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2. RESUMEN

Las PMy, (de didmetro menor o igual a 10 um); y PM,s (menor o igual a 2.5 um), son
componentes importantes de la contaminacién ambiental debido a que a ellas se adosan
materiales como metales y penetran mas profundo en el tracto respiratorio.

Entre los metales que son adosados se encuentra el vanadio, metal de transicién que es
liberado al ambiente por la quema de algunos combustibles derivados de éste. El vanadio,
al ser un metal tiene como principal mecanismo de accién el estrés oxidante. Por la via
inhalada, se han descrito afecciones en distintos drganos y estructuras como cerebro,
pulmones, higado, testiculos, entre otros. Se ha descrito, que una exposicién subaguda a
la inhalacion de vanadio provoca en el ovario aumento en la cantidad de atresia folicular,
disminucién en la presencia de ERA y ausencia de ciclo estral en ratones hembra, sin
embargo los mecanismos que causan estas afecciones no son claros.

El objetivo del presente estudio fue indagar sobre los efectos de la inhalaciéon de vanadio
en el ovario y hormonas producidas por él, y el papel del estrés oxidante en el desarrollo
de estas alteraciones. Para lograr lo anterior, fueron utilizados cuatro grupos
experimentales: controles, ratones que inhalaron vanadio, ratones que inhalaron vy
ademas se les administrd vitamina C por via oral, y ratones a los que sélo se les administro
vitamina. Se realizé citologia exfoliativa vaginal por cinco semanas, se tomé el peso,
sangre y ovarios y se evalud la concentracion de estrégenos y progesterona, morfometria
folicular y marca del marcador de estrés oxidante 4-hidroxinonenal. Al final fueron
comparados todos estos datos con la etapa del ciclo estral y se realizaron analisis de
varianza como prueba estadistica.

Los resultados indicaron que la administracion oral de vitamina C no alteré el peso a lo
largo de todo el experimento. En el caso de las concentraciones séricas de hormonas se
encontrd que en ambos casos (estrogenos y progesterona) el grupo vanadio presenta una
menor concentracion con respecto a los controles y que la administracién de vitamina C
ayuda a evitar esta drastica disminucién. En cuanto a la morfometria de los foliculos
ovdricos se encontré que en el grupo de animales expuestos a vanadio disminuye el
tamafio de foliculos secundarios y preovulatorios comparados con otros grupos, mientras
gue esto no pasa con la administracidon simultanea de vitamina e inhalacién de vanadio.

Por ultimo, la marca de 4-HNE también se encuentra aumentada en los ovarios de ratones
expuestos sdlo a vanadio con respecto a los controles, mientras que los grupos con
administracion de acido ascorbico no fueron diferentes a los controles.

Los resultados muestran que el estrés oxidante si es uno de los mecanismos de accidn

mediante los cuales el vanadio causa alteraciones en el ovario y que la administracién
simultdnea de vitamina C por via oral evita o disminuye estos cambios.
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3) INTRODUCCION

3.1 Contaminacion ambiental

Uno de los problemas mas grandes a los que nos enfrentamos los humanos actualmente
es la contaminacién atmosférica que sin duda ha ido en ascenso en las ultimas décadas. El
término contaminacién se refiere a la presencia en el ambiente de uno o mas
contaminantes o de cualquier combinacién de ellos que cause desequilibrio ecolégico
(LGEEPA, 2013). Aunque la contaminacidn esta presente practicamente en cualquier lugar,
son las grandes urbes las que tienen una mayor cantidad de contaminantes, debido
principalmente a la gran cantidad de industrias que en ellas operan y los numerosos

vehiculos automotores que producen contaminantes que se depositan en el aire.

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) es un ejemplo de este tipo de
ciudades con altos niveles de contaminacién, no sélo por la gran cantidad de industrias
gue hay en ella, sino también por sus caracteristicas fisiograficas. Por un lado, las cadenas
montafiosas que la rodean ocasionan que se realice una circulacion de aire deficiente, lo
que ademds de producir una mayor cantidad de contaminantes, propicia su
estancamiento. Por otro lado, la entrada de viento a la ZMVM se da principalmente por el
norte, lo que aunado a la orografia antes mencionada, causa remolinos, lineas de
confluencia y zonas de convergencia del viento, que asimismo provoca la acumulacién de
contaminantes. Por ultimo, las inversiones térmicas, fenémenos bien descritos para la
ZMVM provocan estancamientos de aire en ella. Otra serie de condiciones que deben
tomarse en cuenta al hablar de contaminacidn atmosférica, son los de tipo demografico,
es decir para describir las condiciones en esta zona metropolitana, debe considerarse la
cantidad masiva de personas que la habitan, lo que conlleva a una cantidad
inconmensurable de transportes tanto privados como colectivos que también contribuyen
de forma importante a la creciente contaminacion (Inventario de Emisiones de la ZMVM,

SMA 2010).
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PM10y PM2.5

La contaminacién atmosférica tiene varios componentes, entre los que se encuentran
gases como el ozono, el mondxido de carbono, los éxidos de nitrdogeno, entre otros,
ademas las particulas suspendidas son asimismo muy importantes ya que pueden causar
problemas de salud en humanos y poblaciones vegetales (Inventario de Emisiones de la
ZMVM, SMA, 2010). Las particulas suspendidas estdn compuestas de particulas sdlidas y
liguidas que se encuentran en el aire y entre sus componentes principales se encuentran
los sulfatos, los nitratos, el amonio, el carbdn y los metales. El principal criterio para su
clasificacion es el didmetro aerodinamico (Comisién para la Cooperacion Ambiental de
América del Norte, 2013). De acuerdo a esto, las particulas se clasifican en: PST con
diametro de 100um; PMyo, que son aquellas con un didmetro de hasta 10um; y PM, s con
un didmetro menor o igual a 2.5 (Inventario de Emisiones de la ZMVM, SMA 2010). Las
PMyo son generadas principalmente por fendmenos naturales como incendios forestales o
emisiones volcdnicas, y actividades humanas como labores agricolas, de construccién,
guema de lefia, entre otras. Por otro lado, las PM,s se forman a partir de reacciones
guimicas que generan sus precursores como oxidos de nitrégeno (NO,), didéxido de azufre
(50;) y amoniaco (NH3) (Comisidn para la Cooperacion Ambiental de América del Norte,
2013).

La Norma Oficial Mexicana para PM10 (NOM-025-SSA1-1993) establece que la
concentracién de particulas suspendidas debe ser: 210 ug/ m> promedio de 24 horas para
PST; 120 pg/ m® promedio de 24 horas y 50 pg/ m* promedio anual para PMy; y 65 pg/ m*
promedio de 24 horas y 15 g/ m> promedio anual para PM;s. En el caso de las PM;, se
ha excedido este valor maximo en la ZMVM desde el afio 2005 y hasta el 2009 (Proaire

2011-2020).

Efectos en la salud ocasionados por PMoy PM; 5
El didametro de las particulas es un factor determinante en las afecciones que éstas causan
en la salud humana ya que las PMjy; y PM,s penetran directamente en el aparato

respiratorio al pasar por sus filtros (vibrisas nasales y barrera hematoalveolar) y pueden

13



almacenarse a diferentes profundidades dentro de él. De esta forma, las PMjg llegan a la
zona traqueobronquial y las PM, s hasta la zona alveolar (Proaire, 2011-2020).

En general, los efectos en la salud que se han asociado a la contaminacidn por particulas
suspendidas son padecimientos respiratorios como bronquitis, ataques de asma, tos

cronica y falla congestiva del corazén (Proaire, 2011-2020).

PST y metales

Dentro de las particulas suspendidas, la fraccion de las PMyp y PM,5 estd compuesta
mayormente por particulas de carbdn cubiertas de metales y que son producto de la
guema de combustibles. A estas particulas y especificamente a los metales que a ellas se
adosan se han atribuido efectos téxicos, principalmente debidos al estrés oxidante
(Donaldson, 2003). Se ha comprobado in vitro, que los metales presentes en la superficie
de las particulas son una fuente potencial de especies reactivas de oxigeno e incluso se ha
descrito que los metales de transicion generan inflamacion crénica al producir estrés
oxidante (Wilson, et.al., 2002) a partir de especies reactivas de oxigeno (Gilmour, et.al.,

1996).

3.2. Vanadio. Generalidades y exposicion

Dentro de los metales que se adosan a las particulas suspendidas se encuentra el vanadio,
metal de transicién que ocupa el nimero atédmico 23 en la tabla periddica y que presenta
varios estados de oxidacidn que van desde el -1 hasta el +5. Es un elemento abundante en
la superficie terrestre que participa en la sintesis de clorofila de algunos organismos
fotosintéticos, y es un micronutriente para algunas especies marinas y terrestres
(Rodriguez y Altamirano, 2006). Su presencia en el ambiente se debe en gran parte a la
emisién de fuentes antropogénicas, ya que este metal es el elemento traza mas
abundante en algunos combustibles fésiles y al ser estos quemados, representan la
principal fuente de emisién de este metal (Domingo, 1996), ademas existen fuentes
naturales de vanadio tales como los minerales vanadinita, descoicita, fernandinita,

patronita y carnotita (WHO, 2001). Asimismo, todos los petrdleos crudos contienen
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residuos de este metal y su concentracion depende principalmente de la region de la cual
son extraidos siendo particularmente abundante en el petréleo de paises como Kuwait,

Venezuela, Iran, Irak, y el Golfo de México (Barceloux, 1999).

Se ha reportado que la concentracion media de vanadio en las ciudades es de 0.62 ug
V/m? comparado con 0.011 ug V/m?® en otras zonas urbanas (Harland, 1994; Zoller, 1973),
sin embargo en el caso de sitios cercanos a industrias metallrgicas y otras que liberan
residuos de este metal al ambiente el promedio es de 1pg V/m?. La mayor exposicion
ocupacional a vanadio la tienen las personas encargadas de la limpieza de calderas que va

de los 50 a 100pg V/m? e incluso puede llegar a los 500ug V/m? (Barceloux, 1999).

Se ha reportado que la cantidad de vanadio acumulada en los pulmones (de necropsias)
de habitantes de la Ciudad de México de la década de los 90 aumentd en comparacion con
las muestras pulmonares de los habitantes del mismo sitio en la década de los 60 (Fortoul,
et. al.,2002). Asimismo, estd reportado que en la ciudad de México existe, las PMyg
presentan adosadas a su superficie incluso en mayor cantidad de vanadio en las zonas
residenciales (187.3 ng/ml) que en las zonas industriales (135.9 ng/ml) y ademas se
reporté que las PMjo presentes en ambas zonas pueden ocasionar dafio cromosémico a

las células (Roubicek, et.al., 2007).

