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1. RESUMEN

El vanadio es un metal que ha tomado importancia como contaminante ambiental en

las últimas décadas debido al incremento de su concentración en el aire, principalmente en

las grandes ciudades. Se emite en forma de vapores y polvos, principalmente como V20S, el

cual es el compuesto más tóxico y abundante en la atmósfera. Actualmente, la infertilidad

masculina ha sido asociada con la exposición a contaminantes ambientales, entre ellos los

metales. En este contexto, se ha observado que la exposición a sales y óxidos de vanadio

produce efectos reprotóxicos, 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 neoplásicos, es

importante estudiar los efectos del V20S sobre la gamma tubulina, de células testiculares en

un modelo murino de exposición por inhalación, ya que esta es la vía más importante de

exposición para la población general. Para este estudio se emplearon un grupo de 36

animales control y 36 animales expuestos, los cuales inhalaron V20S (O.02M) 1 hora 2 veces

por semana durante 12 semanas. Se determinó la concentración del metal en el tejido y el

peso testicular después de cada tratamiento. Asimismo se realizó la técnica de

inmunohistoquímica para determinar el efecto del V20S 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 relación negativa y significativa entre el porcentaje de

células testiculares inmunorreactivas a esta proteína y el tiempo de tratamiento , siendo

mayor para las células germinales, seguido por las de Sertoli y finalmente las de Leydig, lo

cual reflejó diferente sensibilidad al compuesto. Por lo anterior podemos concluir que las

características de cada tipo celular influyen en la respuesta al tóxico. Además el vanadio

administrado por la via inhalada es capaz de alterar la presencia de gamma tubulina en las

células testiculares , lo cual podría explicar el efecto reprotóxico del vanadio observado en

éste y otros modelos experimentales, asimismo podría explicar sus efectos

aneuploidogénicos , por lo que nuestros resultados constituyen una evidencia que apoya el

carácter neoplásico del vanadio.
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2. INTRODUCCiÓN

2.1 CONTAMINACiÓN AMBIENTAL

Las actividades del ser humano desde la Revolución Industrial en el siglo XVIII hasta

nuestros días, han provocado severos impactos sobre el ambiente. La contaminación

ambiental es uno de ellos y constituye uno de los problemas más importantes a nivel global,

que resulta del crecimiento explosivo de la población, del desarrollo industrial, el uso

creciente de energía y de la cada vez mayor producción de desechos (Ehrlich y Ceballos

1997).

La contaminación ambiental se define como la presencia de impurezas en el medio,

sean estas sustancias químicas o biológicas, en concentraciones tales que alteren la

composición del mismo y signifiquen un riesgo para el hombre y demás seres vivos (Ross

1974).

Actualmente , uno de los principales problemas de contaminación ambiental es el del

aire, el cual es mayor en las grandes ciudades, donde el desarrollo industrial ha propiciado

la emisión de toneladas de contaminantes atmosféricos, los cuales están relacionados con

daños severos en la salud y un incremento en las tasas de mortalidad y morbilidad (Vallejo

et al. 2002) .

2.1.1 CONTAMINACiÓN EN LAS GRANDES URBES

En las últimas décadas, la contaminación del aire ha llegado a ser uno de los

problemas más importantes de salud pública, principalmente en ciudades como Sao Pablo

(Brasil), Santiago (Chile), Bogotá (Colombia) y el área metropolitana de la ciudad de México,

donde los límites de calidad del aire establecidos por la organización 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 más pobladas del mundo, en un área de 1,483 km2

habita aproximadamente el 25% de la población mexicana. En ella existen 8 millones de

2
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automóviles y 35,000 industrias que consumen 40 millones de litros de combustible por día y

aportan toneladas de contaminantes al aire (INEGI 1997; Molina y Molina 2004).

La principal fuente de contaminación proviene de los automóviles, los cuales

contribuyen con el 85% de la emisión total de contaminantes, por otro lado, las industrias y

plantas generadoras de energía 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 partículas suspendidas, son los contaminantes del aire más

importantes en esta ciudad, debido a su alta concentración en la atmósfera y a que son la

principal causa de enfermedades respiratorias graves (Mugica el al. 2002; IPCS 2001).

Actualmente su concentración sobrepasa los límites estándar de la calidad del aire,

nacionales e internacionales (260 ¡.tg/m3 para partículas suspendidas totales o PST y 150

¡.tg/m3 para partículas menores a 10 micras o PMlO) (Mugica el al. 2002; INE 2004).

2.1.2 CONTAMINACiÓN DEL AIRE

Las actividades que producen la emisión de contaminantes atmosféricos incluyen la

quema de combustibles, la industrialización y la urbanización. Los principales contaminantes

del aire son: el dióxido de carbono (C02) , monóxido de carbono (CO), dióxido de azufre

(802) , óxidos de Nitrógeno (NOx), hidrocarburos, clorofluorocarbonos (CfC), ozono (03) ,

metales pesados y las partículas suspendidas totales (PST) (Albert 2004a; INE 2004).

Estas últimas están constituidas principalmente por metales, compuestos orgánicos,

material de origen biológico, iones, gases y carbón; provienen de la producción de cemento,

la extracción de rocas y minerales, emisiones automovilísticas e industriales y de la quema

de combustibles fósiles. Las PST, incluyen a las partículas que miden entre 0.1 y 100

micras. Las partículas de entre 2.5 y 10 micras (PMlO) , y las que miden de 1 a 2.5 micras

(PM2.5) , forman la fracción respirable de las PST, las primeras, solo se depositan en los

pulmones, mientras que la fracción fina o PM2.5 llega a los bronquiolos y a la región alveolar

pasando al torrente sanguíneo mediante difusión causando efectos negativos sobre la salud,

que se deben principalmente a su componente metálico (Hinds 1982; Lippmann 1989; HEI

2002; Vallejo el al. 2002; flores-Rodríguez 2004; INE 2004)".

3
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2.1.3. CONTAMINACiÓN DEL AIRE POR METALES PESADOS

Los metales pesados han tomado importancia como contaminantes ambientales

debido al incremento de su concentración 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, además

producen daño renal y alteraciones en la fertilidad (Albert 2004b; Del Raza et al. 2004;

Gutiérrez-Ruiz et al. 2004; Saldívar-Osorio et al. 2004a; Saldívar-Osorio et al. 2004b).

Los metales pesados se emiten a la atmósfera como partículas, excepto el mercurio, el

cadmio y el selenio, los cuales son liberados como vapores (Jarup 2003; Flores-Rodríguez

2004; Gutiérrez-Ruiz 2004; Saldívar-Osorio et al. 2004a). En el aire, se encuentran

principalmente en forma de óxidos, los cuales son muy tóxicos (Nriagu 1990).

Los principales metales considerados contaminantes del aire son: plomo, cobre,

cromo, cadmio, manganeso, mercurio, zinc, hierro, berilio, talio, aluminio, níquel, entre otros

(Jarup 2003; Albert 2004b; Del Raza et al. 2004; Gutiérrez-Ruiz 2004; Saldívar-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 tóxicos. 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 últimas décadas ha tomado

importancia como contaminante ambiental, debido al aumento de su concentración en la

atmósfera, 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 químico Andrés Manuel del Río,

quien lo nombró primero pancronium. Sin embargo en 1830, Sefstrom y Swedish, al

observar la gama de colores del metal en solución 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).
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Debido a su dureza y capacidad para formar aleaciones, el vanadio se ha empleado en

la industria metalúrgica para fabricar aceros de gran calidad y resistentes a la corrosión. Se

emplea también en la producción de plásticos, reveladores fotográficos e imanes

superconductores. Algunos óxidos de vanadio como el pentóxido (V20S) , se emplean en la

producción de pigmentos amarillos y como catalizadores en la fabricación de ácido sulfúrico

(ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPes 2001) .

Por otro lado, algunas sales de vanadio han sido utilizados en el tratamiento de

enfermedades como: anemia, tuberculosis, sífilis y diabetes mellitus. Además, el vanadio se

ha empleado para disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y azúcar 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 FíSICAS Y QUíMICAS

El vanadio es un metal de transición blanco grisáceo 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 periódica y ocupa en ella el lugar

25. Sus estados de oxidación son del -1 al +5, siendo +3, +4, +5 las valencias más

comunes (ATDSR 1997; Barceloux 1999; Mukherjee et al. 2004).

El estado de oxidación más estable en el que se encuentra el vanadio es la forma

cuadrivalente o vanadil (VO+2
) (Barceloux 1999) . En sistemas biológicos, la forma en la cual

se encuentre el metal depende del pH, por ejemplo, en soluciones ácidas existe como

vanadil (VO+2
) mientras que en soluciones básicas se encuentra como ortovanadato (V04-

3
)

(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 (V03
-) forman compuestos como el rnetavanadato de sodio (NaV03) , el

metavanadato de amonio (NH4V03) y el ortovanadato de sodio (NaN04). Otro de los

compuestos que forma el vanadio en estado pentavalente al combinarse con el oxigeno, es

el pentóxido de vanadio (V20S) , el cual existe en forma de cristales rojos, amarillos o verdes,

5
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y constituye la forma más abundante y tóxica de vanadio en el ambiente (Barceloux 1999;

IPCS 2000; Baran 2003).

