seis ratones macho cada uno fueron tratados i.p. con tetraóxido 

de vanadio {O, 9.4, 18.8, ó 37.5 mg/kg) cada tercer día durante 10 ó 60 días. Los animales 

se sacrificaron por decapitación, se obtuvieron los espermatozoides a partir de los 

conductos deferentes y se colocaron en 2 mi de solución Tyrode's a 37ºC. La suspensión 

espermática se homogeneizó por agitación y se colocó 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 móviles (si 

presentan cualquier tipo de movimiento) y no móviles (Linder y col., 1992; Seed y col., 

1996). Los resultados se expresaron como el porcentaje de células con movimiento (Seed 

y col., 1996). 

Histopatología 

Histología clásica, apoptosis y análisis del ciclo del epitelio seminifero 

Cuatro grupos de 6 ratones cada uno fueron tratados i.p. con tetraóxido de 

vanadio o, 9.4, 18.8, ó 37.5 mg/kg cada tercer día durante 10 días o bien con O, 4.7, 9.4 ó 

18.8 mg/kg cada tercer día durante 60 días. Los rimales fueron s:':_rificados 
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decapitación y se obtuvieron los testículos, el derecho se fijó en paraformaldehído al 4% 

en fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.4). La gónada se deshidrató e incluyó en parafina de 

acuerdo a los procedimientos estándar. Para el estudio de histología clásica se utilizaron 

las gónadas de los animales tratados durante 60 días, se hicieron cortes de 10 µm y se 

tiñeron con hematoxilina-eosina. Para identificar a las células germinales en apoptosis se 

realizaron cortes histológicos de 7 µm, los cuales se colocaron en portaobjetos 

pretratados con poli-L-lisina, se desparafinizaron e incubaron con proteinasa Ka 37ºC. Se 

utilizó 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 seminífero 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 túbulos seminíferos que contenían células positivas a TUNEL se seleccionaron al 

azar, por lo tanto más de 120 túbulos seminíferos que contenían células positivas a 

TUNEL se seleccionaron en cada dosis (Nakagawa y col., 1997). El porcentaje se calculó 

como sigue: 

º/o= 

# de túbulos seminíferos que contienen células 
positivas a TUNEL en cada etapa del ciclo y en 
cada dosis 

# total de túbulos seminíferos (1-Xll) que 
contienen células positivas a TUNEL en cada 
dosis 

Microscopia electrónica de transmisión 

El testículo izquierdo se fijó en glutaraldehido {Electrón Microscopy Sciences, 

Washington, Pennsylvania) al 2.5% en cacodilato de sodio (Electrón Microscopy 

Sciences, Washington, Pennsylvania) 0.1 M, pH 7.2, se post-fijó en tetraóxido de osmio al 

1 º/o en buffer de fosfatos con sacarosa O. 1 M durante una hora y se lavó 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 60ºC durante una hora y 

después en una mezcla resina-tolueno 3: 1 a temperatura ambiente por 24 horas. Las 

muestras se colocaron en moldes de inclusión con Araldita 6005 y se dejaron a 60°C por 

24 horas. 

Las secciones semifinas (10 µm) se tiñeron 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 electrónico de transmisión. 

Se tomaron fotografías para determinar alteraciones ultraestructurales en las 

células de Sertoli y en las células germinales. 

Ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSAJ 

Las muestras de espermatozoides obtenidos a partir de conductos deferentes se 

descongelaron en baño de agua a 37°C. Alícuotas de 0.20 mi se mezclaron con 0.40 mi 

de disolución ácida (Triton X-100 O. 1 %, NaCI 0.15 M, HCI 0.08 N, pH 1.4). 30 segundos 

después se agregaron 1.2 mi de una disolución que contenga 6 µg de naranja de acridina 

por mi de buffer (Ácido cítrico 0.1 M, Na2 HP04 0.2 M, EDTA 1 mM, NaCI 0.15 M, pH 6.0). 

Las mediciones en el citómetro de flujo se realizaron 3 minutos después de haber 

agregado la solución amortiguadora de naranja de acridina. 

Citómetro de flujo 

Las muestras se colocaron en el citómetro 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 láser de argón Lexer 100 mW, se 

opera a 35 mW (488 nm). Se utilizó 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 desnaturalización y el porcentaje de células fuera de la población principal. 
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Testosterona y progesterona 

Los animales tratados con tetraóxido de vanadio durante 10 ó 60 días se 

sacrificaron por decapitación y la sangre se colectó en tubos eppendorf; la sangre se 

centrífugo a 3500 RPM durante 15 minutos, se obtuvo el suero y se mantuvo a -20ºC 

hasta que se cuantificaron las concentraciones de hormonas esteroides. La cuantificación 

de testosterona y progesterona se realizó por radioinmunoanálisis. Se utilizó un kit 

comercial (Coat-A-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Ángeles, CA, USA) que 

consiste de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de conejo, viales de 

hormona marcada con 1251 testosterona y siete calibradores con diferente concentración 

para realizar la curva patrón. 

Se tomaron 50 µI del suero problema y se mezclaron con 1 000 µI de la hormona 

marcada, todos los tubos se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante tres 

horas. Posteriormente se decantó 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 patrón se realizó por duplicado, se utilizaron calibradores de 0.1, 0.5, 2.0, 

10, 20 y 40 ng/ml. La unión máxima contiene mas 'de 1000 µI de hormona marcada, 

mientras que las cuentas totales contienen 1000 µI de la hormona marcada. Los 

resultados se muestran como ng/ml de testosterona. 

Estadística 

Los datos de DFI, COMP. hormonas y número de células germinales muertas de 

los animales tratados con tetraóxido 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 análisis estadísticos se realizaron en una 

PC con el software SPSS 1 O. 



Resultados 

Protocolo de 10 dias 

Peso de los órganos del sistema reproductor 

Los animales fueron tratados durante 10 días con diferentes concentraciones de 

tetraóxido de vanadio al termino de los cuales se realizó la disección y se extrajeron los 

órganos y glándulas relacionadas con el sistema reproductor, así como los conductos 

deferentes, a partir de los cuales se evaluó la movilidad espermática. 

En la cuadro 1 se observa que la administración de 9.4 mg/kg de tetraóxido de 

vanadio durante 10 días indujo una disminución estadísticamente significativa en el peso 

de la próstata, así como un incremento en el peso de las glándulas adrenales. En esta 

misma dosis se presentó una reducción en el peso de la vesícula seminal, aunque no fué 

significativa, mientras que el peso testicular y de epidídimos permaneció sin cambios. En 

el grupo tratado con 18.8 mg/kg de tetraóxido de vanadio el peso de la vesícula seminal y 

el de la próstata disminuyó significativamente, mientras que el peso de las adrenales 

permaneció mas alto que el valor del testigo; no se encontraron cambios significativos en 

cuanto al peso testicular y de los epidídimos. En el tratamiento de 37.5 mg/kg de 

tetraóxido de vanadio hubo una reducción del peso de los epidídimos, la vesícula seminal 

y de la próstata, mientras que las adrenales no presentan cambio con relación al grupo 

testigo. Hubo una marcada reducción en el peso de la vesícula seminal y de la próstata 

conforme se aumentó la dosis del tetraóxido de vanadio. 

Movilidad espermática 

Cuando se evaluó la movilidad espermática en los grupos tratados con diferentes 

concentraciones de tetraóxido de vanadio durante 1 O días, todos los porcentajes de 

movilidad presentaron valores superiores al 50%. En los animales tratados con 9.4 mg/kg 

de tetraóxido de vanadio durante 1 O días el porcentaje de espermatozoides móviles no 

fue diferente del valor testigo (59.6±2.1y62.5±2.9), pero disminuyó en las dosis de 18.8 y 

de 37.5 mg/kg (56.2±1.3 y 57.3±1.7 respectivamente), aunque la diferencia 

estadísticamente significativa ocurre en la dosis de 18.8 mg/kg. 
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Cuadro 1. Peso corporal, de los órganos y de las glándulas accesorias del sistema reproductor de ratones tratados durante 10 días 

con diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio. 

mg/kg de tetraóxido de vanadio 

Control 9.4 18.8 

N 6 6 6 

Peso corporal inicial 44.2±0.3 39.9±2.0 45.4±0.7 

Peso corporal final 43.5±0.5 42.9±1.1 43.3±0.7 

Testículos promedio 133.0±9.0 134.2±7.2 131.4±10.7 

Epidídimos promedio 61.4±2.5 55.3±3.2 58.9±6.9 

Vesícula seminal 172.9±10.5 144.5±20.1 113.8±9.3 ** 

Próstata 70.5±5.4 42.2±2.7 ** 33.3±3.4 ** 

Adrenales promedio 5.0±0.4 6.4±0.4 * 6.4±0.4 * 

El peso corporal esta expresado en gramos y el peso de los órganos y glándulas en miligramos. 