Usos del vanadio

Dentro de los usos industriales del vanadio se encuentran la produccidn de acero y otras
aleaciones, como catalizador en la produccidon de acido sulfurico, en la produccién de
colorantes para ceramicos y reveladores fotograficos, entre otros (Barceloux, 1999). Por
otro lado, se han propuesto diferentes compuestos organicos de vanadio como
tratamiento para diferentes afecciones. En el caso de la diabetes mellitus se han realizado
diferentes estudios con distintos compuestos tales como bis(maltolato)oxovanadio(lV) y
bis(etilmaltolato)oxovanadio(lV) (Wassan, et.al., 2006), debido a que anteriormente se

atribuia al vanadio una accién insulinomimética, sin embargo después de algunos afios de
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estudio se ha concluido que este no es en realidad el mecanismo mediante el cual este
metal reduce los niveles de glucosa en sangre, sino que utiliza la insulina que se encuentra
en el organismo y potencia selectivamente su accién in vivo (Cam, et.al., 2000). Se ha
usado también como auxiliar en el tratamiento de la anemia, tuberculosis y sifilis
(metavanadato de sodio en una dosis de 1-8mg) (WHO, 2001) e incluso varios compuestos
se han probado como agentes contraceptivos por su accion espermicida (Ghosh, et.al,,
1999). Asimismo, el vanadio ha sido utilizado en acuacultura como suplemento alimenticio

para peces (Shiau y Li, 1993).

Toxicocinética

La distribucién del vanadio en el organismo depende de la solubilidad del compuesto y de
la via de entrada. Existen principalmente tres vias de exposicién al vanadio: la exposicién
dérmica, la inhalacion vy la ingestidn, sin embargo la mas importante es la inhalada debido
a que es la de mayor absorcién. Por la via inhalada, compuestos quimicos tales como el
pentoxido de vanadio (V,0s5) se absorben muy bien, aunque el porcentaje no esta
completamente definido, cerca del 25% de lo que ha sido inhalado pasa al torrente
sanguineo y linfatico en el proceso denominado como absorcién (Rodriguez y Altamirano,

2006).

Por otra parte, de las sales de vanadio (por ejemplo vanadato de amonio) se absorben
poco en el tracto gastrointestinal (Dimond, et.al., 1963), se estima que se absorbe por esta
via un porcentaje aproximado de 10% (Elinder et al. 1988). La via dérmica presenta aun
menos absorcién debido a la baja solubilidad del vanadio metalico (Barceloux, 1999).

Una vez que el vanadio ha sido absorbido es reducido a V" por el glutatién de los
eritrocitos, el acido ascérbico, las catecolaminas y otras sustancias presentes en el suero
sanguineo (Rehder 2003). Después es transportado a través del plasma sanguineo unido a
transferrina y albumina en forma de vanadil (cerca del 90% del vanadio en sangre)
(Chasteen, et. al., 1986) y puede entrar a las células en forma de V' por mecanismos de

transporte aniénico, por canales de fosfato donde puede ser nuevamente reducido a V"
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(Rodriguez y Altamirano, 2006). Posteriormente se distribuye hacia los diferentes érganos,
asi como la biotransformacion del metal que invariablemente se acumula como V" en
diferentes organos como bazo, rifidn, pulmén, huesos e higado y en menor cantidad en

testiculos y pulmones (Rodriguez y Altamirano, 2006).

Se ha observado en trabajadores expuestos a polvos que contienen vanadio y en modelos
animales que el metal absorbido, rapidamente es desechado por los rifiones y excretado a
través de la orina o heces. La eliminacion se da de forma bifasica: la mayor cantidad se da
en las primeras 20 horas y lo restante en los siguientes 40 o 50 dias (Rodriguez y

Altamirano, 2006).

Efectos del Vanadio en la Salud

Los compuestos de vanadio tienen muchos y muy variados efectos en la salud, sin
embargo los mas comunes suelen ser locales, en los ojos y en las vias respiratorias altas.
La exposicidon cronica por inhalacion laboral produce bronquitis, rinitis, laringitis vy
faringitis y en ocasiones cambios en el ritmo cardiaco y coloracién verde en la lengua de
trabajadores que ademas son fumadores, asi como alteraciones en la bioquimica
sanguinea por ejemplo disminuciéon en la concentracién de albimina. Mientras, en la
exposicién aguda se han observado sintomas como tos, irritacién en nariz y mucosa oral,
vomito, diarrea, problemas respiratorios, temblores y dafio renal. En estudios
poblacionales se ha encontrado una ligera correlacion entre los niveles de vanadio y el
aumento en la mortalidad por algunos cdnceres, neumonia y bronconeumonia (Rodriguez
y Altamirano, 2006). Dentro de los efectos mas comunes causados por el pentdxido de
vanadio en trabajadores que limpian calderas y que estan expuestos a altas
concentraciones de humos, se encuentran alteraciones respiratorias rinitis, hemorragia
nasal, conjuntivitis, tos y dolor en el pecho, que se presentan principalmente por
inhalacién de pentdxido de vanadio en la que incluso se presenta bronquitis (Barceloux,

1999).
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Con el modelo de inhalacién de pentéxido de vanadio [0.02 M] descrito por Avila-Costa y
colaboradores (2005) se han reportado diversas alteraciones en diferentes érganos. En el
sistema hematopoyético se ha descrito anemia normocitica normocrémica, trombocitosis
(aumento en el conteo de plaquetas), cambios en la morfologia y tamafio de las plaquetas,
entre otras alteraciones (Gonzalez-Villalba, et. al., 2006). Con el mismo modelo de
inhalacion se ha evaluado por TBARS y 4-hidroxinonenal la peroxidacién lipidica causada
por el vanadio en higado; cambios en el nucleo de los linfocitos de timo y bazo; aumento
en la presencia de citocinas con IL-6 y TNF-a en el epitelio alveolar y engrosamiento de la
pared muscular bronquiolar (Fortoul, et.al., 2011). En el sistema nervioso central, el
vanadio induce alteraciones citoldgicas, ultraestructurales y funcionales en diversas

estructuras cerebrales (Avila-Costa, et.al. 2005, Jiménez-Martinez, 2009).

Esta demostrado que el vanadio inhalado causa disminucion en la presencia de gamma-
tubulina y actina en el testiculo de ratén que se ve reflejado en alteraciones en la
espermatogénesis, bajo conteo espermatico, descenso en la motilidad y aumento en las
anormalidades de los espermatozoides (Mussali-Galante, et.al., 2005). Todas estos dafios
producen a su vez alteraciones en la funcién reproductiva como infertilidad, un efecto

asociado a la exposicidn a vanadio (Domingo, 1996).

En el ovario se ha observado aumento en la atresia de foliculos avanzados y disminucion

en la presencia de receptor de estréogenos B (Martinez-Pedraza, 2009).

Mecanismos de accion del Vanadio

Se ha demostrado en nuestro modelo de inhalacidn que el vanadio es genotéxico, ya que
produce rompimientos de cadena sencilla en el ADN que van en aumento con el tiempo
de exposicidn, ademas causa aumento en la presencia de micronucleos, que evidencian
eventos anaugénicos y clastogénicos que derivan en inestabilidad cromosémica, dafio
genético que puede provocar cancer. Asimismo se han atribuido al vanadio la activacion

de tirosina caspasas que participan en la apoptosis y dafio al citoesqueleto,
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principalmente a a-tubulina que como se habia mencionado anteriormente es la proteina
de la que estd constituida el centro formador de microtubulos, indispensable para la

mitosis (Fortoul, et.al., 2011).

Uno de los principales mecanismos de accidn del vanadio es la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) que activan proteinas cinasas (MAPKs)
qgue fosforilan proteinas de sefializacién (como ERK, adenilato ciclasas, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, ribonucleasa) resultando en la activacion de diversas vias de
sefalizacién. Algunos estudios sugieren que el vanadato es un inhibidor no competitivo de

la ATPasa Na-K (Barceloux, 1999).

3.3 Estrés oxidante

Regularmente, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O,), que es poco reactivo
con una velocidad a temperatura fisiolégica baja, sin embargo, las reacciones quimicas
gue se dan por accién enzimdtica o radiacion ionizante pueden producir especies quimicas
prooxidantes que son altamente reactivas y que pueden reaccionar con otras moléculas y

producir dafio celular (Venereo, 2002).

Un radical libre o especie reactiva de oxigeno es una molécula que tiene en su ultimo
orbital un electrén desapareado, lo que la hace inestable. Para la molécula de oxigeno se
conocen los radicales anidn superdxido (O;); peréxido de hidrégeno (H,0,); radical

hidroxilo (OH’); y oxigeno singulete (10,) (Mayor-Oxilia, 2010).

Aunque los radicales se forman de manera normal en las células como producto de ciertos
procesos, en exceso pueden ser perjudiciales para la misma, provocando estrés oxidante
gue es un estado de excesiva exposicion a oxidantes o funcién antioxidante disminuida
(Gonzélez-Mangadoa y Morera, 2001). Este estado en el que existe un desbalance entre
los niveles de oxidantes y antioxidantes favorece en el organismo envejecimiento y

algunas patologias como arteriosclerosis, diabetes mellitus, enfermedades inflamatorias
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crénicas, cancer, entre otros y es un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad

de Alzheimer (Mayor-Oxilia, 2010).

El vanadio al entrar a la célula produce ROS mediante la llamada Reaccion de Fenton, que
se basa en la transferencia de un electrén entre el perdxido de hidrogeno y un metal que
actua como catalizador, produciendo asi radical hidroxilo, anidn superéxido y perdxido de
hidrogeno, lo que puede provocar estrés oxidante en la célula. Como puede observarse en
la figura 1, el vanadio en su estado de oxidacion +5 (metavanadatos y ortovanadatos)
entra a la célula a través de canales anidnicos, mientras que el vanadio en su estado de
oxidacién +4 (vanadil) entra a través de la membrana por difusion. Una vez dentro de la
célula, los compuestos con los dos estados de oxidacién antes mencionados sufren
modificaciones por los antioxidantes intracelulares, sin embargo predominan dentro los
compuestos con estado de oxidacion +4, los cuales son oxidados al entrar en contacto con
el oxigeno (0,) produciendo asi radical anidon superdxido (0,®) y un compuesto de
vanadio con estado de oxidacién +5 V(V). Este radical a su vez es reducido por el NADPH,
reaccion que genera perdxido de hidrégeno, y nuevamente el V™ puede ser oxidado
mediante la reaccion de tipo Fenton, produciendo esta vez radical hidroxilo y regresando

asi al estado de oxidacion +5 (Korbecki, 2012).

)

VITV) VIV) ———== V(V) + O

Antioxidantes
intracelulares MNALPIH

V(v) VIVI-00® —==== V(IV}-00H

—== V{V)

Antioxidantes
intracelulares

Canal aniénico P
VIIV)

Membrana LLIuIar_ VIVY+ Ha(Os

OH" + OH" + ViV)

Figura 1. Transformacién quimica de compuestos inorganicos de vanadio en el citoplasma. Modificado de
Korbecki, 2012.
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Peroxidacion lipidica

Los lipidos son un componente importante de las membranas celulares
(aproximadamente del 30 al 80%). Los fosfolipidos son los mas abundantes y a los acidos
grasos polinsaturados presentes en ellos se debe la fluidez de la propia membrana, en la
gue incluso las minimas alteraciones pueden causar funciones anormales y procesos

patoldgicos (Catald, 2009).