2.2.2 VíAS DE EXPOSICiÓN

Una de las principales vías de exposición a vanadio es la enteral, dado que el agua de

bebida y algunos alimentos contienen este metal en concentraciones menores a 1 Ilg/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 Ilg/día (IPCS 2001).

Por otro lado, la vía inhalada constituye la más importante para la población general, ya

que grandes cantidades de este metal, (aproximadamente 64,000 toneladas) se emiten

anualmente a la atmósfera (IPCS 2001). El vanadio que se encuentra en el aire se libera

desde fuentes naturales como aerosoles marinos, polvos continentales y erupciones

volcánicas. Estas fuentes contribuyen con 8.4 toneladas de vanadio al año, que equivale al

10% del vanadio atmosférico, el 90% restante se emite debido a actividades de la industria

metalúrgica y la quema de combustible fósil y carbón (ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPCS

2001; Fortoul et al. 2002) ya que este metal se encuentra en altas concentraciones (> 50%)

en muchos tipos de petróleos incluyendo los de Venezuela, lrak, Irán, Kuwait y el Golfo de

México. Esta actividad genera 58,500 toneladas de las 64,000 generadas cada año

(Barceloux 1999; IPCS 2001; Fortoul et al. 2002). El vanadio proveniente de estas fuentes,

se libera en forma de vapores y polvos, principalmente V20 S (ATSDR 1992; Barceloux

1999).

Existe una variación en la concentración de vanadio en la atmósfera, en este contexto,

las ciudades presentan concentraciones más 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 concentración de 23±12ng/m3 de vanadio en el aire.

6
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Sin embargo, la mayor exposición a vanadio se produce durante su manejo industrial y

en las operaciones de mantenimiento y limpieza de calderas, dada la presencia de vapores

y óxidos de vanadio (ATSDR 1992; IPCS 2001). Debido a la toxicidad de éste, la

Administración de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha determinado que los límites

de exposición para polvos de V20 S sea de O.S mg/m3
, y para vapores de V20 S 0.1mg/m3 en

una jornada laboral de 8 horas. Asimismo, el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud

Ocupacional (NIOSH) recomienda que el límite de exposición a vapores y polvos de V20 S

sea de 0.OSmg/m3 por un tiempo de 1S minutos (ATSDR 1992; OSHA 200S). Pese a los

límites sugeridos por éstas instituciones para ambientes laborales, principalmente durante la

limpieza de calderas, es frecuente encontrar personal expuesto a concentraciones de SO

100mg V/m3 e incluso hasta SOO mg V/m3 (IPCS 1988; Barceloux 1999)

2.2.3. TOXICOCINÉTICA y TOXICODINAMIA

La toxicidad de este metal depende de una variedad de factores que incluyen: la vía de

administración, el tipo de compuesto, la concentración, el tiempo de exposición y la

sensibilidad del órgano donde se encuentre (Mohammad el al. 1992; Mukherjee el al. 2004).

En lo que se refiere a la vía de exposición, los compuestos de vanadio son poco tóxicos

cuando se administran por vía oral, debido a que el metal se absorbe poco en el tracto

gastrointestinal. En contraste, los compuestos administrados por vía inhalada son más

tóxicos debido a que éstos alcanzan rápidamente el torrente sanguíneo (Nriagu 1998;

Barceloux 1999). Además, la toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta con las

valencias, por lo que los compuestos pentavalentes son los más tóxicos dado que son más

reactivos (IPCS 2001; Baran 2003). Así mismo, los óxidos son más tóxicos que las sales de

vanadio (García-Guevara 1996). Por lo anterior, el compuesto más tóxico que puede formar

este metal es el pentóxido de vanadio (V20 S) (Nriagu 1998; Barceloux 1999; IPCS 2000;

IPCS 2001; Baran 2003). Éste último 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 vía de exposición. Cuando el

vanadio atraviesa los epitelios es absorbido y llega al torrente sanguíneo de donde se

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

7

Neevia docConverter 5.1



La absorción 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 absorción

debido a la baja solubilidad del vanadio metálico (IPCS 2001; Barceloux 1999). Por otro

lado, mediante la vía 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 vía,

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 vía inhalada, esta es la mayor ruta de absorción, dado que los

compuestos solubles como el pentóxido de vanadio (V20 S) son bien absorbidos por los

pulmones, mediante los cuales alcanza rápidamente el torrente sanguíneo (Barceloux 1999).

Aunque no se ha determinado un rango de absorción por esta vía, existen diversos estudios

en personal ocupacionalmente expuesto y en modelos animales que ofrecen evidencias

indirectas de la absorción del vanadio por vía 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 partícula por millón (ppm) de vanadio, se observó

un incremento del metal en la orina y suero (Gylseth et al. 1979; Kiviluoto 1980; Orris et al.

1983). Asimismo, mediante la administración intratraqueal de compuestos solubles de

vanadio a ratas se observó que este elemento se deposita en los pulmones donde es

rápidamente absorbido. Lo anterior fue comprobado por otro estudio realizado en ratas a las

que se les administró cloruro de vanadil marcado radiactivamente (ATSDR 1992; Conklin et

al. 1982). Además Edel y Sabbioni (1988) observaron que el 80% y 85% de vanadio

tetravalente y pentavalente respectivamente, se absorbió en los pulmones de ratones, 3

horas después de su administración vía íntratraqueal. En ratas macho, se apreció que más

del 50% de vanadil oxicloro fue absorbido por los pulmones después de 24 horas de

exposición (Oberg et al. 1978), y en ratas hembra, el 90% del pentóxido de vanadio fue

eliminado de los pulmones a los 3 días posteriores a su administración (Conklin et al. 1982).

Una vez que el vanadio llega al torrente sanguíneo es reducido a vanadil, la forma más

estable del vanadio, la cual predomina también en fluidos intracelulares. Una parte del

vanadio en la sangre permanece además como metavanadato debido a que las altas

concentraciones de oxigeno en este medio promueven la formación de vanadio
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presenta actividad GTPasa análoga a la que se encuentra en las subunidades alfa y beta

tubulinas, debido a esta característica podría estabilizar y desestabilizar los microtúbulos al

y-TuRC en el centrosoma (Joshi el al. 1992).

En lo que se refiere a la formación de los microtúbulos a partir del y-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 actúa como

centro desde el cual los protofilamentos de alfa y beta tubulina crecen lateralmente (Moritz el

al. 1995b; Vinh el al. 2002) (Fig. 1). Basados en estudios previos , en los cuales se propone

que la alfa y beta tubulinas así como la FtsZ forman anillos laterales a los microtúbulos y

debido a la similitud de estas proteínas con la gamma tubulina , los autores han propuesto

que ésta última podría formar anillos compuestos por protofilamentos longitudinales

similares a los observados para la alfa y beta tubulinas y FtsZ, además se propone que los

anillos del complejo y-TuRC se orientan hacia la pared de los microtúbulos, 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 el 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 dímero de a y ~-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 albúmina y transferrina respectivamente

(Barceloux 1999; Mukherjee et al. 2004).

Seguido al transporte por el plasma, el vanadio se distribuye a los diferentes tejidos y

órganos en aproximadamente 1-1 % horas (Barceloux 1999), por lo que la concentración del

metal en la sangre disminuye rápidamente (Mukherjee et al. 2004). Las concentraciones

más altas aparecen inicialmente en riñón, hígado, bazo, pulmones, corazón, músculo, tejido

adiposo y hueso, siendo este último el principal sitio de almacenamiento para el vanadio

absorbido, donde este metal desplaza al fósforo y calcio. El vanadio también se ha

encontrado en menor concentración en cerebro, ovarios y testículo (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 (V03' ) , en los tejidos o en el

plasma, entra a las células mediante canales iónicos inespecíficos o por difusión pasiva,

cuando las partículas de vanadio son pequeñas e hidrofóbicas (Nechay 1984; Zaporowska y

Scibior 1998).

