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1. RESUMEN

El vanadio es un metal que ha tomado importancia como contaminante ambiental en
las ultimas décadas debido al incremento de su concentracion en el aire, principalmente en
las grandes ciudades. Se emite en forma de vapores y polvos, principalmente como V,0s, el
cual es el compuesto mas toxico y abundante en la atmésfera. Actualmente, la infertilidad
masculina ha sido asociada con la exposicion a contaminantes ambientales, entre ellos los
metales. En este contexto, se ha observado que la exposicion a sales y 6xidos de vanadio
produce efectos reprotdxicos, los cuales se han relacionado con alteraciones en el
citoesqueleto, sin embargo se desconoce el efecto de éste metal sobre la gamma tubulina,
un importante miembro del centrosoma y un elemento clave para el funcionamiento del
citoesqueleto. Debido a lo anterior y a que alteraciones estructurales, funcionales y
numéricas del centrosoma se asocian con el desarrollo de procesos neoplasicos, es
importante estudiar los efectos del V,0s sobre la gamma tubulina, de células testiculares en
un modelo murino de exposicion por inhalacion, ya que esta es la via mas importante de
exposicion para la poblacion general. Para este estudio se emplearon un grupo de 36
animales control y 36 animales expuestos, los cuales inhalaron V,0s (0.02M) 1 hora 2 veces
por semana durante 12 semanas. Se determind la concentracion del metal en el tejido y el
peso testicular después de cada tratamiento. Asimismo se realizé la técnica de
inmunohistoquimica para determinar el efecto del V,Os sobre la presencia de gamma
tubulina en las células testiculares. Nuestros resultados mostraron decremento significativo
en el porcentaje de las células germinales, de Sertoli y de Leydig, con gamma tubulina, con
respecto al control, resultando en una relacion negativa y significativa entre el porcentaje de
células testiculares inmunorreactivas a esta proteina y el tiempo de tratamiento, siendo
mayor para las células germinales, seguido por las de Sertoli y finalmente las de Leydig, lo
cual reflejé diferente sensibilidad al compuesto. Por lo anterior podemos concluir que las
caracteristicas de cada tipo celular influyen en la respuesta al toxico. Ademas el vanadio
administrado por la via inhalada es capaz de alterar la presencia de gamma tubulina en las
células testiculares, lo cual podria explicar el efecto reprotéxico del vanadio observado en
éste y otros modelos experimentales, asimismo podria explicar sus efectos
aneuploidogénicos, por lo que nuestros resultados constituyen una evidencia que apoya el

caracter neoplasico del vanadio.



2. INTRODUCCION

2.1 CONTAMINACION AMBIENTAL

Las actividades del ser humano desde la Revoluciéon Industrial en el siglo XVIII hasta
nuestros dias, han provocado severos impactos sobre el ambiente. La contaminacién
ambiental es uno de ellos y constituye uno de los problemas mas importantes a nivel global,
que resulta del crecimiento explosivo de la poblacion, del desarrollo industrial, el uso
creciente de energia y de la cada vez mayor producciéon de desechos (Ehrlich y Ceballos
1997).

La contaminacién ambiental se define como la presencia de impurezas en el medio,
sean estas sustancias quimicas o bioldgicas, en concentraciones tales que alteren la
composicion del mismo vy signifiquen un riesgo para el hombre y demas seres vivos (Ross
1974).

Actualmente, uno de los principales problemas de contaminacion ambiental es el del
aire, el cual es mayor en las grandes ciudades, donde el desarrollo industrial ha propiciado
la emisién de toneladas de contaminantes atmosféricos, los cuales estan relacionados con
dafos severos en la salud y un incremento en las tasas de mortalidad y morbilidad (Vallejo
et al. 2002).

2.1.1 CONTAMINACION EN LAS GRANDES URBES

En las ultimas décadas, la contaminacion del aire ha llegado a ser uno de los
problemas mas importantes de salud publica, principalmente en ciudades como Sao Pablo
(Brasil), Santiago (Chile), Bogota (Colombia) y el area metropolitana de la ciudad de México,
donde los limites de calidad del aire establecidos por la organizaciéon mundial de la salud
(WHO) son frecuentemente sobrepasados (Romieu et al. 1990; Molina y Molina 2004; IPCS
2001).

La ciudad de México es una de las mas pobladas del mundo, en un area de 1,483 km?

habita aproximadamente el 25% de la poblacién mexicana. En ella existen 8 millones de
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automoviles y 35,000 industrias que consumen 40 millones de litros de combustible por dia y
aportan toneladas de contaminantes al aire (INEGI 1997; Molina y Molina 2004).

La principal fuente de contaminacién proviene de los automoéviles, los cuales
contribuyen con el 85% de la emisién total de contaminantes, por otro lado, las industrias y
plantas generadoras de energia contribuyen con el 10% de los contaminantes atmosféricos,
el menor porcentaje corresponde a las fuentes naturales las cuales aportan 5% de los
contaminantes atmosféricos totales (INEGI 1997; INE 1998; INE 2004).

Después del ozono, las particulas suspendidas, son los contaminantes del aire mas
importantes en esta ciudad, debido a su alta concentracién en la atmosfera y a que son la
principal causa de enfermedades respiratorias graves (Mugica et al. 2002; IPCS 2001).
Actualmente su concentracion sobrepasa los limites estandar de la calidad del aire,
nacionales e internacionales (260 pg/m® para particulas suspendidas totales o PST y 150

ug/m?® para particulas menores a 10 micras o PMyg) (Mugica et al. 2002; INE 2004).

2.1.2 CONTAMINACION DEL AIRE

Las actividades que producen la emisién de contaminantes atmosféricos incluyen la
quema de combustibles, la industrializacién y la urbanizacion. Los principales contaminantes
del aire son: el diéxido de carbono (CO;), mondxido de carbono (CO), dioxido de azufre
(SO,), oxidos de Nitrégeno (NOx), hidrocarburos, clorofluorocarbonos (CFC), ozono (O;),
metales pesados y las particulas suspendidas totales (PST) (Albert 2004a; INE 2004).

Estas Gltimas estan constituidas principalmente por metales, compuestos organicos,
material de origen biolégico, iones, gases y carbén; provienen de la produccion de cemento,
la extraccion de rocas y minerales, emisiones automovilisticas e industriales y de la quema
de combustibles fésiles. Las PST, incluyen a las particulas que miden entre 0.1 y 100
micras. Las particulas de entre 2.5 y 10 micras (PMyo), y las que miden de 1 a 2.5 micras
(PM.5), forman la fraccion respirable de las PST, las primeras, solo se depositan en los
pulmones, mientras que la fraccion fina o PM, s llega a los bronquiolos y a la regién alveolar
pasando al torrente sanguineo mediante difusiéon causando efectos negativos sobre la salud,
que se deben principalmente a su componente metalico (Hinds 1982; Lippmann 1989; HEI
2002; Vallejo et al. 2002; Flores-Rodriguez 2004; INE 2004).



2.1.3. CONTAMINACION DEL AIRE POR METALES PESADOS

Los metales pesados han tomado importancia como contaminantes ambientales
debido al incremento de su concentracién en el aire y a los efectos adversos que provocan
sobre la salud. Estos se acumulan en los tejidos y causan alteraciones principalmente en el
tracto respiratorio y en los sistemas: nervioso, hematopoyético y cardiovascular, ademas
producen dafo renal y alteraciones en la fertilidad (Albert 2004b; Del Razo et al. 2004,
Gutiérrez-Ruiz et al. 2004; Saldivar-Osorio et al. 2004a; Saldivar-Osorio et al. 2004b).

Los metales pesados se emiten a la atmosfera como particulas, excepto el mercurio, el
cadmio y el selenio, los cuales son liberados como vapores (Jarup 2003; Flores-Rodriguez
2004; Gutierrez-Ruiz 2004; Saldivar-Osorio et al. 2004a). En el aire, se encuentran

principalmente en forma de éxidos, los cuales son muy toxicos (Nriagu 1990).

Los principales metales considerados contaminantes del aire son: plomo, cobre,
cromo, cadmio, manganeso, mercurio, zinc, hierro, berilio, talio, aluminio, niquel, entre otros
(Jarup 2003; Albert 2004b; Del Razo et al. 2004; Gutiérrez-Ruiz 2004, Saldivar-Osorio et al.
2004a; Saldivar-Osorio et al. 2004b). Algunos metales como el plomo y el cadmio han sido
ampliamente estudiados debido a sus efectos toxicos. Sin embargo, existen en el aire otros
metales, cuyos efectos sobre la salud han sido pobremente estudiados. Un ejemplo de ello
lo constituye el vanadio, el cual es un metal pesado que en las ultimas décadas ha tomado
importancia como contaminante ambiental, debido al aumento de su concentraciéon en la
atmoésfera, principalmente en las grandes urbes, como la ciudad de México (Fortoul et al.
2002).

2.2 VANADIO

El vanadio fue descubierto en México en 1801 por el quimico Andrés Manuel del Rio,
quien lo nombré primero pancronium. Sin embargo en 1830, Sefstrom y Swedish, al
observar la gama de colores del metal en solucion lo llamaron Vanadio, en honor a la diosa
griega de la belleza Vanadis (Bhagavan et al. 1983; Morinville et al. 1998, Mukherjee et al.

2004).



Debido a su dureza y capacidad para formar aleaciones, el vanadio se ha empleado en
la industria metaltrgica para fabricar aceros de gran calidad y resistentes a la corrosién. Se
emplea también en la produccién de plasticos, reveladores fotograficos e imanes
superconductores. Algunos éxidos de vanadio como el pentéxido (V,Os), se emplean en la
producciéon de pigmentos amarillos y como catalizadores en la fabricacion de acido sulfurico
(ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPCS 2001).

Por otro lado, algunas sales de vanadio han sido utilizados en el tratamiento de
enfermedades como: anemia, tuberculosis, sifilis y diabetes mellitus. Ademas, el vanadio se
ha empleado para disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y azucar en la sangre
(Rehder 1992; Thompson et al. 1993; Morinville et al. 1998; Nriagu y Pirrone 1998;
Poucheret et al. 1998; Barceloux 1999; Mukherjee et al. 2004;).

2.2.1. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

El vanadio es un metal de transicion blanco grisaceo que generalmente se encuentra
en forma de cristales. Es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza y ocupa el
sitio 22 en abundancia. Pertenece al grupo Vb de la tabla periédica y ocupa en ella el lugar
25. Sus estados de oxidacion son del -1 al +5, siendo +3, +4, +5 |as valencias mas
comunes (ATDSR 1997; Barceloux 1999; Mukherjee et al. 2004).

El estado de oxidacion mas estable en el que se encuentra el vanadio es la forma
cuadrivalente o vanadil (VO*?) (Barceloux 1999). En sistemas biolégicos, la forma en la cual
se encuentre el metal depende del pH, por ejemplo, en soluciones acidas existe como

vanadil (VO*?) mientras que en soluciones basicas se encuentra como ortovanadato (VO.?)
(Barceloux 1999).

El vanadio forma diferentes compuestos al combinarse con elementos como el cloro, el
sodio, el azufre y el oxigeno, por ejemplo, las formas pentavalentes del vanadio que derivan
del ion (VO*) forman compuestos como el metavanadato de sodio (NaVOs), el
metavanadato de amonio (NHsVO;) y el ortovanadato de sodio (Na;VO,). Otro de los
compuestos que forma el vanadio en estado pentavalente al combinarse con el oxigeno, es
el pentéxido de vanadio (V,0s), el cual existe en forma de cristales rojos, amarillos o verdes,



y constituye la forma mas abundante y téxica de vanadio en el ambiente (Barceloux 1999;
IPCS 2000; Baran 2003).