El estrés oxidante causa daios a los lipidos y otras biomoléculas mediante procesos como
la peroxidacion, que a su vez provoca que se propaguen las reacciones de oxidacion
derivadas de radicales libres. La peroxidacion lipidica consta de tres fases: inicio,
propagacion y término (Catala, 2006). La fase de inicio incluye la sustracciéon de atomos de
hidrogeno, que puede ser llevada a cabo por varios radicales entre los que se encuentra el
hidroxilo (¢#OH’) que, como se ha mencionado es un ejemplo de ROS y causante de estrés

oxidante (Gutteridge, 1988).

Los fosfolipidos de las membranas celulares son particularmente susceptibles a la
peroxidacion debido a que es sustraido un dtomo de hidrégeno de un grupo metil (-CH,-),
dejando asi un electron desapareado en el carbono (-*CH-). La presencia de un doble
enlace en el acido graso debilita la unién entre los carbonos e hidrégenos cercanos,
facilitando asi la sustraccion de otros atomos de hidrégeno. Esta primera sustraccién dada
por el radical hidroxilo, deja al 4cido graso como un radical lipidico (eL), que reacciona con
oxigeno molecular para formar un radical peroxilo (LOOe) y que a su vez puede sustraer
atomos de hidrégeno de otros acidos grasos para producir ahora un radical hidroperéxido
(LOOH). Este ultimo puede sufrir una ruptura por metales reducidos produciendo asi un
radical alcoxilo (LOe), que junto al radical peroxilo pueden activar la peroxidacién lipidica
en cadena, al sustraer los atomos de hidrégeno adicionales. La peroxidacién de
fosfolipidos afecta directamente la fluidez de la membrana, ademas de que altera o inhibe

el transporte idnico y otras funciones metabdlicas (Catald, 2009).
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La peroxidacién lipidica ocurre como respuesta al estrés oxidante, formando una gran
variedad de aldehidos cuando los hidroperdxidos sufren ruptura. Algunos de estos
aldehidos son altamente reactivos y pueden funcionar como segundos mensajeros que
propagan y aumentan los efectos causados por los radicales libres. Es bien sabido que el
principal aldehido formado durante la peroxidacién de acidos grasos n-6 poliinsaturados
como 4cido araquidénico y acido linoleico es el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), aunque
también pueden formarse otros aldehidos tales como 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) y
malondialdehido (MDA). Se ha comprobado que estos aldehidos causan dafio a las
proteinas al reaccionar con grupos lisina aminas, cisteina sulfhidrilos e histidina imidazol,
ademads de pueden causar dafio al ADN vy citotoxicidad seguin su concentracion (Catal3,

2009).

3.4. Antioxidantes

Las reacciones de oxidacién son esenciales para los procesos metabdlicos celulares y
aungue en ellas se transfieren electrones que producen radicales libres, la célula cuenta
con antioxidantes que sirven de defensa ante ellos. Los antioxidantes pueden ser de tipo
enzimatico (aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que reaccionan con
radicales libres) o no enzimdtico que entre otros mecanismos, suelen colisionar con el
radical libre cediéndole un electrén y transformandose en otro débil no téxico (Mayor-

Oxilia, 2010).

Se conoce como antioxidante a una sustancia que al estar presente en concentraciones
bajas con respecto al sustrato oxidable (moléculas organicas e inorganicas presentes en
las células vivas) retrasan o previenen significativamente la oxidacion de éste (Venereo,
2002). Estas sustancias impiden la oxidacion al actuar mas rapido con las especies
reactivas de oxigeno que con cualquier otra molécula (o biomolécula) del medio.
Asimismo, los antioxidantes pueden ser clasificados como enddgenos y exdgenos. Los
antioxidantes enddgenos son aquellos que son sintetizados por las propias células de un

organismo, mientras que los exdgenos son los que se adquieren a partir de la dieta.
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Dentro de los de tipo enddgeno se encuentran el glutatién, coenzima Q, superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa, entre otras. Por otro lado, los antioxidantes exdgenos
son muchos y muy variados, sin embargo entre los mds conocidos se encuentran las
vitaminas C y E, el betacaroteno y los flavonoides por mencionar algunos (Mayor-Oxilia,

2010).

Vitamina C o Acido ascérbico

La vitamina C o 4cido ascérbico es una vitamina soluble en agua que participa en muchas
reacciones en los tejidos de la mayoria de los organismos. La mayoria de los mamiferos
tienen la capacidad de sintetizarlo en el higado a partir de la D-glucosa, a excepcion de los
cobayos, los murciélagos y los primates en los que no estd presente la L-gulonolactona
oxidasa, que es la enzima encargada de realizar el Ultimo paso para la sintesis, por lo que
su presencia en el organismo depende de la ingesta en la dieta (Linster y Van Schaftingen,

2006; Elejalde-Guerra, 2001).

El acido ascdrbico reacciona e inactiva radicales libres como anidn superoéxido, radical
hidroxilo, oxigeno singulete; ademas regenera la forma activa de la vitamina E (a-
tocoferol) a partir del radical a-tocoferil presente en las membranas. Asimismo, el acido
ascorbico funciona como cofactor de al menos ocho enzimas que participan en la
biosintesis de coldgeno y carnitina, y la conversion de dopamina a noradrenalina, entre

otras funciones (Corti, et.al., 2010).

La vitamina C participa en reacciones de 6xido reduccién, de forma que en la célula el
acido ascdrbico puede oxidarse (transferir un electrén) transformandose al radical ascorbil
gue a su vez puede oxidarse para formar dehidroascorbato (DHA). Ambas formas del acido
ascorbico pueden regresar a su forma original por accién de reductasas (Corti, et.al., 2010)

(Figura 2).
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As corhato Radical libre Ascorhil Dehidroascorbato

Figura 2. Formas oxidadas y reducidas de la vitamina C. Modificado de Corti, et.al., 2010

El transporte de acido ascérbico a través de la membrana se da por una gran variedad de
mecanismos ya que puede entrar a la célula como acido ascérbico o como DHA. El acido
ascérbico por una parte es transportado al interior de la célula a través de dos
cotransportadores dependientes del ion sodio (SVCT1 y STVC2), mientras que el DHA es
transportado por difusion facilitada por las proteinas transportadoras GLUT y rapidamente
reducido a acido ascorbico. Se han propuesto varias vias de salida del acido ascorbico: a
través de canales anidnicos sensibles a volumen; por exocitosis de vesiculas cromafines
gue contienen ascorbato; mediante hemicanales de uniones tipo Gap; por hetero-
intercambio glutamato-ascorbato (en cerebro) y homo-intercambio ascorbato-ascorbato

en varios tipos celulares (Figura 3) (Corti, et.al., 2010).

El acido ascoérbico en la reproduccion juega un papel importante, ya que se requiere para
la sintesis de coldgeno, asi como de hormonas peptidicas y esteroideas. El ovario es un
o6rgano que acumula acido ascérbico y se han observado cambios en su retencién o
excrecion de acuerdo a la etapa del ciclo estral, lo que sugiere que tiene un papel
fundamental en la luteinizacién de las células de la granulosa, asi como en la sintesis de
progesterona. Ademds se asocia su alta concentracién en el ovario a la demanda de
colageno para el crecimiento folicular, la reparacion después de la ovulaciéon y el

desarrollo del cuerpo luteo (Luck, et.al., 1995).
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Figura 3. Transporte y flujo de vitamina C a través de la membrana plasmética. Modificado de Corti, et.al.,

2010.

Vitamina Cy Vanadio

Existen algunos estudios experimentales donde se sugiere que el acido ascorbico es el
mejor antidoto contra la intoxicacidon con vanadio en exposiciones agudas, ya que como se
menciond anteriormente neutraliza radicales libres como anion superoxido e hidroxido de
hidrégeno. Asi, Jones y Basinger (1983) al aplicar por via intraperitoneal a ratones
VOSO42H,0 (110 mg/kg) y NaVO, (50 mg/kg) y administrar acido ascorbico por via oral
sugieren que es un buen antidoto en exposiciones agudas. Domingo y colaboradores
(1986) con una exposicion a NaVOs (0.3-1.2 mmol kg-1) por via intraperitoneal vy
administraciéon de vitamina C en una dosis de un cuarto de la LDsp en ratones VIA reportan
que disminuye la excrecidn de vanadio por la orina y que es el mejor antidoto en
exposiciones agudas. Por ultimo, Domingo y colaboradores (1990) con una exposicidon de
VOSO; (334 mg/kg) por via intraperitoneal en ratones, observaron que con la
administracion de acido ascorbico disminuye la excrecidon de vanadio en la orina, pero no

disminuyen las concentraciones en higado, bazo, rifidén, cerebro y corazdn.

En general, se considera a la vitamina C como un buen antidoto para la intoxicacidon con

vanadio, sin embargo los estudios se han realizado en casos donde éste entra al
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organismo por via intraperitoneal principalmente, por lo que no hay datos del papel de

esta vitamina como antioxidante en exposiciones por otras vias, por ejemplo la inhalada.

3.5. Sistema reproductor femenino del ratén

En los ratones, al igual que en los demas mamiferos, el aparato reproductor femenino
consiste en dérganos internos y externos. Los internos son los ovarios, los oviductos, un
utero (formado de dos cuernos), el cérvix y la vagina; los externos son el vestibulo vaginal,

la vulva, los labios vulvares y el clitoris.

Un ratén hembra alcanza la madurez sexual aproximadamente a los 30 a 35 dias de edad
(Consejo Canadiense de Proteccidn de los Animales. Manual sobre el Cuidado y Uso de los
Animales de Experimentacion, 1998) y es reconocida por el fendmeno de apertura vaginal.
Este proceso esta mediado por el incremento en la produccidon de estradiol, que a su vez
conlleva a apoptosis en la parte baja de la mucosa vaginal (Rodriguez, et.al, 1997) y en
ratones hembra puede ocurrir 10 dias antes de que ocurra la primera cornificacién de la
vagina y empiece el ciclo estral (Caligioni, 2009). Aunque los érganos reproductivos tanto
internos como externos concluyen su formacion durante el desarrollo embrionario, al
igual que el proceso de apertura vaginal, existen muchos otros que no son
necesariamente visibles, pero que determinan la funcionalidad de estos 6rganos durante

la vida adulta.

El ovario tiene dos funciones principales: la formacién de gametas (gametogénesis) y la
producciéon de hormonas de tipo esteroideo (esteroidogénesis). La gametogénesis que se
realiza en las hembras es llamada ovogénesis y su producto son las células germinales u
ovocitos. Existen dos tipos principales de hormonas esteroideas: los estrégenos y los
progestagenos, las cuales desempefian un papel fundamental en el ciclo reproductivo

(Ross y Pawlina, 2007) y de las que se hablard mas adelante.
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Los oviductos son organos tubulares pareados que van desde el Utero hasta los ovarios y
cuya funcién principal es conducir al ovocito hasta el Gtero para que ocurra la
fecundacién, ademds de proveer las condiciones microambientales necesarias para el

cigoto hasta que llega a implantarse (Ross y Pawlina, 2007).