La mayor parte del vanadio absorbido (40-60%), es eliminado mediante la orina, la cual

constituye la principal vía de eliminación del metal. El vanadio restante se elimina vía bilis y

heces, las cuales son una ruta secundaria de excreción ya que mediante ellas se eliminan

rangos menores al 10% (Mukherjee et al. 2004). La excreción de este metal, es rápida, la

eliminación sigue un comportamiento bifásico, con una primera fase de eliminación rápida

(10-20 horas) y una fase lenta (40-50 días), la cual probablemente refleje la eliminación

gradual del vanadio en los órganos (Barceloux 1999; IPCS 2001).
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2.2.4 EFECTOS DEL VANADIO EN LA SALUD

Los efectos en la salud humana producidos por la exposición a vanadio, se han

observado principalmente en personal ocupacionalmente expuesto. Debido a que la

principal vía de entrada de este metal en el ambiente laboral es la inhalada, los efectos en

las vías respiratorias han sido ampliamente documentados. A este respecto, se ha reportado

que la exposición crónica a óxidos de vanadio (principalmente trióxido o pentóxido) produce,

irritación del epitelio nasal y tracto respiratorio, hemorragia nasal y pulmonar, además

produce rinitis, bronquitis , broncoespasmo, disnea, dolor de garganta y pecho, asma

bronquial y neumonía (Baghavan 1983; Mohammad et al. 1992; ATSDR 1995; IPCS 2001 ;

Baran 2003).

Otros efectos del vanadio se observan a nivel del tracto gastrointestinal. La intoxicación

mediante la ingesta de vanadio produce dolor. Es característico que la ingestión de vanadio

produzca una coloración negra verdosa en la lengua (Bhagavan 1983; Mohammad et al.

1992).

Por otro lado, la intoxicación crónica por vanadio produce alteraciones en el sistema

cardiovascular, como arritmia sinusal, bradicardia y espasmo coronario (IPCS 2000).

Además se ha reportado que este metal produce daños a nivel de sistema nervioso

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

2.2.5. EFECTOS DEL VANADIO A NIVEL CELULAR

Debido a su gran similitud qutrmca con el fosfato, el vanadio puede interferir con

diversos sistemas enzimáticos 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 formación e hidrólisis de ATP, como la

adenilato cinasa y la ATP fosfohidrolasa (Nechay 1984). Además puede interferir en

procesos metabólicos como la glucólisis, al inhibir a las enzimas gliceraldehído-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 daños a nivel de

síntesis de ADN (Barceloux 1999; Nechay 1984). Asimismo, el vanadio inhibe las proteínas
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tirosina fosfatasas (PTP) como la cdc25, la cual es necesaria para la progresión 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 producción de

especies reactivas de oxígeno (ROS). Las principales vías 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 vías al oxígeno molecular

(02) inducen la producción del radical superóxido (02'-) , el cual a su vez genera peróxido de

hidrógeno (H202) mediante la dismutación llevada a cabo por la superóxido dismutasa

(SOD). Esta especie finalmente genera el radical hidroxil ("OH) vía la reacción de Fenton

(V(IV) + H202-7 V(V) + 'OH +-OH) (Martínez-Cayuela 1998; Nechay 1984; Zhang el al.

2001). El radical superóxido y el peróxido de hidrógeno son poco tóxicos, sin embargo

generan el radical 'OH, el cual es una de las especies más tóxicas ya que reacciona

rápidamente con cualquier molécula (Martínez-Cayuela 1998).

Los radicales libres y ROS provocan la peroxidación de Iípidos, oxidación de proteínas,

carbohidratos y alteraciones sobre el ADN (Nechay 1984; Zhang el al. 2001). El estrés

oxidativo causado por el vanadio produce un efecto mayor debido a que este metal además

disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GSH) y la

catalasa en varios órganos, principalmente en hígado y riñón (Russanov el al. 1994).

Por otro lado, el efecto carcinogénico o antineoplásico del vanadio ha sido debatido

ampliamente. En este contexto, Thompson y cols. (1984) proponen que el VOS04 vía oral,

reduce la incidencia de cáncer en ratas hembras 'tratadas con el cancerígeno 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 vía oral. Estudios

recientes realizados con pentóxido de vanadio vía inhalada muestran la formación de

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

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

sobre el ADN y proteínas del citoesqueleto, principalmente las involucradas en la formación
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del huso mitótico (Roldan y Altamirano 1990; Migliore 1993; Leonard y Gerber 1994; Zhong

el 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), así

como el pentóxido de vanadio (Sun 1987; Migliore 1993; Zhong el al. 1994) producen un

incremento en la incidencia de micronúcleos e inhiben el movimiento de los cromosomas

durante la anafase en las líneas celulares PtK1, V79 y de médula ósea. Otras sales como el

metavanadato de amonio producen también aberraciones cromosómicas numéricas y

estructurales (Owusu-Yaw et al. 1990). Así mismo, Roldán y Altamirano (1990), reportaron

que el pentóxido de vanadio en linfocitos humanos, incrementa la frecuencia de células

poliploides, las asociaciones satelitales y disminuye el índice mitótico, estos resultados son

apoyados por Zhong y cols. (1994) quienes reportan que el mismo compuesto produce

arresto mitótico. Tales alteraciones han sido atribuidas a daños en el huso mitótico (Owusu

Yaw et al. 1990; Roldán 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 daños sobre esta estructura. Además Navara y cols. (2001)

observaron en líneas celulares (8T-20 y U373) que el vanadocenodicloro y vanadoceno

acetilacetonato, producen un incremento en el número de arrestos de la fase G2/M, lo cual

se atribuye a dañ.os sobre el huso mitótico, en este mismo estudio reportan husos

monopolares, por lo cual sugieren que el vanadio produce daño sobre el centrosoma al

interferir con la separación de esta estructura antes de iniciar la división celular.

Por otra parte, los microtúbulos son estructuras sensibles a este elemento, por ejemplo,

el tratamiento con V20 S y vanadato altera la polimerización de la a y l3-tubulinas, el

mecanismo por el cual se produce este daño 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 unión de estas

proteínas afectando así la cinética de polimerización y la formación de los microtúbulos

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

Por otro lado, algunos compuestos del vanadio como el vanadato, son capaces de

inhibir la actividad de proteínas motoras como la dineina y miosina a concentraciones de 1

10J..lM (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 función y cinética de la dineina ATPasa, así
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como su unión con las proteínas de 105 microtúbulos, lo cual resulta en la inhibición 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 química del vanadio con el

fosfato, el metal puede formar un complejo enzima-ADP-Vanadato, que induce la disociación

de la unión dineina-microtúbulos (Shimizu y Johnson 1983), así mismo se ha sugerido que el

vanadio interactúa con las cadenas alfa y beta de la enzima, alterando su estructura y

función (Gibbons et al. 1987). Las alteraciones producidas por el vanadio sobre las proteínas

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 testículo son diversos y dependen de la concentración,

del tipo de compuesto, del tiempo y la vía de expos ición (Domingo 1996). Por ejemplo, el

tratamiento con sulfato de vanadio administrado por la vía intraperitoneal produce

decremento en el peso testicular y necrosis en células germinales, mientras que por la vía

subcutánea produce pérdida de peso testicular pero no muerte celular por necrosis (Kamboj

y Kar 1964). En cuanto a la vía de exposición, se ha reportado que el vanadio es más tóxico

para el testículo cuando se administra vía intraperiotoneal o intratesticular que cuando se

administra vía oral, mediante ésta última vía se requieren dosis más altas a las que una

persona está expuesta mediante la dieta para producir efectos reprotóxicos (Domingo 1996).

En cuanto a 105 efectos de este metal vía inhalada , no existen datos al respecto.

El efecto reprotóxico del vanadio se ha reportado en modelos animales, en 105 cuales

se ha observado que compuestos como el metavanadato de sodio y amonio, así como el

pentóxido y tetraóxido de vanadio administrados vía oral e intraperitoneal respectivamente,

producen decremento en el peso testicular y alteraciones en la espermatoqénesis tales

como decremento en el conteo espermático. Además estos compuestos, disminuyen la

fertilidad y fecundidad, ya que provocan decremento en el número de implantaciones e

incremento en la frecuencia de reabsorciones y de fetos con bajo peso en hembras

preñadas por machos expuestos al metal (L1obet el al. 1993; Altamirano-Lozano el al. 1996;

Aragón y Altamirano-Lozano 2001; Morgan y EI-Tawil 2003) . El tratamiento con pentóxido de

13

Neevia docConverter 5.1



vanadio, produce asimismo, alteraciones morfológicas en la cabeza de los espermatozoides

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

Otros compuestos orgánicos del vanadio como los vanadocenos, administrados vía

intratesticular, producen atrofia y alteraciones a nivel del epitelio seminífero, como la pérdida

de espermátides maduras, vacuolización, multinúcleos y apoptosis en células germinales, lo

cual se atribuye a alteraciones en los puentes citoplásmicos que existen entre estas células

y a daños en las células de Sertoli. Se ha sugerido además, que estas alteraciones son el

resultado de daño 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 dañan la

membranas celulares mediante peroxidación lipídica. Particularmente, los espermatozoides

son susceptibles al daño oxidativo debido a que presentan gran cantidad de ácidos grasos y

una reducida cantidad de enzimas antioxidantes citoplásmicas (Álvarez el al. 1987; Sheriff

1991; D'Cruz el al. 1998). El daño oxidativo sobre la membrana de los espermatozoides es

un mecanismo patofisiológico que conduce al desarrollo de infertilidad masculina (Aitken y

Fisher 1994).

