UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

e AN, AN § B
(= ":‘ .J—“‘J! »‘: l.‘:l‘.)

o€
e o . 1 -%

FACULTAD DE CIENCIAS

Efectos de la inhalacidén de vanadio
en la morfofisiologia del Utero de
ratones CD1.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

BI1OLOGA
PRESENTA:

NAYELI AGLAE MELENDEZ GARCIA

DIRECTOR DE TESIS:
M. en C. MARTHA PATRICIA BIZARRO NEVARES

2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Meléndez

Garcia

Nayeli Aglaé

15174342

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

307170596

2. Datos del tutor
M. en C.

Martha Patricia
Bizarro

Nevares

3. Datos del sinodal 1
Dra.

Laura

Colin

Barenque.

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Rosario

Ortiz

Hernandez.

5. Datos del sinodal 3
Dra.

Teresa l.

Fortoul

van der Goes.

6. Datos del sinodal 3
Dr.

Mario Agustin
Altamirano

Lozano.

7. Datos del trabajo escrito.

Titulo: Efectos de la inhalacion de vanadio en la morfofisiologia del Utero de ratones CD1.
Numero de paginas: 58

Afio: 2014



AGRADECIMIENTOS TECNICOS

Al comité revisor de ésta tesis:
Dra. Laura Colin Barenque.
Dra. Rosario Ortiz Hernandez.
M. en C. Martha Patricia Bizarro Nevares.
Dra. Teresa I. Fortoul van der Goes.
Dr. Mario Agustin Altamirano Lozano.

Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM. Por el apoyo en la toma
de fotografias utilizadas en este proyecto:

Bidl. Armando Zepeda Rodriguez.
Técnico Académico Francisco Pasos Najera.

Laboratorio de Técnica Histoldgica del Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de
Medicina, UNAM. Por el apoyo en las técnicas histolégicas empleadas en este trabajo:

Técnica Académica Raquel Guerrero Alquicira.
Técnica Académica Verdnica Rodriguez Mata.

Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Por el mantenimiento y cuidado de los animales
ocupados en el presente:

Dr. Enrique Pinzon Estrada.
Dr. Ismael Torres Saldafia.
Laboratorio de Patologia Molecular del Departamento de Anatomia Patoldgica, Instituto Nacional

de Pediatria. Por el asesoramiento en la técnica inmunohistoquimica:

M. en C. Francisco Javier Garcia Vazquez.

Dra. Maria Elena Ayala Escobar, por el apoyo en la realizacién del radioinmunoensayo.

Lorena Sofia Lépez Zepeda, por desarrollar el software “DENSIFE”.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A mi familia, mi apoyo, el motor de mi vida, sin ustedes esto no seria una realidad. Este proyecto
es suyo, es nuestro:

Mis padres, Daniel y Amanda... porque su apoyo incondicional, su esfuerzo, su
ejemplo y su amor me han traido hasta aqui, porque detrds de todo este trabajo
estan ustedes. Los amo.

Mis hermanas, Daniela y Laura... por todo el tiempo que estamos juntas, sus risas y
su carifio, por ustedes quiero ser mejor cada dia. Las amo.

A Juan Carlos, por amarme y apoyarme tanto, por todos los bellos momentos a tu lado, por
acompanarme los sdbados de citologia y durante éstos cuatro anos en la facultad... por ser tu.

A Fatima, por compartir conmigo los ratones y tu tiempo, pero sobre todo por tu amistad.

A Paty, por ser una excelente tutora... por todos los conocimientos, consejos y el tiempo que me
diste, porque ademas también me brindaste tu amistad y carifio.

A Marce, Lau y Adri... por sus valiosos consejos y las charlas en el laboratorio. Por ser un ejemplo a
seguir.

A la Dra. Tere por abrirme las puertas del laboratorio, por las aportaciones y el apoyo a este
trabajo. Por motivarnos a hacer ciencia.

A Armando y Paco, por recibirme siempre con una sonrisay por su apoyo a este proyecto.

A todas las personas que me han dado su carifio y su amistad, y han estado conmigo en los
incontables buenos momentos y en los pocos malos ratos.



iNDICE

AT EVIATUIAS. ..ttt ettt ettt ettt st s es e ettt eae st s et ese st ses et ese st en et esese st sesaneesesernne i
RESUMEBIN e e e e ettt ettt e s e e s e e ettt et s b e e e e e eeeeneeeeennnnas 1

Ta oo [T ool o] o NP PP PPPPPPRRN 2
2.1. Contaminacion atmMOSTEIICA ....ccuvviiiei i e e s e s areeeees 2
2.1.1 Contaminacion atmosférica y salud reproductiva.........cccceeeveciieieeeiniciieeee e, 3

2.2, Particulas SUSPENIAAS.......ceiiiiiiiiiiee et e e e s e e e et e e e e e naaaraaaae s 4

P TV T o F-To [ PO P TSP 5
2.3. 1 FUENTES dE EMISION .eeiiieiie ettt e e et e e st e s et e e e are e e e neeeesannes 5

2.3, 2 USOS ie i iieeeeeieeeeeeteeeee et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e a—a——bbbeebee ittt et te et e e aaaaaaaaaaaaaaaaas 6

2.3.3 Vias de EXPOSICION .....uuuiiiiiiiiiiiiieieeee e ee e rrreee e e e e e e e e aaaaaaaeeeeeeeanas 6

P TR N o ) ol Yol o 1= d o U PRPP 7

2.3.5 MeCcanismOoSs 0@ ACCION ....ccovuiiiiriieieeiee ettt ettt ettt e e st e e saree e s e 8

2.3.6 Dafios @12 SAIU ...eieiiiiiii s st 9

2.4. Vanadio Y reprotoXiCidad .........cccuuiiieeiiiiiiieee et e et e e e e anraee s 10
2.5. Sistema reproductor fFEMENINO .......ciii i e 10

D T N OV 4 [ B PSP U U PP PP PPPPPTTUTTP 11

B T N © V] o [ o1 (o J U UUUUUUURN 13

2.5.3 ULEIO cuueueiceieisciee ettt 13

2.5 4 VABINA coiiiiiiiiiiee et e e ettt e e e e e e e et e ta bbb aeseeeaaaees 14

2.5.5 CICIO @STral.cciiiieeiiiiee ettt e s s abe e e saraeesaes 14

K TR V13 4 o= ol e ] o PSP 19
B 1o Y01 =Ty PSP 19
TR @ ] o 1] ¢ 170 X3P URUUUUN 19
T 1Y, 1= e Yo o RPN 20
6.1. Modelo eXPEeriMeENntal.........ccii i e e e e rrae s 20
6.2. Citologia exfoliativa vaginal............cceeiiiiiiiie e 20
5.3, TOMA JE MUESLIAS .ueveiiiiieieiiiie ittt e sttt e e sire e e st e e sbee e s stbeessabeeesbteessbbeesssbeeesnseneennns 20
6.4. RAdiOINMUNOENSAYO ...uuvvviiiiiiiiiierieeeeeeeeeeeee e e e e e e e e sssssserae et sarrrrerreeeeeeaeaaeseeeseesansannnns 22
T |V [ o] 4o 1= {4 - PRSPPI 22
6.6. INMUNONISTOQUIMICA ....uuviiiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 22

A =T ] - o o TSP 24
% T o e W olo ] 4 o To ] - | P PP 24
7.2. Citologia exfoliativa vaginal.........cc.ueeeiii i 24
7.3. RAdiOINMUNOBNSAYO .ccceeiiiieee ettt ettt e et e e e e e e btae e e e e e e bbae e e e e e e saataeeeeeeennrnaeas 27
A\ o o oY =1 4 - PSP 29
7.5, INMUNONISTOQUIMICA ..occiiiiiieee et et e e e e et e e e e e e earae e e e e e eaaraaeas 33

TR B T Yol U o PSR UPPR 38
1S B 0o Yo ol [0 oY o =TSSP 43
O o T o 1= ot |- [P PP PP PP PP 43

1 R R 0=) =1 =] o Lo = LTS 44



ABREVIATURAS

cAMP
CAMs

CGP
co

E2

EGF
ERa
ERPB
FSH
GLUT4
GnRH
GSK-3
HB-EGF
HE
IGF-I
IL-6
KGF

LH
MAPK
msnm
NADPH
NF-kB
NO,

0O;

P4
PKB/Akt
PKC
PM

PR

PST
PTB-1B
RIA
ROS
SO,
TNF-a

V,0s
VO+2
vo,?
WHO
ZMVM

Adenosin Monofsofato ciclico
Moléculas de Adhesion Celular

Células Germinales Primitivas
Mondxido de carbono

17-B estradiol

Factor de Crecimiento Epidérmico
Receptor de estrogenos alfa

Receptor de Estrégenos beta

Hormona Foliculo Estimulante
Transportador de Glucosa tipo 4
Hormona liberadora de Gonadotropinas
Cinasa Glucdgeno Sintasa 3

Factor de Crecimiento de Unién a Heparina
Hematoxilina-Eosina

Factor de Crecimiento de tipo insulina |
Interleucina 6

Factor de Crecimiento de Queratinocitos
Hormona Luteinizante

Proteinas Cinasas Activadoras de Mitdgenos
metros sobre el nivel del mar
Nicotinamida Adenina Dinucleédtido Fosfato (forma reducida)
Factor Nuclear kappa beta

Diéxido de nitrégeno

Ozono

Progesterona

Proteina Cinasa B

Proteina Cinasa C

Material Particulado

Receptor de Progesterona

Particulas Suspendidas Totales

Proteina Tirosina Fosfatasa 1B
Radioinmunoensayo

Especies Reactivas de Oxigeno

Didxido de azufre

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Vanadio

Pentéxido de vanadio

Vanadilo

Vanadato

World Health Organization

Zona Metropolitana del Valle de México



1. RESUMEN

Se ha propuesto que la contaminacidn ambiental tiene efectos reprotdxicos que se deben a la
exposicion materna a particulas suspendidas totales (PST), las cuales en la Zona Metropolitana del
Valle de México sobrepasan los limites recomendados por la WHO (World Health Organization).
Los efectos que tienen las PST en la funcidn reproductiva se deben a los metales, como el vanadio
(V), que tienen adosados. El vanadio es un metal de transicion que es emitido a la atmdsfera,
principalmente, por la quema de combustibles fésiles, y el petréleo de México es uno de los que
contienen mayores concentraciones de este metal.

En modelos experimentales (ratdn y rata) se ha demostrado el efecto del vanadio en fetos, recién
nacidos y en el sistema reproductor masculino; sin embargo no se ha descrito si la inhalacién de
vanadio ocasiona alteraciones en el Utero, el cual esta involucrado directamente en el desarrollo
embrionario, en la gestacidn y procesos fisioldgicos relacionados con la funcién reproductiva.