El Utero recibe la mérula proveniente de los oviductos y permite la implantacién del cigoto
para que en lo posterior se realice todo el desarrollo embrionario hasta el momento del
alumbramiento. En las ratonas, el Utero consta de dos cuernos que se insertan en un
cuerpo que conecta con el cérvix que a su vez conecta con la vagina. En este caso, puede
ocurrir mas de una implantacion a la vez por lo que éstas no se dan en el cuerpo del Utero,
sino a lo largo de ambos cuernos uterinos. El cérvix o cuello del Utero es la parte
fiboromuscular del Utero que se inserta en la vagina y que permite el paso de los

espermatozoides hacia el Utero (Ross y Pawlina, 2007).

La vagina por otro lado, es un érgano tubular compuesto de fibras musculares que va
desde el cuello del Utero o cérvix hasta el vestibulo vaginal y cuya funcién es comunicar
los érganos genitales internos con el medio externo (Ross y Pawlina, 2007). En las ratonas,
el epitelio vaginal sirve como un indicador de la etapa del ciclo reproductivo, mediante un
sencillo procedimiento llamado citologia exfoliativa vaginal, que sera abordada en detalle

mas adelante.

Morfologia del ovario

El ovario es un 6rgano pareado y ovalado que se encuentra por detrds de los rifiones en la
cavidad abdominal, conectado al Utero por medio de un oviducto también pareado, y que
recordando lo antes mencionado, tiene la funcién de dar origen a gametas y producir

hormonas esteroideas.

La histologia del ovario es compleja; se pueden distinguir en un corte dos regiones: una
médula y una corteza. La médula se ubica en la regidn central y esta constituida de tejido

conjuntivo laxo, vasos sanguineos de gran tamafio, vasos linfaticos y nervios. La corteza se
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encuentra a la periferia de la médula, en ella se encuentran los foliculos ovaricos rodeados
de tejido conjuntivo muy celular llamado estroma, en el que ademas se encuentran
dispersas células de musculo liso (Ross y Pawlina, 2007). El ovario estd cubierto en la
superficie por epitelio cibico simple que en algunas partes se vuelve casi plano y que es

IH

llamado “epitelio superficial”. Por debajo del epitelio superficial del ovario se encuentra
una capa de tejido conjuntivo denso llamada tunica albuginea que lo separa de la corteza

subyacente (Ross y Pawlina, 2007).

En la corteza, se encuentran los foliculos ovaricos, que albergan cada uno a un ovocito y le
brindan el microambiente necesario para su maduracion y posterior ovulacién. Las
primeras etapas de la ovogénesis se llevan a cabo durante el desarrollo embrionario, sin
embargo, el tamano y caracteristicas del foliculo pueden indicar el grado de maduracién
del ovocito. La ovogénesis al momento del nacimiento es detenida en el diploteno de la
Meiosis | y asi permanecen hasta la pubertad, donde un grupo selecto de ovocitos avanza
en el ciclo celular. De todos los ovocitos que hay en el ovario al momento de nacer, sdlo
una pequeiia cantidad llega a ser ovulado, debido a un proceso de apoptosis que ocurre
en las células foliculares y que empieza desde la vida fetal llamado atresia (Ross y Pawlina,

2007) (Figura 3).

Figura 3. Esquema de la estructura histoldgica del ovario. Modificado de Ross y Pawlina, 2007.
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Histoldgicamente se pueden distinguir distintos tipos de foliculos de acuerdo a su tamafio
y caracteristicas: foliculos primordiales, foliculos primarios, foliculos secundarios vy
foliculos preovulatorios. Los foliculos primordiales aparecen desde el desarrollo
embrionario, se encuentran en la corteza justo por debajo de la tunica albuginea, estan
formados por un ovocito rodeado de células foliculares aplanadas que se encuentran muy

juntas (Ross y Pawlina, 2007).

/CG

e
e

Figura 4. Foliculos primarios en el ovario de mamifero. A) Foliculo primario unilaminado. B) Foliculo primario
multilaminado. C) Foliculo primario unilaminado de ratéon. D) Foliculo primario multilaminado de ratén.
C=células foliculares; CG=células de la granulosa; CT=células de la teca; ZP=zona pelucida. Esquema
modificado de Ross y Pawlina, 2007. Fotomicrografias de Garcia Ibarra, F.A.,2013.

Los foliculos primarios son los primeros que se encuentran en crecimiento, se caracterizan
porque las células foliculares crecen y adquieren forma culbica, el ovocito aumenta su

tamaio y se desarrolla entre él y las células foliculares una l[dmina homogénea Ilamada

29



zona pelucida. Las células foliculares proliferan por mitosis dando origen a un epitelio
estratificado que rodea al ovocito y que recibe el nombre de células de la granulosa. Al
mismo tiempo que las células de la granulosa, proliferan también células parafoliculares
del estroma que forman una capa llamada teca folicular, que se diferencia en dos capas: la
teca interna y la teca externa. La teca interna esta constituida de células cubicas con
caracteristicas tipicas de las células secretoras de hormonas esteroideas, estda muy
vascuarizada y profunda. Ademads contiene fibroblastos, haces de colagena y pequefios
vasos sanguineos. La teca externa por otra parte, es la capa mas superficial y estd
constituida de células de tejido conjuntivo, fibras musculares lisas y haces de fibras de
colageno (Figura 4) (Ross y Pawlina, 2007). Los foliculos primarios pueden ser
unilaminados (Fig. 4-A) o multilaminados (Fig.4-B) segun el nimero de capas de células de

la granulosa que presente.
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Figura 5. A) Foliculo secundario en ovario de mamifero. B) Foliculo secundario en ovario de ratén. A=antro

folicular; ZP=Zona peltcida; CT= células de la teca; CG= células de la granulosa. Esquema modificado de Ross
y Pawlina, 2007. Fotomicrografia de Garcia Ibarra, F.A., 2013.

El foliculo secundario se caracteriza por tener una capa folicular de 6 a 12 estratos entre
los cuales se forman cavidades llenas de liquido folicular abundante en hialuronano que

aumentan en tamafio mientras mas liquido se acumula, juntandose finalmente para
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formar una cavidad mayor con forma de media luna llamada antro (de ahi el nombre de
foliculo antral con el que también se denomina). El ovocito adquiere a causa del antro una

posicion excéntrica y en este momento deja de crecer (Figura 5) (Ross y Pawlina, 2007).

El foliculo de Graaf o preovulatorio se caracteriza por tener un gran tamano, ademas de
gue ahora el antro se encuentra revestido por algunas capas de células de la granulosa
gue soélo son diferentes en la region donde se unen al ovocito, donde se acumulan
formando un monticulo abultado que se proyecta al interior del antro llamado cumulo
6foro y que son seguidas de un conjunto de células de la granulosa que rodean al ovocito
y permanecen con él hasta el momento de la ovulacidn, llamadas células de la corona
radiada. Debido a su gran tamanio, este foliculo invade practicamente toda la corteza y se
extiende hasta la superficie del propio ovario y ya que esta alcanzando su tamafio
maximo, las mitosis disminuyen y aumentan los espacios entre las células de la granulosa

y del cimulo 6foro, preparandose para la ovulacion (Figura 6) (Ross y Pawlina, 2007).

co A

AN
AN

CR

Figura 6. A) Foliculo preovulatorio o de Graaf en mamiferos. B) Foliculo preovulatorio en ovario de ratén.
CO= cumulo o6foro; A= antro folicular; CR=células de la corona radiada. Esquema modificado de Ross y
Pawlina, 2007. Fotomicrografia de Garcia Ibarra, F.A.,2013.
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3.6. Ciclo estral

El ciclo reproductivo que en humanos dura aproximadamente 28 dias y es llamado ciclo
menstrual, en roedores es llamado ciclo estral y dura de 4 a 5 dias, por lo que es un

modelo ideal para investigar cambios en el ciclo reproductivo (Caligioni, 2009).

La regularidad del ciclo estral depende del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario, de forma que
en el hipotdlamo, algunas neuronas secretan hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), que llegan a la parte anterior de la hipdfisis donde los gonadotropos son
estimulados para secretar a su vez hormona luteinizante (LH) o bien hormona foliculo
estimulante (FSH) que se liberan al torrente sanguineo y llegan asi a las células ovaricas

donde se desencadenan una serie de procesos que permiten el ciclo (Caligioni, 2009).

Citologia exfoliativa vaginal

Analizar la citologia exfoliativa vaginal permite determinar las fases del ciclo estral en el
cual se encuentran los roedores, se basa en el tipo de células que se descaman del epitelio
vaginal que pueden ser de tres tipos: células epiteliales nucleadas, células cornificadas y

leucocitos (Caligioni, 2009).

Las etapas del ciclo estral son cuatro: proestro, estro, metaestro y diestro y pueden
identificarse de acuerdo al tipo y proporcion de células observadas en el frotis vaginal. Asi,
el proestro se caracteriza por la presencia en mayor proporcién de células nucleadas que
pueden presentarse en cumulos o aisladas con poca o nula presencia de células
cornificadas (Figura 7-A). Esta etapa se da antes de la ovulacidn cuando el nivel de
estrégenos incrementa (regularmente durante la noche) y en consecuencia aumentan
también LH y FSH, lo que ocasiona la ovulacidon al final de esta etapa e inicios del estro
(Caligioni, 2009). El nivel de progesterona es bajo al principio debido a que comienza su
regresion pero a la mitad de la etapa comienza un pico que concluye al inicio del estro, lo

gue también influye en la ovulaciéon (Richards y Pangas, 2010).
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El estro esta caracterizado por la presencia de células epiteliales cornificadas de forma
irregular, sin nucleo visible y citoplasma granular, que se presentan en cimulos (Figura 7-
B). En esta etapa se mantiene alto el nivel de estrégenos por la mafiana y decae hasta los
niveles basales conforme avanza la tarde (Caligioni, 2009). Comienza con niveles altos de
progesterona que van disminuyendo hasta llegar al nivel basal al final de la etapa

(Richards y Pangas, 2010).

Durante el metaestro se observa en el frotis una combinacidn de los tres tipos celulares
con predominancia de leucocitos y pocas células nucleadas y cornificadas (Caligioni, 2009)
(Figura 7-C) y los niveles de estrogenos se mantienen bajos y los de progesterona
empiezan a aumentar ya que comienza el desarrollo del cuerpo Idteo (Richards y Pangas,

2010).

En el diestro se observan predominantemente leucocitos con practicamente nulas células
epiteliales nucleadas o cornificadas (Caligioni, 2009) (Figura 7-D). Los niveles de
estrogenos son bajos y los de progesterona aumentan un poco debido a que sigue

creciendo el cuerpo lateo (Richards y Pangas, 2010).

3.7 Regulacion hormonal de la reproducciéon en hembras

Las hormonas esteroideas juegan un papel fundamental en la fertilidad y crecimiento de
tejido en érganos reproductivos. Estas hormonas son sintetizadas de novo a partir del
colesterol por las células ovaricas, proceso que se explica por el llamado modelo de las dos
células, dos gonadotropinas. La célula de la teca, con influencia de la LH, toma el
colesterol del medio y lo convierte en pregnenolona y lo metaboliza de forma que
sintetiza  progesterona y otras progestinas  (17-hidroxipregnenolona, 17-

hidroxiprogesterona), hasta producir andrégenos como androstenediona y testosterona.