*P< O.OS, **P< 0.01, t de Student, m±EEM. 
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37.5 

6 

43.9±1.1 

39.6±0.8 

129.7±9.9 

44.2±2.2** 

92.7±5.5 ** 

27.1±2.1 ** 

4.6±0.1 



Estructura de la cromatina espermática 

Para el análisis de la estructura de la cromatina espermática las gráficas de 

dispersión 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 

gráfica 1A se muestran los datos típicos de los espermatozoides de un ratón control, así 

como el histograma de la distribución del índice de desnaturalización en el cual se 

observa un solo pico haploide muy estrecho y con pocas células fuera de la población 

principal (Gráfica 1 B). En contraste la distribución del DFI en los espermatozoides de un 

animal tratado con 37.5 mg/kg es más amplia y el número de células fuera de la población 

principal es mayor (Gráficas 1C y 10). 

El análisis de los resultados muestra que el DFI aumenta significativamente en los 

espermatozoides de los animales tratados con las diferentes dosis de tetraóxido de 

vanadio durante 1 O días (cuadro 2), mientras que el porcentaje promedio de células con 

un mayor DFI localizadas fuera de la población principal (COMP) aumentó 

significativamente en los animales tratados con 9.4 y 37.5 mg/kg de tetraóxido de vanadio 

durante 1 O días (cuadro 2). 

Ciclo del epitelio seminffero y apoptosis 

No se encontraron diferencias en el número de células positivas a TUNEL en las 

diferentes dosis de tetraóxido de vanadio, en la gráfica 2 se muestra el porcentaje de 

túbulos con células germinales positivas a TUNEL en cada etapa del ciclo del epitelio 

seminífero se muestra en la gráfica 3. En el grupo testigo aproximadamente el 60% de los 

túbulos positivos pertenecen a las etapas 1-111 y X-XII, mientras que el 40% restante se 

halla repartido en las etapas IV-IX. En la dosis de 9.4 mg/kg hay una disminución no 

significativa en la incidencia de túbulos positivos en la etapa 1-111. En la dosis intermedia el 

porcentaje para todas las etapas es semejante a la observada en el grupo testigo. 

37 



Cuadro 2. Valores derivados del ensayo SCSA (FCS Express®) correspondientes a los animales tratados con tetraóxido de 

vanadio durante 10 días. 

Dosis mg/kg de 1 Fluorescencia 

Tetraóxido de vanadio roja 

o 1 130.4±6.4 

9.4 

l 
131.5±7.55 

18.8 142.8±5.6 

37.5 
1 

142.3±3.1 

• P<0.05, t de Student, media±EEM, n=6, 

w 1 TE~rn CeN m . 
i:inr¡ t [" .. 1 , · ..... ·w,r 
f/U¡ .d il, '.; '.:•}iJ!l 

----....:.....: ____ 

Fluorescencia 

verde DFI %COMP 

405.4±12.6 241.6±4.0 6.5±1.0 

363.2±15.7 266.7±7.3 * 32.0±5.3 * 

408.8±6.6 260.0±6.7 * 18.8±6.6 

410.2±3.1 258.3±4.8 * 15.5±2.9 * 
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Gráfica 1. Citogramas e histogramas representativos que mues1ran la dispersión de la 
muestra espermática en relaciona las fluorescencias verde y roja, así como la distribución 
de la muestra con respecto al parámetro DFI. Ay B corresponden a una muestra control, C 
y O a la muestra de un animal tratado con 37.5 mg/kg de tetraóxido de vanadio durante 10 
días. 
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Como se muestra en la gráfica 3 el mayor porcentaje de células positivas a TUNEL 

se encontró en las etapas 1-111 y X-XII, auque en ningún caso se presentaron diferencias 

significativas. Al analizar los datos del ciclo del epitelio seminífero de esta forma 

observamos que el número de células positivas a TUNEL aumenta significativamente en 

las etapas 1-111 y X-XII en la dosis de 37.5 mg/kg. De la misma forma se observó un 

marcado aumento en las etapas IV-VI en todas las dosis de tetraóxido de vanadio con 

respecto al grupo testigo, en ningún caso la diferencia es significativa. 

En la gráfica 4 se muestra el número de células positivas a TUNEL por etapa del 

ciclo del epitelio seminífero. Las etapas que presentaron el mayor número de células 

positivas a TUNEL son la 1-111 y X-XII en el grupo control y tratados con tetraóxido de 

vanadio, aunque se presentó 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 1 O días se 

observan en la gráfica 5A. Se aprecia un notable aumento en las concentraciones de 

testosterona en las dosis intermedias que es diferente estadísticamente 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 concentración 

promedio en las dosis más altas es ligeramente menor que aquella de 9.4 mg/Kg, aunque 

en ningún caso la diferencia fué estadísticamente significativa (Gráfica 58). 
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Gráfica 2. Numero de células germinales positivas a TUNEL en ratones tratados con 
diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio durante 1 O días. Media+EE, n=6. 
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Gráfica 3. Identificación de las etapas del ciclo del epitelio seminífero que contienen una o más 
células germinales positivas a TUNEL y la frecuencia con que se presentan en el testículo de ratones 
tratados con diferentes concentraciones de tetraoxido de vanadio durante 1 O días. Media.:!: E E, n=6. 
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Protocolo de 60 dlas 

Peso de los órganos del sistema reproductor 

Se trataron animales durante 60 días con diferentes concentraciones de tetraóxido 

de vanadio, se realizó la disección y se registraron los pesos de los órganos y las 

glándulas accesorias del sistema reproductor. En la cuadro 3 se observa que no 

ocurrieron cambios estadísticamente significativos en el peso de los órganos y glándulas 

del sistema, con excepción de 1.a próstata, en la que hubo una marcada reducción del 

peso con respecto al valor control en todas las dosis de tetraóxido de vanadio, mientras 

que el peso de la vesícula seminal mostró una tendencia a disminuir conforme aumentó la 

dosis de tetraóxido de vanadio, aunque solamente en la concentración de 18.8 mg/kg la 

reducción es significativa. 

Movilidad espermática 

En el caso de los animales tratados durante 60 días 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 tetraóxido de vanadio respectivamente. La 

disminución en el porcentaje de espermatozoides móviles en la dosis de 18.8 mg/kg 

difiere significativamente del valor del grupo testigo. 

Estructura de la cromatina espermática 

Se obtuvieron espermatozoides de ratones tratados con diferentes 

concentraciones de tetraóxido de vanadio. Las evaluaciones de la diferentes 

fluorescencias realizadas con el citómetro de flujo se procesaron en computadora para 

obtener los valores del índice de desnaturalización y de COMP. 

En la gráfica 6 se observan los histogramas de dispersión para las fluorescencias 

evaluadas en el ensayo y la distribución de los valores de OFI, la cual se observa estrecha 

en el testigo y con pocas células fuera de la población principal; mientras que en un 



animal tratado con 18.8 mg/kg (Gráficas 6C y 60) aumenta el porcentaje de células fuera 

de la población principal. 

En las muestras de los animales tratados con tetraóxido de vanadio durante 60 

días se observó un aumento significativo del DFI en la dosis de 4. 7 mg/kg, en la dosis de 

18.8 se apreció también un incremento en el DFI, pero la diferencia no fue 

estadísticamente significativa; sin embargo, en esta misma dosis aumentó la fluorescencia 

roja, lo que indica un incremento en la desnaturalización de la cromatina espermática 

(cuadro 4); con respecto al porcentaje de células fuera de la población 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 órganos y de glándulas accesorias del sistema reproductor de ratones tratados durante 60 días con 

diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio. 