2.3 TESTíCULO.

El testículo es un órgano par responsable de la producción de espermatozoides y

andrógenos. Cada testículo está formado por un epitelio seminífero compuesto por dos

poblaciones básicas de células: las germinales y las de Sertoli. Así mismo, los túbulos

seminíferos se encuentran rodeados por tejido intersticial laxo y altamente vascularizado e

inervado, el cual se deriva de la túnica vascular. En este sitio se encuentran vasos

sanguíneos y linfáticos, elementos del tejido conectivo y grupos de células endocrinas o de

Leydig (Ross el al. 1998; Holstein el al. 2003).
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2.3.1 CÉLULAS GERMINALES

Se encuentran dentro de los túbulos seminíferos en diferentes estados de maduración,

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 población de espermatogonias (espermatogonias tipo A claras)

que sufren numerosas divisiones mitóticas para incrementar su población. El proceso de

división de estas células es sumamente ordenado, cada célula hija permanece conectada a

través de un puente citoplasmático que se mantiene hasta los últimos estadios de

maduración de las espermátides, estas conexiones son esenciales para el desarrollo

sincrónico de cada clon de espermatogonias A claras. Después de varias divisiones estas

células se diferencian a tipo 8 las cuales representan el último paso de la fase de

espermatogonias. Posteriormente, las espermatogonias tipo 8 sufren una división mitótica

que origina la producción de espermatocitos primarios (2n), a continuación se produce la

reducción de juegos cromosómicos mediante la primera división meiótica por la cual se

forman los espermatocitos secundarios, los cuales experimentan la segunda división

meiótica para convertirse en espermátides haploides (n). Durante la fase de espermátides,

éstas se diferencian a espermatozoides, mediante la eliminación de gran parte de su

citoplasma, el reordenamiento de sus organelos y la formación del flagelo (Ross 1998;

Zhang 1999; Holstein el al. 2003).

En estas células en particular, el centrosoma y los componentes del citoesqueleto

principalmente los microtúbulos, son importantes, debido a que forman los polos y el huso

meiótico y mitótico (Duensing y Münger 2001; Meraldi y Nigg 2002; Alsop y Zhang 2003;

Shcoley el al. 2003). Además, los microtúbulos permiten los cambios de forma durante la

diferenciación y junto con elementos del centrosoma como los centriolos y la gamma

tubulina, forman el flagelo de los espermatozoides (Lewis y Cowan 1988; Rieder el al. 2001;

McKean el al. 2003). Asimismo la gamma tubulina permanece en el espermatozoide en

algunas especies no roedoras como la humana y la bovina y podría contribuir con la

formación del centrosoma durante la fecundación (Félix el al. 1994; Simerly el al. 1999;

Manandhar el al. 2005).
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2.3.2 CÉLULAS DE SERTOLl

Son células somáticas del testículo que se extienden desde la membrana basal hasta

la luz de los túbulos seminíferos. 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 xenobióticos al interior de los túbulos (Steinberger

y Klinefelter 1993).

Estas células además, mantienen la organización estructural dentro de los túbulos

seminíferos, son el soporte físico, 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

secreción polarizada de metabolitos, proteínas, factores paracrinos y moléculas de adhesión

asociadas a las células germinales, así como el soporte estructural, el movimiento de las

células espermatógenas dentro del epitelio seminífero y el desarrollo y formación simétrica

de las espermátides y los núcleos de los espermatozoides son funciones dependientes de

microtúbulos (Fleming el al. 2003a), por lo que la integridad de esta red de filamentos es

necesaria para que se lleve a cabo la espermatogénesis normal (Russell el al. 1981; Vogl el

al. 1983; Lewis y Cowan 1988; Allard el. a/1993).

2.3.3 CÉLULAS DE LEYDIG

Las células de Leydig se localizan agrupadas en el tejido intersticial fuera de los túbulos

seminíferos. Al igual que las células de Sertoli, se unen entre si por uniones GAP las cuales

están involucradas en el control del crecimiento celular, diferenciación y cooperación

metabólica 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 número por lo que estas células no se ven en división. Sin embargo, el
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recambio normal o provocado por un daño induce la formación de nuevas células de Leydig

a partir de la diferenciación de células precursoras como las mesenquimales y peritubulares.

En estudios realizados en ratas se ha observado que la renovación de células de Leydig en

adultos es más frecuentemente dependiente de la diferenciación de células precursoras que

de la división 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 producción de testosterona, hormona que

regula el comportamiento en el hombre, promueve la aparición de las características

sexuales secundarias y por retroalimentación negativa inhibe la secreción de

gonadotropinas hipofisiarias, además estimula la espermatogénesis y la diferenciación de

los espermatocitos a espermátides (Saenz 1994; Holdcraft y Braun 2004). La liberación de

LH por la hipófisis, estimula la producción 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 síntesis de testosterona está regulado por

el transporte de colesterol a la mitocondria, el cual está controlado por elementos del

citoesqueleto principalmente, microfilamentos y filamentos intermedios (Rainey et al. 1985;

Saez 1994), bajo un estímulo dado por la Ca'rcalmodulina, ATP y AMPc, (Hall 1995; Bilinska

et al. 1997). Sin embargo ha sugerido que los microtúbulos pueden desempeñar un papel

importante en la esteroidogénesis, ya que se ha reportado que estas estructuras se

encuentran asociados al colesterol y que su disociación estimula el transporte de colesterol

a la mitocondria (Rainey et al. 1985).

Muchas de las funciones de las células testiculares tanto somáticas como germinales

dependen de los microtúbulos, 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 Cowan 1988; Allard et al. 1993;

Fleming et al. 2003a).
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2.4. CENTROSOMA

El centrosoma es un organelo citoplásmico sin membrana, formado por un par de

centriolos y la matriz pericentriolar (PCM) (Duensing y Münger 2001; Meraldi y Nigg 2002;

Blagden y Glover 2003). En células animales, los microtúbulos crecen a partir de un centro

organizador de microtúbulos (MTOC) que se encuentra inmerso en la matriz pericentriolar,

de manera que el centrosoma mediante el MTOC, determina el origen de crecimiento de los

microtúbulos en interfase y durante la división celular y participa en las funciones que estos

desempeñan (Schnackenberg el al. 1998; Meraldi y Nigg 2002; Nédélec el al. 2003).

La duplicación y segregación de este organelo es un proceso altamente controlado y

sincronizado con la duplicación del genoma y el ciclo celular. En interfase, el centrosoma se

localiza en la proximidad del núcleo, muy cerca de la superficie externa de la envoltura

nuclear, donde regula las funciones de los microtúbulos durante esta fase. Al inicio de la

fase S la cinasa cdc-2 asegura que la duplicación del centrosoma y la síntesis del ADN se

efectúen de forma sincrónica, además 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

maduración, las proteínas 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 concentración hasta 5 veces y aumenta la

formación de microtúbulos. La separación de los centrosomas duplicados requiere la

participación de los microtúbulos y proteínas motoras. Los centrosomas duplicados migran a

cada extremo de la célula en división y forman los dos polos del huso así como los

microtúbulos del aparato mitótico, además dirigen la segregación de los cromosomas y los

movimientos que se realizan durante la división celular. Posteriormente a la citocinesis, cada

célula hija permanece con un centrosoma para iniciar un nuevo ciclo de división celular

(Duensing y Münger 2001; Meraldi y Nigg 2002).

Además de formar los microtúbulos, 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 citoplásmicos 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 microtúbulos 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 progresión 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 postmitóticas se arrestan antes de la fase S. Por lo anterior se ha sugerido que el

centrosoma es necesario para la progresión en el ciclo celular de la fase G1 a S (Khodjakov

y Rieder 2001), pero no es necesario para la transición G2/M (Hinchcliffe el al. 2001).

Asimismo, el centrosoma participa en el mecanismo de respuesta de daño al ADN, lo

cual resulta en la inactivación del organelo y consecuentemente en el bloqueo de la

segregación cromosómica y la citocinesis. Además puede integrar una red de señales que

monitorean la división celular, ya que en el se localizan proteínas sensoras de daño al ADN,

supresoras de tumores y otros componentes que regulan el ciclo celular y la apoptosis

(Duensing y Münger 2001).

Aunque el centrosoma es necesario para la formación de un huso bipolar, se ha

descrito una vía independiente de este organelo, sin embargo parece ser un mecanismo

menos regulado que puede resultar en alteraciones en la citocinesis (Duensing y Münger

2001). Para que la célula pueda entrar en mitosis, se requiere un centrosoma intacto

(Hinchcliffe el al. 2001). Cualquier alteración numérica estructural o funcional del

centrosoma puede interferir con la formación de un huso bipolar, y producir daños en la

segregación cromosómica y aneuploidías asociadas con el desarrollo de procesos

neoplásicos (Duensing y Münger 2001; Mayer el al. 2003; Meraldi y Nigg 2002). A este

respecto se ha observado que el daño en los componentes de la matriz pericentriolar es

suficiente para causar dichas alteraciones (Duensing y Münger 2001).