2.2.2 VIAS DE EXPOSICION

Una de las principales vias de exposicién a vanadio es la enteral, dado que el agua de
bebida y algunos alimentos contienen este metal en concentraciones menores a 1 pg/L y
1ng/g respectivamente (Barceloux 1999; IPCS 2001; Mukherjee et al. 2004). Algunos
alimentos ricos en vanadio son: los cereales, ciertos vegetales, frutos y hongos.
Particularmente los alimentos que provienen del mar como pescados y mariscos contienen
altas concentraciones de vanadio comparado con otros alimentos (Barceloux 1999). Se ha

estimado que el total de vanadio ingerido debido a la dieta es de 11-30 pg/dia (IPCS 2001).

Por otro lado, la via inhalada constituye la mas importante para la poblacién general, ya
que grandes cantidades de este metal, (aproximadamente 64,000 toneladas) se emiten
anualmente a la atmésfera (IPCS 2001). El vanadio que se encuentra en el aire se libera
desde fuentes naturales como aerosoles marinos, polvos continentales y erupciones
volcanicas. Estas fuentes contribuyen con 8.4 toneladas de vanadio al afo, que equivale al
10% del vanadio atmosférico, el 90% restante se emite debido a actividades de la industria
metallrgica y la quema de combustible fésil y carbon (ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPCS
2001; Fortoul et al. 2002) ya que este metal se encuentra en altas concentraciones (> 50%)
en muchos tipos de petréleos incluyendo los de Venezuela, Irak, Iran, Kuwait y el Golfo de
México. Esta actividad genera 58,500 toneladas de las 64,000 generadas cada afo
(Barceloux 1999; IPCS 2001; Fortoul et al. 2002). El vanadio proveniente de estas fuentes,
se libera en forma de vapores y polvos, principalmente V,0s (ATSDR 1992; Barceloux

1999).

Existe una variaciéon en la concentracion de vanadio en la atmésfera, en este contexto,
las ciudades presentan concentraciones mas altas de este metal, con respecto a las zonas
rurales (Barceloux 1999). En el caso de la ciudad de México, Riveros-Rosas y cols. (1997)

estimaron una concentracién de 23+12ng/m® de vanadio en el aire.



Sin embargo, la mayor exposicion a vanadio se produce durante su manejo industrial y
en las operaciones de mantenimiento y limpieza de calderas, dada la presencia de vapores
y Oxidos de vanadio (ATSDR 1992; IPCS 2001). Debido a la toxicidad de éste, la
Administracién de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha determinado que los limites
de exposicién para polvos de V,0s sea de 0.5 mg/m®, y para vapores de V,05 0.1mg/m® en
una jornada laboral de 8 horas. Asimismo, el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud
Ocupacional (NIOSH) recomienda que el limite de exposicién a vapores y polvos de V,0s
sea de 0.05mg/m® por un tiempo de 15 minutos (ATSDR 1992; OSHA 2005). Pese a los
limites sugeridos por éstas instituciones para ambientes laborales, principalmente durante la
limpieza de calderas, es frecuente encontrar personal expuesto a concentraciones de 50-
100mg V/m® e incluso hasta 500 mg V/m® (IPCS 1988; Barceloux 1999)

2.2.3. TOXICOCINETICA Y TOXICODINAMIA

La toxicidad de este metal depende de una variedad de factores que incluyen: la via de
administracion, el tipo de compuesto, la concentracion, el tiempo de exposicién y la
sensibilidad del 6rgano donde se encuentre (Mohammad ef al. 1992; Mukherjee et al. 2004).
En lo que se refiere a la via de exposicion, los compuestos de vanadio son poco toxicos
cuando se administran por via oral, debido a que el metal se absorbe poco en el tracto
gastrointestinal. En contraste, los compuestos administrados por via inhalada son mas
toxicos debido a que éstos alcanzan rapidamente el torrente sanguineo (Nriagu 1998;
Barceloux 1999). Ademas, la toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta con las
valencias, por lo que los compuestos pentavalentes son los mas toxicos dado que son mas
reactivos (IPCS 2001; Baran 2003). Asi mismo, los 6xidos son mas toxicos que las sales de
vanadio (Garcia-Guevara 1996). Por lo anterior, el compuesto mas téxico que puede formar
este metal es el pentoxido de vanadio (V,0s) (Nriagu 1998; Barceloux 1999; IPCS 2000;
IPCS 2001; Baran 2003). Este Gltimo al igual que otros compuestos de vanadio, entran en
contacto con los organismos mediante las diferentes superficies epiteliales del tracto
digestivo, aparato respiratorio o de la piel, dependiendo la via de exposicién. Cuando el
vanadio atraviesa los epitelios es absorbido y llega al torrente sanguineo de donde se

distribuye a los diferentes 6rganos (Gutiérrez-Ruiz y Fortoul 2004).



La absorcién de los compuestos de vanadio depende de su solubilidad y de la ruta de
entrada (Barceloux 1999), en este contexto, la piel constituye la menor ruta de absorcién
debido a la baja solubilidad del vanadio metélico (IPCS 2001; Barceloux 1999). Por otro
lado, mediante la via enteral, los compuestos de vanadio como el vanadil o el vanadato
contenidos en algunos alimentos y el agua, son pobremente absorbidos por el tracto
gastrointestinal, en rangos de 0.1-1% del vanadio ingerido (IPCS 2001). Mediante esta via,
el vanadato se transforma a vanadil en el estomago y permanece en esa forma en el
duodeno, donde posteriormente es absorbido (Barceloux 1999; IPCS 2001; Mukherjee et al.
2004).

En cuanto a la via inhalada, esta es la mayor ruta de absorcion, dado que los
compuestos solubles como el pentéxido de vanadio (V,Os) son bien absorbidos por los
pulmones, mediante los cuales alcanza rapidamente el torrente sanguineo (Barceloux 1999).
Aungue no se ha determinado un rango de absorcion por esta via, existen diversos estudios
en personal ocupacionalmente expuesto y en modelos animales que ofrecen evidencias
indirectas de la absorcién del vanadio por via inhalada (Gylseth et al. 1979; Kiviluoto 1980;
Orris et al. 1983; ATSDR 1992; IPCS 2000). Por ejemplo, en personal ocupacionalmente
expuesto a concentraciones menores a 1 particula por millén (ppm) de vanadio, se observo
un incremento del metal en la orina y suero (Gylseth et al. 1979; Kiviluoto 1980; Orris et al.
1983). Asimismo, mediante la administracion intratraqueal de compuestos solubles de
vanadio a ratas se observdé que este elemento se deposita en los pulmones donde es
rapidamente absorbido. Lo anterior fue comprobado por otro estudio realizado en ratas a las
que se les administré cloruro de vanadil marcado radiactivamente (ATSDR 1992; Conklin et
al. 1982). Ademas Edel y Sabbioni (1988) observaron que el 80% y 85% de vanadio
tetravalente y pentavalente respectivamente, se absorbié en los pulmones de ratones, 3
horas después de su administracién via intratraqueal. En ratas macho, se aprecié que mas
del 50% de vanadil oxicloro fue absorbido por los pulmones después de 24 horas de
exposicién (Oberg et al. 1978), y en ratas hembra, el 90% del pentéxido de vanadio fue
eliminado de los pulmones a los 3 dias posteriores a su administracion (Conklin et al. 1982).

Una vez que el vanadio llega al torrente sanguineo es reducido a vanadil, la forma mas
estable del vanadio, la cual predomina también en fluidos intracelulares. Una parte del
vanadio en la sangre permanece ademas como metavanadato debido a que las altas
concentraciones de oxigeno en este medio promueven la formacion de vanadio



presenta actividad GTPasa analoga a la que se encuentra en las subunidades alfa y beta
tubulinas, debido a esta caracteristica podria estabilizar y desestabilizar los microtubulos al

v-TuRC en el centrosoma (Joshi et al. 1992).

En lo que se refiere a la formacion de los microtibulos a partir del v-TuRC, se han
propuesto dos modelos para explicar este proceso. El modelo del protofilamento, planteado
por Erickson y Stoffler (1996) sugiere que 16 subunidades de gamma tubulina unidas
longitudinalmente forman un filamento corto que constituye el y-TuRC, el cual actua como
centro desde el cual los protofilamentos de alfa y beta tubulina crecen lateralmente (Moritz et
al. 1995b; Vinh et al. 2002) (Fig. 1). Basados en estudios previos, en los cuales se propone
que la alfa y beta tubulinas asi como la FtsZ forman anillos laterales a los microtibulos y
debido a la similitud de estas proteinas con la gamma tubulina, los autores han propuesto
que ésta dltima podria formar anillos compuestos por protofilamentos longitudinales
similares a los observados para la alfa y beta tubulinas y FtsZ, ademas se propone que los
anillos del complejo y-TuRC se orientan hacia la pared de los microtibulos, como se observa
en la figura 1. (Erickson y Stoffler 1996; Erickson 2000). Este modelo ha sido sustentado
recientemente dado que se ha encontrado que la gamma tubulina puede establecer contacto
lateral con la beta tubulina (Leguy et al. 2000) Sin embargo, actualmente la evidencia en

cuanto a este modelo es limitada.

Figura 1. Modelo del protofilamento. El yTuRC corresponde a un anillo de 16 subunidades de gamma tubulina
conectadas longitudinalmente, algunas de las cuales se asocian lateralmente con el dimero de o y B-tubulina
(Erickson y Stoffler 1996).
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pentavalente. Aproximadamente el 90% del vanadio en la sangre reside en el plasma donde
el vanadil y vanadato son trasportados por albumina y transferrina respectivamente
(Barceloux 1999; Mukherjee et al. 2004).

Seguido al transporte por el plasma, el vanadio se distribuye a los diferentes tejidos y
érganos en aproximadamente 1-1 % horas (Barceloux 1999), por lo que la concentracién del
metal en la sangre disminuye rapidamente (Mukherjee et al. 2004). Las concentraciones
mas altas aparecen inicialmente en rifién, higado, bazo, pulmones, corazén, musculo, tejido
adiposo y hueso, siendo este ultimo el principal sitio de almacenamiento para el vanadio
absorbido, donde este metal desplaza al fésforo y cailcio. El vanadio también se ha
encontrado en menor concentracién en cerebro, ovarios y testiculo (Nechay 1984; ATSDR
1992; Zaporowska y Scibior 1998; Barceloux 1999; IPCS 2001). Se ha reportado que el
vanadio atraviesa la barrera placentaria y hematotesticular (Parker et al. 1980; ATSDR

1992).

El vanadio que se acumula en el medio extracelular (VO3), en los tejidos o en el
plasma, entra a las células mediante canales iénicos inespecificos o por difusién pasiva,
cuando las particulas de vanadio son pequefias e hidrofébicas (Nechay 1984; Zaporowska y
Scibior 1998).

La mayor parte del vanadio absorbido (40-60%), es eliminado mediante la orina, la cual
constituye la principal via de eliminacién del metal. El vanadio restante se elimina via bilis y
heces, las cuales son una ruta secundaria de excrecion ya que mediante ellas se eliminan
rangos menores al 10% (Mukherjee et al. 2004). La excrecion de este metal, es rapida, la
eliminacién sigue un comportamiento bifasico, con una primera fase de eliminacion rapida
(10-20 horas) y una fase lenta (40-50 dias), la cual probablemente refleje la eliminacion

gradual del vanadio en los érganos (Barceloux 1999; IPCS 2001).