Dosis mg/kg tetraóxido de vanadio 

Control 4.7 

N 6 6 

Peso corporal inicial (g) 45.6±1.0 47.2±1.2 

Peso corporal final (g) 46.8±1.3 49.2±1.4 

Testículos promedio 140.2±5.5 137.7±6.0 

Epidídimos promedio 56.7±2.9 56.5±1.9 

Vesícula seminal 192.8±10.1 177.1±15.4 

Próstata 87.0±6.4 44.4±3.1 ** 

Adrenales promedio 1 5.6±0.4 5.3±0.4 

Los datos representan la media ± el error estándar expresados en mg 

•P< O.OS, .. P< 0.01, t de Student, m±EEM. 

¡ ~-:-:;-7··-~1 

. í~3J.~:, (,(/I;',:n / 
FA1L[~_L:::_. :·'·~~::~d_i 

9.4 

6 

44.5±1.1 

48.3±1.9 

139.9±10.0 

58.9±3.0 

158.3±16.3 

49.9±5.3 ** 

6.3±0.6 

18.8 

5 

44.6±1.5 

44.2±1.8 

127.2±14.2 

49.2 ± 3.7 

137.1±10.1 * 

33.4 ± 3.8 ** 

6.1±0.3 
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Cuadro 4. Valores derivados del ensayo SCSA (FCS Express~ correspondientes a los animales tratados con tetraóxido de 

vanadio durante 60 días. 

Dosis mg/kg de 1 Fluorescencia Fluorescencia 

tetraóxido de vanadio Roja verde DFI %COMP 

o 1 138.4±4.9 380.8±10.7 267.3±5.4 30.3±4.6 

4.7 

1 

172.4±14.4. 379.8±17.6 291.2±9.9. 41.8±6.9 

9.4 145.3±4.5 408.9±13.9 264.4±6.1 31.8±5.2 

18.8 
1 

154.5±5.3. 398.9±7.2 281.1±5.7 . 42.5±4.9 

• P<0.05, t de Student, media±EEM, n=6, 
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Gráfica 6. Citogramas e histogramas representativos que muestran la dispersión de la 
muestra espermática en relaciona las fluorescencias verde y roja, asicomo la distribución 
de la muestra con respecto al parámetro DFI. Ay B corresponden a una muestra control, C 
y D a la muestra de un animal tratado con 4. 7 mg/kg de tetraóxido de vanadio durante 60 
días. 
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Histologla clásica, apoptosis y ciclo del epitelio seminífero 

En los animales tratados con diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio 

se observaron diferentes alteraciones en el epitelio seminífero. Fue notoria la presencia 

de células atípicas con núcleo amorfo en la periferia del lumen de algunos túbulos 

(micrografía 1 B). Se observaron túbulos con el lumen invadido por detritos celulares y 

con espermátidas redondas cuyo núcleo presentaba la cromatina en forma marginal 

(micrografía 1 C), mientras que algunos túbulos presentaron daño severo, manifestado por 

la ausencia casi total de células germinales, en estos túbulos permanecen aún las células 

de Sertoli y algunas células germinales en proceso de degeneración (micrografía 1 D). 

La gráfica 7 muestra el número de células germinales positivas a TUNEL por dosis 

de tetraóxido de vanadio. En todas las dosis administradas se presentó un incremento en 

el número de células muertas con respecto al control, aunque la diferencia 

estadísticamente significativa se observó únicamente en la dosis de 18.8 mg/kg de 

tetraóxido de vanadio. 

De la misma forma que en el caso de los experimentos realizados durante 10 días 

al agrupar los datos y realizar el análisis estadístico se observó una tendencia a aumentar 

el porcentaje de túbulos positivos a TUNEL en las etapas IV-VI conforme aumenta la 

dosis de tetraóxido de vanadio, mientras que en las etapas X-XII se observó una 

disminución de aproximadamente el 15% en la dosis de 18.8 mg/kg (Gráfica 8). 

En el caso de el número de células positivas a TUNEL se apreció una tendencia a 

aumentar la cantidad conforme se incrementó la dosis de tetraóxido de vanadio en las 

etapas 1-111 con una diferencia significativa en la dosis de 18.8 mg/kg, mientras que en las 

etapas X-XII la diferencia se presentó 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 análisis estadístico no 

arrojó diferencias (Gráfica 9). 

Aquellas etapas del ciclo del epitelio seminífero, en las que con mayor frecuencia 

se observaron células germinales positivas a TUNEL, en general presentaron también un 

mayor número de células muertas con respecto a las etapas restantes. 
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Micrografia 1. Histología testicular de ratones control (A) y tratados intraperitonealmente con tetraóxido de vanadio 
durante 60,dlas (8-D). A) se aprecian túbulos intactos con diferentes asociaciones celulares. B) Túbulo con presencia de 
células atlpicas cercanas al lumen (flechas) y célula degenerante (cabeza de flecha). C, Túbulo con ausencia de lumen 
que presenta además espermátidas redondas con cromatina marginal (cabezas de flecha). D) túbulo severamente 
afectado, la mayorla de las células dentro del túbulo son células de Sertoli (flechas) y algunas células degenerantes 
(cabezas de flecha). A: 20X, B-D: 40X, B-C: 9.4 y O: 18.Bmg/kgdetetraóxidodevanadio. 
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Gráfica 7. Numero de células germinales positivas a TUNEL en ratones tratados con 
diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio durante 60 días. • P<0.05, t de 
Student. Media+EE, n=6. 
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Gráfica 8. Identificación de las etapas del ciclo del epitelio seminífero que contienen una o más 
células germinales positivas a TUNEL y la frecuencia con que se presentan en el testículo de 
ratones tratados con diferentes concentraciones de tetraoxido de vanadio durante 1 O días. 
Media±EE, n=6. 
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Gráfica 9. Número de células germinales positivas a TUNEL en las diferentes etapas del ciclo del 
epitelio seminífero en ratones tratados con concentraciones crecientes de tetraóxido de vanadio 
durante 60 días. 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 tetraóxido de vanadio durante 60 días se observan en la gráfica 

10A. Se aprecia una disminución 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 (Gráfica 108) 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 días con tetraóxido de vanadio, se 

observó una disminución en las concentraciones de testosterona que no resulta 

significativa; sin embargo, al igual que en el caso de los animales tratados durante 1 O días 

las concentraciones de progesterona presentaron un ligero aumento que no se modifica 

en todas las dosis administradas y tampoco difiere significativamente de la concentración 
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Gráfica 10. Concentraciones de A) testosterona y B) progesterona en ratones tratados con 
diferentes concentraciones de vanadio durante 60 días. P<0.05, t de Student, E~EEM, n=6 

54 



Microscopia electrónica 

Se analizó la ultraestructura de la gónada izquierda obtenida de los animales 

tratados durante 60 días con diferentes concentraciones de tetraóxido de vanadio. Los 

túbulos seminíferos se analizaron en busca de células germinales en apoptosis y de daño 

ultraestructural manifiesto en células de Sertoli y células germinales. 

Los túbulos seminíferos 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 típica y con localización normal (micrografía 2A-C), ocasionalmente 

se observaron espermatogonias o espermatocitos en proceso de apoptosis, aunque el 

resto del tejido presentó apariencia normal. En los túbulos seminíferos de los animales 

tratados con 9.4 ó 18.8 mg/kg de tetraóxido de vanadio se observaron con mayor 

frecuencia espermatogonias o espermatocitos en distintas etapas de apoptosis 

(micrografías 58 y 68), no se apreciaron espermátidas o células de Sertoli en apoptosis 

en ninguna de las dosis de tetraóxido de vanadio utilizadas. 

Algunos túbulos seminíferos presentaron células de Sertoli con múltiples vacuolas 

citoplasmáticas (micrografía 3A) y ocasionalmente mitocondrias con pérdida de crestas 

(micrografía 38). En el tejido de los animales expuestos al tetraóxido de vanadio se 

hicieron evidentes estructuras inclusivas atípicas de forma oval a redonda que 

presentaron localización variable: intranuclear en espermátidas (micrografía 4A) o células 

de Sertoli (micrografía 48), citoplásmicas en espermátidas (micrografía 5A) o 

espermatogonias en proceso de apoptosis (micrografía 58); sobre (micrografía 6A) o 

subyacentes a la membrana basal del túbulo seminífero (micrografía 68); las estructuras 

inclusivas no se observan en las muestras de los animales testigo. 