Uno de los principales componentes del centrosoma es la gamma tubulina, la cual ha

tomado importancia en los últimos años, ya que es un elemento clave para el

funcionamiento de éste organelo.
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2.5 GAMMA TUBULlNA

La gamma tubulina, es una proteína 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 proteínas derivan de un ancestro común (Wise et al.

2000). Fue descubierta por Oakley en 1989, en Aspergillus nidulans. Actualmente, se

considera una proteína 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 el al. 1995a; Dutcher 2001; Vinh el al. 2002). Así mismo, se descubrió una

probable forma ancestral de esta proteína en bacterias, la cual se denominó FtsZ (Penisi

1998).

Se han identificado dos genes funcionales de la gamma tubulina, TUBG1 y TUBG2 en

células humanas (HeLA). Las proteínas codificadas por estos genes comparten el 97.3,% de

identidad y difieren en su secuencia por 12 aminoácidos. La presencia de dos genes que

codifican para la misma proteína 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 el al. 2000) .

2.5.1 LOCALIZACiÓN

La gamma tubulina se encuentra principalmente en los centros organizadores de

microtúbulos (MTOC) en los diferentes grupos de organismos. En las células animales, se

localiza en el centrosoma, aunque se ha reportado en células somáticas de vertebrados, que

solo el 20% de la proteína 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-TuRCoEn mamíferos, la principal subunidad de este complejo se

denomina complejo pequeño de gamma tubulina (y-TuSC) y es un tetrámero que comprende

dos unidades de gamma tubulina y las proteínas GCP2 y GCP3. La estructura del anillo y

TuRC observada por microscopia electrónica comprende 6 o 7 tetrámeros. Las proteínas
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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 localización 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 105 polos del huso, donde

dirige la morfogénesis de 105 microtúbulos del aparato mitótico. Además ha sido identificada

en la superficie de 105 microtúbulos que forman el huso mitótico, predominando en 105

microtúbulos cinetocoricos (Lajoie-Mazenc et al. 1994; Oakley y Akkari 1999). La gamma

tubulina aparece en el huso mitótico desde la profase y disminuye su concentración hacia la

telofase. En la metafase aproximadamente el 75-85% la proteína se concentra en el huso y

solo el 15-25% se localiza en los polos del huso mitótico (Lajoie-Mazenc et al. 1994) .

2.5.2 FUNCIONES

La gamma tubulina participa en la maduración y activación del centrosoma al inicio de

la mitosis, ya que estos procesos corresponden al reclutamiento de la proteína en el

centrosoma (Khodjakov y Rieder 2001). Además se ha observado tanto en modelos in vivo

como in vitre, que es necesaria para la formación, estabilización y polarización de 105

microtúbulos (Joshi et al. 1992; Klotz et al. 2003). Esta proteína forma 105 dos polos del

huso, 105 microtúbulos que forman el aparato mitótico y 105 que dirigirán el movimiento de

organelos y proteínas al interior de la célula (Oakley 1992; Lajoie-Mazenc et al. 1994).

Además 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

además en la regulación de la transición M/G1 (Shu et al. 1995). Asimismo, se ha propuesto

que la esta proteína puede estar involucrada en el punto de control del huso mitótico

evitando la segregación de los cromosomas y la citocinesis cuando hay daños a nivel de

esta estructura (Hendrickson et al. 2001). Por otro lado, estabiliza a 105 centriolos y sirve

como molde durante su replicación (Fuller et al. 1995). Asimismo está involucrada en el

ensamblaje de 105 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 microtúbulo como se observa

en la figura 2. Este modelo a diferencia del modelo del protofilamento, ha sido ampliamente

documentado (Meads y Schroer 1995; Moritz el al. 1995a; Moritz el al. 1995b; Zheng el al.,

1995; Wiese y Zheng 1999; Moritz el al. 2000) . A este respecto , Zheng y cols. (1995) ,

localizaron por primera vez mediante microscopia electrónica en extractos de ovocitos de

Xenopus el complejo y-TuRC, estructura que forma in vitro los microtúbulos desde su

extremo negativo. Esto fue corroborado por pruebas de inmunoelectromicroscopia

realizadas en centrosomas aislados de embriones de Drosophila, mediante lo cual se mostró

que la gamma tubulina se localiza en anillos dentro de la matriz pericentriolar (PCM) ;

además , se observó que el diámetro y forma del y-TuRC es similar a la de los microtúbulos,

asimismo se detectó la presencia de gamma tubulina en el extremo negativo de estos

filamentos (Moritz el al. 1995b; Moritz el 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 tubu lina interactúa con la beta tubulina

de los microtúbulos (Oakley el al. 1990; Oakley 1992; Fuller el al. 1995).

Pericenlrinas

Figura 2. Modelo del molde (Templado). Los microtúbulos se originan y estabilizan a partir del y-TuRC formado
por y-TuSC, donde las unidades de y-tubulina se asocian longitudinalmente con el dímero de a y l3-tubulina y
determ inan el arreglo de 13 protofilamentos que forman un microtúbulo (Moritz et al. 2000).
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Como se mencionó anteriormente, la gamma tubulina es un miembro importante del

centrosoma, de manera que el daño a nivel de esta proteína puede resultar en alteraciones

sobre éste organelo, así como en la estructura y función del sistema de microtúbulos y en la

división celular. A este respecto se ha observado que la supresión del gen que la codifica en

Schizosaccharomyces y Aspergillus, produce la reducción en el número y tamaño de los

microtúbulos, la ausencia del huso y arresto mitótico (Joshi el al. 1992). Lo cual se corrobora

con lo reportado por Oakley (1990) y Lajoie-Manzec y cols. (1994) quienes al alterar la

proteína con anticuerpos específicos observaron la interrupción del crecimiento de los

microtúbulos durante la interfase y la formación de un huso no funcional durante la mitosis.

Por otro lado, Oakley (1992) observó que la alteración del gen de la gamma tubulina en

Aspergillus, inhibe la división nuclear, pero no la división celular resultando núcleos

poliploides. En contraste Shu y cols. (1995) reportaron que la supresión de esta proteína

produce la ausencia del cuerpo medio y células binucleadas al alterar la citocinesis.

Asimismo la supresión de esta proteína produce defectos en la formación de cilios y flagelos

ya que se altera el arreglo de microtúbulos 9+2 de los axonemas, lo cual produce discinesia

en células ciliadas y flageladas (McKean el al. 2003).
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3. JUSTIFICACiÓN

El vanadio es un elemento que ha tomado importancia como contaminante ambiental

en las últimas 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 comparación entre la década de los 60's y los 90's. Se ha

reportado en animales de laboratorio que la exposición a vanadio, produce efectos

reprotóxicos los cuales se asocian con alteraciones en el citoesqueleto. Además, la

exposición a este elemento en modelos in vitro produce daños a nivel del huso mitótico y

consecuencias en la segregación cromosómica. Sin embargo, se desconoce su efecto sobre

la gamma tubulina, una proteína clave para el funcionamiento adecuado del centrosoma y el

citoesqueleto. Debido a lo anterior y a que alteraciones estructurales , funcionales o

numéricas del centrosoma se asocian con el desarrollo de procesos neoplásicos, es

importante estudiar los efectos del V20 S, sobre la gamma tubulina mediante un modelo

experimental in vivo de exposición por inhalación, la cual es la vía de exposición más

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

4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Analizar los posibles efectos del V20 S (0.02M], sobre la gamma tubulina de las células

del epitelio seminífero y las células de Leydig en un modelo murino de exposición por

inhalación.

4.2 PARTICULAR

Determinar las modificaciones sobre la presencia de gamma tubulina en las células

germinales, de Sértoli y de Leydig, en un modelo crónico de inhalación, mediante la técnica

de inmunohistoquímica.