Posteriormente, los andrégenos antes mencionados son transportados hacia la célula de
la granulosa que bajo estimulos de FSH los aromatiza para producir estrégenos como la

estronay el principal de ellos, el estradiol (Drummond, 2006).
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Figura 7. Citologia exfoliativa vaginal. A) Proestro; B) Estro; C) Metaestro; D) Diestro. Fotomicrografias de
Garcia lbarra F.A., 2013.

Estrégenos

Los estrégenos juegan un papel fundamental en la modulacidn intrafolicular, estimulando
la proliferacién de las células de la granulosa y sensibilizdndolas a FSH y LH (induciendo la
expresion de sus receptores) para que desencadenen diferentes acciones en cada caso y
participan en la diferenciacion celular y crecimiento folicular en el ovario (Drummond,

2010).

La produccion de estrogenos en el foliculo comienza a partir de que el foliculo es
preantral, ya que cuenta con todos los elementos necesarios para la aromatizacion de
andrdgenos, sin embargo la mayor produccién de estrégenos se da en los foliculos

preovulatorios, donde la poblacion de células foliculares es mayor (Drummond, 2006).
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La seiializacién por estrégenos se da por la via receptores celulares, de los cuales existen
dos tipos: receptor de estréogenos alfa (ERa), y receptor de estrogenos beta (ERB), siendo
éste ultimo el predominante en el ovario. El papel diferencial de las dos clases de
receptores no esta definido por completo, pero se ha identificado que el ERa esta
involucrado en la inhibicién de la ovulacién por la via del eje hipotdlamo-hipdfisis-génadas
y crecimiento del utero, mientras ERP se encarga de estimular el crecimiento de los
foliculos, disminuir la atresia, inducir la expresidon de genes especificos y potenciar el

numero de ovocitos liberados después de la induccidn de la ovulacién (Drummond, 2006).

Progesterona

La progesterona es una hormona clave en la modulacion de funciones reproductivas como
la ovulacién y desarrollo de glandulas mamarias y uterinas. Todas estas funciones estan
mediadas por dos isoformas de receptores: receptor tipo A (PR-A) y tipo B (PR-B). En el
ovario se encuentran en las células de la teca de foliculos antrales y en células de la

granulosa de foliculos preovulatorios (Mulac-Jericevic y Coneely, 2004).

Se ha reportado que PR-A es suficiente y necesario para el desarrollo de respuestas
dependientes de progesterona indispensables para la fertilidad femenina. Por otro lado,
PR-B es requerido para desencadenar respuestas proliferativas normales de la glandula

mamaria bajo estimulo de progesterona (Coneely, et.al., 2002).

3.8 Reprotoxicidad en hembras por vanadio

Existen varios estudios en los que se evalla la toxicidad del vanadio en la reproduccion,
sin embargo, la mayoria de ellos estan enfocados a la viabilidad y desarrollo de los fetos,

no en si a las funciones de los drganos reproductores.

Entre los pocos trabajos en los que se evalla directamente la funcidn reproductiva, esta el
de Altamirano y colaboradores (1991) en el que con una exposicién por via intraperitoneal

de pentdxido de vanadio en una dosis de 12.5mg/kg, en ratas, se observd la disminucidn
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en la tasa de ovulacion. Otro trabajo es el de Morgan y El-Tawil (2003) que en una
exposicidn por via oral de metavanadato de amonio en una concentracién de 200 ppm en

ratas, se reportaron afecciones en la regularidad del ciclo estral.

Por ultimo, en el trabajo de Martinez-Pedraza (2007) en el que se administré pentdxido de
vanadio en una concentracién de 0.02M por via inhalada a ratones CD-1, se reporté
anestro, aumento en foliculos atrésicos en estadios avanzados, disminuciéon en la
presencia de ERP, asi como concentraciones iguales de 17B-estradiol sérico del grupo

control comparado con el grupo expuesto.
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4. JUSTIFICACION

En la Zona Metropolitana del Valle de México la alta concentracidn de particulas
suspendidas es un problema significativo ya que estd comprobado que pueden causar
dano. El efecto de la inhalacién de vanadio adosado a las particulas suspendidas es muy
variado en los diferentes érganos, sin embargo no existen muchos estudios que describan
dafo reprotéxico en la funcién reproductiva femenina o el mecanismo de accién mediante
el cual el vanadio afecta el ovario; por lo cual es de gran importancia evaluar el papel del
estrés oxidante en estos cambios, por ser la principal forma en la que actian los metales.
Asimismo es fundamental evaluar el uso de vitamina C como agente antioxidante, y
determinar si se evita o disminuye el efecto reprotdxico en ovario ocasionado por

vanadio.

5. HIPOTESIS
@ Si la inhalacién de vanadio altera el ciclo estral y la morfofisiologia ovarica,
entonces se observardn cambios en las concentraciones séricas de estrégenos y

progesteronay en la morfometria de los foliculos.

@ Si las alteraciones en la morfofisiologia ovarica causadas por la inhalacién de
vanadio son ocasionadas por estrés oxidante, entonces se observard aumento en
la marca de 4-hidroxinonenal y la administracion de Vitamina C como agente

antioxidante reducird o evitara el dafio observado.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivos generales
@® Cuantificar las concentraciones séricas de 17B estradiol y progesterona ratones

hembramcon y sin suplementacién oral de vitamina C.

® Determinar los cambios en el ciclo estral, asi como el tamafio de los foliculos

ovaricos de ratones.
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®© Determinar la generacién de estrés oxidante por la inhalacién subaguda de
vanadio, mediante la presencia de 4-hidroxinonenal, en el ovario de ratones

hembra CD-1 con y sin suplementacién oral de vitamina C.

6.2 Objetivos particulares
En grupos con y sin suplementacién de vitamina C e inhalacién de vanadio:

@ Relacionar el peso con el tratamiento en cada grupo.

@® Cuantificar las concentraciones de estrogenos y progesterona en suero mediante la

técnica de Radio Inmuno Ensayo (RIA).

@® Establecer los cambios en el ciclo estral mediante citologia exfoliativa vaginal

diaria.
@ Correlacionar las concentraciones de hormonas con las etapas del ciclo estral.

® Relacionar la morfometria de los foliculos ovaricos con el tratamiento en cada

grupo.

® Determinar la presencia de 4-hidroxinonenal como marcador de estrés oxidante

mediante inmunohistoquimica.
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7. METODO

Fueron utilizadas 80 ratones hembra de la cepa CD-1 con un peso de 30 a 35g. las cuales
fueron aclimatadas por dos semanas a ciclos de luz/oscuridad de 12/12 con agua vy
alimento ad libitum, a las que se les realizé citologia exfoliativa vaginal diaria por cinco

semanas iniciando a partir de la segunda semana de aclimatacién.

El total de ratonas se dividid en cuatro grupos de 20 individuos cada uno:

a) Grupo control: Ratonas que inhalaron vehiculo (solucién salina) una hora, dos
veces por semana por cuatro semanas.

b) Grupo vanadio: Ratonas que inhalaron Vs0, en una concentracion de 0.02M (1436
mg/m?>) una hora, dos veces por semana por cuatro semanas.

¢) Grupo vanadio + vitamina C: Ratonas que inhalaron VsO, (J.T. Baker®) en una
concentracion de 0.02M una hora, dos veces por semana por cuatro semanas; y
ademas se les administrd por via oral una dosis de 50mg x kg x dia de vitamina C
(Redoxon®, Bayer) diaria por las mismas cuatro semanas de inhalacién.

d) Grupo Vitamina C: Ratonas que inhalaron vehiculo (solucién salina) una hora, dos
veces por semana por cuatro semanas, a la par que se les administré una dosis de
50mg x kg x dia de vitamina C diaria por via por via oral las mismas cuatro semanas

de inhalacidn.

Citologia exfoliativa vaginal

Para la citologia se utilizé un buffer de fosfatos (PBS) estéril a un pH de 7.4 y las células se
tineron con azul de metileno y se observaron en fresco al microscopio fotdnico. La
citologia realizada durante la segunda semana de aclimatacién tuvo el objetivo de
determinar la regularidad en el ciclo estral en cada organismo de cada grupo y asi
descartar a aquellos ratones que no presentaran un ciclo regular en ese lapso de tiempo.

Se registrd la etapa del ciclo estral en la cual se encontraba cada ratona diariamente de
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acuerdo a las caracteristicas de la poblacién celular presente en el frotis, segun los

pardmetros mencionados en la introduccién.

Adicionalmante, los animales de todos los grupos fueron pesados diariamente debido a
gue en dos de ellos se administrd vitamina C cuyo excipiente es azucar. De esta forma se
controlé la variable de que el peso pudiera influir en la ciclicidad del periodo reproductivo.
Para el andlisis estadistico se realizd una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) y una

post-hoc de tukey con el paquete estadistico GraphPad Prism 5, p<0.05.

Toma de sangre

Después de cuatro semanas de tratamiento y/o inhalacion los animales fueron
sacrificados con dosis letal de pentobarbital sddico y perfundidos por via intracardiaca con
solucidn salina [0.9%] a pH 7.4, y fijados con formol amortiguado al 3.4 - 4.0%. Antes de la
perfusidon, se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca en la auricula derecha
gue se centrifugaron dos veces a 4500 rpm por 10 minutos para separar la porcidon
globular de la porcidon sérica. El suero se almacend a -70°C. Estas muestras fueron
utilizadas para la cuantificacion mediante la técnica de Radioinmunoensayo de 17(-
estradiol (Coat-A-Count® Estradiol, Los Angeles, CA) y progesterona (Coat-A-Count®

Progesterone, Los Angeles, CA).

La técnica de radioinmunoensayo (RIA) consiste en la unién competitiva de una hormona
de la muestra contra una hormona sintética marcada con algun isétopo radiactivo a su
correspondiente anticuerpo. La concentracién de hormonas es inversamente proporcional
a la cantidad de radiactividad registrada, de esta forma altos niveles de radiactividad
indican que la hormona que se esta uniendo al anticuerpo es la marcada y no la de la
muestra, es decir se encuentra en pocas cantidades. Por el contrario, si los niveles de
radiactividad registrados son bajos, se entiende que las hormonas unidas a los anticuerpos

no son las marcadas, sino las presentes en la muestra.
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Para la medicién de estradiol y progesterona se utilizaron los kits Coat-A-Count® Estradiol
y Coat-A-Count® Progesterona (Siemens Medical Solution Diagnostic), respectivamente,
gue consisten de tubos de propileno marcados con anticuerpo de coneja y hormona

marcada *?’| progesterona o **°I estradiol.

Para la preparacién de las muestras se pipetearon 100uL de suero problema y 1000uL de
estradiol o progesterona (segin el caso) marcados con el isétopo **’| en cada tubo y se
agitd en el vortex. Se incubd a temperatura ambiente por 3 horas, se decantd la mayor
cantidad de liquido posible y se secaron los tubos con papel absorbente procurando que
éste llegara a los primeros 2/3 del tubo. Posteriormente, se conté la radiactividad en un

contador gamma por un minuto.