Cuando las estructuras inclusivas presentaron una localización citoplasmática o se 

encontraron sobre la membrana basal (micrografías 5A-8 y 6A) se observó una zona 

electrodensa en su exterior, o bien presentaron estructuras membranosas (micrografía 

58). El interior de las estructuras inclusivas fue de contenido variable, generalmente 

resultó electrodenso y difuso. En el caso de las estructuras inclusivas intranucleares el 

contenido fue aproximadamente similar a la cromatina del núcleo en el que se 

encontraron (figura 4A-B). 
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Micrografía 2. Túbulos seminíferos correspondientes a 
animales control. A) Sección transversal de un túbulo 
seminífero a baja amplificación en donde se observan células 
germinales intactas en distintas etapas de diferenciación. B) 
Dos células de Sertoli con uniones estrechas (flechas), se 
aprecia su citoplasma homogéneo con numerosas 
mltocondrias típicas, destaca también la presencia de un 
espermatocito. C) Espermáüdas redondas en etapa VII 
integras. Spg: espermatogonia, Spc: espermatocito, spd: 
espermátida, NCS: núcleo de célula de Sertoli. A) 3000 
aumentos, B) yC) 4800aumentos. 
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Micrografía 3. Sección transversal de un túbulo seminífero correspondiente a un animal 
tratado con 9.4 mg/kg de tetraóxido de vanadio. A) se observa el núdeo y las mitocondrias 
típicas 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 núcleo de la célula de Sertoli (NCS) es típico y se observa integro, 
aunque el citoplasma se encuentra muy vacuolado y se notan mitocondrias con perdida de 
crestas (flechas). A) y B) 7560 aumentos. 

57 



Micrograffa 4. Cuerpos inclusivos intranucleares. A) Espermátida redonda en etapa VII 
con un cuerpo inclusivo intranuclear de orientación acrosomal (flecha blanca). B) N.:ícleo 
de una célula de Sertoli con un cuerpo inclusivo de orientación basal (flecha negra). El 
contenido de los cuerpos inclusivos en estas micrograffas - aproximadamente 
semejante al contenido nuclear (insertos), ambas micrograffas corresponden a 
diferentes animales tratados con 9.4 A) 6 18.8 B) mg/kg de tetra6xiclo de vanadio. mb: 
membrana basal. A) 9450 aumentos, inserto 75600 aumentos, B) 12000 aumentos, 
inserto 67000 aumentos. 
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Micrografía 5. Cuerpos inclusi'llOs de localización citoplasmática. A) espermátida redonda 
en etapa VII con un cuerpo inclusi'llO 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 citoplasmática con orientación 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 mgJkg de tetraóxido de 
vanadio respectivamente. A) 7560 aumentos, inserto 75600 aumentos, B) 16400 
aumentos. 
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Micrografla 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 tardlas 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 tratados con 9.4 y 18.8 
mg/kg de tetraóxido de vanadio respectivamente. A) 3000 aumentos, inserto 17750 
aumentos, B) 4800 aumentos. 



Discusión 

La movilidad espermática se adquiere durante el paso de los espermatozoides por 

el epididimo (Cooper, 1990; Robaire y Herma, 1988). En los animales tratados con 18.8 

mg/kg tetraóxido de vanadio durante 10 días se presenta una disminución significativa en 

el porcentaje de células móviles; mientras que los espermatozoides de los ratones 

tratados con tetraóxido de vanadio durante 60 días mostraron un comportamiento 

semejante en la inhibición de la movilidad, la cual posiblemente se encuentre relacionada 

con la formación de especies reactivas de oxígeno producidas por la interacción del 

vanadio con la membrana de los espermatozoides (Jounes y Strobelt, 1991; Keller y col., 

1988; Shi y col., 1996). 

El uso de la citometría de flujo en el análisis de espermatozoides obtenidos a partir 

de animales tratados con compuestos químicos, revela mucho acerca de los efectos 

tóxicos 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 señal fluorescente (Evenson, 1990; 

Evenson y col., 1980). La intensidad de fluorescencia emitida por los fluorocromos y el 

ADN se modifica al unirse las proteínas al ADN, lo que indica que la capacidad del 

fluorocromo para alcanzar al ADN se ve modificada (Lewin y col., 1999; Leve y Kenney, 

1999). 

En el presente estudio se evaluó la sensibilidad de la cromatina espermática a la 

desnaturalización ácida en ratones tratados con tetraóxido de vanadio. Observamos que 

la sensibilidad a la desnaturalización aumenta en los espermatozoides de los animales 

tratados con tetraóxido de vanadio durante 10 días; sin embargo, no se observa el mismo 

efecto en los espermatozoides de los animales tratados con tetraóxido de vanadio durante 

60 días. Estos resultados sugieren que los espermatozoides maduros que transitan por el 

epidídimo son más sensibles a la desnaturalización inducida por el tetraóxido de vanadio, 

que aquellas células espermatogénicas expuestas durante 60 días al compuesto. Este 

fenómeno de sensibilidad diferencial a la desnaturalización espermática se ha observado 
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con otros agentes, como el estrés testicular con temperaturas elevadas (Love y Kenney, 

1999). 

Durante la diferenciación de las células germinales, el núcleo de las espermátidas 

redondas derivadas del proceso meiótico en los espermatocitos, empieza a alargarse para 

obtener la forma característica del la cabeza espermática en cada especie. Durante este 

proceso la cromatina de las espermátidas se condensa al substituirse las histonas 

asociadas al ADN por proteínas de transición y posteriormente por protaminas, estos 

eventos tienen lugar en el testículo; las protaminas son estabilizadas por la formación de 

enlaces disulfuro. La formación de los enlaces disulfuro ocurre debido a la oxidación de 

los grupos sulfhidrilo presentes en los residuos de cisteína de las protaminas; la oxidación 

de los grupos sulfhídrilo ocurre durante el trayecto de los espermatozoides por el 

epidídimo (E ven son y col., 1989; Seligman y col., 1991; Shalgi y col., 1989; Yossefi y col., 

1994). 

En relación a lo anterior, se ha demostrado que cuando la cantidad de enlaces 

disulfuro es menor, la cromatina se desnaturaliza más fácilmente, por lo tanto, cuando el 

número de enlaces disulfuro entre las protaminas disminuye, la cromatina se hace más 

susceptible a la desnaturalización (Lewin y col., 1999; Love y Kenney, 1999), y al 

contrario, una estructura cromatínica altamente condensada impide el acceso del NA a la 

molécula de ADN y por lo tanto disminuye la intensidad de la fluorescencia medida por 

citometría de flujo (Lewin y col., 1999). 

Aunque se desconoce la etiología de la desnaturalización espermática, diferentes 

grupos de investigación recientemente han señalado algunos puntos acerca del origen de 

las anormalidades que pueden conducir a la sensibilidad a la desnaturalización; entre 

ellos se incluyen la alteración en la tasa .de protaminas 1 y 2 (Evenson y Jost, 2000), el 

fenómeno de apoptosis abortiva y la presencia de nicks endógenos (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 desnaturalización (Love y Kenney, 

1999). Alteraciones como las mencionadas pueden ser inducidas por agentes exógenos, 

como ha sido ya demostrado (Evenson y Jost, 1993; Evenson y col., 1993; Love y 

Kenney, 1999). 
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La información anterior nos indica que la sensibilidad a la desnaturalización 

espermática tiene un origen multifactorial y, que el tipo de alteración en la cromatina del 

espermatozoide depende del estímulo aplicado para observar el fenómeno, así como del 

momento de la espermatogénesis en que el estímulo se aplica. 

En los animales tratados con tetraóxido de vanadio durante 10 días el proceso de 

empaquetamiento de la cromatina esta completo y, en el epididimo, la cromatina 

espermática se encuentra en el proceso de estabilización (Evenson y col., 1989; Seligman 

y col., 1991; Shalgi y col., 1989; Yossefi y col., 1994), esto nos indica que la formación de 

los enlaces disulfuro entre los residuos de cisteína de las protaminas se halla en proceso. 

Evenson y et al., (1989) señalan que la cantidad de enlaces disulfuro en la cromatina 

espermática no tiene relación con el proceso de desnaturalización en las condiciones del 

SCSA; sin embargo, los resultados del DFI en los animales tratados con tetraóxido de 

vanadio durante 1 O días nos indica una alteración en el proceso de estabilización de la 

cromatina en el epididimo, el cual lleva a un aumento en la sensibilidad a· la 

desnaturalización. 