2.2.4 EFECTOS DEL VANADIO EN LA SALUD

Los efectos en la salud humana producidos por la exposicién a vanadio, se han
observado principalmente en personal ocupacionalmente expuesto. Debido a que la
principal via de entrada de este metal en el ambiente laboral es la inhalada, los efectos en
las vias respiratorias han sido ampliamente documentados. A este respecto, se ha reportado
que la exposicién crénica a éxidos de vanadio (principalmente triéxido o pentoxido) produce,
irritacion del epitelio nasal y tracto respiratorio, hemorragia nasal y pulmonar, ademas
produce rinitis, bronquitis, broncoespasmo, disnea, dolor de garganta y pecho, asma
bronquial y neumonia (Baghavan 1983; Mohammad et al. 1992; ATSDR 1995; IPCS 2001;
Baran 2003).

Otros efectos del vanadio se observan a nivel del tracto gastrointestinal. La intoxicacion
mediante la ingesta de vanadio produce dolor. Es caracteristico que la ingestién de vanadio
produzca una coloracién negra verdosa en la lengua (Bhagavan 1983; Mohammad et al.
1992).

Por otro lado, la intoxicaciéon crénica por vanadio produce alteraciones en el sistema
cardiovascular, como arritmia sinusal, bradicardia y espasmo coronario (IPCS 2000).
Ademas se ha reportado que este metal produce dafios a nivel de sistema nervioso

manifestados por temblores y depresién del sistema nervioso central (Done 1979).

2.2.5. EFECTOS DEL VANADIO A NIVEL CELULAR

Debido a su gran similitud quimica con el fosfato, el vanadio puede interferir con
diversos sistemas enzimaticos como la Na*-K*-ATPasa, la H-K-ATPasa y Ca’-Mg"-ATPasas,
las cuales son inhibidas en presencia de este metal (Baghavan et al. 1983; Nechay 1984). El
vanadio también inhibe enzimas involucradas en la formacioén e hidrélisis de ATP, como la
adenilato cinasa y la ATP fosfohidrolasa (Nechay 1984). Ademas puede interferir en
procesos metabdlicos como la glucdlisis, al inhibir a las enzimas gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato. Otras enzimas que son inhibidas por el vanadio son las
ribonucleasas y ADN polimerasas de manera que el metal produce dafios a nivel de
sintesis de ADN (Barceloux 1999; Nechay 1984). Asimismo, el vanadio inhibe las proteinas
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tirosina fosfatasas (PTP) como la cdc25, la cual es necesaria para la progresion del ciclo
celular (Morinville 1998).

Por otra parte, se ha reportado que el vanadio altera el balance entre oxidantes y
antioxidantes en las células provocando estrés oxidativo. Algunas formas del vanadio como
el vanadil y vanadato funcionan como radicales libres y participan en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las principales vias por las cuales se generan ROS
son: el transporte de electrones que-se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial y
el complejo NADPH oxidasa. Los electrones transferidos por estas vias al oxigeno molecular
(O,) inducen la produccion del radical superédxido (O;), el cual a su vez genera perdxido de
hidrégeno (H,O,) mediante la dismutacién llevada a cabo por la superéxido dismutasa
(SOD). Esta especie finalmente genera el radical hidroxil (OH) via la reacciéon de Fenton
(V(IV) + H,0,—> V(V) + OH +OH) (Martinez-Cayuela 1998; Nechay 1984; Zhang et al.
2001). El radical superoxido y el peroxido de hidrogeno son poco téxicos, sin embargo
generan el radical OH, el cual es una de las especies mas toxicas ya que reacciona

rapidamente con cualquier molécula (Martinez-Cayuela 1998).

Los radicales libres y ROS provocan la peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas,
carbohidratos y alteraciones sobre el ADN (Nechay 1984; Zhang et al. 2001). El estrés
oxidativo causado por el vanadio produce un efecto mayor debido a que este metal ademas
disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GSH) y la

catalasa en varios érganos, principalmente en higado y rifién (Russanov et al. 1994).

Por otro lado, el efecto carcinogénico o antineoplasico del vanadio ha sido debatido
ampliamente. En este contexto, Thompson y cols. (1984) proponen que el VOSO, via oral,
reduce la incidencia de cancer en ratas hembras tratadas con el cancerigeno 1-metil-1-
nitrosourea. Sin embargo, otros autores sugieren que el vanadio es un agente
carcinogénico, por ejemplo, Chatterjee y Bishavee (1998) reportan un incremento en la
incidencia de hepatocarcinomas al administrar vanadato de amonio via oral. Estudios
recientes realizados con pentéxido de vanadio via inhalada muestran la formacion de

carcinomas y adenomas tipo A y B en pulmones de ratones expuestos (Ress et al. 2003).

El efecto carcinogénico del vanadio se ha atribuido a las alteraciones que produce

sobre el ADN vy proteinas del citoesqueleto, principalmente las involucradas en la formacion
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del huso mitético (Roldan y Altamirano 1990; Migliore 1993; Leonard y Gerber 1994; Zhong
et al. 1994; Thompson y Perry 1998). En este contexto, se ha reportado que algunas sales
de vanadio como el metavanadato, ortovanadato y vanadil (Cande y Wolniak 1978), asi
como el pentoxido de vanadio (Sun 1987; Migliore 1993; Zhong et al. 1994) producen un
incremento en la incidencia de microntcleos e inhiben el movimiento de los cromosomas
durante la anafase en las lineas celulares PtK1, V79 y de médula 6sea. Otras sales como el
metavanadato de amonio producen también aberraciones cromosémicas numéricas y
estructurales (Owusu-Yaw et al. 1990). Asi mismo, Roldan y Altamirano (1990), reportaron
que el pentéxido de vanadio en linfocitos humanos, incrementa la frecuencia de células
poliploides, las asociaciones satelitales y disminuye el indice mitético, estos resultados son
apoyados por Zhong y cols. (1994) quienes reportan que el mismo compuesto produce
arresto mitético. Tales alteraciones han sido atribuidas a danos en el huso mitético (Owusu-
Yaw et al. 1990; Roldan y Altamirano 1990; Zhong et al. 1994). Asimismo Thompson y Perry
(1988) y Zhong y cols. (1994) han sugerido que el efecto aneuploidogénico y carcinogénico
del vanadio se debe a dafios sobre esta estructura. Ademas Navara y cols. (2001)
observaron en lineas celulares (BT-20 y U373) que el vanadocenodicloro y vanadoceno
acetilacetonato, producen un incremento en el numero de arrestos de la fase G2/M, lo cual
se atribuye a dafos sobre el huso mitético, en este mismo estudio reportan husos
monopolares, por lo cual sugieren que el vanadio produce dafo sobre el centrosoma al

interferir con la separacion de esta estructura antes de iniciar la division celular.

Por otra parte, los microtubulos son estructuras sensibles a este elemento, por ejemplo,
el tratamiento con V,0s y vanadato altera la polimerizacién de la o y B-tubulinas, el
mecanismo por el cual se produce este dafo se desconoce, sin embargo, se ha propuesto
que puede provocar un cambio conformacional sobre las tubulinas y alterar su estructura al
interactuar con los sitios sulfhidrilos o competir con el fosfato por lo sitios de union de estas
proteinas afectando asi la cinética de polimerizacion y la formacién de los microtiubulos

(Kirazov y Weiss 1986; Ramirez et al. 1997).

Por otro lado, algunos compuestos del vanadio como el vanadato, son capaces de
inhibir la actividad de proteinas motoras como la dineina y miosina a concentraciones de 1-
10uM (Kirazov y Weiss 1986). Por ejemplo, se ha reportado en diversos estudios realizados
en cultivos de células epiteliales, de traquea, en organismos ciliados y células flageladas,
que el vanadato y el metavanadato alteran la funcién y cinética de la dineina ATPasa, asi
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como su unién con las proteinas de los microttibulos, lo cual resulta en la inhibicién del
movimiento de cilios y flagelos. (Cande y Wolniak 1978; Gibbons et al. 1978; Sale y Gibbons
1979; Okuno 1980; Anderson y Purich 1982; Shimizu y Johnson 1983; Nechay 1984;
Gibbons et al. 1987). Se ha sugerido que debido a la similitud quimica del vanadio con el
fosfato, el metal puede formar un complejo enzima-ADP-Vanadato, que induce la disociacién
de la unién dineina-microtibulos (Shimizu y Johnson 1983), asi mismo se ha sugerido que el
vanadio interactiia con las cadenas alfa y beta de la enzima, alterando su estructura y
funcion (Gibbons et al. 1987). Las alteraciones producidas por el vanadio sobre las proteinas
del citoesqueleto se han sugerido como probables causas de la reprotoxicidad de este

metal, por lo que resulta de gran importancia estudiar sus efectos a nivel reproductivo.

2.2.6. REPROTOXICIDAD

Los efectos del vanadio sobre el testiculo son diversos y dependen de la concentracién,
del tipo de compuesto, del tiempo y la via de exposicién (Domingo 1996). Por ejemplo, el
tratamiento con sulfato de vanadio administrado por la via intraperitoneal produce
decremento en el peso testicular y necrosis en células germinales, mientras que por la via
subcutanea produce pérdida de peso testicular pero no muerte celular por necrosis (Kamboj
y Kar 1964). En cuanto a la via de exposicién, se ha reportado que el vanadio es mas téxico
para el testiculo cuando se administra via intraperiotoneal o intratesticular que cuando se
administra via oral, mediante ésta ultima via se requieren dosis mas altas a las que una
persona esta expuesta mediante la dieta para producir efectos reprotéxicos (Domingo 1996).
En cuanto a los efectos de este metal via inhalada, no existen datos al respecto.

El efecto reprotéxico del vanadio se ha reportado en modelos animales, en los cuales
se ha observado que compuestos como el metavanadato de sodio y amonio, asi como el
pentéxido y tetradxido de vanadio administrados via oral e intraperitoneal respectivamente,
producen decremento en el peso testicular y alteraciones en la espermatogénesis tales
como decremento en el conteo espermatico. Ademas estos compuestos, disminuyen la
fertilidad y fecundidad, ya que provocan decremento en el numero de implantaciones e
incremento en la frecuencia de reabsorciones y de fetos con bajo peso en hembras
prefiadas por machos expuestos al metal (Llobet et al. 1993; Altamirano-Lozano ef al. 1996;
Aragon y Altamirano-Lozano 2001; Morgan y El-Tawil 2003). El tratamiento con pentéxido de
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vanadio, produce asimismo, alteraciones morfolégicas en la cabeza de los espermatozoides

y decremento en la movilidad de los mismos (Altamirano-Lozano et al. 1996).

Otros compuestos organicos del vanadio como los vanadocenos, administrados via
intratesticular, producen atrofia y alteraciones a nivel del epitelio seminifero, como la pérdida
de espermatides maduras, vacuolizacién, multinucleos y apoptosis en células germinales, lo
cual se atribuye a alteraciones en los puentes citoplasmicos que existen entre estas células
y a dafios en las células de Sertoli. Se ha sugerido ademas, que estas alteraciones son el
resultado de dafio sobre el citoesqueleto, y los procesos que de él dependen (D'Cruz y
Uckun 2000).

Por otro lado, el vanadio produce especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian la
membranas celulares mediante peroxidacion lipidica. Particularmente, los espermatozoides
son susceptibles al dafio oxidativo debido a que presentan gran cantidad de &cidos grasos y
una reducida cantidad de enzimas antioxidantes citoplasmicas (Alvarez et al. 1987; Sheriff
1991; D'Cruz et al. 1998). El dafno oxidativo sobre la membrana de los espermatozoides es
un mecanismo patofisiolégico que conduce al desarrollo de infertilidad masculina (Aitken y
Fisher 1994).