La curva patron se realizé por duplicado con calibradores de diferentes concentraciones

tal como lo indican los siguientes cuadros:

Progesterona Estradiol
Mo. de tubo Concentracion del calibrador en pg/ml Concentracion del Diluciones para obtener
No. de tubo calibrador en estandares con las
1 0.0 pg.fml siguientes concentraciones:
2 0.1
1 0.0 0.0
3 0.5
2 20 5.0
4 20
3 50 10
5 10
4 150 20
B 20
7 0 5 500 50
8 80 & 1B0D 75
Unién maxima: contiene anticuerpo mas 1000 uL de hormana 7 3600 150
marcada.
) Unidn maxima: contiene anticuerpa mas 1000 pul de hormona
Cuentas totales: contiene 1000 ul de hormona marcada. marcada.
Cuentas totales: contiene 1000 ul de hormona marcada.

Para la obtencion de resultados se calculd la media de cada par de tubos corrigiendo con
la cantidad de radiactividad de los tubos T (uniones no especificas). Los valores obtenidos

fueron representados en una curva logit-log. La media de cada par de tubos fue expresada
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como porcentaje del total que corresponde a los tubos A (de maxima unidn) y las
concentraciones desconocidas fueron extrapoladas a partir de esta curva. Con los valores
de las concentraciones de hormonas en los diferentes grupos y etapas se realizd un

analisis estadistico (ANOVA-tukey GraphPad Prism 5).

Morfometria del ovario

Una vez realizada la perfusiéon por via intracardiaca, los ovarios de tres ratonas fueron
inmersos en formol amortiguado al 3.4 — 4.0% por un dia, posteriormente lavados,
deshidratados e incluidos en bloques de parafina. De un ovario de cada ratona, se
realizaron cortes seriados de 3 micrdmetros de espesor y se tifieron con hematoxilina y

eosina.

Para la morfometria se midieron 10 foliculos primarios, 10 secundarios y 10
preovulatorios de cada ratona de la siguiente manera: Utilizando un microscopio foténico
(Olympus CH30), el cual cuenta con una reglilla en el ocular, se observaron los cortes
seriados de cada ovario; y para determinar el didametro mayor de cada foliculo, se tomod
como condicidn que se observara el nicleo del ovocito (Figura 8). El didmetro total incluyé

al ovocito, a las células de la granulosa y de la teca.

En algunos casos, el nlcleo se presentaba en mds de un corte, por lo cual se midieron
todos aquellos en los que éste fuera visible y fue tomado el valor mds alto. Con los valores
en micrometros de los diferentes tipos de foliculos se realiz6 un andlisis estadistico

(ANOVA-tukey GraphPad Prism 5).

Inmunohistoquimica

Se tomaron los ovarios de tres ratonas de cada grupo (pares de aquellos tomados para
morfometria) a los que se realizaron cortes de 3 micrémetros de espesor para la deteccion
por inmunohistoquimica de 4-hidroxinonenal como marcador de estrés oxidante.
Posteriormente, las preparaciones fueron observadas con un microscopio de campo claro

(Olympus BH-2) equipado con una cdmara fotografica (Cannon T3i de 18 mpx). Se
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obtuvieron imagenes a 20X de tres campos al azar por ovario correspondientes a 300 um

por campo.

Figura 8. Morfometria de un foliculo ovarico. La linea roja indica el diametro mayor del foliculo.

Para la realizacion de marcaje de proteinas por Inmunohistoquimica, se realizaron cortes
de 3 um de espesor que se desparafinaron por 30 minutos a 70°C para la posterior
hidrataciéon del tejido mediante un tren de hidratacion comenzando por xilol y seguido de

alcohol a diferentes grados (absoluto, 90-50%) y finalmente, agua.

La recuperacién antigénica se realizé en DIVA Decloaker 20X (BioCare Medical) en una
olla de presién a 25 |b. y se bloqueé la peroxidasa enddgena con perdxido de hidréogeno
(H20,) al 0.9%. Después para un mejor bloqueo, se incubé en PBS+albumina (Albimina
Sérica Bovina Fraccién V, MP Biomedicals) por 15 minutos. Se realizaron lavados de 30

segundos con PBS-tween (Tween 20, 0.1%).

Se incubé con anticuerpo monoclonal anti-4-hidroxinonenal (R&D Systems) dilucion 1:50 a
temperatura ambiente por 45 minutos, se lavd con PBS-tween y se incubd con anticuerpo
secundario (Biotinylated Link Universal, Dako) por 30 minutos; se realizaron lavados con

PBS-tween. Se incubd con HRP (Horseradish peroxidase) por 30 minutos (Dako LSAB +
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System-HRP; Biotinylated Link Universal; Streptavidin-HRP) y se lavd con PBS-tween. Por
ultimo, se reveld con el cromdgeno diaminobencidina (Invitrogen DAB-Plus Substrate Kit),

se contratifid con hematoxilina y se montd con resina.

Para la realizacién de un analisis densitométrico las imagenes en el canal CMYK fueron
procesadas por el programa de andlisis de imagenes de MatlLab (desarrollado por la
pasante de la carrera de Médico Cirujano Lorena Sofia Lépez Zepeda). Con los valores de

pixeles fue realizado un andlisis estadistico (ANOVA-tuckey GraphPad Prism 5, p<0.05).
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8. Resultados

8.1 Peso
Como puede observarse en la grafica 1, ni la exposicidon a vanadio ni la administracion de
vitamina C alterd el peso de las ratonas. Asimismo, en ningln grupo se observaron

diferencias significativas entre las cuatro semanas de tratamiento.

Media del peso por semana de tratamiento
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Grafica 1. Media (+SE) de peso por grupo durante la semana 1 a 4 de tratamiento. ANOVA (tuckey) p< 0.05

8.2 Radioinmunoensayo

17-B estradiol

Tabla 1. Valores de 17-B estradiol en suero pg/ml (x + ES).

Estro Metaestro Diestro Anestro
Control 40.17 + 1.39 23.64 +0.39 27.66 +1.19 -
Vanadio - - 24.79 +0.48 18.28 + 0.39
Vanadio + Vit C 31.57 + 1.55 21.32+0.30 24.76 + 0.16 -
Vitamina C 37.85+0.43 22.68 +0.16 26.28 +0.19 -
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En la Grafica 2 es posible observar que en los grupos control, vanadio+ Vitamina C y
vitamina C se presenta el mismo comportamiento del 17-B estradiol, es decir hay un pico
en el estro, baja drasticamente durante el metaestro y de nuevo aumenta en el diestro.
Por el contrario, en el grupo de ratones expuestos a la inhalacién de vanadio no se reporté
ningun individuo en etapas diferentes a diestro y anestro, aunque si es posible observar la
disminucién de esta hormona entre ambas etapas. Cabe destacar que para ningun grupo
se tienen datos del nivel de estrégenos en proestro debido a que al momento del sacrificio

ninguna de las ratonas se encontrd en esta etapa, segun la citologia exfoliativa vaginal.

Asimismo, en la grafica puede observarse que durante el estro el grupo vanadio +
vitamina C presentd la menor concentraciéon de estrégenos (31.57 pg/ml + 1.55) con
respecto al grupo control (40.17 pg/ml + 1.39); el nivel de estrégenos del grupo vanadio +
vitamina C (21.32 pg/ml + 0.30) fue menor en comparacién con los grupos control (23.64
pg/ml + 0.39) y vitamina C (22.68 pg/ml + 0.16) durante el metaestro; y en el grupo
vanadio + vitamina C (24.76 pg/ml + 0.16) la concentracion sérica de estrégenos fue
menor comparado con el grupo control (27.66 pg/ml + 1.19) durante el diestro. Por otro
lado, el de 17-B estradiol del grupo vanadio durante el anestro (18.28 pg/ml + 0.39) fue el
minimo y presentd diferencia estadisticamente significativa con relacién a todas las demas
etapas de los tres grupos (control, vanadio + vitamina C y vitamina C), asi como con el

grupo vanadio durante el diestro (24.79 pg/ml + 0.48) (Tabla 1).
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Concentracion de 17-p estradiol en el suero por etapa del ciclo
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Grafica 2. Concentracién media (+- ES) de 17-B estradiol en suero por etapa del ciclo estral. ANOVA p<0.05.
* Diferencia del grupo vanadio + vitamina C con el estro del grupo control; & diferencia con el metaestro del
grupo control; # diferencia con el metaestro del grupo vitamina C; @ diferencia del diestro grupo vanadio +
vitamina C con el diestro del grupo control; % diferencia con todos los grupos en todas las etapas.

Progesterona

En la grafica 3 se observa que la media de progesterona en los cuatro grupos se comporta
de la misma forma: bajo en estro, se presenta un pico en el metaestro y disminuye
nuevamente en el diestro. En el caso del metaestro existe una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al nivel de progesterona del grupo vanadio + vitamina C (1.33
ng/ml + 0.08) y el grupo vitamina C (1.76 ng/ml + 0.26) comparados con el grupo control
(2.73 ng/ml + 0.27) (Tabla 2). En el estro no existe diferencia en los niveles de hormona de
ninguno de los dos grupos con respecto al control, ni entre ellos.

Por otro lado, el nivel de progesterona del anestro en el grupo vanadio (0.49 ng/ml + 0.06)
es diferente de la etapa metaestro de los grupos control (2.73 ng/ml + 0.27) , vanadio +

vitamina C (1.33 ng/ml + 0.08) y vitamina C (1.76 ng/ml + 0.26) (Tabla 2).
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Grafica 3. Concentracién media (+- ES) de progesterona en suero por etapa del ciclo estral. ANOVA p<0.05.
*Diferencia entre el metaestro de grupo vanadio + vitamina C y metaestro del grupo control; # Diferencia
entre el metaestro de grupo vitamina C y metaestro del grupo control; SDiferencia entre el anestro del
grupo vanadio y el metaestro de los grupos control, vanadio+vitamina C y vitamina C

Tabla 2. Valores de progesterona en suero ng/ml (x + SE ).

Estro Metaestro Diestro Anestro
Control 0.36 +0.01 2.73+0.27 0.82 +0.03 -
Vanadio - - 0.38 +0.002 0.49 + 0.06
Vanadio + Vit C 0.35+0.02 1.33 +0.08 0.50+0.02 -
Vitamina C 0.30+0.01 1.76 +0.26 0.67 +0.02 -

Al igual que en el caso del 17-B estradiol, no se obtuvieron datos correspondientes a la

etapa de proestro debido a que el momento del sacrificio ninguna ratona se encontraba

en esta etapa segun la citologia exfoliativa.
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8.3 Citologia exfoliativa

La citologia exfoliativa vaginal observada en todos los grupos correspondié a la
mencionada en la literatura tanto en las caracteristicas celulares como en la secuencia de
las etapas, es decir en todos los casos se presentaban en el siguiente orden: Proestro,
estro, metaestro y diestro. De esta forma, durante el proestro se observaron Unicamente
células epiteliales nucleadas (Fig. 8A), esta etapa fue seguida en todos los casos por el
estro donde predominan las células cornificadas (Fig. 8B). Después del estro, se observé el
metaestro, etapa donde se presentaron los tres tipos celulares: células nucleadas,
cornificadas y leucocitos (Fig. 8C). La ultima etapa fue en todos los casos el diestro en la

gue se observaron Unicamente leucocitos (Fig. 8D).