5. HIPÓTESIS

Si el V20 S administrado por la vía 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 proteína.
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6. METODOLOGíA

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 alimentación ad libitum. Se establecieron

dos grupos de 36 ratones cada uno, un grupo control, el cual fue expuesto a vehículo (agua

desionizada) y un grupo de ratones expuestos a pentóxido de vanadio (V20 S) 0.02 M, para

ello los ratones fueron colocados en una caja de acrílico cerrada y conectada a un

ultranebulizador. El tiempo de exposición para ambos grupos fue de 1 hora dos veces por

semana , durante 3 meses (Fortoul et a1.1999; Avila-Costa et al. 2004). Posteriormente a la

primera inhalación, un grupo de 3 ratones expuestos y 3 controles se sacrificaron, para

observar alteraciones por exposición aguda. Después se sacrificaron cada semana, bajo

anestesia con pentobarbital sódico, dosis letal. Los ratones se perfundieron vía intracardiaca

con solución salina y posteriormente con fijador de glutaraldehido y paraformaldehido al 2%

en buffer de carcodilatos (pH 7.4). A continuación se tomó uno de los testículos se pesó y se

colocó en formol al 10% durante 2 horas (Fig. 3). La concentración de vanadio en el testículo

se determinó mediante espectofotometría de absorción atómica, para ello los órganos se

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

RATONES CONTROL
VEHicULO: Agua

desionizada
n=36

RATONES EXPUESTOS A
V205 0.02 M

2 VECES POR SEMANA
n=36

SACRIFICIO--¡
I REGISTRO D,ELPESO DETERMINACiÓN DEI IL, ~~L TE~~ICULO I TOMA DE TEJIDO I LA CONCENTRACiÓN

I DE VANADIO

S= Semanas de exposición INMUNOHISTOQuíMICA
PARA GAMMA TUBULlNA

Figura 3, Procedimiento para la obtención del tejido en animales expuestos y controles (n=3 ratones por grupo).
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Por otro lado, se realizó la técnica de inmunohistoquímica para determinar el efecto del

V20S sobre la gamma tubulina de células testiculares, para lo cual, los órganos se incluyeron

en parafina y se realizaron cortes de 3-5 micras, los cuales fueron colocados en laminillas

con Poly-L-Iisina. Posteriormente, los tejidos se desparafinaron a 56 oC y se colocaron en

xilol por 5 minutos, después se hidrataron pasándolos por alcohol absoluto, alcohol al 96% y

agua destilada. A continuación se realizó la técnica de inmunohistoquímica, como se

describe en la figura 4.

*

'<j<l!:I''';¡:~¡;~'''\'!<~W!:~'''~~='Nijffl"Kff. :W*,'f;;,.-wAA'~~'

Se Inhibió la peroxidasaRecuperación antigénica
por calor y presión (120Ib)

~
endógena con ácido

en un buffer de citratos * peryódico durante 1
(pH 6) por 3 minutos

~
minuto

Se incubó 30 minutos aSe Incubó 1 hora a 37°C
con anticuerpo primario *.

37°C con anticuerpo

(policlonal antigamma- secundario biotinilado

tubulina) 1:100 en PBST .---------
Se incubó 30 minutos a
37°C con el complejo
HRP-Estreptavidina

Los tejidos se
contratiñeron con

hematoxilina de Harris

*
Se reveló con

diaminobencidina

Se deshidrataron los
tejidos (alcohol al 96%,

absoluto y xilol) y
montaron con entellan.

Lavados con PBS * y PBST.

Figura 4. Procedimiento para la inmunohistoquímica 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 J!2, en los cuales se contó, mediante una cámara lúcida,

el número total de células germinales, de 8ertoli y Leydig y de ellas el número de células

inmunorreactivas a gamma tubulina para obtener un porcentaje de células positivas. El

promedio de células analizadas por campo fue de 283.44 ± 4.69. Las células

inmunorreactivas o positivas a la proteína analizada presentan una marca citoplásmica

café.
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Por otra parte, para determinar si la concentración de vanadio en el testículo de los

animales expuestos difiere significativamente del control se realizó la prueba estadística de

análisis 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

testículo de los ratones expuestos con respecto al control.

Por otro lado, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de

las inhalaciones a V20S sobre el porcentaje de células testiculares inmunorreactivas a

gamma tubulina. Debido a que estos datos no presentaron una distribución normal ni

homocedasticidad, se transformaron como X= arcoseno .,¡% (Zar 1999). Además, se realizó

un análisis de Tukey para determinar si el grupo control difería significativamente de los

grupos tratados con V20S en los diferentes tiempos de exposición y posteriormente un

análisis de regresión para conocer la relación entre el porcentaje de células

inmunorreactivas a gamma tubulina y la exposición a V20S durante el tratamiento.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso de los testículos

El análisis estadístico mediante las pruebas ANOVA y Tukey (P< 0.05) no mostró

diferencia significativa entre el peso testicular de 105 animales expuestos con respecto al

grupo control como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Peso del testículo de individuos expuestos a V20S.

Tiempo de Peso del testículo

exposición a V20S 9 (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
. .

7.2 Concentración de Vanadio en el testículo

La concentración de vanadio (Ilg/g de tejido seco) en el testículo incrementó de manera

significativa con respecto al control desde la primera hasta la última semana de exposición

(P< 0.05) Y permaneció constante durante el tratamiento como se observa en la figura 5.
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Figura 5. Concentración de vanadio en el testículo de ratones CD1, posterior a la inhalación de V20S.

•= P<O.OSANOVA (Tukey)

7.3lnmunohistoquímica para gamma-tubulina de células testiculares

El efecto del V20S sobre la gamma tubulina de las células testiculares se determinó

mediante inmunohistoquímica. Se realizó 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 exposición al elemento, como se observa en las figuras 6 a 8.

Además, el análisis de los datos mostró que el grupo control' en todos los tipos

celulares analizados presentó el mayor porcentaje de células positivas a gamma tubulina

(células germinales 88.36±1 .85 (x ± e.e); Sertoli 86.87±2.39 i¡ Leydig 87.75±2.63) (Fig. 6 Y

9), mientras que el menor porcentaje de células germinales, Sertoli y Leydig

inmunorreactivas se encontró al final del tratamiento (células germinales 1.29±O.55; Sertoli

1.61 ±O.67; Leydig 1O.33±1.96) (Fig. 8 Y9).
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Por otro lado, el análisis de varianza (ANOVA) mostró que el porcentaje de células

testiculares inmunorreactivas a gamma tubulina difiere significativamente entre los

tratamientos en todos los casos (células germinales F11.158=204.39, P<0.001; Sertoli

F11.158=58.74, P< 0.001 y Leydig F11.158=33.24, P< 0.001). Asimismo, el análisis de Tukey

mostró para todos los tipos celulares analizados que el control difiere significativamente de

todos los grupos expuestos a V20 5 excepto a las 24 horas de exposición, en las células

germinales y de Sértoli (Fig. 9).

En lo que se refiere a las células germinales, éstas mostraron mayor decremento en

el número de células positivas a gamma tubulina desde la primera semana de exposición

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 disminuyó de igual

forma desde la primera semana de inhalación, sin embargo, este tipo celular presentó

fluctuación 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 observó desde las 24 horas de

exposición un decremento significativo en el porcentaje de células positivas (Fig. 6), el cual

permaneció constante hasta la quinta semana (Fig. 6 Y 9), posteriormente el mayor

decremento se observó a partir de la sexta semana de exposición (Fig. 7-9). Este tipo celular

presentó 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 análisis de regresión se

observó en todos los tipos celulares analizados un efecto dependiente del tiempo de

exposición, y una relación negativa y significativa entre el porcentaje de células positivas a

gamma tubulina y el tiempo de exposición a V20 5. Además se observó que los tres tipos

celulares presentaron diferente sensibilidad, siendo más susceptibles las células germinales,

seguidas por las de Sertoli y finalmente las de Leydig. De igual forma, este análisis mostró

el mayor índice de correlación para las células germinales, seguido por las células de Sertoli

y finalmente las células de Leydig.
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a) Control b) 24 hrs. de exposición

e) 1 semana de exposición d) 2 semanas de exposición
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Figura 6. Células testiculares positivas a gamma tubulina después del tratamiento con V20S. (a) Control. Se
observó el mayor número de células germinales , Sertoli y Leydig positivas a gamma tubulina, lo cual se aprecia
como una marca citoplásmica café. (b) 24 horas de exposición . No se observó decremento significativo en el
número de células germinales y Sertoli inmunorreactivas , en contraste se apreció menor número de células de
Leydig positivas con respecto al control (a). Posteriormente a la primera (e) y segunda semanas (d) de
tratamiento se observó un decremento con respecto al control en todos los tipos celulares siendo más evidente
en las células germinales. Además el número de células de Leydig positivas se mantuvo constante durante las
primeras semanas de tratamiento .

*=Germinales
• =Sertoli
«=Leydig
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a) Control b) 4 semanas de exposición

e) 6 semanas de exposición

400 X

d) 7 semanas de exposición

Figura 7. Células testiculares con gamma tubulina después del tratamiento con V20S. Se observa que en la
semana 4 (b) , 6 (e) y 7 (d) de exposición continúa el decremento de gamma tubulina en todos los tipos celulares
analizados. Además se aprecia que a partir de la semana 6 el decremento en las células de Leydig se hace más
evidente (e).