2.3 TESTICULO.

El testiculo es un érgano par responsable de la produccién de espermatozoides y
androgenos. Cada testiculo estd formado por un epitelio seminifero compuesto por dos
poblaciones basicas de células: las germinales y las de Sertoli. Asi mismo, los tubulos
seminiferos se encuentran rodeados por tejido intersticial laxo y altamente vascularizado e
inervado, el cual se deriva de la tunica vascular. En este sitio se encuentran vasos
sanguineos y linfaticos, elementos del tejido conectivo y grupos de células endocrinas o de

Leydig (Ross et al. 1998; Holstein et al. 2003).
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2.3.1 CELULAS GERMINALES

Se encuentran dentro de los tubulos seminiferos en diferentes estados de maduracion,
durante la espermatogénesis se dividen y diferencian a espermatozoides. Este proceso se
divide en tres fases, la fase de espermatogonias, en la cual las células precursoras
(espermatogonias tipo A oscuras), se dividen para formar una célula precursora de
reemplazo y para formar una poblacion de espermatogonias (espermatogonias tipo A claras)
que sufren numerosas divisiones mitéticas para incrementar su poblaciéon. El proceso de
division de estas células es sumamente ordenado, cada célula hija permanece conectada a
través de un puente citoplasmatico que se mantiene hasta los Ultimos estadios de
maduracién de las espermatides, estas conexiones son esenciales para el desarrollo
sincronico de cada clon de espermatogonias A claras. Después de varias divisiones estas
células se diferencian a tipo B las cuales representan el ultimo paso de la fase de
espermatogonias. Posteriormente, las espermatogonias tipo B sufren una divisién mitética
que origina la produccion de espermatocitos primarios (2n), a continuaciéon se produce la
reduccion de juegos cromosomicos mediante la primera division meiética por la cual se
forman los espermatocitos secundarios, los cuales experimentan la segunda division
meibtica para convertirse en espermatides haploides (n). Durante la fase de espermatides,
éstas se diferencian a espermatozoides, mediante la eliminacion de gran parte de su
citoplasma, el reordenamiento de sus organelos y la formacién del flagelo (Ross 1998;
Zhang 1999; Holstein et al. 2003).

En estas células en particular, el centrosoma y los componentes del citoesqueleto
principalmente los microtubulos, son importantes, debido a que forman los polos y el huso
meidtico y mitético (Duensing y Minger 2001; Meraldi y Nigg 2002; Alsop y Zhang 2003;
Shcoley et al. 2003). Ademas, los microtibulos permiten los cambios de forma durante la
diferenciacién y junto con elementos del centrosoma como los centriolos y la gamma
tubulina, forman el flagelo de los espermatozoides (Lewis y Cowan 1988; Rieder et al. 2001;
McKean et al. 2003). Asimismo Ia; gamma tubulina permanece en el espermatozoide en
algunas especies no roedoras como la humana y la bovina y podria contribuir con la
formacion del centrosoma durante la fecundacion (Félix et al. 1994; Simerly et al. 1999;

Manandhar et al. 2005).
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2.3.2 CELULAS DE SERTOLI

Son células somaticas del testiculo que se extienden desde la membrana basal hasta
la luz de los tabulos seminiferos. Rodean y sostienen a las células germinales y mantienen
un ambiente adecuado para su desarrollo. Las uniones ocluyentes entre células de Sertoli
adyacentes, forman la barrera hematotesticular, la cual divide el espacio basal del
adluminal, protegiendo de esta manera a las células germinales haploides de la respuesta
del sistema inmune y evitando el paso de xenobiéticos al interior de los tabulos (Steinberger
y Klinefelter 1993).

Estas células ademas, mantienen la organizacion estructural dentro de los tubulos
seminiferos, son el soporte fisico, paracrino y nutricional de las células germinales (Vogl
1988; Ross 1998; Zhang 1999).

El movimiento de organelos y moléculas al interior de las células de Sertoli, la
secrecion polarizada de metabolitos, proteinas, factores paracrinos y moléculas de adhesién
asociadas a las células germinales, asi como el soporte estructural, el movimiento de las
células espermatdgenas dentro del epitelio seminifero y el desarrollo y formacion simétrica
de las espermatides y los nucleos de los espermatozoides son funciones dependientes de
microtubulos (Fleming et al. 2003a), por lo que la integridad de esta red de filamentos es
necesaria para que se lleve a cabo la espermatogénesis normal (Russell et al. 1981; Vogl et
al. 1983; Lewis y Cowan 1988; Allard et. al 1993).

2.3.3 CELULAS DE LEYDIG

Las células de Leydig se localizan agrupadas en el tejido intersticial fuera de los tubulos
seminiferos. Al igual que las células de Sertoli, se unen entre si por uniones GAP las cuales
estan involucradas en el control del crecimiento celular, diferenciacion y cooperacién
metabdlica ya que permiten el intercambio de moléculas de bajo peso molecular, segundos
mensajeros como AMPc, y iones Ca+ que pasan a través de canales permeables que crean
estas uniones (Saez 1994). Las células de Leydig se dividen o diferencian en respuesta al
estimulo de la hormona luteinizante (LH). En animales sexualmente maduros, existe un

equilibrio en su numero por lo que estas células no se ven en division. Sin embargo, el
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recambio normal o provocado por un dafio induce la formacion de nuevas células de Leydig
a partir de la diferenciacion de células precursoras como las mesenquimales y peritubulares.
En estudios realizados en ratas se ha observado que la renovacion de células de Leydig en
adultos es mas frecuentemente dependiente de la diferenciacién de células precursoras que
de la division de células de Leydig preexistentes (Christensen 1975; Christensen y Peacock
1980; Chemes et al. 1985; Saez 1994).

Las células de Leydig son el principal sitio de produccién de testosterona, hormona que
regula el comportamiento en el hombre, promueve la aparicion de las caracteristicas
sexuales secundarias y por retroalimentacion negativa inhibe la secrecion de
gonadotropinas hipofisiarias, ademas estimula la espermatogénesis y la diferenciaciéon de
los espermatocitos a espermatides (Saenz 1994; Holdcraft y Braun 2004). La liberacion de
LH por la hipdfisis, estimula la produccién de testosterona, la cual se sintetiza a partir del
colesterol almacenado en el citoplasma de las células de Leydig, éste se transporta al
interior de las mitocondrias, donde sirve de sustrato a enzimas como la P450, la adrenoxina
y la adrenoxina reductasa que transfieren electrones para reducir el colesterol a
pregnenolona, 17-hidroxipregnenolona, dehidroepiandrosterona y para formar finalmente
testosterona (Saez 1994; Hall 1995). El grado de sintesis de testosterona esta regulado por
el transporte de colesterol a la mitocondria, el cual esta controlado por elementos del
citoesqueleto principalmente, microfilamentos y filamentos intermedios (Rainey et al. 1985;
Saez 1994), bajo un estimulo dado por la Ca*/calmodulina, ATP y AMPc, (Hall 1995; Bilinska
et al. 1997). Sin embargo ha sugerido que los microtubulos pueden desempefar un papel
importante en la esteroidogénesis, ya que se ha reportado que estas estructuras se
encuentran asociados al colesterol y que su disociacion estimula el transporte de colesterol

a la mitocondria (Rainey et al. 1985).

Muchas de las funciones de las células testiculares tanto somaticas como germinales
dependen de los microttbulos, los cuales se forman a partir del centrosoma, por lo cual la
integridad de ésta estructura es necesaria para que se lleve a cabo una espermatogénesis
normal (Russell et al. 1981; Vogl et al. 1983; Lewis y waan 1988; Allard et al. 1993;
Fleming et al. 2003a).

17



2.4. CENTROSOMA

El centrosoma es un organelo citoplasmico sin membrana, formado por un par de
centriolos y la matriz pericentriolar (PCM) (Duensing y Minger 2001; Meraldi y Nigg 2002;
Blagden y Glover 2003). En células animales, los microtubulos crecen a partir de un centro
organizador de microtibulos (MTOC) que se encuentra inmerso en la matriz pericentriolar,
de manera que el centrosoma mediante el MTOC, determina el origen de crecimiento de los
microtibulos en interfase y durante la division celular y participa en las funciones que estos
desempenan (Schnackenberg et al. 1998; Meraldi y Nigg 2002; Nédélec et al. 2003).

La duplicacién y segregacion de este organelo es un proceso altamente controlado y
sincronizado con la duplicacién del genoma y el ciclo celular. En interfase, el centrosoma se
localiza en la proximidad del nucleo, muy cerca de la superficie externa de la envoltura
nuclear, donde regula las funciones de los microtubulos durante esta fase. Al inicio de la
fase S la cinasa cdc-2 asegura que la duplicaciéon del centrosoma y la sintesis del ADN se
efectien de forma sincrénica, ademas en esta fase se forma uno de los centriolos, dado
que el restante ya se ha sintetizado en la fase G1. Posteriormente durante la fase de
maduracion, las proteinas que forman la matriz pericentriolar se sintetizan y agrupan en ella,
principalmente las que componen el complejo anular de gamma-tubulina (y-TuRC),
asimismo la gamma tubulina incrementa su concentracion hasta 5 veces y aumenta la
formacién de microtubulos. La separacion de los centrosomas duplicados requiere la
participacién de los microtubulos y proteinas motoras. Los centrosomas duplicados migran a
cada extremo de la célula en division y forman los dos polos del huso asi como los
microttbulos del aparato mitético, ademas dirigen la segregacion de los cromosomas y los
movimientos que se realizan durante la division celular. Posteriormente a la citocinesis, cada
célula hija permanece con un centrosoma para iniciar un nuevo ciclo de division celular
(Duensing y Munger 2001; Meraldi y Nigg 2002).

Ademas de formar los microttbulos, se ha reportado que el centrosoma participa en la
citocinesis. A este respecto, Piel y cols. (2001) observaron que un 50% de células BSC-1
acentrosomales presentaron defectos en la citocinesis, ya que se observaron células
conectadas por puentes citoplasmicos que posteriormente se fusionaron formando células
binucleadas. Estos resultados se corroboran con los encontrados por Khodjakov y Rieder
(2001) quienes en células PtKG-23 acentrosomales observaron células binucleadas, lo cual
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ha sido atribuido a la pérdida de microttbulos astrales que resulta de la falta de centrosoma
el cual organiza y mantiene el arreglo de estos filamentos y asegura la citocinesis normal.

Por otro lado, se ha observado que este organelo es necesario para la progresion del
ciclo celular, ya que células CVG acentrosomales se arrestan durante la interfase, antes de
iniciar la fase S (Khodjakov y Rieder 2001). Estos resultados son apoyados por lo reportado
por Maniotis y Schliwa (1991) y Hinchcliffe y cols. (2001) quienes observaron, que las
células BSC-1 sin centrosoma no entran en mitosis, sin embargo, cuando se elimina el
centrosoma antes de terminar la fase S, entran y completan la mitosis, no obstante las
células postmitéticas se arrestan antes de la fase S. Por lo anterior se ha sugerido que el
centrosoma es necesario para la progresion en el ciclo celular de la fase G, a S (Khodjakov
y Rieder 2001), pero no es necesario para la transicion G,/M (Hinchcliffe et al. 2001).

Asimismo, el centrosoma participa en el mecanismo de respuesta de dafio al ADN, lo
cual resulta en la inactivacion del organelo y consecuentemente en el bloqueo de la
segregacion cromosémica y la citocinesis. Ademas puede integrar una red de sefales que
monitorean la division celular, ya que en el se localizan proteinas sensoras de dafio al ADN,
supresoras de tumores y otros componentes que regulan el ciclo celular y la apoptosis

(Duensing y Minger 2001).

