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RESUMEN

El vanadio es un elemento que se encuentra ampliamente distribuido en la atmósfera

siendo ahí en donde se localizan las mayores concentraciones de este metal, además

se ha encontrado que una de las vías de exposición más tóxica es la inhalada . Por otro

lado , a este elemento se le han adjudicado tanto efectos apoptóticos como

antiapoptóticos y se ha encontrado que es tóxico para el aparato reproductor

masculino.

En nuestro modelo, identificamos los efectos apoptóticos que presenta este

elemento a través de las técnicas de inmunohistoquimica para caspasa-3 y TUNEL en

los diferentes tipos celulares del testículo en una exposición crónica por vía inhalada.

Encontramos que el V20S, en nuestro modelo, no afecta el proceso apoptótico en

espermatogonias, espermatocitos ni en células de Leydig. Sin embargo , genera un

decremento en la presencia de caspasa-3 en las espermátidas , al parecer esta proteína

apoptótica esta involucrada en la liberación de los cuerpos residuales , por lo que el

vanadio, en nuestro modelo, puede estar generando la liberación de espermatozoides

aberrantes. Finalmente en las células de Sertoli se produjo un aumento en presencia de .

caspasa-3, pero no se detectaron cambios con la técnica de TUNEL, por lo que es

necesario realizar más experimentos para identificar qué esta ocurriendo en este tipo

celular.

MARCO TEÓRICO

1. Contaminación atmosférica

La atmósfera esta constituida por un conjunto de gases que cubren la superficie

terrestre, y tiene diversas funciones necesarias para el desarrollo de la vida en la Tierra,

entre ellas está el ser un reservorio de gases, moderar la temperatura de la Tierra y

promover el ciclo del agua (Manhanan 2002 ; Albert , 2004) .

Se les denomina contaminantes atmosféricos, a las sustancias, organismos o

formas de energía que se encuentran en ambientes a los que no pertenecen, o en

concentraciones superiores a las propias del ecosistema (Albert, 2004) . Estos pueden

provenir tanto de fuentes antropogénicas (quema de combustibles fósiles , diferentes
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industrias, etc .) como de fuentes naturales (erupciones volcánicas , incendios forestales ,

etc.) (Philp , 2001 ; Manhanan , 2002; Albert, 2004).

Cuando los contaminantes exceden la capacidad del ambiente para que éste los

disperse o los diluya en la atmósfera, generan alteraciones en la misma y con ello en la

salud de los seres humanos , promoviendo el desarrollo de diversas enfermedades, así

como la disminución en la tasa de reproducción y hasta la muerte (Philp , 2001 ;

Manahnan, 2002) .

Durante el siglo XIX, la emisión de estas sustancias a la atmósfera (por causas

antropogénicas) se incrementó considerablemente debido al rápido y desordenado

crecimiento urbano y a la industrialización (Freedman, 1998; Lascaña- Navarro et al.,

1999; Mugica et al. , 2002) . En consecuencia , la contaminación atmosférica se ha

convertido en uno de los principales problemas de las grandes ciudades , definidas

como áreas metropolitanas con más de 10 millones de habitantes (Malina y Malina ,

2004). La zona metropolitana de la Ciudad de México es una de las más

representativas pues su población alcanza los 20 millones de habitantes (Malina y

Malina , 2004 ; Mugica et al., 2002) .

Esta ciudad presenta graves problemas ambientales provocados por factores

relacionados con la industria y el transporte (Téllez-Rojo et al., 1997; Malina y Malina ,

2004) . Éste último es la principal causa de contaminación en el área metropolitana ya

que en ella circulan alrededor de 3.5 millones de automóviles (Mugica el a/., 2002 ;

Malina y Malina, 2004) . Para el año 2000 los contaminantes emitidos por vehículos

liberaron a la atmósfera 96% del monóxido de carbono total, 70% de los óxidos de

nitrógeno, 31 % de las partículas suspendidas menores a 10 micras (PM 1O) y 45% de

las partículas suspendidas menores a 2.5 micras (PM2.5) (Malina y Malina, 2004).

Muchos estudios han demostrado que las partículas suspendidas producen

efectos adversos en la salud , esto se debe a que por su tamaño son capaces de

penetrar hasta los alveolos pulmonares causando diferentes efectos tóxicos (Lascaña­

Navarro el a/., 1999; Mugica el a/., 2002) , que derivan en un incremento en la

morbilidad y en la mortalidad prematura (Lascaña- Navarro el a/. , 1999) . Estos efectos

se han relacionado principalmente con la presencia de metales y metales de transición

asociados a estas partículas (Osornio-Vargas et al. , 2003) .
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1.2 Contaminación por metales y sus efectos en la salud

Los metales son elementos no biodegradables, por lo que persisten largo tiempo en la

atmósfera (Waalkes el al., 2000; Manhanan, 2002) formando compuestos poco solubles

con el hidróxido (OHl el carbonato (C03
2-) y el sulfuro (S2) (Manhanan, 2002) .

La concentración de estos compuestos en la atmósfera, se debe principalmente

a las erupciones volcánicas y a la combustión del petróleo por la industria y el

transporte (Mugica el al., 2002; Fernández el al., 2003) . Dentro de los metales que.se

liberan por estas actividades se encuentran el plomo y el vanadio , siendo éste último el

principal componente orgánico-metálico del petróleo (Mugica el al., 2002) .

Todos estos metales se adhieren a las PM25, por lo que son de fácil absorción y

distribución por la vía inhalada (Lascaña- Navarro el al., 1999; Manhanan, 2002;

Mugica el al., 2002) . Dentro de los organismos, las formas inorgánicas de estos

compuestos tienden a unirse fuertemente con algunas proteínas yen algunos tejidos, lo

que promueve la acumulación del tóxico en diferentes órganos blanco como es el caso

del hígado, el riñón y los huesos (Manhanan, 2002) .

Los metales pueden interven ir en una gran variedad de procesos celulares ,

permitiendo la activación de diversas reacciones metabólicas (Leonard el et. , 2004) . Se

les han adjudicado efectos neurotóxicos, inmunotóxicos (Waalkes el al. , 2000) y

cancerígenos (Waalkes el al., 2000 ; Chen el al., 2001; Chen y Shi , 2002 ; Leonard el el.,

2004). Entre los metales que han sido considerados como promotores de neoplasias,

se encuentran el cromo , el cobalto , el cobre , el arsénico, el níquel y el vanadio

(Waalkes el al. , 2000 ; Chen el al., 2001; Chen y Shi, 2002; Leonard el al., 2004) Con

respecto a este último existe controversia, debido a que otros autores lo consideran

antineoplásico (Evangelou, 2002, Mukherjee el al., 2004) .

2. Vanadio

El vanadio fue descubierto en México en 1813 por Andrés Manuel del Río (Guevara-

García, 1996; Barceloux, 1999), quién lo denomino "eritronio" , debido a que las sales de

este elemento se tornan rojas cuando se tratan con calor y ácidos. Sin embargo, poco

tiempo después se concluyó que el nuevo elemento descubierto era sólo una nueva

forma de cromo (Guevara-García, 1996) .

3
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En 1831 Nils Sefstrom redescubrió a este metal de transición , dándole el nombre

de Vanadin (Vanadio) en honor a Vanadis , diosa de la belleza y la fertil idad (Mukherjee

el al., 2004) .

2.1. Propiedades fisico-químicas del vanadio

El vanadio es un metal de transición situado en el grupo Vb de la tabla periódica

(Léonard y Gerber, 1994; Barceloux, 1999), se caracteriza por su color blanco qrisáceo

y presenta una masa molecular relativa de 50.9 glmol (ATSDR, 1992; WHO , 2001) . Es

altamente reactivo frente al oxígeno , al nitrógeno y al carbono, además de ser capaz de

combinarse con casi todos los metales a temperaturas elevadas (arriba de los 300 o C.)

(ATSDR , 1992; Barceloux, 1999).

Este metal de transición existe en diferentes estados de oxidación que van de -1

a +5, siendo las valencias más frecuentes +3, +4, +5 y la más estable +2 (WHO , 2001 ;

Barceloux, 1999; Léonard y Gerber, 1994). El compuesto más usado y tóxico es el

pentóxido de vanadio (V20S) , el cual se caracteriza por su color amarillo rojizo y por

presentar una masa molecular relativa de 181.9 grlmol (WHO, 2001) .

Finalmente, es importante mencionar que la estructura del vanadio se asemeja a

la del fósforo y del magnesio , por lo que suele ocupar el lugar de estos compuestos en

diferentes procesos celulares (Nechay, 1984; Crans el al., 2004).

2.2 Fuentes de exposición a vanadio

El vanadio es un elemento que se encuentra ampliamente distribuido en nuestro

planeta (ASTDR, 1992; WHO , 2001) . Lo podemos encontrar en suelo , agua , alimentos

y aire (ASTDR, 1992; Barceloux, 1999; WHO , 2001) siendo esta última la fuente por la

que estamos expuestos a mayores concentraciones de este metal de transición

(Manhanan , 2002).

Las concentraciones de vanadio en la atmósfera pueden ser resultado de

procesos naturales como el polvo continental , los aerosoles marinos y las erupciones

volcánicas (ATSDR, 1992; Léonard y Gerber, 1994). Sin embargo, la principal fuente de

vanadio en el aire se relaciona con algunas actividades como la combustión del

petróleo , d~1 carbón y de aceites pesados durante la generación de energía y calor

4
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(ATSDR , 1992; Barceloux, 1999; WHO , 2001; Manhanan, 2002). También lo podemos

encontrar en el gas natural o como contaminante emitido por las industrias metalúrgicas

(ATSDR , 1992; Barceloux, 1999).