A B

c J D

Figura 9. Fotomicrografias de frotis de secreciones vaginales tenidas con azul de metileno en las que se
muestran las diferentes etapas del ciclo estral. Proestro (A); estro (B); metaestro (C); y diestro (D).
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Figura 10. Fotomicrografia de secrecidn vaginal de ratones del grupo vanadio tefida con azul de metileno
durante el anestro. Se muestran células cornificadas, leucocitos y células inmaduras (A), células parabasales
(B) y células basales

La grafica 4 representa los porcentajes de animales que se encontraron ciclando
regularmente en cada tratamiento a lo largo de las cuatro semanas. Como puede
observarse, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las semanas 3y 4 del
grupo vanadio con respecto al control y a los grupos vanadio + vitamina C y vitamina C
durante todas las semanas. Asimismo, las semanas 3 y 4 del grupo vanadio presentan
diferencias entre si.

La administracion de vitamina C no alterd la ciclicidad y en este grupo al igual que en el
grupo control, a lo largo de todo el tratamiento no se observaron cambios en la

regularidad del ciclo estral.

6.4 Morfometria del ovario

En la figura 11 se muestran ejemplos de foliculos primarios (Figs. 11-Ay 11-B), secundarios
(Fig. 11-C) y preovulatorios (Fig. 11-D).

La grafica 5 muestra el diametro folicular medio por grupo y por tipo de foliculo. Como
puede observarse en el caso de los foliculos primarios no existe diferencia significativa
entre ninguno de los grupos. El diametro de los foliculos secundarios del grupo vanadio
(212.9 um + 11.76) fue menor al didmetro de los foliculos secundarios de los grupos

control (250.4 um + 12.8), vanadio + vitamina C (262.6 um + 3.90) y vitamina C (233.3 um
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+ 10.6) (Tabla 3). Por ultimo, el diametro de los foliculos preovulatorios del grupo vanadio

(313.0 + 5.51) fue menor al didmetro de los foliculos preovulatorios de los grupos control

(370.3 + 4.40) y vanadio + vitamina C (352.7 + 8.64) (Tabla 3).

Porcentaje de ratones con ciclo estralnormalpor semana

150 -

1004 -

Porcentaje de animales
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B vanadio + Vit C
Bl Vitamina C

Grafica 4. Porcentaje de ratones con ciclo normal por grupo a lo largo de las cuatro semanas de tratamiento.
ANOVA (tuckey) p<0.05. *Diferencia con todos los grupos en las cuatro semanas, asi como en la tercera y

cuarta semana del grupo vanadio.

Tabla 3. Didmetro de foliculos primarios, secundarios y preovulatorios (xum + SE ).

Primarios (xpum)

Secundarios (xpum)

Preovulatorios (xpum)

Control 100.6 + 4.89
Vanadio 104.8 + 3.76
Vanadio + VitaminaC 115.3+3.14
Vitamina C 106.9 + 3.05

250.4 +12.8
2129+ 11.76
262.6 + 3.90
233.3+10.6

370.3+4.40
313.0+5.51
352.7 + 8.64
341.6 +6.34
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Figura 11. Foliculos ovaricos. Foliculos primarios (A, B); foliculos secundarios (C); foliculos preovulatorios (D).

8.5 Inmunohistoquimica para 4-hidroxinonenal

La inmuhistoquimica para 4-hidroxinonenal revelé que este metabolito se encuentra
incluso en el ovario de ratonas control por lo que existe una marca basal (grafica 6). Como
puede observarse en la figura 11, existen diferencias con respecto a la distribucién de la
marca segun el grupo. En el grupo control se marcan las células de la granulosa (Fig. 12-A),
con mayor intensidad las que se encuentran adyacentes al antro folicular, asi como la zona
pelucida (Figs. 12-A y 12-B). Por el contrario, no se observa marca en las células de la teca
o en las células del estroma ovarico (Figs. 12-A-C).

En el ovario de ratonas del grupo vanadio (Fig. 12-D-F) se observa una marca mas intensa
en las células de la granulosa, no sélo en las adyacentes al antro, sino todas desde la

periferia del ovocito, las células de la teca al igual que en el grupo control no presentan
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marca. La Unica variante que se presenta es que este grupo, es que en éste las células del

estroma se encuentran marcadas (Fig. 12 |-E).

Grafica 5. Diametro folicular medio en los diferentes grupos. ANOVA p<0.05. # Diferencia con foliculos
secundarios del grupo vanadio + vitamina C; * Diferencia con foliculos preovulatorios del grupo control y
con foliculos preovulatorios del grupo vanadio.

Tabla 4. Pixeles marcados por el cromdégeno correspondientes a la presencia de 4-

hidroxinonenal en el ovario (pixeles/um? + SE)

Grupo Pixeles / um”
Control 458 425 + 93763
Vanadio 1259000 + 178 867

Vanadio + Vit C 650 099 + 124 262
Vitamina C 641273 +135 872
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En los ovarios de ratonas vanadio + vitamina C (Figs. 11-G-l) y vitamina C (Figs. 11-J-L) las
células marcadas al igual que en el control son las de la granulosa, no asi las células de la
teca ni las del estroma ovarico.

En la grafica 6 se presenta la media de pixeles marcados con el cromdégeno por cada
grupo. Como puede observarse existe aumento estadisticamente significativo en el grupo
vanadio (1 259 000 pixeles/um® + 178 867) comparado con el control (458 425
pixeles/um? + 93763), el grupo vanadio + vitamina C (650 099 pixeles/um? + 124 262) vy
vitamina C (641 273 pixeles/um? + 135 872) (Tabla 4).

Media de la marca de 4-Hidroxinonenal (pixeles/um?
en ovario de raton
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Grafica 6. Media (+ SE) de pixeles marcados por cromégeno correspondientes a 4-hidroxinonenal por
grupo. ANOVA (tuckey) p<0.05. * Diferencia con los grupos control, vanadio + vitamina Cy vitamina C.
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Figura 12. Inmunohistoquimica en foliculos secundarios y preovulatorios de ovario para 4-hidroxinonenal. Control (A-C);
vanadio (D-F). CG= células de la granulosa; CT= células de la granulosa; CT= células de la teca; Es= estroma ovarico.
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Vanadio + vitamina C Vitamina C
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Figura 13. Inmunohistoquimica en foliculos secundarios y preovulatorios de ovario para 4-hidroxinonenal. Vanadio +
Vitamina C (A-C); vitamina C (D-F). CG= células de la granulosa; CT= células de la teca; Es= estroma ovadrico.
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9. Discusion

Este trabajo se enfocd en describir los efectos del vanadio por via inhalada en el ovario de
ratén, en términos de concentraciones séricas de hormonas esteroideas, regularidad en el
ciclo estral, morfometria de los foliculos ovaricos, asi como indagar sobre el mecanismo

de accidén de este metal mediante el uso de un agente antioxidante.

9.1 Peso

Como puede observarse en la grafica 1, la administracién de vitamina C por via oral no
causa aumento o disminucién del peso de los ratones a lo largo del tratamiento en
ninguno de los grupos. Una razdn por la que esto sucede podria ser que la cantidad de
azucar que sirve de excipiente para la administracion de acido ascdrbico no fuera

suficiente para ocasionar el aumento.

9.2 Concentraciones séricas de 17-f estradiol y progesterona

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de las dos principales hormonas esteroideas
producidas en el ovario, muestran que la inhalacién de vanadio a las cuatro semanas
disminuye su concentraciéon. Esta disminucidon puede estar dada por una alteraciéon en
diferentes puntos del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, ya que existen antecedentes de que
los metales de transicion como cadmio producen cambios en los niveles de
gonadotropinas en él (Lafuente y Esquifino, 1999). El hipotdlamo es el encargado de
producir pulsos de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que sirven como seiial
a las células gonadotropas de adenohipdfisis que las producen y envian por todo el
torrente sanguineo. Estos pulsos dependen de la retroalimentacién negativa del eje en la
que los estrégenos suprimen la secrecion de GnRH, por lo que el hipotdlamo posee
receptores de estréogenos B (ERB) que censan los niveles circulantes de estas hormonas
esteroideas. En el ovario, se ha reportado una disminucién en la cantidad de ERB
(Martinez-Pedraza, 2007) al administrar por via inhalada pentéxido de vanadio, por lo que
una causa probable de esta reduccidén en los niveles de hormonas puede ser que los
mismos tipos de receptores se encuentren disminuidos en el hipotalamo y de esta forma
toda la produccién se altere. Se ha demostrado que el cadmio se acumula en el
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hipotdlamo, donde causa alteraciones, medidas en el aumento en la concentracién de
neurotransmisores como norepinefrina, dopamina y serotonina que estan involucrados en

los mecanismos de regulacién de los niveles de gonadotropinas (Lafuente, et.al., 2001).

Por otro lado, en la adenohipdfisis son secretadas las gonadotropinas LH y FSH de acuerdo
a los pulsos de GnRH del hipotadlamo (Richards y Pangas, 2010) y de encontrarse éstas
gonadotropinas alteradas, la esteroidogénesis no se realiza adecuadamente. Chandra y
colaboradores en el 2007 demostraron que al administrar por via intraperitoneal
metavanadato de sodio por 26 dias bajan los niveles séricos de FSH, LH y testosterona en
ratas, ademds de que se altera la funcidn testicular, de manera que podria pasar lo mismo
en este caso y por lo tanto, las hormonas esteroideas producidas en el ovario bajan sus

niveles.

En el ovario adulto, las células de la granulosa expresan receptores para FSH y LH al inicio
y al final del proestro respectivamente (Wiebe, et. al., 1988). Se ha observado que en
homogeneizados de ovario, el plomo impide la unién de ambas gonadotropinas a sus
receptores (Gatzuli, et.al., 1991; Vega, et.al., 1995) por la excesiva produccién de ROS, lo
qgue sugiere que el vanadio podria actuar de manera semejante, ya que también las
produce. Por otro lado, debido a que el estrés oxidante es un mecanismo de accion del
vanadio, produce peréxido de hidrégeno que se ha observado reduce la produccion de
estrégenos y progesterona en células IUteas estimuladas con gonadotropina coridnica
humana in vitro, debido a que esta especie reactiva de oxigeno disminuye la

esteroidogénesis tanto dependiente como no dependiente de cAMP (Vega, et.al., 1995).

Otra razén probable de la disminucidn en la concentracién de hormonas, es que éstas son
derivadas del colesterol, que es tomado por las células de la teca bajo la influencia de LH
para sintetizar progesterona y algunos andrégenos como testosterona y androstenediona,

gue a su vez en presencia de FSH son precursores de estrégenos en las células de la
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granulosa (Richards y Pangas, 2010). Se ha demostrado que el vanadio inhibe la sintesis

de colesterol impidiendo el paso de acido maveldnico a escualeno (Azarnoff, et.al., 1961).