El vanadio puede funcionar como aceptar de electrones por parte de los residuos 

de cisteina y promover la formación de los enlaces disulfuro (Stokinger, 1981; Thompson 

y col., 1991). Se ha detectado vanadio tanto en el epidídimo como en los propios 

espermatozoides (Al-Bayati y col., 1991) por lo que es factible una alteración en la 

cromatina derivada la interacción 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 

desnaturalización espermática. 

Las espermatogonias son el tipo celular más primitivo en el epitelio seminífero y 

en el presente estudio, estas células se encontraron expuestas a los efectos del tetraóxido 

de vanadio durante los procesos de proliferación, meiosis y diferenciación hacia 

espermatozoides cuando los animales fueron tratados durante de 60 días con tetraóxido 

de vanadio. Nosotros mostramos que este mismo tratamiento induce un aumento en el 

porcentaje de las anormalidades morfológicas 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 mecánicos (Cole y 

col., 1988; Meistrich, 1993; Meistrich y col., 1987; Wyrobek y Bruce, 1975); por lo que, 
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aunque no se observan diferencias significativas en los valores de DFI, no puede 

descartarse un tipo de daño en la cromatina a los 60 días, el cual no es detectado por el 

SCSA. 

Otra posibilidad es que el daño espermático ocasionado por la administración de 

vanadio no se observe a los 60 días puesto a que el organismo hecha a andar 

mecanismos fisiológicos que le permiten proteger sus tejidos y mantener la homeostasis. 

En el caso del presente trabajo observamos a los 60 días la formación de tejido fibroso 

alrededor del testículo y del epidídimo, lo cual apoya esta idea . 

Queda por determinarse durante el proceso de la espermatogénesis que tipo 

celular es afectado inicialmente y los proceso fisiológicos y bioquímicos involucrados en la 

generación del daño. Sin embargo, se esperaría que los espermatozoides presentes en la 

cabeza del epidídimo, los cuales no han completado aún el proceso de estabilización de 

la cromatina, presentaran un patrón de desnaturalización semejante al de los 

espermatozoides recuperados del conducto deferente en los animales tratados durante 1 O 

días con tetraóxido de vanadio. 

Actualmente resulta de interés para la comunidad científica avocada al estudio de 

la toxícicidad reproductiva la relación que sobre el sistema reproductor pueden tener los 

compuestos químicos presentes en el ambiente (Kavlock y col., 1996). Algunos 

compuestos químicos han mostrado ser capaces de alterar la comunicación química a 

semejanza de los mensajeros endocrinos y ocasionan así alteraciones en el sistema 

endocrino. "Un perturbador endocrino es un agente exógeno que inteñiere con la síntesi.s, 

secreción, transporte, unión, acción o la eliminación de las hormonas naturales del 

cuerpo, las cuales son responsables del mantenimiento de la homeostasis, reproducción, 

desarrollo o comportamiento" (Kavlok y col., 1996) y "ocasiona efectos adversos a nivel de 

organismo, su progenie, poblaciones o subpoblaciones" (EDSTAC, 1997). 

Las anormalidades en la expresión del genoma, la inteñerencia con la acción de 

los genes, así como la aceleración en la tasa e división celular pueden inducirse en los 

órganos del sistema reproductor masculino por compuestos químicos que tienen actividad 

endocrina. Debido a que el sistema endocrino-reproductor masculino involucra a 

componentes del hipotálamo, hipófisis y del testículo, esta presente la oportunidad de 
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perturbación en diferentes niveles y con diferentes tipos de acción endocrina. Revisten 

particular interés los productos químicos con la capacidad para afectar directamente la 

producción de testosterona o alterar el control en la secreción de gonadotropinas (EPA, 

1997). 

En el presente estudio, nosotros observamos que la administración i.p. de 

tetraóxido de vanadio durante 10 días aumenta las concentraciones circulantes de 

testosterona, aunque en el tratamiento durante 60 días 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 la 

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 exposición a pentóxido 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 1 O días, aunque 

no hay una relación evidente entre las concentraciones de vanadio y aquellas de 

testosterona. La revisión bibliográfica no muestra estudios que relacionen los efectos del 

vanadio con las hormonas involucradas en la producción de testosterona. 

La biosíntesis de testosterona en las células de Leydig es regulada por la hormona 

luteinizante, la cual se sintetiza y secreta en la hipófisis anterior. La testosterona y la 

progesterona regulan a su vez la secreción de la hormona luteinizante mediante la 

interacción con sus receptores en el hipotálamo, lo que aumenta o disminuye la 

concentración de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y por ende de LH 

(Turner y col., 2001). 

Con base en lo anterior se exploró la posibilidad de que las concentraciones de 

progesterona se encontraran modificadas, y esto nos ayudaría 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 retroalimentación 

negativa entre LH, testosterona y progesterona no nos permite explicar por esta vía los 

efectos del tetraóxido de vanadio en las concentraciones de hormonas esteroides 

testiculares. 

Una posibilidad que nos ayudaría explicar el aumento en las concentraciones de 

testosterona a los 1 O días, es el hecho de que pequeñas cantidades de andrógenos se 

producen en la zona glomerular de las glándulas adr.enales de manera natural, y 

precisamente se observó un aumento en el peso de estas glándulas, el cual coincide con 

las dosis en que se modifican las concentraciones de testosterona; por lo que una 

hipertrofia de la zona glomerular nos permitiría inferir un aumento en la producción de 

andrógenos susceptibles de ser transformados en testosterona. 

Diferentes estudios describen a la testosterona como factor necesario para la 

sobrevivencia de las células germinales en epitelio seminífero de modelos animales con 

supresión hormonal (El Shennawy y col., 1998; Tapanainen y col., 1993). En el caso de 

los grupos de animales tratados con 9.4 y 18.8 mg/kg de tetraóxido de vanadio durante 1 O 

días se observó un aumento en las concentraciones de testosterona, y no se encontró 

diferencia en el porcentaje de túbulos positivos a TUNEL y en el número células positivas 

a TUNEL con respecto al control, mientras que en la dosis más alta aumenta el número 

de células positivas a TUNEL en las etapas 1-111 y IX-XII y no se modifica la concentración 

de testosterona. 

Recientemente Zhou y col., 2002, describieron la expresión inmunohistoquimíca 

etapa-especifica del receptor de andrógenos en las células de Sertoli, e indican que la 

mayor expresión se presenta en las etapas VI-VII y la menor intensidad en las etapas 1-111 

y VIII-XII. Lo anterior nos indica que un aumento en la concentración de testosterona 

podría inhibir la muerte celular provocada por la administración de vanadio en las etapas 

intermedias del ciclo del epitelio seminífero, mientras que en las etapas con una menor 

expresión del receptor de andrógenos que también son aquellas en las que se presenta 

de forma más frecuente la muerte celular por apoptosis aumenta el número de células 

germinales positivas a TUNEL por la administración de 37.5 mg/kg de tetraóxido de 

vanadio. 
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Si consideramos que la espermatogénesis es un fenómeno cíclico de proliferación, 

meiosis y diferenciación celular podemos apreciar que la importancia del estudio del ciclo 

del epitelio seminífero radica en la serie de eventos bioquímicos que conducen 

precisamente a los eventos de proliferación, de meiosis y de diferenciación. La muerte 

celular espontánea de las células germinales ocurre principalmente durante los eventos 

de mitosis y de meiosis en las etapas 1 y XII respectivamente (Sharpe, 1994). En el 

presente trabajo las etapas Xll-1 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 número de células positivas a TUNEL espontáneas e 

inducidas por la administración del tetraóxido 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 tetraóxido de vanadio 

durante diferentes tiempos se presente un aumento en el número de células germinales 

en apoptosis en las mismas etapas del ciclo del epitelio seminífero. Esta situación sugiere 

que los mecanismos naturales por los cuales se decide la depleción de una célula 

germinal en el testículo se ven alterados de tal forma que exclusivamente las etapas de 

desarrollo en que inciden son aquellas que se ven afectadas. 