Es importante destacar que un total de 280 toneladas de vanadio son emitidas

anualmente a la atmósfera , de las cuales 210 provienen de actividades antropogénicas

y solamente 70 resultan de factores naturales (Léonard y Gerber, 1994) .

Probablemente esta es la causa por la que las concentraciones de vanadio atmosférico

son mayores en las áreas urbanas (0.5 - 1230 ng/m\ comparadas con las rurales

(0.4-500 ng/m3
) (WHO, 2001) .

En consecuencia, la población general se encuentra expuesta a un rango que va

de 0.4 a 1230ng V/m 3 (WHO , 2001) . Para el personal ocupacionalmente expuesto

(POE) el rango es de 1~lg a 88.7mg V/m 3 (Barceloux, 1999; WHO , 2001). Es importante

destacar que concentraciones mayores a 70mg V/m3 están cons ideradas como de

peligro inmediato a la salud y la vida humana (Barceloux, 1999). Por lo anterior, la

exposición del POE a altas concentraciones vanad io es de gran preocupación

(Barceloux, 1999; WHO , 2001), siendo las industrias minera , metalúrgica , cerámica y

del acero y en las plantas generadoras de elect ricidad -por la quema de petróleo- en

donde se encuentran mayores concentraciones de este elemento (Huang el al., 2000).

2.3 Toxicocinética y toxicodinámica del vanadio

Debido a que la exposición a vanadio puede ser a través del suelo , los alimentos, el

agua y el aire , las principales vías de entrada de este metal al organismo son la oral y la

inhalada (ATSDR, 1992; Barceloux, 1999).

El vanad io al ser inhalado es capaz de llegar a los pulmones y traspasar los

alvéolos (Manhanan, 2002) , en donde alrededor del 90% (Léonard y Gerber, 1994) se

transporta por difusión simple al torrente sanguíneo (Manhanan , 2002) .

Al llegar a la sangre el vanadio entra a las células a través de canales iónicos no

específicos (Stern el al., 1993), alrededor del 90% se mant iene en el citoplasma ,

mientras que el 10% restante se distribuye principalmente en el núcleo , seguido por los

microsomas y la mitocondria (Evangelou , 2002) . En la célula se reduce a vanadilo , por

la acción del glutatión y del ascorbato (Stern el al., 1993; Evangelou , 2002 ; Baran ,

5
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2003). Este elemento también puede auto-oxidarse a vanadato en presencia del

oxígeno (Baran, 2003; Mukherjee et al., 2004) .

Una vez que el vanadio entra a la célula, los elementos proteicos como la

transferrina y la albúmina, se encargan de transportarlo a diferentes tejidos y órganos

(Stern et al., 1993; Barceloux, 1999; WHO , 2001 ; Evangelou, 2002; Baran , 2003 ;

Mukherjee et al ., 2004) como al hígado, al riñón , al cerebro , al bazo, a los músculos, a

los huesos y también lo podemos encontrar en los testículos (Barceloux, 1999; WHO,

2001; Baran , 2003 ; Mukherjee et al., 2004) .

La principal ruta de eliminación es a través de la orina con un comportamiento

bifásico, presentándose una primera fase rápida (15-40 horas) y una segunda fase de

elim inación lenta (40-50 días) (Ivancsits et al., 2002; WHO , 2001) .

2.4 Efectos tóxicos del vanadio

El Vanadio es más tóxico por la vía inhalada que por la vía oral , siendo el sistema

respiratorio el más afectado (ASTDR, 1992) , en donde puede causar rinitis , bronquitis,

asma bronquial , neumonía (Jandhyala y Hom, 1983; RAIS, 1991; ATSDR, 1992;

Barceloux, 1999; WHO , 2001), broncoespasmo, faringitis y bronconeumonía (RAIS ,

1991; Barceloux, 1999) . También se ha encontrado que puede producir conjuntivitis ,

dermatitis (RAIS, 1991; Barceloux, 1999; WHO , 2001) , cefalea, vértigo, depresión y

temblor distal (RAIS , 1991; Barceloux, 1999). Además ha sido cons iderado como tóxico

para el tracto gastrointestinal produciendo diarrea, náuseas, vómito y espasmo

muscular (RAIS , 1991; ATSDR, 1992).

2.4.1 Efectos del Vanadio en la célula

El vanadato presenta un gran parecido con el fósforo , por lo que es capaz de inhibir la

actividad de algunas enzimas (Nechay, 1984; Crans et al ., 2004) a concentraciones

extracelulares relativamente altas (urnol/mrnol) (Barceloux, 1999) , entre las que

encontramos a las ATPasas, las fosfatasas ácidas y alcalinas, las fosfodiesterasas, las

ribonucleasas , las DNasas, a la glucosa 6-fosfatasa y la tirosina fosfatasa entre otras

(Nechay, 1984; Stern et al., 1993; Léonard y Gerber, 1994; Crans et al., 2004 ;

Mukherjee et al ., 2004) . Lo anterior puede generar daño al citoesqueleto, afectar la

6
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síntesis y reparación del ácido desoxiribonucléico (ADN), así como activar o inhibir a

distintas proteínas relac ionadas con el ciclo celular (Stern et al. , 1993 ; Léonard y

Gerber, 1994) .

Por otro lado , la reducción de vanadato a vanadilo produce la liberación de

especies reactivas de oxígeno (ROS) mediante la reacción de Fenton (Ding et a/., 1999;

Zhang et a/., 2002) , lo que puede generar daño al ADN y con ello la activación de

diferentes biomoléculas (Zhang et a/., 2001) como el factor nuclear kappa beta (NF-K¡3) ,

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a), la interleucina 8 (IL-8) , la proteína act ivadora

1 (AP 1), las proteínas cinasas activadoras de mitógenos (MAPK) y genes como ras, c­

raf-1 , p53, p21 Y Rb, entre otros (Stern et a/., 1993; Evangelou , 2002 ; Zhang et a/.,

2002 ; Mukherjee et al. , 2004). Dependiendo de la cascada de señalización afectada , el

vanadio activa el proceso de muerte o proliferación celular (Zhang et al., 2001 ; Zhang et

a/., 2002) . La liberación de ROS también puede resultar en daño mitocondrial que

promueve la liberación del citocromo-c y con ello la promoción de la apoptosis

(Evangelou , 2002 ).

Ya que el vanadio puede promover tanto efectos apoptóticos como

antiapoptóticos (Zhang el a/., 2001 ; Zhang el a/., 2002) , su estatus como agente

neoplásico o antineoplásico es controversial (Evangelou, 2002 ; Mukherjee el a/., 2004).

Esto también se ha relacionado con la capacidad del vanadio para afectar el aparato

reproductor masculino, como a continuación se describe (D'Cruz y Uckun, 2000; Ghosh

el a/., 2000; Aragón y Altamirano-Lozano, 2001) .

2.4.2 Efectos reprotóxicos del vanadio

En modelos animales, el vanadio es capaz de traspasar la barrera hematotesticular y

acumularse en los testículos (Domingo, 1996) , donde puede generar una gran variedad

de 'efectos tóxicos como daño en las células que conforman el epitelio testicular,

resultando en alteraciones en la espermatogénesis e infertilidad (Domingo, 1996 ,

Nechay, 1984 , ASTDR, 1992, Barceloux 1999).

Por ejemplo, l.lobet y cols . en 1993 expusieron ratones durante 64 días a 60 y

80mg V/Kg de metavanadato de sodio por vía oral, lo que produjo un decremento en el

número de espermátidas y espermatozoides, así como una disminución en el número

7

Neevia docConverter 5.1



de hembras preñadas por los ratones tratados, afectando así la fertilidad de éstos .

Posteriormente Aragón y Altamirano-Lozano en 2001 observaron que la

administración intraperitoneal de tetra-óxido de vanadio (18.8 mg V/Kg) cada 2 días

durante 2 meses resultó en la disminución del peso testicular, en alteraciones de la

viabilidad y en la mov ilidad de los espermatozoides , así como anormalidades en los

mismos .

También se ha demostrado que la admin istración intratesticular de 4 diferentes

vanadocenos a una concentración de 7.5 mg./kg./testículo cada 2 días durante 28 días ,

produjo atrofia de los túbulos seminíferos, inhibición de la espermatogénesis y pérdida

de las espermátidas , que se explica por la capacidad del vanadio de producir daño al

AON y apoptosis (O'Cruz y Uckun , 2000) .

Además, in vitro se ha encontrado que diferentes vanadocenos (12.5 - 250 ~lM)

inducen apoptosis en las células transformadas de testículo Tera-2 y Ntera-2 , por lo que

se le ha cons iderado un potente antineoplásico (Ghosh et al., 2000 ).

En conc lusión , la infert ilidad y los efectos ant ineoplásicos producidos por el

vanadio se han relacionado con la capac idad de este metal de produ cir apoptos is

(Ghosh et al., 2000 ; D'Cruz y Uckun , 2000).

2.4.3. Apoptosis, proliferación y vanadio.

Se ha observado que el vanadio puede promover tanto efectos apoptóticos como

proliferativos, que se han relacionado con la capacidad de este metal de transición de

producir ROS e inhibir la fosforilación del las proteínas tirosinas fosfatasas (PTPs)

(Stern et el., 1993; Evangelou, 2002) . Estos efectos dependen del tipo celular, el

organismo, la especie de vanadio utilizada, la concentración y la vía de exposición

(Chen et al., 2001; Evangelou , 2002) .