*=Germinales
• = Sertoli
«= Leydig
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a) Control b) 9 semanas de exposición

e) 10 semanas de exposición

400 X

d) 12 semanas de exposición

Figura 8. Células testiculares con gamma tubulina después del tratamiento con V20S. Al comparar con el control
(a), se observó un decremento progresivo en el número de células positivas a la proteína, el cual se aprecia
claramente después de 9 (b), 10 (e) y 12 (d) semanas de exposición. Además , al final del tratamiento (d) se
observó el mayor decremento de células inmunorreactivas en todos los casos, correspondiendo el menor número
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 (e) conforme el tiempo de exposición. * =P< 0.001 ANOVA (TUKEY).
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Figura 10. Análisis de Regresión. Se muestra en los tres tipos celulares una relación negativa y significativa
principalmente en las células germinales (r= -90, 1= 0.80, FU68= 696.82, P< 0.001) (a) seguido por las células de
Sertoli (r= -0.74, 1= 0.55, Fu 6B= 208.75, P<0.001) (b) y finalmente las células de Leydig (r= -0.71,1=0.50,
FU 6B= 170.86, P<0.001) (e).
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7. Discusión.

El efecto de diferentes tóxicos sobre las proteínas 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 división celular. Actualmente el

desarrollo industrial ha propiciado la liberación al ambiente de una gran variedad de metales

que dañan a estas proteínas (Nechay 1984; Li el al.1996; Ramírez el al. 1997; Stoiber el al.

2004), sin embargo, no existe información del efecto de éstos sobre la gamma tubulina,

siendo esta última una proteína clave para las funciones del citoesqueleto y un importante

miembro del centrosoma.

Nuestros resultados mostraron que el peso testicular del grupo tratado, no presentó

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 vía oral.

En contraste, en otros trabajos realizados con tetraóxido y pentóxido de vanadio vía

intraperitoneal, se observó un decremento significativo en el peso testicular (Altamirano

Lozano 1996; Aragón el al. 2001). Las diferencias encontradas en cuanto al efecto del

vanadio sobre el peso testicular en los diferentes modelos pueden deberse a la vía de

administración, la dosis, el compuesto y el tiempo de exposición.

Por otro lado, observamos que la concentración de vanadio en el testículo incrementó

significativamente con respecto al control desde la primera semana de exposición y se

mantuvo constante a lo largo del tratamiento, lo cual resulta de seguir el protocolo de

exposición descrito por Fortoul y cols. (1999). Asimismo, la presencia de vanadio en el

testículo se ha reportado en otros modelos lo cual apoya nuestros resultados (Nechay 1984;

ATSDR 1992; IPes 2000; IPes 2001). Sin embargo, en éste órgano se ha detectado una

menor concentración del metal con respecto a otros como el hígado, el riñón o el bazo,

debido a que éstos a diferencia del testículo, están involucrados en la detoxificación, la

excreción y la filtración sanguínea (Nechay 1984; ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPes 2000;

IPes 2001). Asimismo el testículo presenta una barrera que impide el paso de tóxicos de la

circulación al interior de los túbulos seminíferos (Steinberger y Klinefelter 1993), lo cual evita

que el vanadio se concentre de manera importante en este órgano. No obstante, el vanadio

puede llegar al testículo debido a que se une a la albúmina, la cual es la principal
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transportadora de testosterona en el plasma y el fluido intersticial, donde se concentra

significativamente. Además esta proteína se ha detectado cerca de la base del epitelio

seminífero y en el compartimiento basal entre las células de Sertoli, las espermatogonias y

los espermatocitos primarios (Christensen et al. 1985). Otra posible explicación a la

presencia de vanadio en el testículo puede ser la gran afinidad de este metal por el hierro

que se transporta por la transferrina de la sangre a los túbulos seminíferos, 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 hematoencefálica. A este respecto, Avila-Costa y cols. observaron que el V20 S

administrado por vía inhalada altera las uniones estrechas entre las células ependimarias

haciendo más 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 podría 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 aniónicos inespecíficos 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 química 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 proteínas importantes del centrosoma

como la gamma tubulina. En este estudio, se observó que el V20 S administrado por vía

inhalada, provocó 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

exposición. Uno de los mecanismos por el cual el vanadio puede modificar a esta proteína

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 daños

en los microtúbulos; por ejemplo, se ha observado en modelos in vitro, que el V20 S y el

ortovanadato inhiben la polimerización de estas proteínas (Kirazov y Weiss 1986; Ramírez

el al. 1997). Estos estudios sugieren que el mecanismo por el cual el vanadio las altera, es

mediante la interacción con los múltiples sitios de unión a iones metálicos divalentes que
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presentan las tubulinas, tales como: los grupos sulfhidrilo, extremos carboxilo, los sitios de

alta afinidad a Mg2
+ y el de unión a GTP (Li et al. 1996; Ramírez 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 función, tal como se ha

observado al exponer la a. y ~-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 proteína se

debe a que algunos compuestos como el vanadato pueden competir por el sitio de unión a

fosfato que presenta la gamma tubulina y alterar la interacción tubulina-GTP de manera

similar a lo que se ha reportado para la alfa y beta tubulinas (Kirazov y Weiss 1986), por lo

que podría formar un complejo tubulina-GTPV, y modificar la estructura de la proteína y su

actividad de GTPasa, lo cual resultaría en daños en la formación y estabilización de los

microtúbulos al centrosoma .

Por otra parte, algunas formas del vanadio como el vanadil y vanadato funcionan como

radicales libres y participan en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), como

el radical superóxido (02'-) , el radical hidroxil ("OH) y el peróxido de hidrógeno (H20 2)

(Nechay 1984; Martínez-Cayuela 1998; Zhang et al. 2001). Las proteínas del citoesqueleto

son particularmente un blanco para las ROS, en este contexto, Miller y cols. (2000),

observaron alteraciones en la cinética de polimerización de los microfilamentos y

microtúbulos de la línea celular Caco-2 después de la exposición a ROS, lo cual fue

resultado de la despolimerización y oxidación de actinas y tubulinas (Sanan et al. 2002a;

Sanan 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 despolimerización

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 disrupción de la actina y la tubulina siendo esta última más sensible al daño 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 cisteína. Las reacciones de los radicales libres con estos aminoácidos
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dan lugar a alteraciones estructurales en las proteínas, provocando entrecruzamientos y

agregación debido a la formación de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Martínez

Cayuela 1998). Asimismo, los daños producidos por el radicalOl-l, el cual es la especie más

reactiva, son irreversibles ya que al oxidar a las proteínas, éstas son ubiquitinizadas y

posteriormente degradadas (Cea-Bonilla el 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 división celular. Por ejemplo, en células de la línea A549,

expuestas a vanadato y en la cuales se detectaron ROS, se observó un incremento en los

niveles de p21, una proteína que se activa cuando hay daños en el ADN y produce un paro

en su síntesis (Zhang el al. 2001 ; Boonstra y Post 2004). El centrosoma ha sido implicado

en el mecanismo de respuesta de daño al material genético, lo cual resulta en la inhibición

de la duplicación de este organelo (Duensing y Münger 2001). Por lo anterior el daño en el

ADN podría modificar la expresión de algunas proteínas del centrosoma. Asimismo la

exposición 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 inhibición de este

complejo resulta en la inhibición de la mitosis y un paro en la fase G2/M (Morinville el al.

1998; Zhang el al. 2001; Boonstra y Post 2004). El efecto producido por el vanadio en la

división y progresión del ciclo celular, podría resultar indirectamente en alteraciones sobre la

gamma tubulina ya que la concentración de esta proteina se incrementa considerablemente

antes de iniciar la mitosis. Además se ha reportado que el vanadio inhibe la cinasa cdc-2

(Boonstra y Post 2004), la cual es requerida para la síntesis del ADN y la duplicación del

centrosoma, por lo que la inactivación de esta cinasa podría ocasionar daños en las

proteínas 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 podría ser independiente del efecto del vanadio sobre estas

proteínas (Kirazov y Weiss 1986; Ramírez el al. 1997).

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

celular analizado presenta una sensibilidad diferente al V20S, siendo las más sensibles las
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células germinales, seguido por las de Sertoli y finalmente las de Leydig, dado que

presentaron un coeficiente de correlación (~) de 0.80, 0.55 Y 0.50 respectivamente que

explica en cada caso que el 80, 55 Y50% del daño sobre la proteína 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. Además, éstas células presentan un alto índice mitótico y una reducida cantidad

de enzimas antioxidantes citoplásmicas (Álvarez et al. 1987; Sheriff 1991; Russanov et al.

1994; D'Cruz et al. 1998; Pineau et al. 1999). Debido a esto último, el daño por estrés

oxidativo es una de las principales alteraciones que conducen a la infertilidad masculina ya

que provoca la peroxidación de Iípidos 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 proteína pueden resultar en daños en la división celular

(Duensing y Münger 2001; Alsop y Zhang 2003), alteraciones en los cambios de forma que

se realizan durante la diferenciación celular (Lewis et al. 1985; Lewis y Cowan 1988), así

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 podrían explicar los efectos reprotóxicos observados en este

y otros modelos experimentales, donde se reporta que la exposición a diferentes

compuestos de vanadio (metavanadato de sodio y amonio y tetraóxido y pentóxido de

vanadio) administrados por vía oral e intraperitoneal producen decremento en el conteo yen

la movilidad espermática, así como alteraciones morfológicas en los gametos (L1obet et al.