En este trabajo se evalud el efecto de la inhalacidon de vanadio en ratones de la cepa CD1, sobre el
ciclo estral y niveles hormonales (estrégenos E2 y progesterona P4), asi como en la morfologia del
Uteroy en la presencia de receptor de estrégenos alfa (ERa) en este érgano.

Se utilizaron 40 ratones hembra de la cepa CD1 de 30-35 g, de los cuales 20 inhalaron V,05 0.02M
y 20 inhalaron solucién fisioldgica, todos, una hora dos veces por semana durante 4 semanas;
asimismo se realizo citologia exfoliativa vaginal diaria para determinar la etapa del ciclo estral en
la que se encontraban los individuos controles y los expuestos a la inhalacidn de V, y se registro el
peso corporal para determinar si el tratamiento tenia algun efecto sobre este. Al cabo de las 4
semanas los animales fueron sacrificados; de cada uno de los ratones se tomaron muestras de
sangre para procesarla con la técnica de radioinmunoensayo, se diseco el Utero y se procesé para
la técnica histoldgica convencional (hematoxilina-eosina), se hicieron cortes seriados para realizar
la morfometria: mediciones del grosor del epitelio, del estroma y del miometrio, asi como el
numero y didmetro de las glandulas; también se utilizé la técnica de inmunohistoquimica para
determinar la presencia y distribucién del ERa.

Con la citologia exfoliativa se observd que durante las 4 semanas los animales controles
presentaron un ciclo estral normal, mientras que a las 3 semanas de inhalacion de vanadio los
animales ya presentaban células de descamacion vaginal inmaduras (parabasales y basales)
correspondientes a un estado de anestro. Al momento del sacrificio (4 semanas), la concentracién
en sangre de E2 y P4 disminuyd en las hembras que inhalaron vanadio. Por otro lado el grosor del
estroma y del miometrio, asi como el didmetro y el nimero de glandulas del Utero de los animales
expuestos a vanadio aumentd de manera significativa respecto al Utero de los animales del grupo
control. La presencia y distribucién del ERa no se vio alterada por la exposicion al vanadio.

Los resultados obtenidos en este trabajo podrian estar relacionados con los abortos pretérmino,
bajo peso al nacer y las reabsorciones, reportados en otros trabajos por la administracion de
vanadio.



2. INTRODUCCION

2.1 Contaminacion Atmosférica

La presencia de sustancias extrafias (contaminantes) en concentraciones y lapsos suficientes para
alterar el equilibrio de las propiedades fisicas y quimicas naturales de la atmdsfera, ademas de
tener efectos nocivos en los humanos, plantas y animales, es lo que se conoce como
contaminacion atmosférica (Vallejo et al., 2003; Gallego et al.,, 2012). Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés, 2012) constituye uno de los principales riesgos
a la salud puesto que se ha comprobado una relacién estrecha entre los niveles de contaminacion
y el aumento en la mortalidad y morbilidad tanto en paises desarrollados como en desarrollo.

Existen dos tipos de contaminantes de la atmdsfera: los contaminantes peligrosos del aire y los
contaminantes criterio, éstos Ultimos denominados asi puesto que dafian la salud humana y sus
niveles atmosféricos son altos por lo que su estudio se ha vuelto de gran importancia. Se
consideran contaminantes criterio: el diéxido de nitrégeno (NO,), didxido de azufre (SO,),
monoxido de carbono (CO), ozono (O3) y material particulado (PM); los dos ultimos afectan a mas
personas que cualquiera de los otros y la exposicidon a éstos representa un riesgo grave para la
salud (Zuk et al., 2007; WHO, 2012). Las fuentes emisoras de éstos contaminantes son, en su
mayoria, antropogénicas pues se originan de la quema (a veces incompleta) de combustibles
fésiles usados en los medios de transporte, industrias o casas habitacién; aunque algunos otros
provienen de fuentes naturales, o se originan por la combinacién de otros contaminantes.

La WHO se ha encargado de monitorear los niveles atmosféricos de los contaminantes criterioy en
base a ello ha establecido concentraciones inofensivas recomendables, lo cual se ha logrado con
las redes de monitoreo internacionales. En América Latina, donde se superan los estandares
recomendables de los contaminantes criterio, como las PMy, (Fig. 1), se estima que mil millones
de personas estan expuestas a PMy; esto se ha visto potenciado por el crecimiento poblacional y
la urbanizacién, asimismo las caracteristicas geograficas de algunos paises propician Ia
concentracion de los contaminantes (Weitzenfeld, 1992); un ejemplo de ello es la Zona
Metropolitana del Valle de México (ZMVM), que comprende el Distrito Federal y 59 municipios del
Estado de México, en donde los niveles de contaminacidon sobrepasan por mucho los limites
permisibles por las normas nacionales e internacionales (Fig. 2), pues ademas de estar ubicada a
2240 metros sobre el nivel del mar (msnm) lo que provoca que la quema de combustibles sea
deficiente, entre los 19° 03°-19° 54° latitud norte donde recibe una intensa radiacién solar
propiciando la formacion fotoquimica de contaminantes como el Oz y el PM, estd rodeada de un
sistema montafioso que ocasiona el estancamiento de todos los contaminantes (Inventario de
emisiones de contaminantes criterio de la ZMVM, 2010), su poblacién ha crecido
considerablemente y por lo tanto su indice de urbanizaciéon se ha incrementado.
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Figura 1. Concentracion media anual de PM;4 en zonas urbanas de América Latina, 2003-2010. La
concentraciéon media anual recomendada es de 20pg/m’ (WHO, 2012).
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Figura 2. Concentracion media anual de PM, s en la ZMVM (SIMAT, 2011). La Norma Oficial Mexicana indica
que la concentracién media anual maxima permitida es de 15 ug/ma, mientras la WHO indica que el limite
son 10 pg/m3. No obstante ninguno de los estandares se cumple.

2.1.1 Contaminacién atmosférica y salud reproductiva

Los contaminantes atmosféricos, incluso en bajas concentraciones, tienen efectos adversos en la
salud pues dependen también de las propiedades fisicas y quimicas de éstos, de la frecuencia y
duracidon de la exposicién ademds de la vulnerabilidad de las personas expuestas (Kampa vy
Castanas, 2011). Los dafos causados por este tipo de contaminantes, estan relacionados con el
desarrollo de algunos tipos de cancer, enfermedades respiratorias, cardiovasculares, problemas
neuroldgicos y reproductivos (Samet et al., 1999; Romieu et al., 2008; Curtis et al., 2006; PROAIRE
2011).



Se ha propuesto que la exposicion materna a contaminantes atmosféricos esta relacionada
principalmente con nacimientos pretérmino, bajo peso al nacer, mortalidad temprana y restriccion
del crecimiento intrauterino (Glinianaia et al., 2004; Maisonet et al., 2004; Veras et al., 2010;
Slama et al., 2008; Stieb et al., 2012). Algunos otros asocian el incremento en la contaminacién del
aire con defectos en las funciones reproductivas en los adultos y aumento de la infertilidad
femenina (Sharara y Seifer, 1998; Veras et al., 2010). Los contaminantes pueden interferir en el eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas, afectar directamente las células germinales (Veras et al., 2010) o
afectar el sistema inmune. Alteran las funciones reproductivas directamente, si su estructura
guimica es parecida o interactla con alguna biomolécula enddgena; indirectamente si provoca la
activacion o represion de alguna enzima o si su metabolismo crea otras sustancias nocivas; todo
ello tendria efectos celulares en el tracto reproductivo o alteracién en la homeostasis endocrina, lo
cual conduciria a una morfologia y fisiologia anormal de los 6rganos y la consecuente falla en los
procesos reproductivos (Sharara y Seifer, 1998). Estos dafios son causados principalmente por las
PM pues sus componentes son altamente téxicos y llegan a las vias respiratorias bajas, pasan a la
sangre y por lo tanto a todos los sistemas (Holstius et al., 2012; Perin et al., 2010; Veras et al.,
2010; Sram, 1999).

2.2 Particulas Suspendidas

Las particulas suspendidas son un conjunto de materiales liquidos y sélidos que se agregan
alrededor de un nucleo de carbdn. Estos materiales pueden ser producto de procesos naturales
como incendios forestales, erosion y erupciones volcdnicas; ser de origen bioldgico como el polen
o desechos bioldgicos; o provenir de fuentes antropogénicas: quema de combustibles, desechos
industriales, fertilizantes, pesticidas, entre otros (Zuk et al.,, 2007). Los componentes de las PM
pueden ser organicos como fenoles, acidos, alcoholes, polen y microorganismos, e inorgdnicos:
nitratos, sulfatos, silicatos y metales (hierro, plomo, manganeso, zinc y vanadio) (SIMAT, 2011).

Por su tamafio las particulas suspendidas se clasifican en PST si su didmetro es igual o menor a 100
um, PM,4 cuyo didmetro es igual o menor a 10 um y PM, 5 cuando su didmetro es igual o menor a
2.5 um. Los primeros estudios sobre la contaminacién por estas particulas se centraron en las PST
y posteriormente el objetivo fueron las PM,, pues se observd que dado su didmetro diminuto
pueden traspasar las barreras nasales y faringeas para llegar hasta los pulmones, actualmente se
han incluido en los estudios a las PM, s puesto que representan un mayor riesgo para la salud
porque pueden llegar hasta la regidn alveolar y de ahi sus componentes o el catabolismo de éstos
pasan al torrente sanguineo, lo cual desencadenaria efectos dafiinos en todos los sistemas y no
solo en el respiratorio (Zuk et al., 2007; SIMAT, 2011; Rojas et al., 2003). Sus efectos dafiinos estan
relacionados directamente con su tamafio, con el tiempo de exposicién a ellas y con sus
componentes. Estas particulas afectan, principalmente, a los sistemas respiratorio y cardiovascular
pues ocasionan tos, dificultad para respirar, bronquitis crdnica, infecciones respiratorias, agravar
los sintomas de asma, ataques cardiacos, arritmias, aterogénesis, y trombogénesis (Donaldson et
al., 2003; EPA, 2003; Zuk et al., 2007). Se estima que las particulas suspendidas son causantes del



9% de las muertes por cancer de pulmén, 5% de los decesos por enfermedades cardiopulmonares
y 1% de muertes por infecciones pulmonares en el mundo (WHO, 2012). Segun el SIMAT (2011),
en México se incrementa el riesgo de muerte prematura un 2% por cada 10 pm/m® mas en la
concentracion de PMyy,

Los danos a la salud se han atribuido a la presencia de metales en las PM; ya que éstos, por
ejemplo el vanadio, pueden generar estrés oxidante lo que desencadena acetilacién de histonas,
transcripcién del factor NF-kB, entre otras alteraciones que causarian inflamacién y dafios a mayor
escala o sistémicos (Donaldson et al., 2003).