Aunque la información acerca de los efectos proliferativos de este elemento es

escasa, existen algunos estudios donde se demuestra la capacidad antiapoptótica del

vanadio ; uno de éstos es el realizado por Cruz y cols., 1995 en un modelo in vitro con

condrocitos expuestos a ortovanadato (5-50flM) durante 48 horas , lo que produjo un

incremento en la sobrevivenc ia de las células que no estaban en proliferación .
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También se ha observado que el vanadato a concentraciones menores a 10-10M

en un modelo in vitro fue capaz de estimular la formación de colonias en células

neoplásicas de mama y de pulmón (Stern et al., 1993), estos efectos también se

observaron en células malignas de glia tratadas con vanadato (250 ulvl) durante 48

horas (Chin et el. , 1999) y en células epidérmicas JB6 de ratón tratadas con vanadato

(1O ~lM) en 3 intervalos de 10, 30 Y60 minutos (Li et al., 2004).

En contraste dentro de los estudios que señalan al vanadio como un posible

agente apoptótico, se encuentran el realizado con monovanadato de amonio (4.27

umol/L) por vía oral durante 40 días, que ocasionó un aumento en el número de células

apoptóticas en ratas con cáncer de mama (Sankar et al., 2005) .

El incremento en la apoptosis también se observó en células SW620 in vitro

tratadas con bisperoxovanadio (0.5 -2.5 ¡.JM) durante 48 horas (Scrivens et et. , 2003) ,

así como en células neoplásicas de mama y de pulmón in vitro expuestas a vanadato

en concentraciones mayores a 10-10M (Stern et al., 1993) .

Asimismo se encontró que en un modelo in vitro con condrocitos primarios , la

exposición a ortovanadato ( 5 -50~M) durante 48 horas produjo un incremento en la

apoptosis de las célu las que estaban en proliferación , lo que al parecer depende de las

concentraciones de los factores de crecimiento (Cruz et al., 1995) .

En otro trabajo con ratones BALB/cJ a los que se les administro metavanadato

de sodio (50 ~lg) vía sublingual (dosis única) provocó un incremento en el número de

células apoptóticas (Wang et al., 2003) .

Finalmente con células epidérmicas JB6 in vitro tratadas con metavanadato de

sodio (50-400 ~M) durante 24 horas se encontraron los mismos efectos proapoptóticos

(Huang, 2000) , esto también se observó en un modelo in vitro con la levadura

Saccharomyces cervisae expuestas a diferentes vanadocenos (0.01-1 mM) durante 17

horas (Aubrecht et al., 1999) .

3.2 Apoptosis y su regulación en el testículo

La apoptosis es un proceso vital en el desarrollo de los organismos pluricelulares (Hale

et al., 1996; Cryns y Yuan , 1998; Gilbert, 2000; Lewin , 2000; Alberts et al., 2002 ;

Jordán, 2003; Laux et al., 2003), ya que a través de ella mueren las células que no son
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células apoptóticas (Wang et al., 2003).

Finalmente con células epidérmicas JB6 in vitro tratadas con metavanadato de

sodio (50-400 ~M) durante 24 horas se encontraron los mismos efectos proapoptóticos

(Huang, 2000), esto tamb ién se observó en un modelo in vitro con la levadura

Saccharomyces cervisae expuestas a diferentes vanadocenos (0.01-1 mM) durante 17

horas (Aubrecht et al., 1999) .

3.2 Apoptosis y su regulación en el testículo

La apoptosis es un proceso vital en el desarrollo de los organismos pluricelulares (Hale

et al., 1996; Cryns y Yuan, 1998; Gilbert, 2000 ; Lewin, 2000 ; Alberts et al., 2002;

Jordán, 2003 ; Laux et al., 2003), ya que a través de ella mueren las células que no son
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necesarias o que se encuentran dañadas, así mismo se mantiene el equilibrio entre las

células que nacen y mueren , se promueve una adecuada respuesta inmune y permite

el desarrollo de órganos y tejidos (Duke et a/., 1997; Jordán , 2003 ; Laux et a/., 2003) ,

además de regular el número de células en un tejido particular (Blanco-Rodríguez,

1998) (Tabla 1).

Tab la 1: Funciones importantes de la apoptos is en los organ ismos vivos

Función Ejemplo

Promueve la desaparición Las células de la pared uterina mueren por apoptosis , al
de células que ya no son perderse durante la menstruación. (Duke et et., 1997,
necesarias Laux et al ., 2003)
Regula el número de Para el desarrollo satisfactorio de los espermatozoides ,
células en un tejido la apoptosis regula el número de células que van
particular madurando. (Blanco-Rodriquez. 1998)
Permite esculpir órganos y En el desarrollo del humano la apoptosis es necesaria
tejidos para remover las membranas que se forman entre los

dedos del feto (Duke et al. , 1997, Jordán, 2003)
Permite una buena Los linfocitos T que no maduraron satisfactoriamente,
respuesta inmune mueren en el Timo . (Duke et al. , 1997, Jordán , 2003 ,

Laux et al., 2003)

Elimina células dañadas Elimina células infectadas por virus o con mutaciones
(Duke et et. , 1997, Laux et al. , 2003)

Algunas alteraciones en el proceso apoptótico están relacionadas con diversas

condiciones patológicas, como desordenes neuro-degenerativos entre los que

encontramos al Alzheimer, infecciones virales como el SIDA y enfermedades auto­

inmunes como el Lupus y el cáncer. (Hale et a/., 1996; Duke et a/., 1997; Waalkes et a/.,

2000; Desagher y Martinou, 2000; Adams, 2003 ; Jordán, 2003; Laux el a/., 2003 ;

Sánchez-Torres y Diosdado, 2003) .

Por todo lo anterior ha sido importante detectar a las células apoptóticas , y para

ello es necesario conocer tanto sus características bioquímicas como morfológicas,

dentro de las cuales se encuentran (Cryns y Yuan , 1998; Alberts et a/., 2002 ; Sánchez­

Torres y Diosdado, 2003 ; Jordán , 2003; Laux et a/., 2003):

Compactación celular, por lo que se pierde contacto con las células vecinas.

Externalización de residuos de fosfatidilserina, que van a permitir que la

célula sea fagocitada .

10

Neevia docConverter 5.1



Condensación celular, presentándose un núcleo pequeño y fragmentado

(Heteropicnosis).

Cambio de permeabilidad en la membrana mítocondrial.

Condensación de la cromatina .

Colapso del citoesqueleto.

Fragmentación del ADN.

Producción de ROS.

Ac idificación del espacio intracelular.

Desintegración de la envoltura nuclear.

Formación de vesículas rodeadas de membrana citoplasmática que contienen

parte de la cromatina y algunos organelos (cuerpos apoptóticos) .

No se produce inflamación.

Es regulado por una serie de enzimas, denominadas caspasas , que se

activan específicamente durante este proceso.

La muerte celular por apoptosis puede desencadenarse a través de dos vías :

Una regulada por receptores de muerte (Adams, 2003; Jordán, 2003 ; Laux et al., 2003 ;

Sánchez-Torres y Diosdado, 2003) que se localizan en la membrana celular como Fas

y el receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNFR 1). Para que estos receptores

promuevan la apoptosis necesitan ser activados por FasL y TNFa respectivamente

(Hale el al. , 1996; Arch el al., 1998; Pentiakainen , 2002 ; Jordán, 2003) .

La otra vía es originada por estrés celular como por ejemplo el daño al ADN

(Cryns y Yuan , 1998; Adams , 2003 ; Riedl y Shi , 2004) , alteración en la función de las

citosinas (Adams , 2003) , activación de oncogenes (Riedl y Shi , 2004) o disminución de

contactos con las células que los rodean (Jordán , 2003) .

Ambos casos culminan en la activación de las caspasas 8 ó 10. Estas últimas

pueden disminuir el potencial de membrana de la mitocondria liberando al citocromo-c ,

lo que culminará en la activación de la caspasa 3, las caspasas 8 y 10 también pueden

activar directamente a la caspasa-3 (Fig . 1). (Cryns y Yuan , 1998; Desagher y

Martinou, 2000; Wang, 2001 ; Adams, 2003; Riedl y Shi, 2004).
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Figura 1. Proceso apotótico

La muerte celular programada es un proceso que está regulado por diferentes

proteínas que se encuentran en el espacio intracelular, como lo son:

a) Caspasas: Estas proteínas son unas de las principales reguladoras del

proceso apoptótico; son proteasas con un residuo de ciste ína (Cryns y Yuan ,

1998, Riedl y Shi, 2004) que se sintetizan en la célula como precu rsores

inactivos denominados pro-caspasas (Cryns y Yuan , 1998; Alberts el a/., 2002 ;

Laux el al., 2003 ; Abraham y Shaham , 2004; Riedl y Shi, 2004) .

Se clas ifican en activadoras y ejecutoras, dentro de las caspasas activadoras

encontramos a la 8 y a la 10 encargadas de activar a las caspasas ejecutoras.

De éstas , la princ ipal es la caspasa-3 que se localiza en el citoplasma (Cryns y

Yuan , 1998; Wang, 2001; Deng el a/., 2002) Yla mayoría de las vías apoptóticas

convergen en su activación (Cryns y Yuan, 1998; Desagher y Mart inou , 2000 ;

Didenko el a/., 2002; Richburg el a/., 2002 ; Adams, 2003 ; Jordán , 2003 ; Said el

a/., 2004) . Debido a lo anterior la caspasa-3 ha sido ampliamente utilizada como

marcador temprano de la apoptosis (Alfaro el a/., 2000 ; Kim el a/., 2000 ; Kumi­

Diaka y Butler, 2000; Shiraishi el a/., 2000 ; lida el a/., 2003 ; Omezzine el a/.,

2003) .