Aunque el centrosoma es necesario para la formacidon de un huso bipolar, se ha
descrito una via independiente de este organelo, sin embargo parece ser un mecanismo
menos regulado que puede resultar en alteraciones en la citocinesis (Duensing y Minger
2001). Para que la célula pueda entrar en mitosis, se requiere un centrosoma intacto
(Hinchcliffe et al. 2001). Cualquier alteracion numérica estructural o funcional del
centrosoma puede interferir con la formaciéon de un huso bipolar, y producir dafios en la
segregacion cromosémica y aneuploidias asociadas con el desarrollo de procesos
neoplasicos (Duensing y Minger 2001; Mayer et al. 2003; Meraldi y Nigg 2002). A este
respecto se ha observado que el dafo en los componentes de la matriz pericentriolar es

suficiente para causar dichas alteraciones (Duensing y Minger 2001).
Uno de los principales componentes del centrosoma es la gamma tubulina, la cual ha

tomado importancia en los ultimos afios, ya que es un elemento clave para el

funcionamiento de éste organelo.
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2.5 GAMMA TUBULINA

La gamma tubulina, es una proteina constitutiva que pertenece a la familia de las
tubulinas y comparte aproximadamente entre el 30% y el 35% de identidad con la alfa y beta
tubulinas, lo cual sugiere que estas proteinas derivan de un ancestro coman (Wise ef al.
2000). Fue descubierta por Oakley en 1989, en Aspergillus nidulans. Actualmente, se
considera una proteina universal y altamente conservada, ya que se ha detectado en una
gran variedad de organismos, desde levaduras hasta el hombre (Oakley 1992; Joshi et al.
1992; Moritz et al. 1995a; Dutcher 2001; Vinh et al. 2002). Asi mismo, se descubrié una
probable forma ancestral de esta proteina en bacterias, la cual se denominé FtsZ (Penisi
1998).

Se han identificado dos genes funcionales de la gamma tubulina, TUBG1y TUBG2 en
células humanas (HelLA). Las proteinas codificadas por estos genes comparten el 97.3-% de
identidad y difieren en su secuencia por 12 aminoacidos. La presencia de dos genes que
codifican para la misma proteina sugiere la importancia de la misma para la viabilidad celular
y por otro lado, constituye una ventaja para las alteraciones producidas por mutaciones
(Oakley y Akkari 1999; Wise et al. 2000).

2.5.1 LOCALIZACION

La gamma tubulina se encuentra principalmente en los centros organizadores de
microtubulos (MTOC) en los diferentes grupos de organismos. En las células animales, se
localiza en el centrosoma, aunque se ha reportado en células somaticas de vertebrados, que
solo el 20% de la proteina se localiza en este organelo y que el 80% restante se encuentra
en complejos solubles en el citoplasma celular (Oakley y Akkari 1999; Schiebel 2000;
Sulimenko et al. 2002).

Dentro del centrosoma, en la matriz pericentriolar, la gamma tubulina forma complejos
anulares denominados y-TuRC. En mamiferos, la principal subunidad de este complejo se
denomina complejo pequefio de gamma tubulina (y-TuSC) y es un tetramero que comprende
dos unidades de gamma tubulina y las proteinas GCP2 y GCP3. La estructura del anillo y-

TuRC observada por microscopia electronica comprende 6 o 7 tetrameros. Las proteinas
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GCP2 y GCP3 estabilizan el complejo al centrosoma al asociarse con la pericentrina A y una
isoforma de la pericentrina B mediante su extremo amino (Fig. 2) (Schiebel 2000; Sulimenko
et al. 2002; Blagden y Glover 2003).

La localizacién de la gamma tubulina en células animales es altamente regulada a
través del ciclo celular. Durante la interfase, se encuentra en la matriz pericentriolar del
centrosoma. Al iniciar la mitosis y durante ella, se localiza en los polos del huso, donde
dirige la morfogénesis de los microtibulos del aparato mitético. Ademas ha sido identificada
en la superficie de los microtubulos que forman el huso mitético, predominando en los
microtibulos cinetocoricos (Lajoie-Mazenc et al. 1994; Oakley y Akkari 1999). La gamma
tubulina aparece en el huso mitético desde la profase y disminuye su concentracién hacia la
telofase. En la metafase aproximadamente el 75-85% la proteina se concentra en el huso y
solo el 15-25% se localiza en los polos del huso mitético (Lajoie-Mazenc et al. 1994).

2.5.2 FUNCIONES

La gamma tubulina participa en la maduracién y activaciéon del centrosoma al inicio de
la mitosis, ya que estos procesos corresponden al reclutamiento de la proteina en el
centrosoma (Khodjakov y Rieder 2001). Ademas se ha observado tanto en modelos in vivo
como in vitro, que es necesaria para la formacion, estabilizaciéon y polarizacion de los
microtubulos (Joshi et al. 1992; Klotz et al. 2003). Esta proteina forma los dos polos del
huso, los microtibulos que forman el aparato mitético y los que dirigiran el movimiento de
organelos y proteinas al interior de la célula (Oakley 1992; Lajoie-Mazenc et al. 1994).

Ademas se ha observado que la gamma tubulina participa en la citocinesis ya que se
asocia transitoriamente con el cuerpo medio durante la telofase, de manera que colabora
ademas en la regulacion de la transicion M/G1 (Shu et al. 1995). Asimismo, se ha propuesto
que la esta proteina puede estar involucrada en el punto de control del huso mitético
evitando la segregacion de los cromosomas y la citocinesis cuando hay dafios a nivel de
esta estructura (Hendrickson et al. 2001). Por otro lado, estabiliza a los centriolos y sirve
como molde durante su replicacion (Fuller et al. 1995). Asimismo esta involucrada en el
ensamblaje de los cuerpos basales y axonemas de los flagelos (Joshi et al 1992; Oakley
1992; Moritz et al. 1995a; Klotz et al. 2003; McKean et al. 2003). La gamma tubulina,
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En contraste, el modelo del molde o templado propuesto por Zheng y cols. (1995),
determina que 13 unidades de gamma tubulina se unen lateralmente para formar el y-TuRC,
el cual funciona como un molde, a partir del cual, se estabilizan, forman y crecen
longitudinalmente los 13 protofilamentos que constituyen cada microtibulo como se observa
en la figura 2. Este modelo a diferencia del modelo del protofilamento, ha sido ampliamente
documentado (Meads y Schroer 1995; Moritz et al. 1995a; Moritz et al. 1995b; Zheng et al.,
1995; Wiese y Zheng 1999; Moritz et al. 2000). A este respecto, Zheng y cols. (1995),
localizaron por primera vez mediante microscopia electrénica en extractos de ovocitos de
Xenopus el complejo y-TuRC, estructura que forma in vitro los microtibulos desde su
extremo negativo. Esto fue corroborado por pruebas de inmunoelectromicroscopia
realizadas en centrosomas aislados de embriones de Drosophila, mediante lo cual se mostro
que la gamma tubulina se localiza en anillos dentro de la matriz pericentriolar (PCM);
ademas, se observé que el diametro y forma del y-TuRC es similar a la de los microtibulos,
asimismo se detectd la presencia de gamma tubulina en el extremo negativo de estos
filamentos (Moritz et al. 1995b; Moritz et al. 2000). Se ha sugerido que la gamma tubulina
puede interactuar longitudinalmente tanto con la alfa como con la beta tubulina, sin embargo
diversos estudios genéticos muestran que la gamma tubulina interacttia con la beta tubulina
de los microtubulos (Oakley et al. 1990; Oakley 1992; Fuller et al. 1995).

P-tubulina

o-tubulina

y-tubulina Pericentrinas

Figura 2, Modelo del molde (Templado). Los microttbulos se originan y estabilizan a partir del y-TuRC formado
por y-TuSC, donde las unidades de y-tubulina se asocian longitudinalmente con el dimero de o y B-tubulina y
determinan el arreglo de 13 protofilamentos que forman un microtibulo (Moritz et al. 2000).
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Como se menciond anteriormente, la gamma tubulina es un miembro importante del
centrosoma, de manera que el dafo a nivel de esta proteina puede resultar en alteraciones
sobre éste organelo, asi como en la estructura y funcion del sistema de microttbulos y en la
division celular. A este respecto se ha observado que la supresién del gen que la codifica en
Schizosaccharomyces y Aspergillus, produce la reducciéon en el nimero y tamafio de los
microtubulos, la ausencia del huso y arresto mitético (Joshi et al. 1992). Lo cual se corrobora
con lo reportado por Oakley (1990) y Lajoie-Manzec y cols. (1994) quienes al alterar la
proteina con anticuerpos especificos observaron la interrupcion del crecimiento de los
microtubulos durante la interfase y la formacion de un huso no funcional durante la mitosis.
Por otro lado, Oakley (1992) observé que la alteracion del gen de la gamma tubulina en
Aspergillus, inhibe la division nuclear, pero no la division celular resultando nucleos
poliploides. En contraste Shu y cols. (1995) reportaron que la supresion de esta proteina
produce la ausencia del cuerpo medio y células binucleadas al alterar la citocinesis.
Asimismo la supresion de esta proteina produce defectos en la formacién de cilios y flagelos
ya que se altera el arreglo de microtubulos 9+2 de los axonemas, lo cual produce discinesia

en células ciliadas y flageladas (McKean et al. 2003).
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3. JUSTIFICACION

El vanadio es un elemento que ha tomado importancia como contaminante ambiental
en las ultimas décadas principalmente en las grandes ciudades. A este respecto, Fortoul y
cols. (2002) reportaron un incremento del 23% de vanadio en tejido pulmonar de residentes
de la Ciudad de México al hacer la comparacioén entre la década de los 60’s y los 90’s. Se ha
reportado en animales de laboratorio que la exposiciébn a vanadio, produce efectos
reprotoxicos los cuales se asocian con alteraciones en el citoesqueleto. Ademas, la
exposicién a este elemento en modelos in vitro produce dafios a nivel del huso mitético y
consecuencias en la segregacion cromosémica. Sin embargo, se desconoce su efecto sobre
la gamma tubulina, una proteina clave para el funcionamiento adecuado del centrosoma y el
citoesqueleto. Debido a lo anterior y a que alteraciones estructurales, funcionales o
numeéricas del centrosoma se asocian con el desarrollo de procesos neoplasicos, es
importante estudiar los efectos del V,0s, sobre la gamma tubulina mediante un modelo
experimental in vivo de exposicion por inhalacién, la cual es la via de exposicion mas

importante para la poblacién general y sobre la que no existen datos.

4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL
Analizar los posibles efectos del V,0s [0.02M], sobre la gamma tubulina de las células
del epitelio seminifero y las células de Leydig en un modelo murino de exposicidon por

inhalacion.

4.2 PARTICULAR
Determinar las modificaciones sobre la presencia de gamma tubulina en las células
germinales, de Sértoli y de Leydig, en un modelo crénico de inhalacién, mediante la técnica

de inmunohistoquimica.

5. HIPOTESIS

Si el V,0s administrado por la via inhalada produce alteraciones sobre la gamma
tubulina de las células testiculares, entonces se observaran variaciones con respecto al

control en el porcentaje de células inmunorreactivas a esta proteina.
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6. METODOLOGIA

Para este estudio, se utilizaron ratones macho CD1 de 35 gramos de peso, los cuales
se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad 12:12 y alimentacién ad libitum. Se establecieron
dos grupos de 36 ratones cada uno, un grupo control, el cual fue expuesto a vehiculo (agua
desionizada) y un grupo de ratones expuestos a pentdxido de vanadio (V,0s) 0.02 M, para
ello los ratones fueron colocados en una caja de acrilico cerrada y conectada a un
ultranebulizador. El tiempo de exposicion para ambos grupos fue de 1 hora dos veces por
semana, durante 3 meses (Fortoul et al.1999; Avila-Costa et al. 2004). Posteriormente a la
primera inhalacién, un grupo de 3 ratones expuestos y 3 controles se sacrificaron, para
observar alteraciones por exposicién aguda. Después se sacrificaron cada semana, bajo
anestesia con pentobarbital sédico, dosis letal. Los ratones se perfundieron via intracardiaca
con solucién salina y posteriormente con fijador de glutaraldehido y paraformaldehido al 2%
en buffer de carcodilatos (pH 7.4). A continuacion se tomé uno de los testiculos se pesé y se
colocd en formol al 10% durante 2 horas (Fig. 3). La concentracién de vanadio en el testiculo
se determiné mediante espectofotometria de absorcion atémica, para ello los érganos se

trataron como lo describe Fortoul y cols. (2002).