2.3 Vanadio

El vanadio (V) es un metal de color grisaceo que se encuentra en el grupo VB de la tabla periddica
entre los elementos de transicidén, su nimero atémico es 23 y su masa atémica relativa es 50.942,
existe en los estados de oxidacion de -1 a +5; tiene una densidad de 6.11 g/cm’, un punto de
fusién 1950°C y de ebullicion a 3600°C (Rodriguez-Mercado et al., 2006). Este metal ocupa el lugar
22 entre los elementos mas abundantes de la corteza terrestre con una concentracién aproximada
de 100 mg/kg (ATSDR, 2009). El vanadio esta presente con mayor abundancia en los estados V**,
V" y V', y se ha descrito que éstos tienen funciones bioldgicas como la sintesis de clorofila y
micronutriente en algunas especies marinas; en el organismo se encuentra predominantemente
como anién vanadato (VO,) y como catién vanadilo (VO*?). Debido a su uso industrial se han
descrito las propiedades de varios compuestos inorganicos de vanadio, el mas comercial es el
pentdxido de vanadio (V,0s) una sal de color amarillo, poco hidrosoluble con punto de fusién de
1750°C y de ebullicion de 690°C, puesto que es un agente muy toxico se ha establecido un limite
de exposicion ocupacional de 0.05 mg/m? (Rodriguez-Mercado et al., 2006)

2.3.1 Fuentes de emisidén

El vanadio esta presente en 65 minerales entre los que se cuenta la carnotita, roscolita, vanadita y
patronita (ATSDR, 2009). Asimismo estad presente en el petrdleo crudo en complejos con otros
metales, siendo el petréleo venezolano y el mexicano los que tienen la mayor concentracion de
vanadio, los combustibles derivados de éste petréleo tienen de 0.2 a 0.160 pg/V. El carbdn
también tiene vanadio en una concentracion aproximada de 14 a 56 mg/kg (Fortoul et al., 2011;
WHO, 2001).

Dos tercios de las emisiones de vanadio se deben a actividades humanas como la quema de
combustibles fésiles y carbdn y su uso en la industria metaldrgica. La otra parte de las emisiones
proviene de fuentes naturales: polvo continental, volcanes, aerosoles marinos, incendios
forestales, se reporta que de estas fuentes se generan globalmente 8.4 toneladas de vanadio al
ano (Barceluox, 1999; Fortoul et al., 2007)



Se ha observado que la concentracién de vanadio en la atmdsfera es de 20-300 ng/m’ en las
grandes ciudades, aunque se han alcanzado niveles mas altos (10 mg/m?) en Nueva York y otras
grandes urbes (Korbecki et al., 2012). En México se reportan concentraciones de 0.62 pg/m? en
zonas urbanas y 0.011 pg/m® en &reas rurales (Fortoul et al, 2002), también se observé un
aumento significativo en la concentracién de vanadio en pulmones de residentes de la Ciudad de
México en la década de 1990 respecto a aquellos habitantes de 1960 (Fortoul et al., 2002).

En lugares cercanos a industrias metalurgicas o aquellas donde se utiliza vanadio se calcula que en
el aire hay aproximadamente 1 pg/m?® de vanadio, mientras la exposicién ocupacional se estima
gue es de 50 a 100 mgV/m3, alcanzando niveles de hasta 500 mgV/m3 (Barceloux, 1999).

2.3.2 Usos

El vanadio se extrae de los minerales que lo contienen (véase 2.3.1) para su uso en la industria. Se
utiliza en pequeiias cantidades para el refinamiento final en la fabricacién de acero, aleaciones no
ferrosas, aleaciones ferrovanadio, brocas de tungsteno y magnetos superconductores pues
proporciona mayor resistencia, maleabilidad y dureza a las aleaciones. También es usado como
catalizador en la conversion de didxido a triéxido sulfurico durante produccion de acido sulfurico y
en la formacion de plastico para la conversion de naftaleno a anhidrido ftalico. Se utiliza como
agente colorante en pigmentos y tintas de colores café, verde o amarillo, para dar color y filtrar
rayos ultravioletas en vidrios, y en la elaboracién de reveladores fotograficos (Barceloux, 1999;
WHO, 2001; ATSDR, 2009). En la industria se prefiere el uso de vanadio puro pues reacciona
rapidamente con el carbdn, el nitrégeno y el oxigeno a temperaturas sobre los 300°C (Barceloux,
1999).

Asimismo algunos compuestos de vanadio se han utilizado en materiales biomédicos como
amalgamas, materiales para ortodoncia, protesis ortopédicas, valvulas cardiovasculares; en
suplementos alimenticios o multivitaminicos (Rodriguez-Mercado et al., 2006; ATSDR, 2009);
también en modelos experimentales (en humanos y animales) como medicamentos para el
manejo del metabolismo de la glucosa y de la insulina pues mediante varios mecanismos como la
inhibicién [mediante especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)] de proteinas
tirosinas fosfatasas (PTB-1B, la cual desfosforila los receptores de insulina) se produce resistencia a
la insulina; la activacién de PKB/Akt permite el transporte de insulina por el GLUT4 y la inactivacion
de GSK3 estimula la sintesis de glucégeno a partir de glucosa (Korbecki et al., 2012).

2.3.3 Vias de exposicion

Los efectos de cualquier téxico dependen de la duracién de la exposicidn, las caracteristicas del
compuesto, la rutas o vias de exposicién del organismo, entre otros factores. En el caso de los
compuestos de vanadio la poblacién en general estd expuesta al contacto, la inhalacién o
ingestion del vanadio.



Dérmica

Debido a la baja solubilidad de los compuestos de vanadio en agua y lipidos, no se han reportado
efectos de éstos por la absorcién mediante ésta via (ATSDR, 2009), aunque al contacto, el vanadio
puede producir irritacion y dermatitis (SEPA, 2006).

Oral

La principal via de exposicion al vanadio es la oral, pues se encuentra de forma natural en frutas,
vegetales, especies marinas y carnes rojas; del vanadio que se ingiere solo el 10% es absorbido
(Rodriguez-Mercado et al, 2006). Se ha descrito que en las frutas, vegetales, grasas y aceites se
encuentran de 1-5 pug/kg de vanadio; los granos, los alimentos marinos y las carnes rojas contienen
de 5-30 pg/kg; algunas especias como la pimienta negra tiene la mayor concentracién de vanadio:
987 ug/kg. Por todo ello se estima que en el Reino Unido en la dieta diaria se ingieren 13 pyg/dia de
vanadio, mientras en Estados Unidos la ingesta se calcula entre 6-18 pg/dia (EFSA, 2004).

La exposicidn al vanadio por la ingesta de agua es minima, la concentraciéon promedio es de 4.3
ug/l llegando hasta 70 pg/l en mantos acuiferos cercanos a zonas industriales o minas. El vanadio
en el agua es producto de la erosion de los suelos y de actividades antropogénicas (Rodriguez-
Mercado et al., 2006; Barceloux, 1999).

Inhalacion

Se considera que mediante la inhalacidn de vanadio se absorbe una mayor cantidad (25%) de éste
metal en comparacion con cualquier otra via de exposicion (Rodriguez-Mercado et al, 2006), por lo
cual las concentraciones en la atmdsfera de este metal y la exposicién ocupacional representan un
riesgo para la salud ya que la inhalacién de vanadio produce toxicidad intermedia (Barceloux,
1999).

El vanadio se encuentra en la atmdsfera como complejos de dxidos de vanadio provenientes de
fuentes antropogénicas o de fuentes naturales como particulas minerales trivalentes y menos
solubles (Barceloux, 1999).

2.3.4 Toxicocinética

La inhalacidn e ingestidon de vanadio son las rutas por las que los seres humanos estan expuestos
principalmente, se han hecho diversos estudios sobre la forma y tiempo en que éste metal actua
en el organismo después de entrar al cuerpo por alguna de las dos vias. Asi pues, se reporta que
después de una exposicidn por via oral se absorbe aproximadamente el 3% del vanadio ingerido
(WHO, 2001); la méaxima absorcién ocurre por la inhalacion de algin compuesto de vanadio,
siendo los de valencia +5 los mas toxicos (Barceloux, 1999), donde mas de un 76% del vanadio
total es absorbido. El 90% del vanadio absorbido se encuentra en el plasma sanguineo como
vanadil adosado a la transferrina (principalmente) o a la albimina (Barceloux, 1999), asi viaja por



el torrente sanguineo hacia los tejidos en 3 estados de oxidacién: +3 (el cual puede ser oxidado a
las formas +4 y +5), +4 y 45, éste Ultimo puede ser reducido a la forma +4 por diversos
compuestos reductores componentes del plasma, sin embargo el pH neutro del organismo
propicia la forma de V', el cual entra a la célula preferentemente por canales de fosfato y
mecanismos similares al transporte de cationes divalentes. En las células, se estima que del
vanadio que ingresa a ellas el 61% se une a grupos fosfato, el 29% a proteinas, el 9% a radicales
sulfhidrilo y vitaminas, el resto esta libre. Ya en los tejidos el vanadio es acumulado como V*
(VO**) (Rodriguez-Mercado et al., 2006), siendo huesos y dientes los que presentan la mayor
concentracién de vanadio (aproximadamente 25%) seguidos del higado que acumula el 5%, el
rifdn que concentra el 4% y el bazo que acumula solo el 0.1%, asimismo se ha encontrado que los
testiculos pueden acumular el 0.2% del vanadio que es absorbido después de una exposicidén
(WHO, 2001). El vanadio no acumulado se desecha en forma bifasica, es decir, un alto porcentaje
se elimina rdpidamente en aproximadamente 20 horas y el resto se elimina en un lapso de 40 a 50
dias; mediante la orina se elimina el 90% de vanadio no acumulado y solo el 10% es excretado en
la heces (Barceloux, 1999; Rodriguez-Mercado et al., 2006).