La caspasa-3 activa a las caspasas 6 y 7 (otras caspasas ejecutoras) , estas en

conjunto son responsables de los cambios morfológ icos y bioquímicos

característicos de las células . Una de sus principales funciones es la activación
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de la enzima DNasa activada por caspasas (CAD) , quien se encarga de

fragmentar al ADN en los espacios internucleosomales (Cryns y Yuan , 1998;

Wang, 2001 ; Jordán, 2003 ; Sánchez-Torres y Diosdado , 2003) . Este último

proceso es característico de la muerte por apoptosis y es por ello que también ha

sido ampliamente utilizado como marcador apoptótico (Alfaro et al., 2'000; Koji,

2001 ; Laux et al., 2003; Sánchez-Torres y Diosdado, 2003).

b) Proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs): Son capaces de inhibir la

apoptosis uniéndose a las pro-caspasas para no permitir su activación , o bien

uniéndose a las caspasas bloqueando así su actividad . Entre sus miembros

destacan XIAP , c-IAP y c-IAP2 las cuáles inhiben a las caspasas 3, 7 Y 9

(Sánchez-Torres y Diosdado, 2003; Riedl y Shi, 2004) .

Es necesario recalcar que las IAPs no pueden ser activadas después de la

liberación del citocromo-c, ya que con ello se liberan las segundas proteínas

mitocondriales activadoras de caspas as (Smac) y las proteínas de unión directa

a las IAP con bajo punto isoeléctrico (DIABLO) . Las Smac y DIABLO se unen a

las IAP bloqueando su actividad y así permiten que el proceso apoptótico se

lleve a cabo . (Wang, 2001; Sánchez-Torres y Diosdado , 2003 ; Alberts et al.,

2002 ; Gilbert, 2000; Lewin, 2000 ; Rield y Shi, 2004).

e) Proteínas de la familia Bcl: Algunas son promotoras de la apoptosis, como

Bad, Bax, Bak y BID, quienes se encuentran generalmente en el citoplasma y se

transportan a la mitocondria después de recibir la señal de muerte, donde

promueven la liberación del citocromo-c. Otras inhiben a la apoptosis, como

Bcl-2 y Bcl-xl. Estas se encuentran en la membrana externa de la mitocondria y

su función es inhibir la liberación del citocromo-c (Hale et al ., 1996; Gilbert , 2000 ;

Alberts et al., 2002 ; Sánchez-Torres y Diosdado, 2003).

La apoptosis también puede ser activada por un mecan ismo independiente de

caspasas, en donde las proteínas efectoras podrían ser el Factor Inductor de Apoptosis

(AIF), que es una oxidoreductasa que se transporta al núcleo para degradar al ADN
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(Leist y Jaattela , 2001 ; Zhang et al., 2003 ; Abraham y Shaham , 2004) y la

endonucelasa G (EndoG) , la cual es capaz de romper la cromatina en fragmentos

nucleosomales (Lu et al., 2003; Zhang et al., 2003). Ambas se liberan al citoplasma al

disminuir la permeabilidad de la mitocondria (Leist y Jaattela , 2001 ; Lu et al., 2003 ;

Abraham y Shaham, 2004) . Otras proteasas como las calpainas y catepsinas también

pueden activar la apoptosis independiente de caspasas (Johnson, 2000; Shiraishi et al. ,

2000; Leist y Jáattela , 2001, Abraham y Shaham , 2004) .

Es importante destacar que las caspasas , calpa inas, la EndoG y el AIF se

expresan en el testículo (Taylor et al., 1998; Kumi-Diaka y Butler, 2000 ; Shiraishi et al.,

2000 ; Narisawa et al., 2002 ; Omezzine et al., 2003).

3.2.1 Apoptosis en el Testículo

El testículo es el órgano del sistema reproductor mascul ino, en donde se producen los

espermatozoides y la testosterona . (García et al., 2001; Gartner y Hiatt, 2002). Dentro

de este órgano encontramos a las espermatogonias, los espermatocitos, las

espermátidas, las células de Sertoli y las células de Leydig (Woolveridge y Morr is,

2001).

3.2.1.1 Células germinales:

La producción de los espermatozoides se da a través de un proceso continuo y

ordenado de maduración de las células germinales denominado espermatogénesis, que

incluye la proliferación mitótica de las espermatogonias, la meiosis que permite la

recombinación y división reduccional de los espermatocitos, la diferenciación de las

espermátidas haploides, elongación y la liberación de los espermatozoides ( Fig. 2)

(Blanco-Rodríguez y Martínez-García , 1997; Kon yEndo, 2000 ; Tanaka et al., 2002 ;

Salazar et al., 2003; Shina lIikim et al., 2003; Nakanishi y Shiratsish i, 2004).

Para que la espermatogénesis se lleve a cabo con éxito y se mantenga la

homeostasis del testículo es necesaria la apoptosis de las células germ inales (Blanco­

Rodríguez y Martínez Garcia , 1997; Kierszenbaum , 2001; Salazar et al. , 2003 ; Said et

el., 2004; Nakagawa et al., 2005) . Entre el 25 y el 75% de los espermatozoides

potencialmente maduros mueren a través de la apoptosis , la cual ocurre en todos los
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tipos de células germinales (Blanco-Rodríguez, 1998; Woolveridge y Morris, 2001;

Tanaka el al ., 2002) .

Espermatoci tos

Espermatides

Célu las
d e S ert oli

-----------
~"",---

Células de
Leydig

Figura 2: Representación de los diferentes tipos celulares en el epitelio testicular

Se ha observado que la sobreproducción de éstas, resulta en la pérdida de

espermatozoides maduros (Koji , 2001), produciendo infertilidad (Koji , 2001 ;

Pentiakaínen , 2002 ; Cagan , 2003 ; Said el al., 2004 ; Nakagawa el al., 2005) . A través de

la apoptosis también se regula la pérdida de aquellas células que se encuentran

defectuosas o genéticamente anormales (Koji , 2001; Pentiakainen , 2002; Cagan, 2003 ;

Said el al. , 2004 ; Nakagawa el al., 2005), lo que impide la transmisión de cualquier

anormalidad genética a la descendencia (Koji , 2001 ; Cagan, 2003)

Por otro lado se ha observado que la activación de las caspasas está

relacionada con la degeneración selectiva de las porciones citoplasmáticas de las

espermátidas (Blanco-Rodríguez y Martínez García , 1999; Print y Loveland, 2000 ;

Arama el al., 2003; Cagan, 2003; Huang el al., 2004; Said el al. , 2004) denominadas

cuerpos residuales. Este proceso es sumamente importante en la formación de los

espermatozoides debido a que a través de este mecanismo, las espermátidas, que se

encontraban unidas mediante un simplasto, se separan para diferenciarse en

espermatozoides (Blanco-Rodríguez y Martínez-García , 1999; Arama el al., 2003;

Cagan, 2003; Huang et al., 2004).
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Finalmente, para la progresión satisfactoria de la espermatogénesis es necesario

que tanto los cuerpos residuales (Maueresse-Battistoni et al., 1998; Gartner y Hiatt ,

2002 ; Grover et al., 2004; Blanco-Rodríguez y Martínez-García , 1999) como las células

apoptóticas del túbulo seminífero sean fagocitadas rápidamente por las célu las de

Sertol i (Lee et al., 1999; Print y Loveland , 2000 ; Pentiakaien , 2002 ; Nakanish i y

Shiratsishi , 2004 ; Said et al., 2004 ; Nakagawa et al., 2005).

3.2.1.2. Células de Sertoli:

Están esparcidas a lo largo del túbulo seminífero comprimidas entre las células

germinales (Leeson et al., 1990). Sus bases descansan sobre la lámina basal del túbulo

y por su longitud llegan hasta la luz del mismo ; el núcleo -oval y claro- se localiza cerca

de la base de la célula y su nucleolo -grande y bien definido- se encuentra en el centro

del núcleo (Fig. 2) (Leeson el al. , 1990; Gartner y Hiatt , 2002).

Éstas prácticamente no se dividen en los organismos adultos (Woolveridge y

Morris , 2001 ; Grover et al., 2004) y se ha observado que entran en apoptosis por la

expos ición a radiación (Woolveridge y Morris , 2001).

Las célu las de Serto li son de suma importancia ya que de ellas depende el

desarrollo adecuado de la espermatogénesis, y dentro de sus funciones se encuentran :

- Dar apoyo físico y nutrir a las células germinales en desarrollo (Maueresse­

Battistoni etal., 1998; Gartnery Hiatt, 2002 ; Sharpe etal., 2003 ; Groveretal., 2004) .

- Establecer de la barrera hematotesticular, evitando la formación de anticuerpos

por la presencia de células haploides (espermatocitos secundarios, espermátidas y

espermatozoides) (Maueresse-Battistoni el al., 1998; Gartner y Hiatt , 2002 ; Sharpe et

al. , 2003; Groveretal., 2004) .

- Proveer de las señales paracrinas necesarias para establecer la masculinidad

del embrión y el desarrollo eficiente de la espermatogénesis. (Maueresse-Battistoni et

al., 1998 ; Gartner y Hiatt , 2002 ; Sharpe et al. , 2003 ; Grover et al., 2004) .