En el trabajo realizado por Martinez-Pedraza en 2007 en el que se utilizé el mismo modelo
de inhalacidon que en el presente, se reporté un aumento en el niumero de foliculos
atrésicos en estadios avanzados (antrales tempranos y tardios) cuyas células de la
granulosa, son encargadas de producir la mayor cantidad de estrégenos y dado el
aumento en este tipo de muerte celular, es posible que la disminuciéon de 17B-estradiol

sérico se deba también a una disminucion en la cantidad de foliculos integros.

En la grafica 2 puede observarse que existe disminucion radical en los niveles séricos de
estradiol durante el anestro del grupo vanadio, que son incluso los mas bajos de todos los
grupos en todas las etapas. De igual forma, en la grafica 2 se puede identificar la
disminucién en los niveles de progesterona durante el anestro del grupo vanadio que
asimismo, son los mds bajos comparados con los otros grupos. Lo anterior puede
explicarse ademas de todos los aspectos antes mencionados, por las especies reactivas de
oxigeno producidas a causa de la inhalacion de vanadio, medidas en términos de marca de
4-HNE (grafica 6). Como se ha dicho, algunos radicales causan alteraciones en diferentes
puntos de la produccién de estrégenos y progesterona, ademas de que pueden disminuir
las defensas antioxidantes de las células en estructuras como el hipotalamo (Muthuvel,
et.al., 2006) o los foliculos ovaricos (Jozwik, et.al., 1999) y asi afectar por ejemplo la
membrana de células luteas (Gazuli, et.al., 1991), inhibir la translocacion de colesterol a la
mitocondria (Behrman y Aten, 1991) o alterar la funcién del citocromo P450;., enzima
encargada de transformar el colesterol a pregnenolona, un precursor de progesterona en
la mitocondria (Carlson, et.al., 1995). De esta forma, las ROS pueden ser una explicacion a
los resultados obtenidos en cuanto a las concentraciones de hormonas observados en

este experimento.

En cuanto a la citologia, durante el estro existe una disminucién en los niveles de estradiol
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en el grupo vanadio + vitamina C comparado con el grupo control y el grupo vitamina C
(grafica 2), y en el metaestro disminuye la concentracién de progesterona tanto en el
grupo vanadio + vitamina C como solo vitamina C. Esto puede ser explicado como
resultado de la administracion de acido ascérbico como agente antioxidante, ya que como
se menciond en el parrafo anterior esta demostrado que el estrés oxidante altera la
esteroidogénesis, y al ser contrarrestado, es posible observar una reduccién en los efectos
provocados por la inhalacién de vanadio. Sin embargo puede observarse que en el
metaestro del grupo vanadio + antioxidante, los niveles de progesterona no son diferentes
a los del grupo vanadio, y son diferentes a las concentraciones de progesterona del

metaestro en el grupo control.

9.3 Ciclo estral
Los resultados obtenidos indican que a partir de la tercera semana de inhalacion de
vanadio, el porcentaje de ratones que se encontraban ciclando disminuyd con respecto al

control alcanzando el porcentaje maximo durante la cuarta semana (Gréfica 4).

Estd comprobado que diferentes compuestos de metales como cadmio, antimonio, bario y
plomo provocan cambios en la duracién del ciclo estral (Choe, et.al., 2003). Al administrar
dicromato de potasio en el agua de bebida en una dosis de 750 ppm la duracién del ciclo
estral aumenta significativamente comparado con grupos control de ratones Swiss albino
(Murthy, et.al., 1996). Se ha reportado que algunos compuestos de vanadio alteran la
regularidad en el ciclo estral (Morgan y El-Tawil, 2003), y Martinez-Pedraza (2007) reporté
qgue desde la primera semana se presenta un mayor numero de células parabasales y

basales, caracteristicas del anestro.

La regularidad del ciclo estral estd dada por la cantidad de hormonas que se producen a lo
largo del ciclo, de forma que una vez que ha disminuido la FSH y aumenta la produccién
de estradiol por las células de la granulosa de foliculos antrales y ocurre la ovulacion, lo

gue aumenta es la concentracidon de LH y las células foliculares se modifican a células
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luteas, que posteriormente producen progesterona lo cual induce la sintesis de proteinas

necesarias para mantener la implantacién (Chaffin y VandeVoort, 2013).

Como se muestra en las graficas 2 y 3, los niveles tanto de estradiol como de progesterona
se ven reducidos a la cuarta semana de inhalacidn en los animales expuestos a vanadio
comparado con los animales control, lo cual puede explicar el anestro ya que al estar
depletadas las concentraciones de hormonas, no se puede llevar a cabo la ovulacién de

forma correcta y con ello la produccion de progesterona se encuentra alterada.

En el caso de los grupos vanadio + vitamina C y vitamina C, el porcentaje de ratones que
mantuvieron un ciclo estral regular no se alterd, aunque las concentraciones de hormonas
disminuyeron de manera significativa con respecto al grupo control, lo que nos indica que
el cambio en las concentraciones no fue suficiente para hacer que los ratones entraran en
anestro (grafica 4); ademas, aunque disminuyen los niveles, se mantiene el patrdn de la
produccion hormonal de acuerdo a la etapas del ciclo estral tanto en el estradiol (estro),
como en la progesterona (metaestro). La vitamina C disminuye las afecciones a la
regularidad del ciclo estral causadas por el vanadio, ya que al haber suplementacién de

acido ascoérbico, se mantiene el ciclo estral.

9.4 Morfometria ovarica

En la gréfica 5 puede observarse que soélo los foliculos secundarios disminuyen
significativamente su didmetro en el grupo vanadio comparados con los grupos control,
vanadio + vitamina C y vitamina C; y también en el grupo vanadio, los foliculos
preovulatorios con los grupos control y vanadio + vitamina C. Estos cambios en la
morfometria pueden ser explicados por la disminucidon de estrégenos y progesterona
observados. Se ha reportado que la disminucion en las gonadotropinas causa que no se
puedan producir las suficientes capas de células de la granulosa en foliculos (Baker, 1998),

lo que podria estar causando el menor crecimiento.
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Por otro lado, las metaloproteinasas (MMPs) son fundamentales para la remodelacién
folicular. Aungue no se conoce con exactitud el rol fisiolégico que realizan en el ovario, se
ha observado que propician la modificacién del foliculo para la formacién del cuerpo

luteo, participan en los procesos de atresia, ovulacién y crecimiento (Smith, et.al., 2002).

Sin embargo con el modelo de inhalacidon de vanadio antes descrito se reportd que la
MMP2 aumenta en el hipocampo a la cuarta semana, mientras que en el estriado lo hace
a partir de la segunda semana (Colin-Barenque, et.al., 2008), de manera que podria estar
alterada también en el ovario a las cuatro semanas de inhalacién y por lo tanto alterar el
crecimiento de los foliculos secundarios y preovulatorios, lo que a su vez es una razén

para la disminucién en la concentracion de hormonas mencionado anteriormente.

Otra cuestion a considerar es la interaccidon que existe entre células de la granulosa y de
ellas con el ovocito, que estd determinada por varios elementos del citoesqueleto como
tubulina (Albertini, et.al., 2001). Se ha reportado que la y-tubulina (Mussali-Galante, et.al.,
2005) y la actina (Rodriguez-Lara, 2013) disminuyen en células de Sertoli, Leydig y células
germinales en testiculo de ratén CD-1 expuesto a la inhalacién de V,0s en forma
dependiente del tiempo de exposicién, lo que nos indica es posible que la tubulina se vea

afectada también en el ovario y de esta forma afectar el crecimiento folicular.

9.5 Estrés oxidante

En la grafica 6 se muestra que hubo un aumento significativo en la marca de 4-HNE en los
ovarios del grupo expuesto a la inhalacién de vanadio comparado con los grupos control,
vanadio + vitamina C y vitamina C. Como puede observarse, el grupo control presenta una
media basal en la marca de 4-HNE lo que se debe a que los ovarios presentan ROS de
manera natural ya que modulan reacciones fisiolégicas como la maduraciéon de los
ovocitos, la esteroidogénesis, la formacién del cuerpo luteo y la lutedlisis (Agarwal, et.al.,

2005).
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En el caso del grupo vanadio, el aumento en la marca de 4-HNE indica la peroxidacién
lipidica, generada por el vanadio, de los fosfolipidos en las membranas plasmatica y de los
organelos membranosos. En cambio, en el caso del grupo vanadio + vitamina C y vitamina

C la marca no es diferente al control pues el acido ascorbico evita el dafio oxidante.

En un modelo de estrés oxidante causado por polifenilos policlorados (PCBs), se ha
demostrado que las ROS al causar estrés oxidante provocan una disminucion en los
niveles de LH y FSH, aumento en la cantidad de perdxido de hidréogeno y peroxidacién
lipidica (LPO), asi como disminucidn en la actividad antioxidante tanto enzimatica como no
enzimatica (concentracion de acido ascérbico) en el hipotdlamo. Se sugiere que los
efectos antes mencionados fueron contrarrestados y los niveles tanto de H,0, como de
LPO vy la actividad enzimatica de ambos tipos fueron restituidos bajo la administracion de
vitamina C, sin embargo los niveles de gonadotropinas (LH y FSH) no fueron recuperados

de manera significativa (Muthuvel, et.al., 2007).
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10. CONCLUSIONES

La inhalacidon subaguda de vanadio altera la funcidon morfofisiolégica del ovario, ya que
disminuye las concentraciones de estrégenos y progesterona, induce anestro y disminuye
el tamafo de foliculos secundarios y preovulatorios. La presencia de 4-HNE como
marcador de estrés oxidante sirve como evidencia de que éste es uno de los mecanismos

mediante el cual el vanadio altera la funcién ovarica.

La administracion de vitamina C como agente antioxidante funciona para disminuir
significativamente el dafo causado por la inhalacion subaguda de vanadio en el ovario de
ratén, ya que disminuye el anestro, no altera el tamano de los foliculos ovaricos y no
causa aumento en el marcador de estrés oxidante. Sin embargo, los niveles hormonales
disminuyen en los grupos con suplementacién de acido ascorbico, lo que indica que la
vitamina C no evita por completo el dafio causado por el vanadio por lo que es

recomendable realizar estudios posteriores al respecto.

La importancia de este trabajo radica en que se describen con mayor precisién los efectos
de la inhalacién de vanadio no sélo en la morfologia, sino en la funcién del ovario como
principal productor de estrégenos y progesterona en el organismo y permite indagar un
poco mds acerca de los efectos que las particulas suspendidas pudieran tener en la
funcién reproductiva. Si bien no es posible hasta el momento decir que el vanadio es
contundentemente causa de infertilidad, si es posible inferir que lo serd ya que la funcién
normal del ovario se ve afectada. No obstante, son necesarios muchos mas estudios para

conocer su papel en todos los aspectos de la reproduccion.

Dentro del modelo de inhalacién utilizado este trabajo es de suma importancia, debido a
gue soportard cualquier estudio en el que se realicen comparaciones por sexo, ya que se
observéd que el vanadio si afecta los niveles de estrégenos y progesterona, principales
hormonas sexuales en hembras que participan en un sinfin de procesos fisiolégicos y que

son siempre el punto de partida para cualquier estudio de diferencias por sexo.
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