2.3.5 Mecanismos de accidn

Las alteraciones del organismo producidas por el vanadio, se deben principalmente a su capacidad
oxidativa (Berceloux, 1999). Como se menciond el vanadio es acumulado en el organismo en su
estado de oxidacidon 4+, éste ion puede ser oxidado al estado 5+ mediante la reaccion de Fenton
liberando un radical hidroxilo, asimismo el V°* puede ser reducido por NADPH al estado 4+
generando peréxido de hidrégeno (Korbecki et al., 2012), el vanadio también puede reaccionar
con el radical superodxido resultando el radical peroxovanadilo (Samet et al., 1999). El exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS) causa la peroxidacién de los lipidos de membrana dafiandola y
por consiguiente a la célula, también permite la liberacidén de citocromo C de la mitocondria lo que
inicia la via de apoptosis mediada por las caspasas 3 y 9, activando la proteina cinasa C (PKC)
(Afeseh et al., 2009). Ademas las ROS generadas por los compuestos de vanadio y los iones
ortovanadato, debido a su similitud con los iones ortofosfato, son inhibidores de tirosinas
fosfatasas (Mailhes et al., 2003; Samet et al., 1999; Korbecki et al., 2012) y de la bomba
ATPasaNa+K+, igualmente interfiere con otras enzimas como las ATP-hidrolasas, adenilatocinasa,
ribonucleasa y gliceralhdeido-3-fosfato hidrolasa (Barceloux, 1999). Asimismo se ha reportado que
el vanadio activa proteinas cinasas activadoras de mitdgenos (MAPKs) (Fortoul et al., 2011), el
factor de transcripcién NF-kPB junto con otras proteinas relacionadas con la inflamacién como
interleucinas y quimosinas, ambos mediante la generacién de ROS (Korbecki et al., 2012). EI DNA
también es dafiado por el vanadio y las ROS que genera, ya que causa la oxidacién de bases
pirimidicas, rompimientos de cadena sencilla y micronucleos lo que tendria como consecuencia el
arresto mitdtico, induccién de la transcripcion, errores de replicacidon e inestabilidad genética
(Fortoul et al., 2011; Korbecki et al., 2012).



2.3.6 Dafios a la salud

En trabajadores ocupacionalmente expuestos y voluntarios, se ha observado que la inhalacién de
vanadio provoca principalmente dafios en las vias respiratorias: tos, hemorragias nasales, rinitis,
irritacion en garganta y boca, dolor en el pecho, bronquitis y neumonitis (Barceloux, 1999;
Rodriguez-Mercado et al., 2006). No obstante los dafios no solo se remiten al sistema respiratorio
pues se ha visto que el vanadio también tiene efectos en el tracto gastrointestinal pues una
exposicion aguda puede provocar vomito, diarrea y movimiento intestinal aumentado, ademas de
coloraciéon verdosa en la lengua. El sistema circulatorio también se ve afectado tras la inhalacién
de vanadio ya que se ha reportado disminucién en los grupos sulfhidrilo, albdmina y colesterol en
la sangre (Rodriguez-Mercado et al., 2006). También se han descrito efectos en el sistema nervioso
como tremores, neurastenia y algunas otras deficiencias motoras (Afeseh, 2009).

En modelos animales, se ha visto que la inhalacion de vanadio tiene efectos adversos en varios
6rganos y sistemas. En huesos y dientes se ha observado un aumento en la concentracién de
vanadio en éstos proporcional al tiempo de exposicion, ocasionando: disminucion de la
composicidn inorganica de los huesos, rugosidad y desorden de la estructura del esmalte dental, y
malformaciones de los incisivos de raton (Fortoul y Ruiz, 2007). En cuanto al sistema circulatorio
se encontré que la inhalacién de vanadio causa anemia normocrémica normocitica con bajos
niveles de hemoglobina y hematocrito, incremento en el nimero de leucocitos, neutréfilos,
linfocitos, fibrindgeno y proteinas séricas totales en sangre, se observé también que aumenté el
conteo de plaquetas y su morfologia cambié a megaplaquetas, asimismo incrementd el numero y
tamafio de megacariocitos en médula dsea y bazo; algunos de esto hallazgos sugieren un estado
de inflamacidon crénica (Gonzalez-Villalva et al., 2009; Fortoul et al., 2011). En el higado se ha
demostrado la presencia de focos de infiltrado inflamatorio, células binucleadas con megandcleos
lo que sugiere actividad regenerativa, y un aumento de peroxidacion lipidica en las membranas
celulares (Avila-Costa y Fortoul, 2007). En timo se ha visto que la inhalacién de vanadio altera la
morfologia de éste drgano pues cambid la distribucién corteza-médula asi como la proporcion de
las células (Pifién-Zarate et al., 2007). En el bazo, la inhalacién de vanadio provoco
esplenomegalia, aumento de la pulpa blanca e incremento en tamafio y numero de megacariocitos
(Fortoul et al., 2011). En pulmédn se ha observado que la inhalacién de V,05 causa un incremento
de citosinas como IL-6 y TNF-a en el epitelio bronquiolar, engrosamiento de la capa muscular de
los bronquios y disminucion de las celular bronquiolares no ciliadas (Fortoul et al., 2007).
Asimismo se han observado efectos neurotdxicos, tales como disminucidon de la densidad de
espinas dendriticas de las células granulares, asi como apoptosis y necrosis neuronal en el bulbo
olfatorio; disminucién de la marca para tirosina hidroxilasa y pérdida de espinas dendriticas en el
cuerpo estriado; necrosis de células piramidales y granulares, y disminucién de espinas dendriticas
en el giro dentado del hipocampo; deficiencia de la memoria espacial y del olfato, disrupcion de la
barrera hematoencefalica, entre otras (Colin-Barenque et al., 2009; Avila-Costa et al., 2007).
Asimismo se han reportado rompimientos de cadena sencilla en el DNA y la formacion de
micronucleos (Fortoul et al, 2011).



2.4 Vanadio y reprotoxicidad

El sistema reproductor masculino de ratones expuestos a la inhalacién de vanadio también se ha
visto alterado pues se observd necrosis de espermatogonias, espermatocitos y células de Sertoli,
decremento de y-tubulina y actina en células germinales, de Sertoli y de Leydig, asi como
deslocalizaciéon y disminucién de conexina 43 en testiculos de ratones CD1 (Fortoul et al.,
2011).0tros estudios han observado que el vanadio, administrado en diferentes dosis, vias de
administracién y compuestos, dafia la morfologia (bajo peso y necrosis) y fisiologia testicular pues
se ha reportado una disminucién en el conteo y motilidad de espermatozoides (Domingo, 1996;
WHO, 2001; Morgan y El-Tawil, 2003; Fortoul et al., 2011).

La mayoria de los estudios reprotéxicos describen dafios provocados en embriones, fetos y recién
nacidos por diversos compuestos de vanadio administrados por via oral, intraperitoneal o
intravenosa, como: incremento en el numero de reabsorciones, pérdidas pre y post implantacion,
muertes fetales y nacimiento de individuos con bajo peso, asimismo se ha visto disminuido el
numero de sitios de implantacion y fetos viables (Domingo, 1999; Morgan y El-Tawil, 2003; EPA,
2011). En otros trabajos se observan efectos teratogénicos en su mayoria relacionados al
deficiente desarrollo del esqueleto (retardo o bajo grado de osificacion, extremidades cortas o
deformes) (Altamirano et al., 1993; Domingo, 1996; Morgan y El-Tawil, 2003) y alteraciones en el
sistema nervioso (Faria de Rodriguez et al., 1998; Poggioli et al., 2001, Morgan y El-Tawil, 2003);
de igual forma se ha visto que la exposicién a vanadio aumenta la duracidn del ciclo estral en ratas
y reduce el nimero de hembras que ciclan (Morgan y El-Tawil, 2003; EPA, 2011).

En el modelo de inhalacién de nuestro laboratorio Martinez-Pedraza en 2007, reportd dafios en el
epitelio vaginal, aumento de foliculos atrésicos en estadios avanzados y disminucidn del receptor
de estrégenos beta en ovario de ratones CD1. Sin embargo siguen siendo pocos los estudios que
se enfocan en los efectos que tiene el vanadio en el sistema reproductor femenino por lo que se
necesitan mas estudios al respecto; sobre todo por la inhalacién de compuestos pentavalentes,
debido a que es la via y los compuestos que representan un mayor riesgo a la salud.

2.5 Sistema reproductor femenino de ratén

El aparato reproductor femenino de todos los mamiferos esta formado por los ovarios, oviductos,
el utero, el cérvix, la vagina y la vulva (Fig. 3).

El desarrollo embrionario de éstas estructuras de origen mesodérmico, ocurre en los inicios del
desarrollo embrionario (10 dias después del coito, en ratén) cuando en la pared del saco vitelino
cerca al alantoides se diferencian las células germinales primitivas (CGP, de origen endodérmico)
(Eynard et al., 2008) que migran hacia las regiones adyacentes a los rifiones (también en
desarrollo) (Gilbert, 2005), una vez ahi actian como sefiales para que las células del mesonefros y
el epitelio celdmico proliferen formando las dos crestas genitales (Campbell y Wein, 2009). La
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proliferacidn de éstas células forma un agregado denominado “blastema gonadal” a partir del cual
se diferencian los cordones sexuales, arreglo de células epiteliales delimitados por una ldmina
basal que contienen las CGP; y el estroma donde se encuentran células mesenquimatosas y vasos
sanguineos, formandose asi las génadas indiferenciadas (11 dias después del coito en ratén) que
presentan una médula (mesénquima) y una corteza (epitelio germinal) (Jiménez, 2003). Los
cordones sexuales se desplazan hacia la médula y degeneran mientras el epitelio germinal se
desarrolla en cordones sexuales corticales y contienen a las CGP, éstos forman cumulos que
rodean, cada uno, una célula germinal; todo ello dard origen a los ovarios. Por otro lado comienza:
el desarrollo de dos conductos paramesonéfricos millerianos por la invaginacion del epitelio
celémico (Campbell, 2009), y la involucién de los conductos mesonéfricos de Wolff. La fusién de la
parte caudal de los conductos miillerianos forma el conducto uterovaginal que dara lugar al Utero
y porcién superior de la vagina, mientras la porcidon no fusionada se convierte en las trompas de
Falopio; en éstas estructuras el musculo y el tejido conectivo derivan del mesénquima (Eynard et
al., 2008; Welsh, 2008).