RATONES CONTROL RATONES EXPUESTOS A
VEHICULO: Agua V,0s 0.02M
desionizada 2 VECES POR SEMANA
n=36 n=36

FT T T T T T 1T T

f ¥ i
15 || 2s || 3s | as ||5s ||es ||| 7s |[8s || os || 108 || 115 || 128
SACRIFICIO
REGISTRO DEL PESO | : DETERMINACION DE
DEL TESTiCULO TOMA DE TEJIDO *} LA CONCENTRACION
' DE VANADIO

S= Semanas de exposicion |  |NMUNOHISTOQUIMICA
PARA GAMMA TUBULINA

Figura 3. Procedimiento para la obtencién del tejido en animales expuestos y controles (n=3 ratones por grupo).
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Por otro lado, se realizé la técnica de inmunohistoquimica para determinar el efecto del
V,0;5 sobre la gamma tubulina de células testiculares, para lo cual, los 6rganos se incluyeron
en parafina y se realizaron cortes de 3-5 micras, los cuales fueron colocados en laminillas
con Poly-L-lisina. Posteriormente, los tejidos se desparafinaron a 56 °C y se colocaron en
xilol por 5 minutos, después se hidrataron pasandolos por alcohol absoluto, alcohol al 96% y
agua destilada. A continuacién se realizé la técnica de inmunohistoquimica, como se
describe en la figura 4.

Recuperacién antigénica Se Inhibi6 la peroxidasa
por calor y presién (1201b) endogena con acido
en un buffer de citratos peryédico durante 1
(pH 6) por 3 minutos minuto

Se incubd 30 minutos a
37°C con anticuerpo
secundario biotinilado

Se Incubd 1 hora a 37°C
con anticuerpo primario
(policlonal antigamma-

tubulina) 1:100 en PBST

Se reveld con
diaminobencidina

Se incubo 30 minutos a
37°C con el complejo
HRP-Estreptavidina

- Se deshidrataron los
Los tejidos se tejidos (alcohol al 96%,

contratifieron con absoluto y xilol) y
hematoxilina de Harris montaron con entellan.

* * S * *
[ 2 [ o
v v L v

Lavados con PBS *y PBST ¢

Figura 4. Procedimiento para la inmunohistoquimica de gamma tubulina.

Los tejidos se observaron al microscopio a 400 aumentos. En cada caso se eligieron 5
campos al azar cada uno de 50,625 i en los cuales se cont6, mediante una camara ldcida,
el numero total de células germinales, de Sertoli y Leydig y de ellas el numero de células
inmunorreactivas a gamma tubulina para obtener un porcentaj'e de células positivas. El
promedio de células analizadas por campo fue de 2'83.44 + 4.69. Las células

inmunorreactivas o positivas a la proteina analizada presentan una marca citoplasmica
café.
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Por otra parte, para determinar si la concentraciéon de vanadio en el testiculo de los
animales expuestos difiere significativamente del control se realizé la prueba estadistica de
analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente la de Tukey, de la misma forma se
emplearon estas pruebas para determinar si existe diferencia significativa en el peso del

testiculo de los ratones expuestos con respecto al control.

Por otro lado, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de
las inhalaciones a V,0;5 sobre el porcentaje de células testiculares inmunorreactivas a
gamma tubulina. Debido a que estos datos no presentaron una distribucion normal ni
homocedasticidad, se transformaron como X= arcoseno v% (Zar 1999). Ademas, se realizd
un analisis de Tukey para determinar si el grupo control diferia significativamente de los
grupos tratados con V,0s en los diferentes tiempos de exposicién y posteriormente un
analisis de regresion para conocer la relacion entre el porcentaje de células

inmunorreactivas a gamma tubulina y la exposicién a V,0s durante el tratamiento.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso de los testiculos

El analisis estadistico mediante las pruebas ANOVA y Tukey (P< 0.05) no mostré
diferencia significativa entre el peso testicular de los animales expuestos con respecto al

grupo control como se muestra en la tabla 1.

Tiempo de Peso del testiculo
exposicion a V,0s g(x+e.e)
Control 0.148 + 0.007
24 hrs 0.115+ 0.009
1 semana 0.127 + 0.008
2 semanas 0.151 £ 0.005
3 semanas 0.143 £ 0.005
4 semanas 0.124 £ 0.015
5 semanas 0.163 + 0.008
6 semanas 0.141 £ 0.007
7 semanas 0.144 + 0.008
8 semanas 0.128 £ 0.005
9 semanas 0.157 + 0.007
10 semanas 0.146 + 0.008
12 semanas 0.146 £ 0.015

Tabla 1. Peso del testiculo de individuos expuestos a V,0s.

7.2 Concentracion de Vanadio en el testiculo

La concentracion de vanadio (ug/g de tejido seco) en el testiculo incrementé de manera
significativa con respecto al control desde la primera hasta la Gltima semana de exposicion

(P< 0.05) y permanecié constante durante el tratamiento como se observa en la figura 5.



2.0

1.5 4

1.0 -

0.5 1

Microgramos de V/g de tejido seco + ES

00 . fi
Ctrol 18 28 5S 6S 7S 8S 9s 10S 128
Tiempo de exposicion a V20s (semanas de inhalacion).

Figura 5. Concentracién de vanadio en el testiculo de ratones CD1, posterior a la inhalacién de V20s.
*= P<0.05 ANOVA (Tukey)

7.3 Inmunohistoquimica para gamma-tubulina de células testiculares

El efecto del V,0s sobre la gamma tubulina de las células testiculares se determiné
mediante inmunohistoquimica. Se realizé un conteo de células totales y de células positivas
a gamma tubulina, para obtener un porcentaje de células inmunorreactivas en los animales

controles y expuestos.

Los resultados mostraron un menor porcentaje de células germinales, de Sertoli y de
Leydig positivas a gamma tubulina en los animales expuestos comparados con el control,
conforme el tiempo de exposicion al elemento, como se observa en las figuras 6 a 8.

Ademas, el andlisis de los datos mostré que el grupo control en todos los tipos
celulares analizados present6 el mayor porcentaje de células positivas a gamma tubulina
(células germinales 88.36+1.85 (x + e.e); Sertoli 86.87+2.39 y Leydig 87.75+2.63) (Fig. 6 y
9), mientras que el menor porcentaje de células germinales, Sertoli y Leydig
inmunorreactivas se encontré al final del tratamiento (células germinales 1.29+0.55; Sertoli
1.61+0.67; Leydig 10.33+1.96) (Fig. 8 y 9).
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Por otro lado, el andlisis de varianza (ANOVA) mostré que el porcentaje de células
testiculares inmunorreactivas a gamma tubulina difiere significativamente entre los
tratamientos en todos los casos (células germinales Fi4156=204.39, P<0.001; Sertoli
F11,156=58.74, P< 0.001 y Leydig F115s=33.24, P< 0.001). Asimismo, el analisis de Tukey
mostré para todos los tipos celulares analizados que el control difiere significativamente de
todos los grupos expuestos a V,05 excepto a las 24 horas de exposici6n, en las células

germinales y de Sértoli (Fig. 9).

En lo que se refiere a las células germinales, éstas mostraron mayor decremento en
el numero de células positivas a gamma tubulina desde la primera semana de exposicion
hasta el final del tratamiento con respecto al control y a los otros tipos celulares analizados
(Fig. 6-9). Por otro lado, el porcentaje de células de Sertoli positivas disminuyé de igual
forma desde la primera semana de inhalacién, sin embargo, este tipo celular presenté
fluctuacion en el porcentaje de células con gamma tubulina en los grupos tratados (Fig. 6-9).
En contraste, en el caso de las células de Leydig se observé desde las 24 horas de
exposiciéon un decremento significativo en el porcentaje de células positivas (Fig. 6), el cual
permanecié constante hasta la quinta semana (Fig. 6 y 9), posteriormente el mayor
decremento se observo a partir de la sexta semana de exposicion (Fig. 7-9). Este tipo celular
presenté un mayor porcentaje de células positivas a gamma tubulina al final del tratamiento

con respecto a las células germinales y a las de Sertoli (Fig. 9).

Finalmente como se observa en la figura 10, mediante el analisis de regresion se
observo en todos los tipos celulares analizados un efecto dependiente del tiempo de
exposicién, y una relacion negativa y significativa entre el porcentaje de células positivas a
gamma tubulina y el tiempo de exposicién a V,0s. Ademas se observé que los tres tipos
celulares presentaron diferente sensibilidad, siendo mas susceptibles las células germinales,
seguidas por las de Sertoli y finalmente las de Leydig. De igual forma, este analisis mostré
el mayor indice de correlacién para las células germinales, seguido por las células de Sertoli

y finalmente las células de Leydig.

31



c) 1 semana de exposicion d) 2 semanas de exposicion

400 X

Figura 6. Células testiculares positivas a gamma tubulina después del tratamiento con V;0s. (a) Control. Se
observé el mayor numero de células germinales, Sertoli y Leydig positivas a gamma tubulina, lo cual se aprecia
como una marca citoplasmica café. (b) 24 horas de exposicién. No se observé decremento significativo en el
nimero de células germinales y Sertoli inmunorreactivas, en contraste se aprecié menor nimero de células de
Leydig positivas con respecto al control (a). Posteriormente a la primera (¢) y segunda semanas (d) de
tratamiento se observé un decremento con respecto al control en todos los tipos celulares siendo mas evidente
en las células germinales. Ademas el numero de células de Leydig positivas se mantuvo constante durante las
primeras semanas de tratamiento.

*= Germinales

4 = Sertoli
<= Leydig
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c) 6 semanas de exposicion d) 7 semanas de exposicion

400 X

Figura 7. Células testiculares con gamma tubulina después del tratamiento con V.Os. Se observa que en la
semana 4 (b), 6 (c) y 7 (d) de exposicién continlia el decremento de gamma tubulina en todos los tipos celulares
analizados. Ademas se aprecia que a partir de la semana 6 el decremento en las células de Leydig se hace mas
evidente (c).

*= Germinales

& = Sertoli
<= Leydig
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c) 10 semanas de exposicion d) 12 semanas de exposicion

400 X

Figura 8. Células testiculares con gamma tubulina después del tratamiento con V20s. Al comparar con el control
(a), se observé un decremento progresivo en el nimero de células positivas a la proteina, el cual se aprecia
claramente después de 9 (b), 10 (c) y 12 (d) semanas de exposicion. Ademas, al final del tratamiento (d) se
observo el mayor decremento de células inmunorreactivas en todos los casos, correspondiendo el menor nimero
a las células germinales, posteriormente las de Sertoli y finalmente las de Leydig.

*= Germinales
¢ = Sertoli
<= Leydig
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Figura 9. Porcentaje de células testiculares con gamma-tubulina durante el tratamiento con V20s. Se muestra
un decremento significativo con respecto al control, en el porcentaje de células germinales (a), Sertoli (b) y
Leydig (c) conforme el tiempo de exposicion. * = P< 0.001 ANOVA (TUKEY).
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Figura 10. Andlisis de Regresion. Se muestra en los tres tipos celulares una relacion negativa y significativa
principalmente en las células germinales (r= -90, = 0.80, F1.168= 696.82, P< 0.001) (a) seguido por las células de
Sertoli (= -0.74, r’= 0.55, F;166= 208.75, P<0.001) (b) y finalmente las células de Leydig (= -0.71, r’=0.50,
Fi11e8= 170.86, P<0.001) (c). '
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7. Discusion.