1993; Altamirano-Lozano et al. 1996; Aragón y Altamirano-Lozano 2001).

Por otro lado, las alteraciones sobre la gamma tubulina de los espermatozoides

podrían conducir a daños en la fecundación, dado que esta proteína participa de manera

importante en la formación del centrosoma durante este proceso y forma los microtúbulos

astrales que permiten el movimiento del núcleo del espermatozoide hacia el centro del

ovocito (Félix et al. 1994; Simerly et al. 1999; Manandhar et al. 2005).
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Además, se ha observado que la supresión de esta proteína provoca la inhibición de la

cariocinesis y la citocinesis (Oakley 1992; Shu et al. 1995). Asimismo conduce a

alteraciones o a la ausencia del huso mitótico que resultan en aneuploidias provocadas por

daños en la segregación cromosómica (Joshi et al. 1992), como se observa en otros

modelos en los cuales se atribuye el efecto a daños sobre los microtúbulos (Roldan y

Altamirano 1990; Migliore 1993; Leonard y Gerber 1994; Zhong et al. 1994; Thompson y

Perry 1988), por lo que nuestros resultados podrían explicar los efectos aneuploidogénicos

del metal referidos en otros estudios.

Por otra parte, la gamma tubulina es requerida para la maduración, activación y

separación del centrosoma (Schnackenberg et al. 1998; Khodjakov y Rieder 2001). Como

observamos en el presente estudio, el vanadio puede alterar esta proteína y probablemente

producir alteraciones en el centrosoma, como lo reporta Navara y cols. (2001) en estudios

realizados con vanadocenodicloro y vanadoceno acetilacetonato en líneas celulares (BT-20

y U373), donde observan husos monopolares que sugieren daño sobre el centrosorna al

interferir con la separación de esta estructura antes de iniciar la división celular. A este

respecto, se ha reportado ampliamente que alteraciones estructurales, funcionales o

numéricas del centrosoma, principalmente en células con un alto índice mitótico, como las

germinales, provocan daños en la división celular y aneuploidías que pueden conllevar al

desarrollo de neoplasias testiculares (Duensing y Munger 2001 ; Khodjakov y Rieder 2001;

Hinchcliffe et al. 2001; Máyer et al. 2003). En este contexto, el daño en la gamma tubulina

de las células germinales provocado por el vanadio, podría ser un factor determinante en el

desarrollo del cáncer 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 exposición. Sin embargo con respecto a las células germinales,

éstas mostraron menor sensibilidad al vanadio y menor índice de correlación (r= 0.55). Lo

cual podría deberse a que las células de Sertoli presentan mayor resistencia a tóxicos y al

estrés oxidativo producido por la presencia de metales como el vanadio, comparado con las

células germinales, que cuentan con sólo una tercera parte de las enzimas antioxidantes

que presentan las células de Sertoli (Mruk et al. 2002). Además en animales sexualmente

maduros, estas células presentan un índice mitótico bajo y entran en división celular en

respuesta a la muerte de células adyacentes (Means et al. 1980; Pineau et al. 1999). Por lo
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anterior podrían exhibir una menor sensibilidad a daños sobre el ADN y estructuras

involucradas en la división celular como el centrosoma (Alberts et al. 1998; Duensing y

Münger 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 microtúbulos. En este contexto, las

alteraciones en la gamma tubulina de éstas células podría causar efectos similares a los

observados con drogas disrruptoras de microtúbulos. Por ejemplo se ha reportado que la

colchicina, el nocodazol y el carbendazim, al alterar los microtúbulos de estas células

comprometen la estructura del epitelio testicular y producen daños en la espermatogénesis,

tales como alteraciones en la formación de las espermátides, que resultan en núcleos

irregulares con invaginaciones y células binucleadas que sugieren daños 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 daños en el sistema de microtúbulos de estas

células se presenta en la organización y movimiento de las células espermatógenas dentro

del epitelio seminífero, así como en la eliminación del cuerpo residual y en el transporte

polarizado de proteínas y organelos (Fleming et al. 2003a). Por otro lado, Fleming y cols.

(2003b) reportaron que la sobreexpresión de la gamma tubulina en células de Sertoli de rata

modifica la forma de las espermátides y su transporte provocando su retención en los

túbulos seminíferos, así mismo se observa la retención del cuerpo residual. Lo anterior

sugiere que las alteraciones sobre la gamma tubulina como la sobreexpresión o el

decremento pueden causar daños sobre la espermatogénesis y consecuencias sobre la

fertilidad.

En lo que respecta a las células de Leydig, estas mostraron menor sensibilidad a la

exposición a V20 S con respecto a las células germinales y a las de Sertoli, como lo muestra

su índice de correlación (~= 0.50). En animales sexualmente maduros, estas células

presentan un equilibrio en su número por lo que presentan un índice mitótico sumamente

bajo. El recambio normal o producido por algún daño induce la formación de nuevas células

a partir de la diferenciación 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 podría mostrar menor sensibilidad al vanadio con respecto a las

células del epitelio seminífero. A este respecto, Aragón y cols. (2005) reportaron que la
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inyección de tetraóxido de vanadio a ratones macho, produjo alteraciones en las células

germinales y de Sertoli tales como apoptosis y vacuolización 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 último 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 exposición a V20S

comparada con los otros tipos celulares, se observó que este compuesto disminuye el

porcentaje de éstas células con gamma tubulina, conforme el tiempo de exposición. Las

alteraciones sobre esta proteína podrían resultar en daños en la diferenciación de las células

mesenquimales a células de Leydig . Además se ha reportado que los microtúbulos de las

células intersticiales participan en la esteroidogénesis, lo cual se ha observado en estudios

en los cuales se exponen células de Leydig 1-10 a colchicina y vinblastina, induciendo de

esta manera la despolimerización de los microtúbulos y la esteroidogénesis, al provocar la

liberación y el transporte del colesterol almacenado hacia la mitocondria (Rainey et al.

1985). El daño sobre la gamma tubulina disminuye la capacidad del centrosoma para

formar microtúbulos (Shnackenberg et al. 1998), por lo cual probablemente la exposición 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 explicación sobre la sensibilidad de cada tipo celular al vanadio se requiere de

mayor investigación.

Finalmente, es importante mencionar que el vanadio ha incrementado su concentración

en el aire en las últimas décadas principalmente en ciudades industrializadas como la de

México, en las cuales la infertilidad masculina podría estar asociada a la exposición a

diversos contaminantes como los metales. Con relación a este punto, éste es el primer

estudio en el que se muestra en un modelo in vivo el efecto del vanadio vía inhalada sobre

la gamma tubulina, la cual es la vía de exposición más importante para la población en

general. El hecho de que este metal provoque daños sobre la gamma tubulina en las células

testiculares podría conducir a alteraciones en el citoesqueleto y el centrosoma que resulten

en daños en la espermatogénesis y probablemente conlleven al desarrollo de neoplasias
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testiculares. Por lo anterior, entender el mecanismo involucrado en el daño a la gamma

tubulina es sumamente importante y podría contribuir a comprender de mejor manera las

alteraciones producidas por el vanadio y a prevenir sus efectos tóxicos. Asimismo el daño a

la gamma tubulina constituye una evidencia que apoya la capacidad neoplásica de este

metal.
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8. Conclusiones.

• El vanadio fue capaz de interactuar con la gamma tubulina, ya que la exposición de

ratones a V20S vía inhalada produjo un decremento significativo en el porcentaje de

células germinales, Sertoli y Leydig lnrrumorreactlvas a esta proteína, lo cual se

correlacionó con el tiempo de exposición.

• Los tipos celulares analizados presentaron diferente sensibilidad al vanadio siendo las

células germinales las más susceptibles, seguidas de las células de Sertoli y

finalmente las células de Leydig, por lo que las características particulares de cada tipo

celular influyen en el efecto del tóxico.

• Las alteraciones producidas por el vanadio sobre la gamma tubulina podrían ser

independientes del modelo experimental, dado que se ha observado el mismo efecto

en modelos in vitro para otras tubulinas.

• El daño sobre la gamma tubulina podría explicar el efecto reprotóxico del vanadio

observado en este y otros modelos experimentales. Asimismo podría 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

carácter neoplásico del vanadio.
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9. Perspectivas.

• Evaluar en este modelo, los daños estructurales, funcionales y numéricos sobre el

centrosoma, así como detectar las posibles aberraciones cromosómicas,

principalmente en las células germinales.

• Analizar, las posibles alteraciones sobre el ciclo celular tales como: arrestos mitóticos y

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

• Detectar si el daño que causa el vanadio sobre la gamma tubulina produce

alteraciones en la organización del epitelio testicular y cambios en la concentración

hormonal (testosterona, LH o F8H) que resulten en alteraciones en el ciclo hipotálamo

hipófisis- testículo.

• Determinar si el vanadio provoca daño 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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