2.5.1 Ovario

En el ratén los ovarios son dos estructuras esféricas donde se desarrollan los ovocitos y se
sintetizan hormonas esteroideas, estan cubiertos cada uno por una membrana delgada o bursa,
compuesta por mesotelio (vasos sanguineos, nervios y musculo liso) y se sitlan en la parte caudal
de los rinones y estan unidos a la pared dorsal del cuerpo por el mesovario. La superficie externa
del ovario esta cubierta por el epitelio germinal, formado por una capa de células cubicas (Treuting
y Dintzis, 2012). En la estructura interna del ovario es posible distinguir dos regiones: la medular y
la cortical; la médula estd formada por tejido conectivo fibroso, contiene numerosos vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios. La zona cortical del ovario es avascular y estd compuesta
por un estroma formado de tejido conectivo fibroeldstico, en esta regién también se encuentran
foliculos ovdéricos en diferentes etapas de maduracién y los cuerpos luteos (Fig. 4) (Hedrich, 2012).
Los foliculos estan formados por capas de células foliculares y células de la teca, dispuestas
concéntricamente alrededor de un ovocito. Se consideran cinco tipos de foliculos segln su estado
de madurez, los foliculos primordiales estan formados por un ovocito primario rodeado de una
capa de células foliculares aplanadas. Los foliculos primarios presentan varias capas de células
foliculares cuboidales (ahora denominadas células de la granulosa) que rodean al ovocito,
asimismo las células estromales que rodean al foliculo primario se diferencian en células de la teca
interna (vascular) y externa. Los foliculos secundarios se forman por numerosas capas de células
de la granulosa y células de la teca, también se observan espacios entre las células de la granulosa
gue se llenan de liquido folicular (antro folicular). Los foliculos de Graaf contienen al ovocito que
serd ovulado rodeado por una capa de glicoproteinas y proteoglicanos (zona pelucida), que a su
vez estd limitada por una sola capa de células de la granulosa (corona radiada), el antro folicular
tiene su maximo tamafio. Cuando se libera el ovocito las células de la granulosa y de la teca se
hipertrofian formando el cuerpo lateo (Green, 2007).
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Figura 3. Aparato reproductor femenino de ratén CD1. Se observan los ovarios (*), el oviducto (=), el Gtero:
cuernos o tubos ({) y cuerpo M, y vagina (A).
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Figura 4. Corte transversal de ovario de ratén CD1. Se observa un foliculo secundario: ovocito (*), corona
radiada (-»), zona o capa granulosa (<) y la teca folicular ([).
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2.5.2 Oviducto

El oviducto es una estructura pareada tubular contorneada que unen a los ovarios con el cuerno
uterino respectivo. Estan formados por una porcion muscular, localizada entre la pared uterina; un
istmo, porcion mas estrecha del oviducto; un ampula, region que se ensancha para conectar el
istmo con el infundibulo; un infundibulo y una fimbria que se abre en el espacio periovarico. El
infundibulo, el ampula y la fimbria estan formados por un epitelio con células cilindricas simple
ciliadas y entre ellas células cubicas no ciliadas; el istmo presenta un epitelio clindrico
pseudoestratificado con algunas células ciliadas; la lamina propia de ésta estructuras consiste en
un capa delgada de tejido conectivo con pocas células elasticas y fribras de musculo liso. La capa
muscular esta fromada por fibras de musculo liso arregladas en forma circular, ésta se ensancha al
aproximarse al Utero. El oviducto esta rodeado por una capa adventicia (Green, 2007).

2.5.3 Utero

En los ratones el Utero es una estructura tubular en forma de “Y”, pues esta dividido en dos
cuernos que se unen formando el cuerpo del utero. Este organo se sostiene a la pared lateral del
cuerpo mediante el mesometrio, ligamentos anchos que llevan vasos sanguineos vy linfaticos asi
como nervios. El cuerpo uterino en su parte superior esta dividido por un septo en dos cavidades,
mientras la parte inferior no esta dividida y se continua con la vagina (Green, 2007).

Los cuernos uterinos estan formados por una capa mucosa, una muscular y una adventicia (Fig. 5).
La mucosa, tambien llamada endometrio, esta formada por un epitelio cilindrico (que cambia de
simple a pseudoestratificado segun la etapa del ciclo estral) que se continda con glandulas
tubulares localizadas en la |ldmina propia endometrial, compuesta de tejido conectivo con
fibrocitos, fibras de colagena lll, linfocitos y células tipo fibroblasto o células fusiformes, las cudles
tienen receptores esteroideos (Conti et al.,, 2004; Treuting y Dintzins, 2012). Las glandulas se
forman a partir de invaginaciones del epitelio luminar 5 dias después del nacimiento, a diferencia
de las demds estructuras del Gtero que se forman a los 12-15 dias despues del coito. Estas
glandulas secretan, transportan y sintetizan sustancias complejas (factor inhibitorio de la
leucemia, calcitonina, factores de crecimiento y citocinas) llamadas en conjunto histotrofo que son
esenciales para la receptividad uterina y la implantacién del embrién. La remodelacién del
endometrio y de las glandulas asi como sus secreciones estdn reguladas por estrégenos,
progesterona, interferdn-t, prolactina y hormona del crecimiento (Gray et al, 2011).

La capa muscular del utero o miometrio, esta formada por una capa interna circular y una externa
longitudinal de fibras de musculo liso separadas por una capa delgada de tejido conectivo
vascular. La capa mds externa o perimetrio esta formada por una tunica adventicia y serosa,
formada de una delgada capa de celulas epiteliales y otra de tejido conjuntivo que se continda con
el mesometrio. (Green, 2007; Hedrich, 2012).
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El Utero es un drgano complejo que tiene como principal funcién el proveer un sitio de
implantaciéon para el ovocito fecundado. Una vez formado el cigoto, el cuerpo liteo se mantiene
produciendo progesterona, la cual estimula al endometrio para segregar glucégeno creando un
medio del que se nutrira la mérula antes de implantarse y al mismo tiempo se vuelve altamente
vascularizado. El endometrio aumenta el tamafio y nimero de sus células, asi como el nimero de
moléculas de adhesion celular (CAMs) para que, ya formado, el blastocisto se adhiera a él y
comience el proceso de implantacién (Sherwood et al.,, 2013). Ya implantado el embridn, la
formacién de la placenta es indispensable para la nutricion de éste y es mediante los vasos
sanguineos uterinos que se conecta con la circulacidon sanguinea materna que le otorga nutrientes
y sustancias necesarias para su desarrollo; por otro lado el Utero regula la funcionalidad del cuerpo
[Uteo que segrega progesterona, mediante la secrecién de prostaglandinas F2a, (Chards vy
Grudzinskas, 2003).

Asimismo, la posicién anatdmica del uUtero y el miometrio mantienen al embrién protegido de
dafios fisicos o mecdnicos; asimismo su arreglo especial de fibras musculares (circular interna y
longitudinal externa), la presencia de vasos sanguineos, linfaticos y nervios ademas de rodearse de
fibras elasticas facilitan la expulsién del feto al nacer (Chards y Grudzinskas, 2003); también se ha
propuesto que las contracciones uterinas promueven el paso de los espermatozoides hacia los
oviductos para la fecundacion (Gilbert, 2005).

La histologia y fisiologia del Utero es regulada por la accidon de hormonas esteroideas (estrogenos y
progesterona), las cuales a su vez determinan el ciclo estral o reproductivo.

2.5.4 Vagina

La vagina es una estructura cilindrica, compuesta por tres capas (Fig. 6). La mas externa es la capa
adventicia compuesta por tejido conectivo fibroso. La capa intermedia estad formada por una capa
circular interna y una capa externa longitudinal de musculo liso. La capa mds interna del oviducto
es la mucosa, formada por un epitelio plano estratificado y una lamina propia de tejido conectivo
laxo altamente vascularizado. El epitelio se organiza estratos, el estrato basal comprende a las
células mds inmaduras y que estan en contacto con la membrana basal; el estrato parabasal estd
formado por las células que proliferaron del estrato basal; en el estrato suprabasal se observan
células parabasales que se han diferenciado y se descaman en respuesta a los cambios ciclicos de

los niveles hormonales de acuerdo al ciclo reproductivo o estral (Green, 2007; Hedrich, 2012).

2.5.5 Ciclo estral

El ciclo reproductivo o estral es el intervalo de tiempo que hay entre una etapa de celo o receptiva
(durante la ovulacién) y otra, comprende los cambios fisiolégicos inducidos por hormonas sexuales
(GnRH, FSH, LH, estrégenos, progesterona) en todas las hembras adultas de mamifero. Estos
cambios son visibles tanto en la conducta como en los drganos reproductores (ovario, Utero,
vagina) (Hill y Wyse, 2006).
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Figura 5. Corte longitudinal de Utero de ratén CD1. Es posible distinguir el endometrio: lumen uterino (&),
el epitelio (), las glandulas (1), el estroma (<); el miometrio ({) y el perimetrio (A).

Figura 6. Corte longitudinal de la vagina de ratdn. Se observan el epitelio estratificado (-»), la [dmina propia
(<) vy la capa muscular ({). Tomado y modificado de Atlas of laboratory mouse (Conti et al., 2004).
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En el ratédn cada ciclo estral dura 4 o 5 dias y comienza a las cuatro semanas de edad, poco
después de la apertura vaginal. El ciclo se divide en cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y
diestro. En las primeras etapas se observa crecimiento celular en el tracto genital femenino y
ocurre la ovulacidon; el metaestro se caracteriza por la degeneracion del tracto genital; la Gltima
etapa es un periodo de reposo o crecimiento lento (Allen, 1992; Green, 2007). Particularmente las
secreciones vaginales que contienen células de descamacién pueden utilizarse para establecer la
etapa en la cual se encuentra la hembra pues reflejan la estructura del epitelio vaginal (Fig. 7), el
cual al igual que la morfologia ovdérica y uterina cambian dependiendo de la etapa del ciclo estral:

Proestro. El epitelio vaginal presenta numerosas capas de células epiteliales nucleadas con un
incremento de células cornificadas, la secrecidon contiene numerosas células epiteliales nucleadas
en clusters o individuales. En el ovario hay foliculos grandes con mucho licor folicular, pocas
mitosis en el epitelio germinal, que reviste al ovario, y en las células foliculares. En el Gtero las
células de la mucosa endometrial crecen formando un epitelio cilindrico, hay alta actividad
mitética aunque también se observa degeneracidn celular en el estroma y el epitelio, poco
infiltrado inflamatorio e hiperemia en el estroma, el lumen comienza a dilatarse conforme avanza
la etapa. En esta etapa preovulatoria el nivel de estrégenos aumenta y se libera mas LH y FSH
(Allen, 1992; Westwood, 2008; Caligioni, 2009).

Estro. En la vagina el epitelio cambia de células nucleadas a células cornificadas, las cuales se
observan en la secrecidon, no hay mitosis ni leucocitos. En el ovario ocurre la ovulacién, hay
numerosas mitosis en el epitelio germinal y en las células foliculares, comienza a degenerar el
cuerpo lateo. En el Utero, se observa mayor degeneracion (necrosis) en las glandulas y el epitelio
(que ahora es muy evidente), baja la actividad mitdtica, hay infiltrado de leucocitos, la dilatacién
del lumen llega a su méaximo y persiste hasta el final de la etapa. El nivel de estrégeno llega a su
maximo y persiste hasta el término de la etapa, mientras los niveles de LH y FSH permanecen
bajos (Allen, 1992; Westwood, 2008; Caligioni, 2009).

Metaestro. En la vagina se observan capas de células epiteliales nucleadas y cornificadas asi como
leucocitos, por lo que en la secrecidn se observan estos tres tipos celulares. En el ovario, el cuerpo
luteo crece, aumenta la atresia folicular. En el Utero, el epitelio continda degenerando pero
también se observa actividad mitética, hay infiltrado de leucocitos y el lumen comienza a
contraerse. La concentracién de estrogenos en plasma disminuye (Allen, 1992; Westwood, 2008;
Caligioni, 2009).