- Fagocitar el cuerpo residual , proceso importante en la formación de los

espermatozoides (Maueresse-Battistoni et al., 1998,; Gartner y Hiatt , 2002 ; Grover et

al. , 2004; Blanco-Rodríguez y Martínez-García , 1999)
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- Regular la apoptosis de las células germinales (Lee el al., 1999; Print y

Loveland, 2000 ; Pentiakaien , 2002 ; Nakanishi y Shiratsishi, 2004 ; Said el al., 2004 ;

Nakagawa el al. , 2005) .

- Fagocitar a las células . germinales apoptóticas (Lee el al., 1999; Print y

Loveland , 2000 ; Pentiakaien , 2002 ; Nakanishi y Shiratsishi , 2004 ; Said el al., 2004;

Nakagawa el al., 2005) .

3.2.1.3. Células de Leydig:

Se encuentran fuera del túbulo seminífero, en el espacio intersticial. Son células

poliédricas grandes, con un núcleo prominentes (Leeson el al. , 1990; García el a/.,

2001) Y muchas de ellas son binucleadas (Fig. 2) (García el al. , 2001; Gartner y Hiatt ,

2002) .

Las células de Leydig constituyen la parte endocrina del testículo ya que en ellas

se producen y secretan hormonas como la testosterona (Leeson el al., 1990; Kim el al. ,

2000; García el al., 2001; Gartner y Hiatt, 2002).

Estas células prácticamente no se dividen y no se ha reportado apoptosis en

condiciones normales (Woolveridge y Morris, 2001) , esto se puede deber a que

presentan una gran cantidad de factores de sobrevivencia pertenecientes a la familia

Bcl (Taylor el al., 1998; Kim el al., 2000).

3.2.2 Regulación de la apoptosis en testículo.

Con respecto a la regulación fisiológica de la apoptosis en el testículo se sabe que

ocurre a través de la activación del sistema FasLlFas, donde FasL se expresa

principalmente en las células de Sertoli (Lee el al. , 1999; Print y Loveland , 2000 ;

Kierszenbaum , 2001; Woolveridge y Morris , 2001; Grataroli el al. , 2002; Tanaka el al. ,

2002; Pentiakaien, 2002; Richburg el al., 2002; Said el al., 2004), aunque también lo

podemos encontrar en las espermátidas (Woolveridge y Morris, 2001; Grataroli el al.,

2002; Pentiakaien, 2002). Fas se expresa en las espermátidas (Lee el al., 1999; Print y

Loveland, 2000 ; Kierszenbaum, 2001; Woolveridge y Morris , 2001 ; Grataroli el al.,

2002; Tanaka el al., 2002; Pentiakaien, 2002; Richburg el al., 2002; Said el al., 2004),

aunque también la podemos encontrar en las células de Sertoli (Woolveridge y Morris,

17

Neevia docConverter 5.1



2001 ; Gratarol i et et., 2002 ; Pent íakaien , 2002) . Al unirse FasL y Fas activan a las

caspasas, lo que culminará en la apoptosis de las células germinales (Kirszenbaum ,

2001 ; Woolveridge y Morris , 2001; Tanaka et al. , 2002; Richburg et al., 2002 ; Salazar et

al. , 2003; Said et al., 2004) .

También se ha visto que el receptor de muerte TNFR 1 -localizado en las células

de Leydig y Sertoli- puede ser activado por TNF a. -que se encuentra en las

espermátidas redondas- y promover la apoptosis en las células de Sertoli (Pentiakaien,

2002 ; Lysiak , 2004 ; Said et e!., 2004) . Se ha observado que la expresión de TNF a.

incrementa la expresión de Fas en las células de Sertol i y con ello su apoptosis (Lysiak,

2004; Starace et al., 2005) , así mismo diminuye la expresión FasL en estas células y

con ello la incidencia de apoptosis en las células germinales (Lysiak, 2004 ; Said et al.,

2004).

Otro importante regulador de la apoptosis en el testículo es NFK~ que se localiza

en las células de Serto/i , espermatocitos y espermátidas (Pentiakaien , 2002) . Puede ser

activado por TNFa y transportarse al núcleo donde activa la transcripción de IAPs que

inhiben la exp resión de la caspasa-3 y con ello la apoptosis (Pentiaka ien , 2002 ; Lysiak ,

2004 ; Said et al., 2004).

Finalmente el aumento o disminución en la incidencia de apoptosis en las células

del testículo se puede deber a: exposición a xenobioticos , daño al ADN y estrés

oxidativo (Blanco-Rodriguez, 1998; Grataroli et al., 2002 ; Pentiakaien , 2002) , traducido

principalmente, en problemas de fertilidad (Koji , 2001 ; Pentiakainen, 2002; Cagan ,

2003; Said et al. , 2004; Nakagawa et al., 2005).

JUSTIFICACiÓN

La incidencia de infertilidad y cáncer testicular se ha incrementado en las grandes

ciudades, lo que se ha adjudicado a los graves problemas de contaminación ambiental

que existen en las mismas.

Estudios recientes han demostrado que las concentraciones de Vanadio en el

ambiente de la ciudad de México han aumentado en las últimas décadas , y se ha

observado que este metal es capaz de producir una gran variedad de efectos tóxicos en

la salud.
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Al V205 se le ha propuesto como un agente mitógeno y reprotóxico además de

como un posible antineoplásico y en otros casos como carc inógeno, todo esto se ha

relacionado con sus efectos tanto apoptóticos como antiapoptóticos.

Debido a lo anterior y a que no existen datos de sus efectos por vía inhalada en

las diferentes células testiculares se decidió evaluarlos en un modelo murino.

HIPOTESIS

Si el V20 5 es capaz de traspasar la barrera hematotesticular e intervenir en el

funcionamiento de varias proteínas relacionadas con la regulación del ciclo celular,

entonces puede estar interviniendo en el proceso apoptótico del testículo .

OBJETIVO GENERAL

Identificar marcadores de apoptosis en las diferentes células que conforman el epitelio

seminífero (espermatogonia , espermatocitos , espermátidas , células de Sertol i) y las

células de Leyd ig producida por la inhalación aguda , subaguda y crónica de V20 5

(0.02M) en un modelo murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar las células marcadas con caspasa-3 en los diferentes tipos celula res del

epitelio seminífero a través de la técnica de Inmunohistoquímica, posterior a la

inhalación de V20 5.

2. Cuantificar las células que presentaron muerte celular por apoptosis en los diferentes

tipos celulares del epitel io seminífero a través de la técnica de TUNEL, posterior a la

inhalación de V20 5·

METODOLOGíA

1. Modelo experimental:

Se utilizaron 55 ratones macho CD1 con un peso promedio de 30-35 gr. , de los cuales

33 fueron sometidos por una hora a la inhalación de V20 5 dos veces por semana
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Al V20S se le ha propuesto como un agente mitógeno y reprotóx ico además de

como un posible antineoplásico y en otros casos como carcinógeno , todo esto se ha
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seminífero (espermatogonia , espermatocitos, espermátidas, células de Sertoli) y las

células de Leydig producida por la inhalación aguda , subaguda y crónica de V20 S

(0.02M) en un modelo murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Cuantificar las células marcadas con caspasa-3 en los diferentes tipos celulares del

epitelio seminífero a través de la técnica de Inmunohistoquímica, posterior a la

inhalación de V20 S.

2. Cuantificar las células que presentaron muerte celular por apoptosis en los diferentes

tipos celulares del epitelio seminífero a través de la técnica de TUNEL, posterior a la

inhalación de V20 S.

METODOLOGíA

1. Modelo experimental:

Se utilizaron 55 ratones macho CD1 con un peso promedio de 30-35 gr., de los cuales

33 fueron sometidos por una hora a la inhalación de V20 S dos veces por semana

19

Neevia docConverter 5.1



durante tres meses , y 22 fueron expuestos al vehículo (agua desionizada) en las

mismas condiciones.

La inhalación se llevo a cabo en una caja de acrílico transparente de 45 cm. de

largo por 35 cm. de ancho y 21 cm. de alto (Fig. 3), a la que se conecto un ultra­

nebulizador con un flujo de 10 litros/min .

Ultra-nebulizador

Caja de
inhalación

Figura 3: Caja de inhalación y ultra-nebul izador

Cada semana fueron sacr ificados cinco ratones , de los cuales tres fueron

expuestos a V20 s (0.02M) , y dos testigos que inhalaron el vehículo (f ig. 4).

Posteriormente, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sódico y

prefundidos vía intracardiaca con solución salina , finalmente se fijaron con

glutaraldehido-paraformaldehído al 2% (Fig. 4) .

Los testículos se extrajeron y pesaron , posteriormente fueron colocados en

formol al 10%. Uno de los testículos se utilizó para detectar la concentración de vanadio

en el órgano por la técnica de espectrofotometría de absorción atómica, como reporta

Fortoul y cols . (2002) y el otro fue incluido en parafina (Fig. 4).

De los testículos inclu idos en parafina se hicieron cortes de 5 urn de grosor que

fueron montados en laminillas previamente tratadas con poly-L lisina , y se llevo acabo

la técnica de Inmunohistoquímica para caspasa-3 (fig.s 4 y 5) Y la de TUNEL (fig .s 4 y

6).

20

Neevia docConverter 5.1



Testigo CO-1 35g
Vehículo

n= 2

V20S (O.02M)
2 veces/sem

n=3

Perfusión vía
Intracardiaca

Glutaparafotmaldehído 2%

Cuantíficación de
Vanadio en los

testículos

Extracción y
pesaje de los

testículos

nohistoquímica

Tunel >

Inclusión en
parafina del

testículo

1
Cortes de 51lm en

laminillas con
Poly-lisina

*Semanas

Figura 4: Esquema de Inhalación y procesamiento de tejidos

Deshidrat aci ón (30 min oa
52 °c ) y des paru fi nac i ón de lo s

teji dos

lnhibi ci ón pcro x idasa
endógena co n úc ido pcry ódi co

( 1 111i n . )

Incubaci ón de l an t ic uerp o 2"°
(30 min oa 37 °c)

Revel ad o de la marca en los
tejido s con D AB.