El efecto de diferentes tdéxicos sobre las proteinas del citoesqueleto ha sido
ampliamente estudiado, ya que la integridad de esta red protéica es necesaria para
mantener las funciones celulares durante la interfase y la division celular. Actualmente el
desarrollo industrial ha propiciado la liberacién al ambiente de una gran variedad de metales
que dafian a estas proteinas (Nechay 1984; Li et al.1996; Ramirez et al. 1997; Stoiber et al.
2004), sin embargo, no existe informacion del efecto de éstos sobre la gamma tubulina,
siendo esta ultima una proteina clave para las funciones del citoesqueleto y un importante

miembro del centrosoma.

Nuestros resultados mostraron que el peso testicular del grupo tratado, no presenté
diferencia significativa con respecto al grupo control, lo cual coincide con lo observado por
Llobet y cols. (1993), quienes administraron metavanadato de sodio a ratones por via oral.
En contraste, en otros trabajos realizados con tetradxido y pentéxido de vanadio via
intraperitoneal, se observé un decremento significativo en el peso testicular (Altamirano-
Lozano 1996; Aragon et al. 2001). Las diferencias encontradas en cuanto al efecto del
vanadio sobre el peso testicular en los diferentes modelos pueden deberse a la via de

administracion, la dosis, el compuesto y el tiempo de exposicion.

Por otro lado, observamos que la concentracion de vanadio en el testiculo incrementé
significativamente con respecto al control desde la primera semana de exposicion y se
mantuvo constante a lo largo del tratamiento, lo cual resulta de seguir el protocolo de
exposicion descrito por Fortoul y cols. (1999). Asimismo, la presencia de vanadio en el
testiculo se ha reportado en otros modelos lo cual apoya nuestros resultados (Nechay 1984,
ATSDR 1992; IPCS 2000; IPCS 2001). Sin embargo, en éste 6rgano se ha detectado una
menor concentracion del metal con respecto a otros como el higado, el rifién o el bazo,
debido a que éstos a diferencia del testiculo, estan involucrados en la detoxificacion, la
excrecion y la filtracién sanguinea (Nechay 1984; ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPCS 2000;
IPCS 2001). Asimismo el testiculo presenta una barrera que impide el paso de toxicos de la
circulacién al interior de los tubulos seminiferos (Steinberger y Klinefelter 1993), lo cual evita
que el vanadio se concentre de manera importante en este érgano. No obstante, el vanadio

puede llegar al testiculo debido a que se une a la albumina, la cual es la principal
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transportadora de testosterona en el plasma y el fluido intersticial, donde se concentra
significativamente. Ademas esta proteina se ha detectado cerca de la base del epitelio
seminifero y en el compartimiento basal entre las células de Sertoli, las espermatogonias y
los espermatocitos primarios (Christensen et al. 1985). Otra posible explicaciéon a la
presencia de vanadio en el testiculo puede ser la gran afinidad de este metal por el hierro
que se transporta por la transferrina de la sangre a los tubulos seminiferos, y el cual es
necesario para la espermatogénesis (Sitprija y Eiam-Ong 1998; Zhang 1999; Mukherjee et
al. 2004). Asimismo, ha descrito que el vanadio puede atravesar la barrera hematotesticular
(Parker et al. 1980). El mecanismo para ello, puede ser similar al descrito para el caso de la
barrera hematoencefalica. A este respecto, Avila-Costa y cols. observaron que el V,0s
administrado por via inhalada altera las uniones estrechas entre las células ependimarias
haciendo mas permeable la barrera (Avila-Costa et al. 2005). Dado que las uniones
estrechas entre las células de Sértoli son similares a las referidas para el epitelio
ependimario, el vanadio podria alterar la barrera hematotesticular y entrar en contacto con

las células germinales.

Una vez que el vanadio entra en contacto con las células testiculares, ingresa a ellas
mediante canales anionicos inespecificos generalmente como vanadato. (Bhagavan 1983;
Nechay 1984; Zaporowska y Scibior 1998; Barceloux 1999; Baran 2003; Mukherjee et al.
2004). Asimismo se ha propuesto que debido a la similitud quimica de éste con el fosfato, el
vanadio puede entrar a las células a través de un mecanismo de transporte de fosfatos
(Baran 2003).

Dentro de las células este metal puede alterar proteinas importantes del centrosoma
como la gamma tubulina. En este estudio, se observé que el V,0s administrado por via
inhalada, provocé un decremento en el porcentaje de células con gamma tubulina en todos
los tipos celulares analizados y que tal decremento fue dependiente del tiempo de
exposicion. Uno de los mecanismos por el cual el vanadio puede modificar a esta proteina
debe ser similar al que se reporta para otras tubulinas (Wise et al. 2000). En este contexto,
se ha descrito que este metal puede interactuar con las tubulinas alfa y beta, y causar dafos
en los microtubulos; por ejemplo, se ha observado en modelos in vitro, que el V,0s y el
ortovanadato inhiben la polimerizacion de estas proteinas (Kirazov y Weiss 1986; Ramirez
et al. 1997). Estos estudios sugieren que el mecanismo por el cual el vanadio las altera, es

mediante la interaccion con los multiples sitios de unién a iones metalicos divalentes que
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presentan las tubulinas, tales como: los grupos sulfhidrilo, extremos carboxilo, los sitios de
alta afinidad a Mg®* y el de unién a GTP (Li et al. 1996; Ramirez et al. 1997; Stoiber et al.
2004).

Debido a que las tubulinas presentan estos sitios de alta afinidad por los metales, es
probable que el vanadio se una a la gamma tubulina y forme agregados con ella o provoque
un cambio alostérico alterando su estructura y consecuentemente su funcién, tal como se ha
observado al exponer la o y B-tubulinas a cloruro de mercurio y a ortovanadato de sodio
(Kirazov y Weiss 1986; Stoiber et al. 2004).

Otro de los mecanismos por los cuales el vanadio puede alterar a esta proteina se
debe a que algunos compuestos como el vanadato pueden competir por el sitio de unién a
fosfato que presenta la gamma tubulina y alterar la interacciéon tubulina-GTP de manera
similar a lo que se ha reportado para la alfa y beta tubulinas (Kirazov y Weiss 1986), por lo
que podria formar un complejo tubulina-GTPV, y modificar la estructura de la proteina y su
actividad de GTPasa, lo cual resultaria en dafios en la formacion y estabilizacién de los

microtubulos al centrosoma .

Por otra parte, algunas formas del vanadio como el vanadil y vanadato funcionan como
radicales libres y participan en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como
el radical superdxido (O;7), el radical hidroxil (OH) y el peréxido de hidrégeno (H,O,)
(Nechay 1984; Martinez-Cayuela 1998; Zhang et al. 2001). Las proteinas del citoesqueleto
son particularmente un blanco para las ROS, en este contexto, Miller y cols. (2000),
observaron alteraciones en la cinética de polimerizacion de los microfilamentos y
microtibulos de la linea celular Caco-2 después de la exposicion a ROS, lo cual fue
resultado de la despolimerizacién y oxidacion de actinas y tubulinas (Banan et al. 2002a;
Banan et al. 2002b). De la misma forma, el MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirina)
produjo estrés oxidativo en células indiferenciadas PC-12 ocasionando la despolimerizacion
de la tubulina y posteriormente la muerte celular (Hinshaw et al. 1993; Cappelletti et al.
1999). Asimismo, en otros tipos celulares como las neuronas, se ha mostrado que las ROS
provocan la disrupcién de la actina y la tubulina siendo esta ultima mas sensible al dafio por
estrés oxidativo (Allani et al. 2004). La sensibilidad de las tubulinas al estrés oxidativo se
debe a que presentan una gran cantidad de sitios de alta aﬁnidad para los radicales libres,

como sitios ricos en cisteina. Las reacciones de los radicales libres con estos aminoacidos
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dan lugar a alteraciones estructurales en las proteinas, provocando entrecruzamientos y
agregacion debido a la formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Martinez-
Cayuela 1998). Asimismo, los dafios producidos por el radical ‘OH, el cual es la especie mas
reactiva, son irreversibles ya que al oxidar a las proteinas, éstas son ubiquitinizadas y
posteriormente degradadas (Cea-Bonilla et al. 2002).

Por otra parte, el vanadio puede alterar a la gamma tubulina de manera indirecta ya
que se ha reportado que este metal y las ROS producidas por él alteran algunas moléculas
que participan en el ciclo y la division celular. Por ejemplo, en células de la linea A549,
expuestas a vanadato y en la cuales se detectaron ROS, se observé un incremento en los
niveles de p21, una proteina que se activa cuando hay dafos en el ADN y produce un paro
en su sintesis (Zhang et al. 2001; Boonstra y Post 2004). El centrosoma ha sido implicado
en el mecanismo de respuesta de dafno al material genético, lo cual resulta en la inhibicién
de la duplicacién de este organelo (Duensing y Minger 2001). Por lo anterior el dafio en el
ADN podria modificar la expresion de algunas proteinas del centrosoma. Asimismo la
exposicién a vanadio produce decremento en los niveles de la fosfatasa cdc25c, la cual
activa al complejo ciclina B1/cdc2 y permite el inicio de la mitosis, la inhibicion de este
complejo resulta en la inhibicion de la mitosis y un paro en la fase G2/M (Morinville et al.
1998; Zhang et al. 2001; Boonstra y Post 2004). El efecto producido por el vanadio en la
divisién y progresion del ciclo celular, podria resultar indirectamente en alteraciones sobre la
gamma tubulina ya que la concentracion de esta proteina se incrementa considerablemente
antes de iniciar la mitosis. Ademas se ha reportado que el vanadio inhibe la cinasa cdc-2
(Boonstra y Post 2004), la cual es requerida para la sintesis del ADN y la duplicacion del
centrosoma, por lo que la inactivacion de esta cinasa podria ocasionar dafos en las

proteinas de este organelo.

Es importante mencionar que nuestros resultados muestran por primera vez el efecto
del vanadio sobre la gamma tubulina en un modelo in vivo. Asimismo, nuestros resultados
se correlacionan con lo observado previamente en modelos in vitro para otras tubulinas, por
lo que el modelo experimental podria ser independiente del efecto del vanadio sobre estas

proteinas (Kirazov y Weiss 1986; Ramirez et al. 1997).

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que la gamma tubulina en cada tipo

celular analizado presenta una sensibilidad diferente al VV,0s, siendo las mas sensibles las
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células germinales, seguido por las de Sertoli y finalmente las de Leydig, dado que
presentaron un coeficiente de correlacién (r?) de 0.80, 0.55 y 0.50 respectivamente que
explica en cada caso que el 80, 55 y 50% del dafio sobre la proteina se debe al metal.

En lo que respecta a las células germinales, la gran susceptibilidad que muestran al
vanadio puede deberse a que éste puede alterar la barrera hematotesticular, tal como lo han
visto con otras barreras (Avila-Costa et al. 2005), y entrar en contacto directo con las células
germinales. Ademas, éstas células presentan un alto indice mitético y una reducida cantidad
de enzimas antioxidantes citoplasmicas (Alvarez et al. 1987; Sheriff 1991; Russanov et al.
1994; D'Cruz et al. 1998; Pineau et al. 1999). Debido a esto Ultimo, el dafio por estrés
oxidativo es una de las principales alteraciones que conducen a la infertilidad masculina ya
que provoca la peroxidacion de lipidos de membrana y afecta la movilidad de los
espermatozoides (Jones et al. 1979; Aitken et al. 1989; Sikka 2001).