Diestro. Hay pocas capas de células epiteliales en la vagina y muchos leucocitos, al final de la etapa
comienza a crecer el epitelio, la secrecidon presenta numerosos leucocitos. Los foliculos ovaricos
crecen, el cuerpo lateo degenera y se forma tejido fibroso. El Utero se observa pequefio e inactivo,
el estroma tiene pocos vasos sanguineos y el lumen esta contraido, el epitelio es cubico simple y
muestra muy poca degeneracion, en las glandulas hay pocas mitosis pero hacia el final de la etapa
aumentan e incluso presentan algunas secreciones. Los niveles de estrogenos comienzan a
elevarse mientras la LH y la FSH continldan en bajas concentraciones (Allen, 1992; Westwood,
2008; Caligioni, 2009).
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Figura 7. Citologia exfoliativa. Células de descamacion vaginal de un ratén CD1 en la etapa de metaestro, se
observan células nucleadas (=), células cornificadas (1) y leucocitos (A). Durante el ciclo estral en el
proestro observamos Unicamente células nucleadas, en el estro solo células cornificadas, en el diestro solo
leucocitos y en el metaestro los tres tipos celulares.

Estos cambios tanto morfoldgicos como fisiolégicos a lo largo del ciclo estral son resultado de la
accién hormonal del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario. El hipotalamo, estructura unida a la parte
inferior del cerebro, segrega oxitocina y hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH) de
forma pulsatil al sistema portahipofisiario y de ahi a la hip&fisis, donde se unen a receptores de la
membrana celular. La hipdfisis es una glandula endocrina compuesta por dos partes: la
adenohipdfisis y la neurohipdfisis, ésta ultima almacena la oxitocina producida por el hipotalamo.
La adenohipofisis produce y secreta la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) y las secreta hacia el ovario en pulsos que son regulados por la presencia de
GnRH; la FSH promueve la esteroidogénesis en el ovario, el crecimiento y maduracién de los
foliculos, mientras la LH regula la ovulacién, la formacidn del cuerpo ldteo y el mantenimiento de
éste (Palma, 2001).

Los ovarios ante el estimulo de FSH y LH producen y secretan estrégenos y progesterona, entre
otras hormonas. La progesterona es producida por el cuerpo liteo como respuesta a la LH después
de la ovulacion. Sus dorganos blanco son el hipotalamo, la vagina, la vulva, y el Utero. En éste
ultimo, produce el aumento en altura del epitelio, las glandulas se vuelven mas largas, enrolladas y
ramificadas, y segregan sustancias formadas por glicoproteinas, minerales, entre otros elementos;
la progesterona también inhibe las contracciones del miometrio (Palma, 2001).
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Los estréogenos son producidos por los foliculos ovaricos: después de que la LH interacciona con su
receptor en las células de la teca interna del foliculo, éstas producen andrégenos que son
transportados a las células de la granulosa, una vez ahi la FSH estimula un sistema enzimatico
aromatizante que convierte los andrdogenos en estrogenos, éstos pasan a las células de la teca
interna y de ahi a la circulacidn sanguinea. De ésta forma llegan a los 6rganos blanco (sistema
nervioso central, vulva, vagina, Utero y oviducto) dénde actian mediante o como: un receptor
intracelular nuclear, interaccién con la bicapa lipidica de la membrana celular, interaccién con
receptores membranales de dopamina, de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y de factor de
crecimiento tipo insulina (IGF-I); o activacién de segundos mensajeros, unién a receptores de
membrana celular e interaccidon directa con el DNA. En el Utero, los estrdgenos promueven la
proliferacion celular del epitelio luminal y de las glandulas del endometrio, asi como la secrecién
de éstas; producen hiperemia en el estroma; en el miometrio propician la hipertrofia de ambas
capas musculares (longitudinal y circular) y sensibilizan sus células a la oxitocina, favoreciendo su
contractibilidad (Tan et al., 1999; Palma, 2001; Groothuis et al., 2007).

En general existen dos isoformas del receptor de estrogenos (ER): el alfa (a) y el beta (B), ambos
pertenecen a la familia de receptores nucleares, éstos modulan la transcripcién de secuencias
reguladoras de DNA, uniéndose directamente o reclutando coactivadores o correpresores; las dos
isoformas del ER se activan por el cambio conformacional ocasionado por la unién preferente al
17-B estradiol (Hewitt y Korach, 2003). En el Utero el receptor a (ERa) es el mas abundante y se
localiza en el epitelio, en las glandulas, en la ldmina propia y en el miometrio (Winuthayanon et al.,
2010). La actividad y niveles de expresién de este receptor dependen del ciclo estral y de los
niveles hormonales ocasionados por éste, asimismo se ha demostrado que la presencia de 17-
estradiol incrementa los niveles del ERa en el utero (Tibbetts et al., 1998), observandose la
maxima expresién durante el estro en el epitelio, en el diestro se observa mayor expresiéon en la
[dmina propia y gldndulas, mientras en el miometrio su expresién no cambia durante el ciclo estral
en ratas (Wang et al., 2000).

Se ha observado que el ciclo estral puede ser alterado por factores sociales como la introduccién o
ausencia de machos, la presencia de hembras nuevas (Marsden y Bronson, 1964 y 1965) y estar
en grupos numerosos (Whitten, 1959); por factores alimenticios como la restriccion calérica
(Halberg y Visscher, 1952), el decremento en la ingesta y la pérdida de peso corporal (Terry et al,
2005); por factores ambientales como la exposicidén a ciertos quimicos [fitoestrogenos, DDT, DES,
clorotriazinas (Crisp et al., 1997)], o metales como el cadmio, el mercurio, el manganeso, el cromo
y el vanadio (Athar y Vohora, 1995; Apostoli y Catalani, 2011; NTP, 2002).

18



3. JUSTIFICACION

El petrdleo mexicano contiene altas cantidades de vanadio, éste metal es emitido a la atmdsfera
por la quema de combustibles fdsiles y se adosa a las PM, s, las cuales sobrepasan los limites
recomendados en la ZMVM. Se ha observado que éstas particulas afectan la funcién reproductiva
debido a los metales que contienen, por lo que es importante saber qué efectos tiene el vanadio,
en la morfofisiologia uterina, pues este érgano es importante en el desarrollo embrionario, la
gestacion y procesos fisioldgicos esenciales para el éxito reproductivo.

4. HIPOTESIS

Si el vanadio tiene efectos reprotéxicos, serd posible que la inhalacién de pentéxido de vanadio
modifique la concentracion de estrégenos y progesterona en sangre, por lo que el ciclo estral se
verd alterado y, en consecuencia, también la morfologia uterina y la presencia del receptor de
estrégenos alfa (ERa) en éste érgano.

5. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la inhalacidon de vanadio sobre la morfofisiologia uterina, y relacionar los
cambios histoldgicos y la presencia de ERa con los niveles de progesterona y estrégenos en sangre
durante el ciclo estral de ratones hembra CD1.

4.2 Objetivos particulares

* I|dentificar las etapas del ciclo estral de ratones hembra CD1 controles y expuestos a la
inhalacién de vanadio mediante citologia exfoliativa vaginal.

* Cuantificar las concentraciones en suero de 17B-estradiol y progesterona empleando la
técnica de Radioinmunoensayo.

* Analizar los cambios morfoldgicos en el Utero de animales controles y expuestos,
mediante morfometria.

* Determinar la presencia de ERa en células uterinas de ratones expuestos y controles
usando la técnica de inmunohistoquimica.
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6. METODO

6.1. Modelo experimental

Se utilizaron 40 ratones hembra CD1 adultos de 30-35 gramos (g) de peso, sin restricciones de
alimentacién ni agua y un periodo luz-oscuridad 12:12 horas (h), los cuales se dividieron en dos
grupos de 20 individuos cada uno. El grupo denominado “vanadio” se sometiod a la inhalacién de
pentdxido de vanadio (V,0;5) 0.02 M una hora, dos veces por semana, durante cuatro semanas;
por otro lado el grupo “control” inhaldé vehiculo (agua destilada) en el mismo esquema. Los
animales fueron pesados diariamente para evaluar posibles cambios en el peso corporal en
respuesta a los tratamientos.

Para la inhalacién de V,05y vehiculo, se colocé a los animales en una caja de acrilico transparente
de 45x21x35 cm conectada a un nebulizador UltraNeb®99, el cual contenia V,0s (grupo vanadio) o
vehiculo (grupo control) (Fig. 8).

6.2. Citologia exfoliativa vaginal

Utilizando una micropipeta se hicieron lavados vaginales con 25 ul de PBS para obtener las células
de descamacion vaginal (Fig. 9). La muestra obtenida se colocaba en un portaobjetos y se tefiia
con azul de metileno al 1%, para observarla en el microscopio y asi determinar el tipo celular
predominante. Todo lo anterior con todos los animales de ambos grupos, 7 dias a la semana
durante las cuatro semanas de inhalacién. Asimismo se llevd un registro de la etapa del ciclo estral
y el peso diarios de cada uno de los animales.

6.3. Toma de muestras

Después de las cuatro semanas de inhalacién de V,05 o vehiculo, se realizd el sacrificio de los
animales. Se anestesiaron con 200 pl de pentobarbital sédico, se obtuvo una muestra de sangre
directo del ventriculo derecho utilizando una jeringa para insulina de 1 ml (fig. 10), posteriormente
se perfundieron por puncidn cardiaca, primero con solucién salina al 0.9% vy después con
formaldehido amortiguado al 4%. Después se extrajo el Utero (Fig. 11) y se colocé en 2 ml de
formaldehido amortiguado al 4% durante un dia, al cabo del cual se lavaron los érganos con PBS
para procesarlos con la técnica histoldgica convencional vy asi obtener cortes de 3 um seriados con
tincién hematoxilina-eosina (HE) y cortes en blanco para hacer inmunohistoquimica.
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Figura 8. Nebulizador y caja de acrilico. Una vez introducidos los ratones y la solucién a inhalar, se sellaba la
caja totalmente.

Figura 10. Colecta de sangre. Después de

Figura 9. Colecta de secrecidon vaginal. Se muestra la anestesiar y disecar a cada raton se extrajo
manera de tomar al ratdn e introducir en la vagina sangre directo del corazén, como se muestra
la punta de la micropipeta con 25 pl de PBS para en la imagen utilizando una jeringa para
vaciar el liquido, succionarlo de nuevo y asi obtener insulina

las células de descamacidn del enitelio vaginal.

Figura 11. Tracto reproductor femenino de ratdn. Se
indica la zona del cuerno uterino que se eligio para su
procesamiento con la  técnica  histoldgica
convencional para tincion HE y cortes en blanco.