**

Recuperaci ón ant igén ica por
ca lo r

(3 0 rn in )

Incubación de ant icu crpo 1" 0
-cas pasa- ~ - ( 1 h r. a :\7 Oc. )

Arnpl i ficaci ón la re acc ió n
incubando HRP es tre p ta vid ina

(30 min oa 37°c )

Con tra t in ci ón dc los tej idos
con Hemat o x ilina

(10 seg.)

*3 lav ad os co n PB S de 5 min o
** 3 lavad os co n PBS de 5 mino y I lavado co n PB S albúmina de 10 min o

Figura 5: Representación de la metodología utilizada para tratar a los tejidos con la técn ica de
Inmunohistoquímica para caspasa-3.
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Desparafinación (30
minoa 52°c)

1
Deshidratación de los

tejidos

Fijación con
paraforma ldehído al

4% (1 5 min.)

*

Refijación con
parafonnaldehído al

4% (5 min)

~*

Se equilibran los tej idos
(lOmin.)

~ *

Incubación del nucleotido
biotilinado y la enzima rTdt

(30 minoa 37°c)

l
Lavado de tejidos SSC al

2X 1---

(1 5 min.)

* 3 lavados de 5 minutos con PBS

Inhibición de peróxidasa
endógena (4 rnin.)

*
1

Magnificación de la
reacción con HRP

estreotavidina (30 min)

Revelado de la marca con
DAB

Contratinción de los
tejidos con verde brillante

Figura 6: Representación de la metodología utilizada para tratar a los tejidos con la técnica de TUNEL

2. Detección de caspasa-3 y células apoptóticas:

Cada laminilla se observó al microscopio del luz con un objetivo de 40X y se escogieron

3 campos al azar de 237 .6 mm" , en los cuales se contó el número total de células por

tipo celular (espermatogonias, espermatocitos, espermátidas, células de Sertoli , y de

Leydig) yen tota l se analizaron alrededor de 2500 células por ratón (fig . 7).

Posteriormente se contó el número de células marcadas con caspasa-3 y con la

técnica de TUNEL, se determino el porcentaje de células inmunoreactivas con respecto

al total. Los datos se transformaron de acuerdo a Zar (1999) y fueron analizados en el

programa Statistica 4.0, se les apl ico la pueba de ANOVA y posteriormente la prueba

de Tuckey para saber si existía diferencia significativa con respecto al testigo (fig. 7).
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Células totales:
Espermatogonias
Espennatocitos
Espermat ides
Sértoli
Leydig

Célul as marcadas
Espermatogonias
Espennatoc itos
Espermatides
Sérto li
Leyd ig

% de células
f+

Se transformaron
marcadas los datos para que

fuesen continuos

Se les apl ico la prueba de ANOV A y
posteri ormente la de Tuckey para ver si

ex ist ía diferencia significati va con respecto
al testigo

Total de células analizadas!
tratamiento/ ratón = 2,500

Figura 7: Representación de la metodología util izada para el conteo de células y el anál isis estadístico.

RESULTADOS

Se observó un aumento significativo en la concentración de Vanadio en los testículos

de ratones expuestos desde las 24 horas de inhalación hasta el final del tratamiento

con respecto al testigo (Fig. 8).

Concentración de vanadio en el testículo

2 .0

1 .6

., .6

o
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Vl
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O:.@". 1

'" 0 8"O
01l

~ 05

0 . 4

0 .2 .

-l· 1-

O .O . ..__ .....!._*--L._
Testigo 2 5 6 8 9 10

Tiempo de exposici ón en semanas
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Figura 8: Concentración de vanadio en el test ículo después de la inhalación aguda , subaguda y crónica a

V20S * p< 0.001
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RESULTADOS

Se observó un aumento significativo en la concentración de Vanad io en los testículos

de ratones expuestos desde las 24 horas de inhalación hasta el final del tratamiento

con respecto al testigo (Fig. 8).

Concentración de vanadio en el testí culo

2 0

1 .8

'1 .6

o
u 1 _.1.\
:J
Vl
e 1 "2Il)
o
:9 1 [1
'g'
:J o 8-o
cJl

~ 0 .6

0 .4

0 .2

0 .0

A ... ...-

t .... ..... .. .....
mi' 1+ rf-

.... ....

rt- trI- rr . -

~

Tcs ligo 2 5 6 <) \0

Tiempo de exposic i ón en semanas

12

Figura 8: Conce ntrac ión de vanadio en el testículo después de la inhalación aguda , subaguda y crónica a

V20S * p< 0.001
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Al analizar el peso de los testículos no se observó ningún cambio significativo a

lo largo del tratamiento con respecto al testigo (Tabla 2).

Tiempo de Peso Efectos
exposición a gr. (X ± e. e. ) significativos

V20S

Testigo 0.148 + 0.007 -
24 horas 0.115 +0.009 -
1 semana 0.127 ± 0.008 -

2 semanas 0.151 + 0.005 -
3 semanas 0.143 + 0.005 -
4 semanas 0.124 + 0.015 -
5 semanas 0.163 ± 0.008 -
6 semanas 0.141 + 0.007 -
7 semanas 0.144 + 0.008 -
8 semanas 0.128 ± 0.005 -
9 semanas 0.157 + 0.007 -

10 semanas 0.146 ± 0.008 -
12 semanas 0.146 ± 0.015 -

..
Tabla 2: Peso de los testlculos despues de la inhalaci ón aguda, subaguda y crón ica a V20 S

Con la técnica de inmunohistoquímica para caspasa-3 se encontró que no hubo

un efecto significativo en la presencia de caspasa-3 producido por el V20S en las

espermatogonias, espermatocitos y células de Leydig de los ratones expuestos con

respecto a los testigos (Figs. 9, 10 Y 13, 19 Y 20), es de destacarse que la marca en las

células de Leidyg se localizo en el citoplasma.

En las espermátidas se observó un aumento significativo en la presencia de

caspasa-3 después de las 24 horas de inhalación (Fig. 19b), no obstante, a partir de la

primera semana y hasta el final del tratamiento (Figs. 19c-f y 20a-f), la presencia de

esta proteína disminuyo significativamente con respecto al testigo (Fig. 11), en este

caso la marca se localizó en la periferia del citoplasma celular.

En las células de Sertoli , se encontró que la presencia de caspasa-3 aumentó

significativamente desde la segunda hasta la sexta semana de inhalación (Figs . 12, 19

d-f Y20 a-b) .

Por medio de la técnica de TUNEL no se observó cambio significativo en el

porcentaje de células marcadas con respecto al testigo en ninguno de los tipos

celulares analizados (Figs. 14-18 y 21).
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Efecto del V20 S inhalado en la presencia de caspasa -3 en espermatogonias
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Figura 9: Porcentaje de espermatogonias marcadas con caspasa-3 después de la inhalación
aguda , subagud a y crónica de V20S

Efecto del V20S inhalado sobre la presencia de caspasa-3 en espermatocitos
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Figura 10: Porcenta je de espermatocitos marcados con caspasa-3 después de la inhalación
aguda , subaguda y crónica de V20 S
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Efecto del V20S inhalado en la presencia de caspasa-3 en espermátidas
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Figura 11: Porcentaje de espermátides marcadas con caspasa-3 después de la inhalación aguda,
subaguda y crónica de Vps

Efecto del Vps inhalado en la presencia de caspasa-3 en células de sertoli
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Figura 12: Porcentaje de células de Sertoli marcadas con caspasa-3 después de la inhalación
aguda, subaguda y crónica de V20S
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Efecto del V20S inhalado en la presencia de caspasa -3 en células de Leydig
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Figura 13: Porcentaje de células de Leydig marcadas con caspasa-3 después de la inhalación
aguda , subaguda y crónica de V20S

Efecto del V20S inhalado en la apoptos is de las espermatogonias
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Figura 14: Porcentaje de espermatog onias marcadas con TUNEL después de la inhalación aguda ,
subaguda y crónica de V20 S
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Efecto del V20S inhalado sob re la apoptosis de los espermatoci tos
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Figura 15: Porcentaje de espermatocitos ma rcados con TUNE L después de la inha lación aguda ,
subaguda y crónica de V20 S

Efecto del V20 S inhalado sobre la apoptosis de las esp erm átides
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Figura 16: Po rcentaje de espermátides marcadas con TUNEL des pués de la inhalación aguda ,
suba guda y crónica de V20 5
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Efecto del V20S inhalado sobre la apoptosis en las células de Sertoli
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Figura 17: Porcentaje de célu las de Sertoli marcadas con TUNEL después de la inhalación aguda ,
subaguda y crónica de V20S

Efecto del V20S inhalado sobre la apoptos is en las células de Leydig
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Figura 18: Porcentaje de células de Leydig marcadas con TUNEL después de la inhalación aguda.
subaguda y crónica de V20 S
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Figura 19: Presencia de la caspasa-3 posterior a la exposición a V205. a) testigo, esperrnatogonias,
esperrnatocitos y células de Sertoli , no presentan marca , en las esperrnátidas la marca se localiza en
la periferia de la célula y en las células de Leydig en el citoplasma b) 24 horas, incrementa el número
de esperrnátidas marcadas e) 113 semana, disminuye el número de espermátidas marcadas d) 2rda

semana, aumenta la marca en las células de Sertoli y se mantiene la disminución de marca en las
esperrnátidas, se observa que la marca de las células de Leydig se localiza en el citoplasma e) 313

semana, mismo patrón que en la 2nda semana f) 4ta semana, mismo patrón que en la 2 rda y 313

semanas (*) Leydig , (e) Sertoli , (+) Esperrnatogonias, (1) Esperrnatocitos, (~) Esperrnátidas.
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Figura 20: Presencia de la caspasa-3 posterior a la exposición a V20 5" a) 5tasemana, aumenta la marca
en las células de Sertoli y se mantiene la disminución de marca en las espermátidas, se observa que la
marca de las células de Leydig se localiza en el citoplasma b) 6ta semana, mismo patrón que en la 5ta

semana e) 7ma semana, disminuye la marca en las células de Sertoli y se mantiene la disminución en la
marca de las espermátidas d) gna semana, mismo patrón que en la 7ma semana e) 10masemana,

mismo patrón que en la 7ma y gna semanas f) 12vasemana, mismo patrón que en la 7ma, gna y 10ma

semanas . (*) Leydig, (e) Sertoli, (.) Espermatogonias, (1) Espermatocitos, (~) Espermátidas.
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Figura 21: Presencia de células marcadas con nucleotido biotinilado después de la exposición a V20 S.