La muerte espontánea de las células espermáticas parece ser un rasgo constante 

de las células germinales en el proceso espermatogénico normal para una variedad de 

especies de mamífero (Allan y col., 1987; Brinkworth y col., 1995; Oakberg, 1956; Russell 

y col., 1990). Las células que degeneran de forma natural en el epitelio seminífero se han 

identificado como espermátogonias y espermatocitos (Brinkworth y col., 1995; Kerr, 1992). 

La apoptosis de las espermatogonias, espermatocitos y espermátidas redondas 

ocurre de forma espontánea durante la espermatogénesis normal y es el mecanismo 

primario por el que ocurre la muerte de la células germinales durante la supresión 

hormonal (Sinha Hikim y Swerdloff, 1999). La evidencia primaria en roedores sustenta el 

papel de la FSH y la testosterona en la inhibición 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 la muerte celular por apoptosis de los espermatocitos y de las 

espermátidas 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 degeneración (Tapanainen y col., 1993). Los datos en 

roedores sugieren que la FSH y la testosterona actúan 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 células testiculares humanas también 

demuestran la capacidad de la FSH, andrógenos y estrógenos 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 espermáticas degenerantes en 

animales intactos mueren por apoptosis (Brinkworth y col., 1995; Sinha Hikim y col., 1997) 

y que el bloqueo de diferentes estímulos hormonales, como los 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 

administración del tetraóxido de vanadio no guarde relación con las concentraciones de 

testosterona, puesto que con excepción de la dosis de 9.4 mg/kg en el tratamiento de 10 

días, no se presentan modificaciones en el resto de las dosis ensayadas. Más aún, 

aquellas etapas del ciclo del epitelio seminífero en que se presenta una mayor expresión 

del receptor de andrógenos (RA) son las mismas en que se observa un menor número de 

células germinales en apoptosis, cono se ilustra en el modelo de la figura 3. 

Al momento se desconoce el significado biológico de la muerte constante de las 

células germinales en la gónada masculina; así como los mecanismos moleculares que lo 

regulan. Aunque posiblemente el significado de este fenómeno se encuentre relacionado 

con la remoción de una sobr9producción celular para ajustar la población 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 

eliminación de las células con daño genético natural o inducido (Koji, 2001). 
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El hecho de que después de 60 días de tratamiento con tetraóxido de vanadio 

encontremos células germinales en apoptosis nos indica que las espermatogonias 

conservan su capacidad proliferativa. En relación a esto Koji, (2001) sugiere que la 

inducción del proceso de muerte en las células germinales puede atribuirse a la activación 

de una cascada molecular específica que se halla estrictamente regulada para evitar la 

transmisión de anormalidades a la descendencia. 

69 



10 

¡¡¡ 
z 8 => 
1-
C'll 
U> 
C'll 

.2: 6 
~ o a... 
g 

4 Q) 
(.!) 

::¡¡; 
(.J 

Q) 2 
"O 
~ 

- - -Control 
-- -Tetraóxido de vanadio 
-RA 

1-111 IV-VI VII-IX X-XII 1-111 IV-VI VII-IX X-XII 1-111 IV-VI VII-IX X-XII 

Etapas del ciclo del epitelio seminífero 

~ 
Q) 
"O 
e 

•O 

-~ 
CI.. 
X w 

Figura 3. Modelo en el que se describe gráficamente la naturaleza cíclica de los eventos 
de muerte celular por apoptosis en las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminífero y 
la relación de este fenómeno con la expresión de los receptores a andrógenos a lo largo 
del proceso espermatogéníco. El mayor número de eventos apoptóticos en las células 
germinales ocurre en las etapas Xll-1 (área sombreada), situación coincidente con la más 
baja expresión del receptor de andrógenos en las células de Sertoli (línea sólida). 
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Conclusiones 

1. El tetraóxido de vanadio es un una substancia espermatotóxica, ya que en el 

modelo de ratón su administración por vía intraperitoneal durante 10 ó 60 días 

induce una disminución en el porcentaje de espermatozoides móviles en las dosis 

de 37.5 y 18.8 mg/kg respectivamente. 

2. En el modelo de ratón la administración intraperitoneal de tetraóxido de vanadio 

durante 10 días induce un aumento en la desnaturalización de la cromatina 

espermática en todas las dosis ensayadas, mientras que el tratamiento durante 60 

días el aumento se presenta en las dosis de 4.7 y 18.8 mg/kg, por lo que este 

compuesto puede considerarse como un genotóxico. 

3. En el modelo de ratón la administración intraperitoneal de tetraóxido de vanadio 

durante 1 O días induce un aumento significativo en la concentración de 

testosterona en la dosis de 9.4 mg/kg, por lo que puede considerarse como un 

candidato a perturbador endocrino. 

4. El tetraóxido de vanadio es un tóxico testicular, ya que en los ratones tratados 

intraperitonealmente induce un aumento del número de células germinales 

positivas a TUNEL en las mismas etapas en que este tipo de muerte celular se 

presenta en condiciones fisiológicas: 

a. En los animales tratados durante 10 días aumenta significativamente el 

número de células positivas a TUNEL en las etapas 1-111 y X-XII en la dosis 

de 37.5 mg/kg. 

b. En los animales tratados durante 1 O días aumenta significativamente el 

número de células positivas a TUNEL en las etapas 1-111 en la dosis de 18.8 

mg/kg y en las etapas X-XII en las dosis de 4. 7 y 18.8 mg/kg. 
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Perspectivas 

1. El hecho de que la administración 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 función 

testicular, a la vez su síntesis y secreción 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 inducción de la apoptosis en las células 

germinales por la administración de vanadio. 

3. Se ha mostrado que el vanadio puede inducir daño en la gónada masculina 

aunque se desconoce el tipo celular afectado inicialmente, así como los eventos 

celulares y moleculares involucrados en este fenómeno, la dilucidación de estos 

eventos permitirá avanzar en la comprensión básica del fenómeno de apoptosis en 

las células germinales. 

4. La utilización de ensayo de la estructura de la cromatina espermática como 

marcador de daño en el espermatozoide nos permitió ampliar el espectro de 

efectos tóxicos que pueden ser inducidos por el vanadio. Aunque se desconoce la 

etiología del origen del daño en la cromatina, las implicaciones que este tipo de 

daño tiene sobre la fertilidad hacen necesario profundizar en el conocimiento sobre 

su origen en relación a la exposición de un organismo a agentes tóxicos. 

5. Si efectivamente la formación de enlaces disulfuro entre los residuos de cisteína 

de las protaminas durante la estabilización de la cromatina no tienen relación con 

la sensibilidad a la desnaturalización se esperaríamos que los espermatozoides 

recuperados de cualquier región del epidídimo y del conducto deferente tuvieran 

un patrón de desnaturalización semejante, esta incógnita aún queda por 

despejarse. 
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l. lntroducdon 

A varicty of chemical compounds. including metals, are 
known to alter certain stages of the spermatogenesis pro­
cess. leading to reproductive dysfi.&nction [1,2J. Because 
vanadiwn. as other trace metal aanospheric contarninants, is 
not biodegradable. vanadiwn compounds that are redistrib­
utcd by human activitics rcnd to accumulate in ccosystems 
al concentralions that may be tox..ic for living organisrns [3 J. 
Significant quanrities of vanadiwn are found in fossil fuels 
such as petrolewn [4,SJ, and it is estimated that 66,000 tons 
of vanadium are liberated into the atmosphere every year 
(6). Vanadium is widely used for induS1rial Pllll'OSCS. and 
has recently been shown to help achieve beaer physical 
performance of athletes during training [7J, to have antitu­
mor propenies [8,9), and lo have potential as a vaginal 
contraceptive r 1 o J. 

lt has been estimated that large cities may have average 
vanadium air levels on the order of 0.25 lo 300 ngfm' [ 1 1 J; 
in the US. the highest concentration of aanospheric vana­
dium ever recorded (on the order of 10,000 nglm') was 
measurcd in New York City [ 12). Exposure to high concen­
trations of vanadium in the air may occur in occupational 
scttings, and the vanadium concentrations of 50 lo 100 
mglm', sometimes reaching 500 mg/m3 • have been ob­
served in boilcr clearúng [ 11 J. 

lt is cstimatcd that about 25o/o of inhaJcd soluble vana­
dium compounds are absorbed. Vanadium is poorly ab­
sorbed from the gastrointestinal tract, and lhus, inges1ed 
vanadium compounds ue mainly climinated in the fcces. 
Soon after absorption. a fairly uniform distribution of va­
nadium is obscrvcd in soft tissucs; howcver, long·tenn 
storage sites for vanadium are bone and muscle. Urinary 

• CorTespoodiaa author. 
E-mail add,.~.u: z:n.aal@servidor.unam.tt1X (M. A.ltamirano-Loz.aao). 

excretion is the predominant route of elimination of ab­
sorbed vanadiwn [13). 