6.4. Radioinmunoensayo (RIA)

Las muestras de sangre de cada uno de los ratones se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos
(min) dos veces para obtener el suero y posteriormente cuantificar los niveles de 17B-estradiol
(E2) y progesterona (P4), mediante la técnica de Radioinmunoensayo (RIA):

Se colocaron 100 pl de suero problema y 1000 ul de hormona marcada (**°l progesterona o **°|
17B-estradiol) en un tubo de propileno marcado con anticuerpo (anti-P4 o E2) de conejo hembra
(tubos y hormonas del kit comercial Coat-A-Count®). Una vez preparados los tubos se agitaron e
incubaron a temperatura ambiente por 3 hrs, después de las cuales se decantd el sobrenadante.
Finalmente se colocaron los tubos en un contador de centelleo para evaluar la concentracién de la
hormona marcada, pues a mayor concentraciéon de ésta menor concentracién de la hormona no
marcada proveniente del suero problema. Para esto ultimo se realizd una curva (por duplicado) de
cada hormona marcada, déonde se utilizaron concentraciones conocidas de ésta y asi obtener el
equivalente en radiactividad.

6.5. Morfometria

Del Utero se procesé la region donde se dan las implantaciones en el cuerno uterino y fue la misma
para todos los animales (ver Fig. 11). De los cortes histoldgicos transversales seriados (tefiidos con
HE), se eligieron 10 de cada individuo de ambos grupos para su analisis en el microscopio. Se
observaron 30 campos por grupo, con un microscopio Olympus CH30 al objetivo 40x y se midio el
grosor del epitelio, de la ldmina propia y del miometrio; se midié unicamente el didmetro de las
glandulas con forma circular (desprecidndose aquellas que fueran irregulares), y se contabilizé el
numero de las glandulas uterinas (Fig. 12). Se agruparon las mediciones de acuerdo al grupo
experimental (control o vanadio) y la capa uterina (epitelio, glandulas, [dmina propia o miometrio)
para comparar las medias mediante el andlisis estadistico (t) con el software GraphPadPrism 5 ©.

6.6. Inmunohistoquimica para ERa

Se realizd la técnica de inmunohistoquimica cromatogénica, segin Garcia (2012), a 10 cortes
histoldgicos blancos (de 3 um de espesor) de cada individuo de ambos grupos. Para ello, primero
se desparafinaron las preparaciones con calor y xilol, después se hidrataron en soluciones alcohol,
y alcohol-agua. Posteriormente el desenmascaramiento de los epitopes se hizo en una olla de
presién, en la cual se metieron las preparaciones sumergidas en Diva Decloaker (Biomedical
Care®); posteriormente se bloqued la peroxidasa enddgena con H,0, al 0.9%. A continuacion se
incubd el anticuerpo primario anti-ERa (Santa Cruz®, 1:200 con PBS-tween) durante 45 min a
temperatura ambiente, al cabo de este tiempo el anticuerpo secundario (Biotinylated Link
Universal, DAKO®) se aifadid y se dejé 30 min, después se incubé con estreptavidina-HRP (DAKO®)
por 30 min también a temperatura ambiente, finalmente se revelé la reaccion con
diaminobenzidina (DAB-Plus substrate kit, Invitrogen®) monitoreando al microscopio.
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Una vez montadas (con cubreobjetos y resina) las preparaciones se observaron al microscopio
(Olympus BH-2) con el aumento de 100x y se tomaron micrografias por separado de cada capa
uterina (30 campos por grupo) con una camara digital (Canon T4, 18mpx). Posteriormente cada
imagen fue procesada con el programa densitométrico DENSIFE para determinar el numero de
pixeles equivalentes a la marca positiva del anticuerpo. Se agruparon los datos de acuerdo al
grupo experimental (control y vanadio) y la capa uterina (epitelio, lamina propia y miometrio) para
hacer el analisis estadistico (t), en el software GraphPadPrism 5 ©.

Figura 12. Corte transversal de Utero de raton CD1. Las flechas representan la dimension de la capay la
forma de realizar las mediciones: (1) epitelio, (2) ldmina propia, (3) miometrio, (4) didmetro de la glandula.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso corporal

Se tomoé el peso diario de cada uno de los ratones hembra de ambos grupos (control y vanadio).
No se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los animales
control y los expuestos a la inhalacién de V,05 a lo largo de las cuatro semanas de duracién del
experimento (grafica 1).

Peso corporal

501
Control

. Vanadio

40 rmm- — ™

30+

gramos

20+

104

O 1 1 1 1 1
1 2 3 4 1 2 3 4

Semanas de exposicion

ANOVA, Tukey; SEM; n=40
Gréfica 1. Media del peso corporal en gramos de los ratones del grupo control (n=20) y vanadio (n=20) a lo
largo de 4 semanas. No hubo diferencias significativas entre los grupos ni durante las semanas de
experimentacion.

7.2 Citologia exfoliativa vaginal

Mediante la citologia exfoliativa se determind la etapa del ciclo estral en la que se encontraba
cada ratdn, esto se registré diariamente por cuatro semanas para ambos grupos. En el grupo
control, el 100% de los animales presentd un ciclo estral normal (presentaron periédicamente
todas las etapas: proestro, estro, metaestro y diestro) durante las 4 semanas de experimentacion
(Fig. 13). Mientas en el grupo vanadio, a las 3 semanas de inhalacién se redujo al 50% el nimero
de ratones con un ciclo normal y a las 4 semanas el porcentaje de animales con un ciclo estral
normal bajo hasta 27.7%; ambas reducciones son estadisticamente (p<0.05) diferentes respecto al
grupo control durante las 4 semanas y al grupo vanadio en las dos primeras semanas (grafica 2). Es
decir, a las 3 semanas y a las 4 semanas de inhalacién de vanadio, el porcentaje restante de
hembras se encontraban en anestro pues la citologia mostraba células basales y parabasales, que
son tipicas de este estado (Fig. 14).
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Figura 13. Citologia exfoliativa vaginal. Ciclo estral normal. En los animales del grupo control, durante las 4
semanas de experimentacidn y en la semana previa, se observaron las cuatro etapas del ciclo estral: a)
proestro, células nucleadas; b) estro, solo células cornificadas; c) metaestro, tres tipos celulares
(cornificadas, nucleadas y leucocitos); d) diestro, Unicamente leucocitos.
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Figura 14. Citologia exfoliativa vaginal. Anestro. En el grupo vanadio, durante la 3 y 4 semana de
experimentacion, se observaron células parabasales (a) y basales (b) en las secreciones vaginales obtenidas
mediante citologia exfoliativa; éste tipo celular es caracteristico de una estado anormal, denominado
anestro, en el cual se detiene el ciclo estral.

Ciclo estral normal

1009 — — —
Control
804 .Vanadio
(%]
(]
S 60-
©
2 401
X
20+

1 2 3 4 1 2 3 4
Semanas de exposicion

ANOVA, Tukey; +SEM; p< 0.05; n=40
*= dif. vs gpo. control; a= dif. vs 1° y 2° semana del gpo. vanadio

Graéfica 2. Porcentaje de ratones del grupo control (n=20) y vanadio (n=20) con un ciclo estral normal durante
las 4 semanas de exposicién a vehiculo o V,0s. Hay diferencias significativas entre el grupo vanadioalas3y 4
semanas respecto al grupo control en todas las semanas.
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7.3 Radioinmunoensayo

Del suero sanguineo obtenido se cuantificd, mediante RIA, la concentracién de progesteronay 17-
B estradiol de cada ratén de ambos grupos. En el grupo control, la concentracién promedio de
progesterona fue de 0.3641 pg/ml +0.018 en la etapa de estro, 2.7350 pg/ml +0.27 en el
metaestro y 0.8284 pg/ml *0.035 durante el diestro. Mientras en el grupo vanadio durante el
metaestro fue de 0.7590 pg/ml $0.029 y en el diestro 0.3887 pg/ml +0.002, siendo ambas
concentraciones mas bajas que las observadas en las etapas respectivas de los animales control
(p>0.05). Por otro lado la concentracidén de progesterona en suero de los animales en anestro fue
de 0.2594 pg/ml +0.037, este valor es significativamente mas bajo que las concentraciones en
cualquier etapa del grupo control. En ambos grupos se observa que la mayor concentracion de
progesterona en el suero sanguineo es en la etapa de metaestro (tabla 1, grafica 3).

La concentracion de 17-B estradiol tuvo su maximo valor promedio en la etapa de estro (en el
grupo control) con 40.17 pg/ml £1.395. En el metaestro la concentracidon promedio fue de 23.64
pg/ml £0.395 en el grupo control en contraste con 17.82 pg/ml £0.316 del grupo vanadio, ambos
valores son estadisticamente diferentes (p<0.05). En el diestro la concentraciéon promedio del
grupo control fue 27.66 pg/ml £1.196 y en el grupo vanadio fue de 24.79 pg/ml $£0.48, en esta
etapa no se encontré diferencia estadisticamente significativa. En los animales, del grupo vanadio,
en anestro la concentracion promedio de ésta hormona fue de 18.79 pg/ml +0.749, valor que es
mas bajo en comparacion a las concentraciones promedio reportadas en todas las etapas del
grupo control, p<0.05 (tabla 1, grafica 4).

Hormona

Progesterona

Estro

Control

Metaestro

Diestro

Metaestro

0.7590*

Vanadio
Diestro

0.3887*

Anestro

0.2594*

[ug/m] +0.018 +0.27 +0.035 +0.029 +0.002 +0.037
Estradiol 40.17 23.64 27.66 17.82* 24.79* 18.79*
[pg/ml] +1.395 +0.395 +1.196 +0.316 +0.48 +0.749

Tabla 1. Concentracidn de progesterona y estradiol en suero sanguineo de ratones hembra CD1 del grupo
control y del grupo expuesto a vanadio. Los niveles de ambas hormonas bajaron significativamente en las

hembras expuestas. Los valores indican la media + SEM. * diferencia respecto al control, p<0.05, ANOVA,

tukey.
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*= control vs vanadio; a= vs gpo. control
Grafica 3. Concentracién promedio de progesterona en suero sanguineo. En los animales en anestro (grupo

vanadio) se observo la menor concentracién de progesterona; en contraste con la etapa de metaestro
(grupo control) con el valor maximo de esta hormona.

17-B estradiol
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ANOVA, Tukey; +£SEM; p<0.05; n=40
* = control vs vanadio; a = vs gpo. control

Gréfica 4. Concentracion promedio del17-B estradiol en suero sanguineo. En los animales en anestro (grupo
vanadio) se observé la menor concentracidn; mientras la etapa de estro del grupo control presento el valor
maximo. No obstante en el diestro de ambos grupos no se encontré diferencia significativa entre las
concentraciones de la hormona.
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7.4 Morfometria

Con los cortes seriados de Utero se obtuvieron mediciones del grosor de las capas histoldgicas que
conforman éste érgano. Al momento del sacrificio los animales del grupo control se hallaban en
las etapas de estro y metaestro, mientras los animales de grupo vanadio, como ya se menciong, se
encontraban en anestro. En el microscopio con el objetivo de 10x se observd una diferencia
notable del grosor total del Utero de los ratones entre el grupo control y el grupo que inhald
vanadio (Fig. 15). Con el objetivo de 40x se realizaron mediciones, y asi se encontré que la altura
del epitelio uterino (16.5 um +0.46) en los cortes del grupo vanadio es similar a la altura epitelial
(16.14 um £0.37) del Utero de ratones del grupo control (p<0.05; tabla 2, grafica 5).