Las <r señalan a las células marcadas a) testigo, b) 24 horas , e) 1 semana , d) 2 semanas ,
e) 4 semanas , f) 6 semanas , g) 10 semanas, h) 12 semanas . En ninguno de los tiempos de exposición

se nota diferencia en el número de células marcadas con respecto al testigo .

Neevia docConverter 5.1



DISCUSiÓN

En este estudio encontramos que la exposición a V205 por vía inhalada promueve la

acumulación de este elemento en los testículos, lo que concuerda con estudios previos

(Domingo, 1996 ; WHO, 2001 ; Evangelou , 2002) .

El transporte del vanadio a los testículos se puede deber a que cuando es

inhalado llega a los alvéolos pulmonares (Manhanan , 2002), en donde

aproximadamente el 90% (Léonard y Gerber, 1994) entra por difusión simple al torrente

sanguíneo (Manhanan, 2002) y de ahí a la circulación general y al testículo . En la

sangre, el vanadio ingresa a los eritrocitos a través de un sistema de intercambio

aniónico (Evangelou , 2002) o a través de canales de fosfato dependientes de sodio

(Ballatori, 2002) . Posteriormente la transferrina y la albúmina se encargan de

transportarlo a los diferentes tejidos del organismo (Stern et al., 1993; Barceloux, 1999 ;

WHO, 2001 ; Evangelou, 2002; Baran, 2003; Mukherjee et al., 2004) . Llega al testículo

a través de la arteria espermática que irriga a los lobulillos testiculares y al espacio

intersticial (Leeson et el., 1990).

La acumulación de vanadio en los testículos indica que este elemento es capaz

de atravesar la barrera hematotesticular, lo que se ha reportado en otros estud ios

(Domingo, 1996). Esto se puede deber a que como se menc ionó anteriormente un

porcentaje importante de vanadio es transportado por la transferrina (Ballatori , 2002) ;

estudios anteriores han demostrado que esta proteína media la entrada de diferentes

metales, como es el caso del hierro y el indio , a través de la barrera hematotesticular

(Morales et al., 1987; Hoyes et al., 1996) .

Otra posible explicación se relaciona con la capacidad del vanadio para inhibir la

fosforilacián de las proteínas tirosina-cinasas, proceso que esta sumamente

relacionado con la apertura de las uniones estrechas (Collares-Buzato et al. , 1998 ; Li et

al., 2000; Cheng y Murk, 2002; Avila-Costa et al., 2005) que constituyen la barrera

hematotesticular (Li et al., 2000; Cheng y Murk, 2002), lo que permite el paso del metal

a través de la misma. Esto ha sido previamente reportado en nuestro laboratorio pero

para la barrera hematoencefálica (Avila-Costa et al., 2005) y con otros modelos para la

barrera hematotesticular (Li et al., 2000; Cheng y Murk, 2002).
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También se comprobó que la concentración de este metal de transición en el

testículo se mantuvo constante a lo largo del tratamiento , lo que nos indica que los

cambios observados en éste tejido se deben a la exposición al V20 S.

Al anal izar si el tratamiento produce cambios en el peso de los testículos ,

encontramos que no existe diferencia significativa con respecto al testigo, esto ha sido

previamente referido en varios estudios (L/obet et al., 1993; Domingo , 1996), sin

embargo también existen datos que indican que el vanadio puede promover el

decremento en el peso del testículo, lo que se ha relacionado con los efectos

apoptóticos de este metal de trans ición (Domingo, 1996; D'Cruz y Uckun , 2000 ; Aragón

y Altamirano-Lozano, 2001) . Al parecer esto depende mucho de la concentración , la vía

y el compuesto de vanadio estudiado.

Al realizar las pruebas para detectar apoptosis encontramos que la

inmunohistoquímica para caspasa-3 y la técnica de TUNEL mostraban resultados sin

relación aparente, por lo que el primer punto a discutir es lo que se observó en los

ratones testigo .

Al anal izar a las espermatogonias y a los espermatocitos de los ratones testigo

encontramos que la caspasa -3 se localizó en el 20% de ellas , sin embargo con la

técnica de TUNEL el porcentaje de células marcadas fue de alrededor del 4%. Esto se

puede explicar gracias a que una de las características que presenta la apoptosis , es

que las células que entran en este proceso, son fagocitadas rápidamente (Alfara et al. ,

2000) Esto ha sido previamente reportado en el testículo (Nakagawa et al. , 2005 ;

Nakanishi y Shiratsishi , 2004), por lo que la presencia de caspasa-3 (marcador

temprano de la apoptosis) en las espermatogonias y en los espermatocitos indica que

estas células presentan muerte celular programada, sin embargo son fagocitadas antes

de que se lleven a cabo los último pasos de este proceso, como son los rompimientos

de ADN característicos de la apoptosis. Es por esto que es sumamente importante

utilizar más de una técnica para detectar apoptosis, debido a que con una sola,

probablemente no se identifique el proceso, como otros autores lo han mencionado

(Alfaro et al., 2000 ; Sánchez-Torres y Diosdado, 2003).

En el caso de las espermátidas de los ratones testigo la presencia de caspasa -3

fue muy evidente, en alrededor del 40% , y se restringió principalmente a las regiones
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perinucleares (correspondientes a los cuerpos residuales) de estas células lo que

concuerda con reportes anteriores (Kim el al., 2001 ; Tesarik , 2004). Al realizar la

técnica de TUNEL encontramos que prácticamente no se produjo muerte celular

programada. Esto probablemente se debe a que la presencia de la caspasa-3 en las

espermátidas no produce muerte de la célula completa , sino solamente la degeneración

de los cuerpos residuales , lo que se ha descrito en otros estudios con diversas

proteínas apoptóticas como la caspasa-1 y el citocromo e (Blanco-Rodríguez y

Martínez-García, 1999; Print y Loveland , 2000 ; Arama el al. , 2003 ; Cagan , 2003 ; Said

el al., 2004; Huh et al., 2004) . En este caso el empleo de más de una técnica para

detectar apoptosis nos permitió diferenciar la apoptosis dependiente del núcleo de

aquella independiente del mismo .

Con respecto a las células somáticas, observamos que las de Sertoli de los

ratones test igo, presentaron un marcaje de alrededor del 20% para caspasa-3 y con la

técnica de TUNEL no se observaron efectos apoptóticos. Estudios anteriores indican

que las células de Sertoli no mueren por apoptosis en condiciones normales

(Woolveridge y Morris , 2001) , lo que concuerda con los resultados encontrados con la

técnica de TUNEL. La presencia de caspasa-3 puede explicarse debido a que las

células de Sertol i fagocitan a los cuerpos residuales y a las células germ inales

apoptóticas que presentan esta proteína, esto provoca que la caspasa-3 se exprese en

las células de Sertoli lo que ya se ha reportado en estudios anteriores (Tres el al .,

2004).

Finalmente en las células de Leydig de los ratones testigo se observó un alto

porcentaje de células marcadas con caspasa-3 (alrededor del 40%) y no se observó

marca con la técnica de TUNEL. Lo obtenido con la última técn ica concuerda con

reportes anteriores que indican que dichas células no mueren por apoptosis en

condiciones normales (Taylor el al., 1998; Kim el al., 2000 ; Woolveridge y Morris ,

2001). Se ha descrito que la presencia de caspasa-3 en las células de Leydig es

normal , sin embargo para que la célula inicie apoptosis es necesario que la proteína se

encuentre en el núcleo (Kim el al., 2000) . En nuestro estudio la caspasa-3 se localizó

en el citoplasma de las células de Leydig por lo que no desencadenó el proceso

apoptótico, esto concuerda con los resultado obtenidos con la técnica de TUNEL.
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Posterior a la expos ición a V20 S se observó un decremento de espermátidas

marcadas con caspasa-3 desde la primera semana de exposición hasta el final del

tratamiento , y un incremento de células de Sertoli marcadas con esta proteína a partir

de la segunda semana de expos ición y hasta la sexta.

Los resultados obtenidos con esta técnica nos indican que el V20 S en las

espermátidas , puede estar promoviendo procesos anti-apoptóticos, estos efectos ya se

han reportado en otros tipos celulares (Stern el a/., 1993; Cruz el a/., 1995; Chin el a/.,

1999; Li el a/., 2004 ).