Experimentally, vanadiurn can be administered to ani­
mals in the ox..idizcd forms (IV) or (V), but is found cxclu­
sively in the (IV) ox..idized fonn in the body (14). Certain 
inorganic salts that contain vanadium (IV) have been shown 
to modulate cellular redox pocential and to catalyze the 
generation ofreactive oxygen in1ermediates [8,IS-19). Va­
nadium (V) has been reported to induce low sperm counts 
[20.21 ], to decrease sperm motility [20), and to incrcase the 
frequency of sperm morphology abnormalities (21,22 I in 
vivo. However, the efTects ofthe active intraceUulu form of 
vanadiwn (IV) on male repn>du .. r:ve ftmction have not yet 
been assessed. Thc purposc of ttu,. study was to analyze the 
efTect of vanad.iurn tetraoltide on sperm concentration. 
sperm morphololl)', viability, and motiliry, as weU as on the 
histololl)' of testicular tissue in the adult maJe mouse. 

2. Matertals and Method• 

2.1. Animal.s 

Three-month old male CD-1 mice weighing berwccn 
37.5 and 51 s were kept in plastic boxes undcr controUed 
li¡¡bt/darkness cycles (li¡¡bt &om 5:00 AM to .S:OO PM). 
Food (Purina cbow) and water were available ad libitum. 
The mice were weighed at the beginning of the tteatment, 
then every second day and again wben sacrificed. 

2.2. Treatmenl$ 

Vanadium tetraox..ide (Sigma Chemical Co. St. Louis 
MO) was prepared in saline and injected intraperitoneally 
(ip) in appropriate volumes containing either 4.7 mg¡lcg 
(1132 LD50). 9.4 mglks (l/16 LD,o), or 18.8 mglkg (118 
LD,o). Mice were injectcd every second day for 60 d to 
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Total dosc.!cousc <ma> 
s 

o 
o 
6 

4.7 

141 
6 

9.4 

212 
6 

11.8 

564 
5 

lniri.al body .... ei¡.bt fll) 
Final body .... eia,bt <a> 
T~stis wciabt f&) 

41.83: 0.99 
43.25 :: 0.72 

O.l .. :: 0.01 

.&J.73 = J.52 
43.91 = 1.6"1 

0.37 = 0.02 

45.55: 1.92 
47.93 = 1.79 
0.36 = 0.02 

41.60 = 0.23 
43.34 = J.12 
0.27: O.O.)• 

• Si¡pliñcancJy dccreased vs. coacrol. P < 0.05. SNdent"s t tesL 

prevcnt the severc vanadium toxicity secn widt more frc .. 
qucnt injcction. The LD,0 (150 mg/ll:g bw) was detennincd 
and doses used in this srudy were selccted bascd on prelim­
inary cxpcriments in our laboratory using subchronic trcat­
mcnt with vanadium tetraoxide. 

:!.3. Sperm and testis analysis 

After vanadium tetraoxidc treaanent. rhe anirnals werc 
sacrificcd by cervical dislocation. and the test.es werc ex­
rracted and wcighed. The vas defcrens and its contents werc 
obtaincd and placed in 2 mL Tyrode's solution (Sigma 
Chcmical. ST. Louis. Mo .• USA) at 37ºC and mixcd to 
homogcnizc thc suspension. A drop of"the spcrrn suspension 
was placed on a slidc for obscrvation. Two hundred spcr­
matozoa wcre analyzed for cach animal [23.24) at 400X 
using a phase contrast microscope (Ni.kan). Thc percentage 
of motile sperm was defined as the ratio of cells showing 
movement to the total number of ceUs X 100 (24). 

Spenn viability was detcrmincd with the 1 o/e trypan blue 
technique (Sigma Chcmical. Co. St Louis Mo. USA). and 
200 cells wcre analyzed for each animal. 

Spenn concentration was detcrmined in a Neubaucr 
charnber (PROPER Lumycite 1/100 mm depth). Giemsa 
(1:16 in tap water for 30 min) stained air-dricd slides werc 
uscd to analyze sperm morphology according to the critcria 
described by Wyrobek and Bruce [25) with some modifi­
cations. to report the percentage of abnormal forms and the 
relative perc:cntage of each typc of abnonnal form foWtd. 

The right testes of cach animal werc fixed in Bouin's 
futative and cmbedded in paraffin wax. Serial transversal 10 
~ cuts wcre obeaincd and stained with hematoxylin-eosin. 
The max.únum dialncter and thc diarneter perpendicular to 
the rnaximum were measured in 50 scrniniferous tubules of 
each tcstis anatyzed. Scmirúferous tubule arcas werc esti­
matcd as foltows: a = -r.r. where r - (dialneter one + 
diarneter two)/4. Rcsults wcre exprcssed as µzn 2 X to'. 
Histologic alterarions were evaluatcd in ali slides prcpared. 

~.4. Stalistica/ analysis 

Body and testis weights. spenn concentrations, and sem­
inif"crous tubule arcas were compared between the control 
and C><perimcntal groups using Student's t test. Sperm via-

bility. motility. and morphology werc comparcd using the 
Mann-Whitney U test. Statistical sigrúficance was accepted 
whcn P < 0.05. 

3. Resulrs 

3.J. Body and º"11ª" -igltu 

Body weight mcasured throughout lhe 60-d 1reatmcnt 
period was similar in both groups. There were no significant 
difTercnces bctwccn pre- and post- treatmcnt body weights 
in the vanadiuin-trcated groups. nor were thcrc difTercnccs 
comparcd to the controls. Reganlina thc testes. only the 
highest V 20 4 dosagc tested (18.8 mg/ll:g) causcd a signifi­
cant weight decrcase as compan:d to the conirol group 
(Table t). 

3.2. Spenn concentratian. t1iability, and motility 

Although vanadium tetnoxide appeared graphically to 
dccrease spcnn counts in a dosc dcpendent manncr (Fig. l), 
difTercnces bctween control and experimental groups werc 
not significant. Howcvcr, spcnn motility dccrcased signifi­
candy in mice treated with the highest vanadium tetraoxide 
dosc compared to the control group (P < 0.05; Fig. 2A). 

Fía. t. E(f'ccr or vaaadi1.1111 rettaoxide oa spnm coacaatrarioa ia che m.ale 
mousc. Data are Clllpr99Md U me&D9 :SE. 
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Fig. 2. Chanaes in the perccar motile (A) &nd viable (9) in spennatozoa 
from male atice treatcd wirb vaa.ad.ium tetraokide. Data .uw eq1resKd u 
mcans :SE. •p < O.OS compared ro coauol. Mazm..Whimey U test. 

Spenn viability also decrcascd significantly at lhe 9.4 and 
18.8 mg/kg vanadium tctraox.ide doses (77.40 = 2.06 and 
76.28 = 2. 74o/o rcspectivcly) as comparcd to the control 
group • ')3.39 :: 1.96%; P < O.OS; Fig. 28). 

3.3. Sperm morphology abnormalití#!$ 

Thc mean perccntage ofabnormal spcnn fonns appeared to 
incrcasc: in a dose-dcpcndcnt manncr, howevcr. only lhc 9.4 
mgikg group showcd a stalistically significant dilTcrcncc &om 
thc control. perhaps due lo the dcgrcc of variability in che 
high-dose group (Table 2). The most common anomalics ob­
served werc abnonnal hook. arnorphous hc:ad. and foldcd.. 