La integridad de la gamma tubulina en estas células es muy importante dada la gran
actividad del centrosoma y del citoesqueleto durante la espermatogénesis. Las
modificaciones sobre esta proteina pueden resultar en dafios en la division celular
(Duensing y Minger 2001; Alsop y Zhang 2003), alteraciones en los cambios de forma que
se realizan durante la diferenciacion celular (Lewis et al. 1985; Lewis y Cowan 1988), asi
como en modificaciones en el arreglo 9+2 del axonema del flagelo de los espermatozoides,
lo cual se ha asociado con discinesia flagelar en los gametos (Mckean et al. 2003). Debido a
lo anterior nuestros resultados podrian explicar los efectos reprotéxicos observados en este
y otros modelos experimentales, donde se reporta que la exposicion a diferentes
compuestos de vanadio (metavanadato de sodio y amonio y tetradxido y pentdxido de
vanadio) administrados por via oral e intraperitoneal producen decremento en el conteo y en
la movilidad espermatica, asi como alteraciones morfolégicas en los gametos (Llobet et al.
1993; Altamirano-Lozano et al. 1996; Aragon y Altamirano-Lozano 2001).

Por otro lado, las alteraciones sobre la gamma tubulina de los espermatozoides
podrian conducir a dafos en la fecundacion, dado que esta proteina participa de manera
importante en la formaciéon del centrosoma durante este proceso y forma los microtibulos
astrales que permiten el movimiento del nucleo del espermatozoide hacia el centro del
ovocito (Félix et al. 1994; Simerly et al. 1999; Manandhar et al. 2005).
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Ademas, se ha observado que la supresion de esta proteina provoca la inhibicién de la
cariocinesis y la citocinesis (Oakley 1992; Shu et al. 1995). Asimismo conduce a
alteraciones o a la ausencia del huso mitético que resultan en aneuploidias provocadas por
dafios en la segregacion cromosémica (Joshi et al. 1992), como se observa en otros
modelos en los cuales se atribuye el efecto a dafios sobre los microtiibulos (Roldan y
Altamirano 1990; Migliore 1993; Leonard y Gerber 1994; Zhong et al. 1994; Thompson y
Perry 1988), por lo que nuestros resultados podrian explicar los efectos aneuploidogénicos

del metal referidos en otros estudios.

Por otra parte, la gamma tubulina es requerida para la maduracién, activacion y‘
separacion del centrosoma (Schnackenberg et al. 1998; Khodjakov y Rieder 2001). Como
observamos en el presente estudio, el vanadio puede alterar esta proteina y probablemente
producir alteraciones en el centrosoma, como lo reporta Navara y cols. (2001) en estudios
realizados con vanadocenodicloro y vanadoceno acetilacetonato en lineas celulares (BT-20
y U373), donde observan husos monopolares que sugieren dafo sobre el centrosoma al
interferir con la separaciéon de esta estructura antes de iniciar la divisién celular. A este
respecto, se ha reportado ampliamente que alteraciones estructurales, funcionales o
numéricas del centrosoma, principalmente en células con un alto indice mitético, como las
germinales, provocan dafos en la division celular y aneuploidias que pueden conllevar al
desarrollo de neoplasias testiculares (Duensing y Munger 2001; Khodjakov y Rieder 2001,
Hinchcliffe et al. 2001; Mayer et al. 2003). En este contexto, el dafio en la gamma tubulina
de las células germinales provocado por el vanadio, podria ser un factor determinante en el

desarrollo del cancer testicular.

En lo que se refiere a las células de Sertoli, éstas presentaron de igual forma
decremento significativo en el porcentaje de células con gamma tubulina, el cual fue
dependiente del tiempo de exposicion. Sin embargo con respecto a las células germinales,
éstas mostraron menor sensibilidad al vanadio y menor indice de correlacién (= 0.55). Lo
cual podria deberse a que las células de Sertoli presentan mayor resistencia a téxicos y al
estrés oxidativo producido por la presencia de metales como el vanadio, comparado con las
células germinales, que cuentan con sélo una tercera parte de las enzimas antioxidantes
que presentan las células de Sertoli (Mruk et al. 2002). Ademas en animales sexualmente
maduros, estas células presentan un indice mitético bajo y entran en division celular en

respuesta a la muerte de células adyacentes (Means et al. 1980; Pineau et al. 1999). Por lo
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anterior podrian exhibir una menor sensibilidad a dafios sobre el ADN y estructuras
involucradas en la division celular como el centrosoma (Alberts et al. 1998; Duensing y
Munger 2001).

La integridad de la gamma tubulina en las células de Sertoli es sumamente importante
ya que muchas de sus funciones dependen de su red de microtibulos. En este contexto, las
alteraciones en la gamma tubulina de éstas células podria causar efectos similares a los
observados con drogas disrruptoras de microtubulos. Por ejemplo se ha reportado que la
colchicina, el nocodazol y el carbendazim, al alterar los microtibulos de estas células
comprometen la estructura del epitelio testicular y producen dafios en la espermatogénesis,
tales como alteraciones en la formaciéon de las espermatides, que resultan en nucleos
irregulares con invaginaciones y células binucleadas que sugieren danos en la citocinesis
mientras progresa la cariocinesis; asimismo se han observado aneuploidias en
espermatocitos y células germinales diploides (Hess y Nakai 2000; Correa et al. 2002). Otra
de las posibles modificaciones producidas por dafios en el sistema de microtibulos de estas
células se presenta en la organizaciéon y movimiento de las células espermatégenas dentro
del epitelio seminifero, asi como en la eliminacién del cuerpo residual y en el transporte
polarizado de proteinas y organelos (Fleming et al. 2003a). Por otro lado, Fleming y cols.
(2003b) reportaron que la sobreexpresion de la gamma tubulina en células de Sertoli de rata
modifica la forma de las espermatides y su transporte provocando su retencién en los
tubulos seminiferos, asi mismo se observa la retencién del cuerpo residual. Lo anterior
sugiere que las alteraciones sobre la gamma tubulina como la sobreexpresion o el
decremento pueden causar dafos sobre la espermatogénesis y consecuencias sobre la
fertilidad.

En lo que respecta a las células de Leydig, estas mostraron menor sensibilidad a la
exposicion a V,0s con respecto a las células germinales y a las de Sertoli, como lo muestra
su indice de correlaciéon (r’= 0.50). En animales sexualmente maduros, estas células
presentan un equilibrio en su nimero por lo que presentan un indice mitético sumamente
bajo. El recambio normal o producido por algutin dafio induce la formacién de nuevas células
a partir de la diferenciacion de células precursoras mesenquimatosas o peritubulares
(Christensen 1975; Christensen y Peacock 1980; Chemes et al. 1985; Saez 1994). Debido a
lo anterior este tipo celular podria mostrar menor sensibilidad al vanadio con respecto a las

células del epitelio seminifero. A este respecto, Aragén y cols. (2005) reportaron que la
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inyeccion de tetradxido de vanadio a ratones macho, produjo alteraciones en las células
germinales y de Sertoli tales como apoptosis y vacuolizaciéon respectivamente, sin embargo,
no observaron alteraciones en las células de Leydig ni en los niveles de testosterona, por lo
que los autores han sugerido que este Ultimo tipo celular presenta menor sensibilidad al
vanadio con respecto a las células germinales y de Sértoli, lo cual apoya lo que observamos

en el presente estudio.

Pese a que las células de Leydig presentaron mayor resistencia a la exposicion a V,0s
comparada con los otros tipos celulares, se observé que este compuesto disminuye el
porcentaje de éstas células con gamma tubulina, conforme el tiempo de exposicion. Las
alteraciones sobre esta proteina podrian resultar en dafios en la diferenciacion de las células
mesenquimales a células de Leydig. Ademas se ha reportado que los microtubulos de las
células intersticiales participan en la esteroidogénesis, lo cual se ha observado en estudios
en los cuales se exponen células de Leydig I-10 a colchicina y vinblastina, induciendo de
esta manera la despolimerizacion de los microtubulos y la esteroidogénesis, al provocar la
liberacion y el transporte del colesterol almacenado hacia la mitocondria (Rainey et al.
1985). EIl dafio sobre la gamma tubulina disminuye la capacidad del centrosoma para
formar microtubulos (Shnackenberg et al. 1998), por lo cual probablemente la exposicion a

este metal provoque alteraciones en la esteroidogénesis.

Cabe destacar que existen pocos reportes en la literatura sobre la reprotoxicidad del
vanadio y el mecanismo por el cual éste afecta a las células testiculares, por lo que para
abundar en la explicacién sobre la sensibilidad de cada tipo celular al vanadio se requiere de

mayor investigacion.

Finalmente, es importante mencionar que el vanadio ha incrementado su concentracion
en el aire en las Ultimas décadas principalmente en ciudades industrializadas como la de
México, en las cuales la infertilidad masculina podria estar asociada a la exposicién a
diversos contaminantes como los metales. Con relacion a este punto, éste es el primer
estudio en el que se muestra en un modelo in vivo el efecto del vanadio via inhalada sobre
la gamma tubulina, la cual es la via de exposicion mas importante para la poblacién en
general. El hecho de que este metal provoque dafos sobre la gamma tubulina en las células
testiculares podria conducir a alteraciones en el citoesqueleto y el centrosoma que resulten
en dafos en la espermatogénesis y probablemente conlleven al desarrollo de neoplasias
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testiculares. Por lo anterior, entender el mecanismo involucrado en el dafio a la gamma
tubulina es sumamente importante y podria contribuir a comprender de mejor manera las
alteraciones producidas por el vanadio y a prevenir sus efectos téxicos. Asimismo el dafio a
la gamma tubulina constituye una evidencia que apoya la capacidad neoplasica de este
metal.
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8. Conclusiones.

e El vanadio fue capaz de interactuar con la gamma tubulina, ya que la exposiciéon de
ratones a V,0s via inhalada produjo un decremento significativo en el porcentaje de
células germinales, Sertoli y Leydig inmunorreactivas a esta proteina, lo cual se

correlacion6 con el tiempo de exposicién.

* Los tipos celulares analizados presentaron diferente sensibilidad al vanadio siendo las
células germinales las mas susceptibles, seguidas de las células de Sertoli y
finalmente las células de Leydig, por lo que las caracteristicas particulares de cada tipo

celular influyen en el efecto del toxico.

e Las alteraciones producidas por el vanadio sobre la gamma tubulina podrian ser
independientes del modelo experimental, dado que se ha observado el mismo efecto

en modelos in vitro para otras tubulinas.

e E| dafio sobre la gamma tubulina podria explicar el efecto reprotéxico del vanadio
observado en este y otros modelos experimentales. Asimismo podria explicar las
alteraciones sobre el citoesqueleto y el efecto aneuploidogénico del metal reportado en
otros modelos, por lo que nuestros resultados constituyen una evidencia que apoya el

caracter neoplasico del vanadio.
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9. Perspectivas.

e Evaluar en este modelo, los dafios estructurales, funcionales y numéricos sobre el
centrosoma, asi como detectar las posibles aberraciones cromosémicas,

principalmente en las células germinales.

» Analizar, las posibles alteraciones sobre el ciclo celular tales como: arrestos mitéticos y

muerte celular, derivadas del dafio a la gamma tubulina y al centrosoma.

e Detectar si el dano que causa el vanadio sobre la gamma tubulina produce
alteraciones en la organizacion del epitelio testicular y cambios en la concentracion
hormonal (testosterona, LH o FSH) que resulten en alteraciones en el ciclo hipotalamo-

hipofisis- testiculo.

e Determinar si el vanadio provoca dafio sobre la gamma tubulina de los
espermatozoides y si éste se asocia con las alteraciones en el desarrollo embrionario

observadas en otros modelos.
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