En las células de Sertoli no se puede concluir si la presencia de caspasa-3 es

consecuencia de que estas células están fagocitando a los cuerpos residuales que

presentan caspasa-3 como ya se ha visto en otros estudios (Tres el a/. , 2004) o sí

entran en apoptosis , este último efecto también se ha reportado como consecuencia de

la exposición a vanadio en diferentes tipos celulares (Stern el a/. , 1993; Cruz el a/.,

1995; Aubrecht el a/., 1999; Huang, 2000 ; Wang el a/., 2003; Sankar el a/., 2005).

Los resultados observados en las espermátidas y en las células de Sertol i se

explican debido a que este metal de transición se puede acumular en los cuerpos

residuales de las espermátidas yen las células de Sertoli , como se ha observado con el

Indio (Hoyes el a/., 1996), y ahí interactuar con diversas moléculas, para producir los

efectos observados en este trabajo, entre los cuáles encontramos los siguientes (Figura

22):

1) En diferentes modelos se ha demostrado que el vanadio es capaz de

promover la fosforilación de las proteínas tirosin -cinasas (Stern el a/., 1993; Léonard y

Gerber, 1994; Chin el a/., 1999; Li el a/., 2004 ; Mukherjee el a/., 2004) , algunas de

éstas se han localizado en las células germinales y se ha visto que promueven la

proliferación celular (Shin el a/., 1998; Salazar el a/., 2003; Russo el a/., 2005; DiVizz io

el a/., 2005) . Probablemente la activación de estas proteínas por la exposición a V20 S

inhibió la expresión de la caspasa-3 en los cuerpos residuales de las espermátidas.

2) Asim ismo el vanad io puede activar a TNFa ' (Stern el a/., 1993; Evangelou,

2002; Zhang el a/., 2002 ; Mukherjee el a/., 2004) en las espermátidas (Pentiakaien ,

2002; Lysiak , 2004; Said el a/., 2004), esta molécula al unirse a sus receptores en las

células de Sertoli puede producir diversos efecto , tales como:
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a) Promover la producción de las interleucinas en las células de Sertoli

(Pentikainen, 2002; Lysiak, 2004; Starace et al., 2005) , y con ello inhibir la

expresión de la caspasa-3 (Hale et al. , 1996; Alberts et al., 2002) (Gomez et al.,

1997) en las espermátidas. Es de destacar que el vanadio puede interactuar

directamente con la producción de interleucinas (Stern et al., 1993; Evangelou ,

2002; Zhang et al., 2002; Mukherjee et al. , 2004) en las células de Sertoli y

producir el efecto antes mencionado.

b) Activar a Fas en las células de Sertoli y con ello el proceso apoptótico en las

mismas, lo que ya se ha observado en un modelo in vitro (Riccioli et al., 2000) ,

por lo que el aumento en la presencia de caspasa-3 en las células de Sertoli

puede no sólo deberse a que éstas fagociten a los cuerpos residuales que

expresan esta proteína, sino también a que el vanadio puede estar activando el

proceso apoptótico en este tipo celular a través de la activación de TNFa en las

espermátidas.

e) Generar la activación de NFK~ y con ello la de los receptores de andrógenos

en las células de Sertoli. Al parecer este proceso es sumamente importante para

la progresión de la espermatogénesis (Delfino y Walker, 1998; Pentikainen ,

2002; Delfino et al., 2003; Lysiak, 2004). El incremento en la expresión de TNFa

como consecuencia de la exposición a vanadio podría estar generando una

aceleración de la espermatogénesis y con ello la fagocitosis de los cuerpos

residuales por las células de Sertoli , lo que explicaría no sólo el decremento de

espermátidas marcadas, sino también el aumento de células de Sertoli que

expresan caspasa -3.

En este punto es de subrayarse que el vanadio también puede activar

directamente a NFK~ (Stern et al., 1993; Evangelou, 2002; Zhang et al., 2002;

Mukherjee et al., 2004) en las células de Sertoli y producir el efecto antes

mencionado.

3) NFK~ también se localiza en las espermátidas, aunque en menores

concentraciones que en las células de Sertoli, (Delfino y Walker, 1998; Pentikainen,

2002) y se ha visto que esta molécula puede inhibir la expresión de las caspasas
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(Pentikainen , 2000 ; Chen y Shi, 2002 ; Evangelou, 2002), por lo que esta sería otra

explicación para entender la disminución de la marca de caspasa-3 en las

espermátidas.

4) Asimismo se ha encontrado que el vanadio promueve la liberación de ROS y

con ello daño al ADN, lo que culmina en la activación de la apoptosis (Aubrecht el al.,

1999; Huang el al., 2000 ; Wang el al., 2003), proceso que puede estar ocurriendo en

las células de Sertoli. La inactivación de la caspasa-3 en las células de Sertoli , a partir

de la sexta inhalación, se puede deber a que el daño sea tan grave que las células

entren en necrosis, lo que ya se ha observado ultraestucturalmente en nuestro modelo

(Bizarro el al., 2005) .

o
*

Moléculas con las que el vanadio interactúa

Puede producir un incremento en la fagoc itos is de
las espermátides, debido a que afec ta la expresión
de los receptores de andrógenos

Figura 22: Representación de los efectos producido por el vanad io en la presencia de caspasa-3
en las células de Sertoli y en las espermátidas.

Con la técnica de TUNEL no se encontraron efectos secundarios a la exposición

a V20 S, esto concuerda con los resultados obtenidos con caspasa-3 en las

espermatogonias, espermatocitos y en las células de Leydig . Por lo tanto en estos 3

tipos celulares no se produjo apoptosis secundaria al tratamiento con vanadio , sin

embargo, esto no quiere decir que en estos tipos celulares no se este produciendo
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daño alguno, debido a que se puede estar generando muerte celular por necrosis u

otro tipo de daño celu lar. La presencia de necrosis en las mismas cond iciones

experimentales , se hizo evidente ultraestructuralmente en estas células (Bizarro et al. ,

2005).

En el caso de las espermátidas , no se encontraron efectos significativos con

respecto al testigo con la técnica de TUNEL, sin embargo si se presentó una

disminución en la presencia de caspasa -3 desde la primera semana de tratamiento ,

esto indica que la apoptosis en las espermátidas fue independiente del núcleo y que por

lo tanto los efectos anti-apoptícos que produjo el vanadio en este tipo celular, están

relacionados con la liberación de los cuerpos residuales. Se ha visto que una

desregulación en la liberación de los cuerpos residuales puede producir la liberación

inadecuada de los espermatozoides y por lo tanto generar infert ilidad (Sharpe el al.,

1995; Domingo , 1996; Huh el al. , 2004) , efecto que se ha reportado en var ios estudios

por la exposición a vanadio (Nechay, 1984; ASTDR , 1992; Llobet el al. , 1993 ; Domingo,

1996; Barceloux 1999 ; Aragón y Altamirano-Lozano, 2001).

Con relación a las células de Sertoli tampoco se presentaron efectos

significativos con la técnica de TUNEL, y si con la presencia de caspasa-3. En este

caso es necesario utilizar otras técn icas debido a que , como se mencionó

anteriormente, no podemos conclu ir si la presencia de caspasa-3 es consecuencia de

que estas células están fagocitando a los cuerpos residuales que presentan caspasa-3,

lo que concuerda con los resultados obten idos con la técnica de TUNEL, que indican

que estas células no presentan apoptosis; o que las células de Sertoli sí entran en

apoptosis, pero no se marcaron con la técnica de TUNEL deb ido a que fueron

fagocitadas antes de presentar los rompimientos de ADN característicos de esta muerte

celular.

Finalmente es de destacarse que con los resultados obtenidos en este trabajo no

se puede concluir si el vanadio es un elemento carcinogénico, debido a que en ningún

tipo celular estudiado esta inhibiendo el proceso apoptótico de la célula completa . Sin

embargo sí es muy probable que el vanadio este generando un efecto en la fertilidad de

los organismos expuestos, debido a que está interviniendo en el proceso de liberación

de los cuerpos residuales .
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CONCLUSIONES

• El Vanad io se acumula en los testículos y es capaz de atravesar la barrera

hematotesticular, ahí puede interactuar con diversas proteínas para afectar los

procesos apoptóticos que ocurren en los diferentes tipos celulares del testículo.

• El vanadio no produjo efectos apoptóticos en las espermatogonias,

espermatocitos y células de Leydig .

• En las espermátidas el vanadio produjo efectos anti-apoptóticos independientes

de núcleo, por lo que puede estar afectando el proceso de liberación de los

cuerpos residuales y con ello generando infertilidad.

• Con respecto a las células de Sertoli no se puede concluir si produjo o no efectos

apoptóticos , por lo que es necesario util izar otras técnicas para ente nder mejor el

efecto de vanad io sobre este tipo celular.

• Finalmente el V20S en nuestro modelo puede estar produciendo infertilidad en los

organismos tratados.

PERSPECTIVAS

•

•

•

•

•

Identificar el mecanismo de acción mediante el cual el vanad io esta

produciendo los efectos observados en este trabajo .

Investigar si el aumento en la presencia de caspasa-3 en las células de Sertoli

se debe a que estas células entran en apoptosis , o a algún otro proceso.

Corroborar si el vanadio en nuestro modelo esta generando la producción de

espermatozoides aberrantes.

identificar si el vanadio está generando otro tipo de daño citotóxico en los

diferentes tipos celulares del testículo.

Identificar si el vanadio esta produciendo efectos proliferativos en los diferentes

tipos celulares estudiados .
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