Table 2 

Fig. 3A shows a typical spcrmatozoan of che control group. 
with the chanctcristic hook anda single tail. We observcd lhc 
vanad.iwn ictraoxidc-induc:cd spcnn abnonnalitics <kscribed 
by Wyrobck and Bruce (24): unusual hook. banana·shaped 
hcad,, amorphous head (Fig. 38). folded. and bicaudalc spcrm 
(Fig. 3E). Howcver. wc also obscrvcd olher abnonnal fonns 
such as microc:cphaly. macroc:cphaly. biccphaly (Fig. 3F). di­
vidcd middle picce (Fig. 3C). fusai body (Fig. 30). coilcd 
ffagcUar cnd., lriccphaly, and dUn light head. Spermatozoa wcrc 
considcrcd microccphalic or macroc:ephalic whcn the hcad was 
dccrca.sed or incrcased by 113 of its nonnat arca. The ceUs with 
dividcd middle piccc apparcndy reprcscnt displaccmcnt of thc 
mitochondrial shcath. cxposing the axoncmc. widt lhc rcst of 
the ftagellum rcmaining connected. Thc middJe picce division 
may occur more than once in the san>c spermatozoan. Wy­
robck and Bruce (2$] considcn:d biccphalic spermatozoa in che 
bicaudate catcgoty. howcvcr in dús ~ we considercd boch 
catcgorics as separ.ate. Spcnn widl two heads and two ftageUa 
showing a fuscd midpicce wcre considercd as fused body 
spcnn. 

3.4. Seminiferou.s tubul~ a~a and testicular morphology 

Aldtough thc seminiferous tubule arcas were noc signif­
icantly differcnt in thc vanadium-exposed groups as com­
parcd to controls. certain seminiferous cpithcliwn modifi­
ca1ions were observcd. In dte control group. dte genninal 
cpithelium was intact in the dilTercnt spermatogencsis cyclc 
stages showing few G ceUs (26]. These ceUs show a defincd 
contour. a size similar to dtat of a pachytcne phase spcr­
matocyte widt eosinophylic cytoplasm. a big central nucleus 
(positive to ethidiwn bromide and acridine orange Slaining). 
and chromatin fonning coarse clustcn lackin11 a charactcr­
istic anangcmcnt. Nonnally. dtese cell typcs are scarce in 
thc basal rc¡pon. and are &equently pan of ccll associa1ions 
in the tubular lumen rclated to spennatozoa that are 10 be 
rclcased. although thcy may be found surrounded by spcr­
matocytes. Howcvcr. in mice treatcd with 9.4 and 18.8 
mgilcg vanadium tcuaoxidc. G ceUs wcre found more frc­
qucntly (Fig. 48). ln sorne rubulcs. scminiferous cpithelial 

lncidcocc a.ad type of sperm. .abaon:n&litic9 io m.icc alter 60 d treaa:ncar witb vaa.adiu.m tct:n.o•ide 

Dose fmgtkg) o 
6 

ª/a Abaor't!l&I spcrmª 7.01 = 1.80 
Typc oí spcrm .;abaonnalities~ 
Abc.orm.al book. 45.91 
Banana be.ad 2.27 
A.:norpbous 30.68 
Foldcd 16.59 
Bic.audatc 1.36 
Othcr J.19 

.. B~sed oa scorina 1000 sperm per ~ima.1 (mean :: SE). 
h Rclativc pcrccnu.ac. 
.: Sipifican.tly i.acreascd .,_.s. coaa'OI. P < 0.05. Maan·Whitocy U test. 

4.7 9,4 

6 6 
9.03 = 1.41 11.94 = 1.20• 

21.15 25.16 
1.04 0.94 

30.91 41.72 
35.26 27.19 
0.52 0.67 
4.14 4.31 

í Tf:':•;;; í .... ;..~---,1 

1 FAl}.' ·'L~ 

19.I 

5 
16.IJ = 5.66 

33.33 
2.5' 

44.97 
12.73 
0.97 
5.61 
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Fi11. J. Abaorm.alirics found in aorm.aJ and vaaadium tea-ao•idc·tteated miec. (A) Normal spam wiLll tbe cbanlcceristic book aad a 1iaale tail. Abnon:z:zM •perm. 
as follows: a.morpbous hcad (8). divided m.idd.Je piece (C). l\ased body (D). bicaudate (E). aod biccpbaly (F). 

ccll loss and incrcascd numbcrs of G cclls was obscrvcd 
(Fig. 4A), while othcrs complctcly lackcd gcnninal cclls 
(Fig. 48). Largc opricaUy cmpry vacuolcs wcrc obscrvcd in 
both. 

4. Dlscusslon 

FlagcUum motilily is an cxprcssion ofmalc germinal cc:ll 
viabiliry (27). Capabiliry of motion is acqui.rcd during rhc: 

c:¡3 
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Fia .... Testicular bi•taloSlf or aúeoe !Naced willa Y.....ti\1111 lea"801lide ror 
60 d. (A> Tubt.a.le witb ab9alt lumen aad p~sence of ccll• wüb cbrom&Wa 
m.ar¡pnat:ioo {arn>w•). (8) Tubulc wttb •vcral Q ceUa ia tbe IWIMD (&r­

rows) aad degenerare ceU (&n'UW bead). (C) Sem.iaifavus rubWe •vcnly 
affectcd.. mosi celt. wilbia tbe rubulc biriaa Scrtoli cell• (&l"l'OWS) aad soma 
dqeaerate cells (anow bcads). 

transil of the spennatozoa lhrough the epididymis (28,291 
and rcquires funclional integrily of the mitochondria [271. 
Reactive oxygen species decrease ATP concentrations [301 
and cause lipid perox.idation in spennatozoa [31-341. Cer­
lain vanadium (IV)-containin8 inorganic satis ac1 as redox 
potcntial modulators in difTerent biologic systems and cat­
alyzc &he generation of reaclive oxygen species [8,l!l-181. 

ln lhe tcstis, vanadium inc:n:ases lipid perox.ida1ion and 
reduces gluiathione concenir.alions [3!1), so lhat lhe vana­
diwn ac:curnulaled in the tcstis and epididymis would be 
expected lo cause imbalance bctween lhe aeneralion of 
reac1ive oxygen species and oxygen synems prorccton, 
main¡y !hose lhal use aJuiathione. This mechanism would 
explain lhe decreased percentages of molilily and viabilily 
observed after lhe administration or the highest doses of 
vanadium letraox.ide. 

Spontaneous spenn cell death is a constanl fearure of the 
nonnal spermatoaenesis procesa in a varieiy ofmammalian 
species [36-38). lt is c:unently known that while almoSI ali 
degeneratina spenn cella in intact animals undergo sponla­
neous apoplotic dealh [39,40), difTen:nt hormone stimuli 
[40-4!1) and tox.ic compounds [39,46-47) can induce this 
lype of cell dealb. Vanadium (IV) has been rcported to 
induce apoplosis in vitn> [48,49). The charaeleristics de­
scribed ror apopcotic cell deatb ue difTerent bctween so­
malic and aerminal cells lines (39). The G ceUs described in 
lhe prcsent work show charactcrisric fearures or ceU dealh 
[26.301, however, wilh a difrerenl appearance of lhe apo­
ploric cells. The presence of lhese cells and clona! devel­
opmental alleralions or aerminal cells may expla.in the de­
creased spenn concenir.alions that appeared 10 occur wilh 
incrcasing doses or vanadiwn and the lower testicular 
wei&ht found in lhe group of mice treatcd with 18.8 mg/kg 
vanadium tetraox.ide. 

The presence of abnormal sperm fonns indicares lhat the 
spermatoaenesis process may have been afTected [!11). Sev­
era! genelic faclors [2!1,!121 and cytoskele&on elements [52-
!14) play a role in sperm head morphogenesis. Since bolh 
vanadium (IV) and (V) inhibit mic:rombule polymerization 
[!l!l,!16). &be accwnulalion or vanadium (IV) in aerminal 
epilhelial cella could afl'ect Slnletures such as lhe manchettc, 
whic:h provides mechanical fon:e during morphogenesis of 
&he spenn nucleus [52,531. Vanadium (IV) compounds have 
been iqoorted to induce 2'deaxy¡¡uanosine hydroxylalion 
and to cause DNA breaks by means or &ce-radical mediated 
reactioas [8,1!1,191; while vanadium (V) has been reponed 
10 induce single-strand brcaks [21 ). Thus, DNA damage 
may also be responsible for lhe increased percentage of 
abnormal spenn forma. 

ln summary, tbe inir.aperitoneal adrninistralion of vana­
diwn tetraox.ide durina spennatoaenesis afTects some sperm 
analysis panmele'rs in &he mouse, and induces testicular 
danul&e characrcrized by lhe presence of deaenerating cells 
and aenminal epilhelium disruption in the seminiferous tu­

bules. 
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