En cuanto a la [dmina propia, se observé un aumento significativo en el grosor de esta capa (178.8
um +11.41) en el Utero de los animales que inhalaron vanadio respecto al grosor (129.6 pm +3.34)
en Utero de los animales del grupo control (p<0.05; tabla 2, gréfica 6).

El niumero de glandulas presentes en el estroma fue mayor en el Utero de las hembras expuestas a
vanadio (14.37 +0.61) en comparacién con el numero de glandulas uterinas (11.05 +1) en los
animales del grupo control (p< 0.05; tabla 2, grafica 7-a). EI didmetro de las glandulas uterinas
también varid entre los animales del grupo control y el grupo vanadio; siendo el didmetro de las
glandulas del grupo vanadio (36.68 um %1.66) mayor y estadisticamente diferente (p<0.05) al
diametro (27.91 um +0.72) observado en el grupo control (tabla 2, grafica 7-b).

Por otro lado, el grosor del miometrio aumento en los animales del grupo vanadio (131 pum #5.5)

respecto al grosor de esta capa (66.79 um +2.02) en las hembras del grupo control (tabla 2, grafica
8).

Capa Control ’ \VELEDL T

Epitelio 16.5 +0.46 16.14 +0.37*

(um)

Lamina propia 129.6 +3.34 178.8 +11.41*
(um)
Ndmero de glandulas 11.05 #1 14.37 z0.61*

Didmetro de glandulas 27.91 +0.72 36.68 +1.66*
(nm)
Miometrio 66.79 +2.02 131 #5.5%*

(km)

Tabla 2. Grosor de las capas uterinas de ratén CD1. En las hembras del grupo expuesto a la inhalacién de
vanadio las capas aumentaron en grosor (excepto el epitelio) en comparacién con los animales del grupo
control. Los valores indican la media + SEM. * diferencia respecto al control, p<0.05, t-test.
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Figura 15. En una vista
panoramica del Utero, se observa
que el tamafio del diametro
uterino de los ratones controles
(a) es menor al Utero de los
animales expuestos a vanadio (b).
Es decir, a las cuatro semanas de
exposicion a vanadio  (por
inhalacion) se observa un
incremento en el tamafio uterino
y en el grosor de la lamina propia
y el miometrio.

Por otro lado se observa una gran
cantidad de infiltrado
inflamatorio en la ldmina propia
(c y d y miometrio en los
animales expuestos a vanadio, es
decir, en anestro.
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Gréfica 5. Altura, en um, del epitelio luminal del Utero de ratones CD1. El epitelio de los animales expuestos
a vanadio, en anestro, resulté ser mas alto que en los animales control en metaestro. Por otro lado la altura
del epitelio uterino de los animales en metaestro es menor que la altura epitelial en los animales en estro.

Grosor maximo de la Lamina propia

*
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150+
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Grafica 6. Grosor de la ldmina propia uterina de ratones CD1. El grosor de la lamina propia en ambos
grupos: control y vanadio, fue estadisticamente significativo; siendo las hembras que inhalaron vanadio las
que presentaron un grosor mayor en esta capa uterina.
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Gréfica 7. El nimero de glandulas promedio presentes en el estroma uterino varié en niumero (a) y tamafio
(b), siendo en las hembras del grupo vanadio donde se observé mayor cantidad de glandulas y éstas a su vez
fueron mas grandes, en tamafio, que las presentes en el grupo control. La diferencia es estadisticamente
significativa.
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Gréfica 8. El grosor promedio del miometrio varié entre los grupos, de los cuales en el grupo vanadio se

observé el maximo tamafio de las capas musculares, mientras las hembras del grupo control tuvieron un
valor mas bajo, ésta diferencia es estadisticamente significativa.
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7.5 Inmunohistoquimica

Se observd la presencia y distribucidon del ERa mediante inmunohistoquimica y, posteriormente, se
hizo un andlisis densitométrico. En una vista panoramica (Fig. 16), en ambos grupos se observa
una mayor intensidad de la marca en las células del epitelio luminal y de las glandulas; en la lamina
propia las células con marca positiva (en café) son dispersas, es decir, no todas las células se
marcan pero si la mayoria; el miometrio también presenta ERa en ambas capas (longitudinal y
circular).

En el andlisis densitométrico, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
intensidad de la marca positiva para ERa en el epitelio uterino (grafica 9, Fig. 17), la ldmina propia
(grafica 10, Fig. 18) o el miometrio (grafica 11, Fig. 19) de los animales del grupo control
comparado con el grupo vanadio.

Sin embargo se observé que un patrén en la marca de ambos grupos, siendo mas intensa en el
epitelio uterino (control: 1.746x10° px +106158; vanadio: 1.941 x10° px +165134) que en la [dmina
propia (control: 1.307 x10° px +116829; vanadio: 1.154 x10° px +141537) o el miometrio (control:
687413 px £71661; vanadio: 844986 px £76401) en ambos grupos (tabla 3, grafica 12).

Epitelio Ldmina propia Miometrio
(px) (px) (px)

1.746x10°+106158 |  1.307 x10° +116829 687413 £71661

Vanadio 1.941 x10° +165134 1.154 x10° +141537 844986 +76401

Tabla 3. Diferencia de la intensidad de la marca para ERa entre las capas del Utero de ratones CD1 controles
y expuestos a vanadio. En ambos grupos en el epitelio se observé la mayor intensidad de la marca, mientras
en el miometrio la marca presenta una menor intensidad. Los valores indican la media + SEM.
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Figura 16. Presencia y distribucién de ERa en Utero de ratén CD1. Mediante inmunohistoquimica, es posible
observar una distribucién similar de ERa (marca positiva en café) en todas las capas uterinas tanto de las
hembras control (a) como en las del grupo vanadio (b), asimismo la intensidad de la marca no se observa

diferente entre los grupos.
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CONTROL VANADIO

Figura 17. Micrografias del epitelio uterino de ratones CD1. Se observa la misma intensidad de la marca
positiva (en café) para el ERa en el Utero del grupo control (a) y del Utero de los animales del
grupo vanadio (b).
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Grafica 9. Analisis densitométrico de la marca positiva (medida en pixeles) para ERa en el epitelio uterino.
No se observaron diferencias significativas entre el epitelio del Utero de ratones controles y ratones que
inhalaron vanadio.
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CONTROL VANADIO

Figura 18. Micrografias de la ldmina propia del Utero de ratones CD1. Con la técnica de inmunohistoquimica
se detectd la presencia de ERa en las células del estroma uterino; se observa marca positiva semejante en
intensidad y distribucion tanto en el Gtero de ratones control (a) como en el grupo vanadio (b).
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Grafica 10. Andlisis densitométrico de la marca positiva (medida en pixeles) para ERa en la ldamina propia
uterina. No se presentaron diferencias significativas de la intensidad de la marca entre el Utero de animales
control y los expuestos a la inhalacién de vanadio.
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Figura 19. Micrografias del miometrio en el Utero de ratones CD1. Se observa la presencia de ERa en las
células musculares del miometrio en animales control (a) y vanadio (b), la marca no se aprecia en todas las
células pero la intensidad es uniforme y no varia entre los grupos.
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Grafica 11. Analisis densitométrico de la marca positiva (medida en pixeles) para ERa en el miometrio de
ratones hembra CD1. La marca en general tiene una menor intensidad en comparacién de las otras regiones
evaluadas (epitelio y estroma), sin embargo no hay diferencia entre el miometrio de ratones del grupo
control y el grupo expuesto al vanadio.
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Gréfica 12. La intensidad de la marca positiva para el ERa, es mayor en el epitelio uterino que en el
miometrio, este hecho se presenta tanto en los animales del grupo control, como en los animales del grupo
vanadio.

8. DISCUSION
8.1. Peso

Ya que se ha comprobado que la dieta, el metabolismo y la pérdida o ganancia de peso corporal
afecta la funcién reproductiva (Terry et al., 2005), en este trabajo se registrd el peso diario de cada
uno de los animales. No se observo diferencia entre el peso de las ratonas del grupo control y
vanadio a lo largo de las cuatro semanas de experimentacién, con lo cual es posible descartar
alguna anormalidad en el peso corporal (obesidad, pérdida de peso, etc.) como causante de los
efectos observados en las hembras expuestas a vanadio.

8.2 Citologia exfoliativa vaginal

Después de cuatro semanas de inhalacion de vanadio, mas del 70% de las hembras de éste grupo
presentaban células de descamacion vaginal inmaduras (basales y parabasales), lo cual es un
indicador de anestro o inhibicién del ciclo estral (Mills et al., 1979). Martinez-Pedraza (2005), con
el mismo modelo de inhalacién utilizado en este trabajo, también se observé interrumpido el ciclo
estral de los ratones que inhalaron vanadio; asimismo la inhalacién de 8 mg/m?® y 16 mg/m?® de
pentdxido de vanadio aumentd la duracién del ciclo estral en ratas y redujo el nimero de
animales que ciclaban (NTP, 2002).
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Los cambios ciclicos del epitelio vaginal se dan en respuesta a factores de crecimiento (HB-EGF,
EFG, IGF-I, KGF), citoqueratinas (Buchanan et al., 1998), cambios en la absorciéon y flujo de calcio
(Goldman et al, 2007), entre otros mecanismos. Se ha comprobado que el vanadio promueve la
secrecion de HB-EGF (Ingram et al., 2003), lo cual indica que este metal podria modificar la
expresion de otros factores de crecimiento y provocar cambios en la histologia vaginal, también
se ha visto que las células epiteliales basales proliferan rdpidamente en respuesta a E2, el cual
promueve la expresion de factores de crecimiento (Buchanan et al., 1998). Por otro lado las células
suprabasales, para su cornificacion o queratinizacion, necesitan de un incremento en la absorcién
de calcio (Goldman et al., 2007), lo cual podria estar inhibido por el vanadio, ya que este metal
inhibe la enzima calcio-ATPasa y reduce el flujo de calcio extracelular (O’Neal et al., 1979).

Por otro lado la presencia de células inmaduras en las secreciones vaginales podria tener su causa
en la disrupcién hormonal a nivel del ovario, pues en nuestro modelo de inhalacién se ha visto que
existe un aumento de foliculos atrésicos asi como un baja en la expresion de ERB (Martinez-
Pedraza, 2007) y una disminucién en tamafio de foliculos primarios. Asimismo se ha observado un
incremento en la peroxidacién lipidica de células de la teca en ovarios de animales expuestos a
vanadio, en este modelo de inhalacién (Garcia-lbarra, 2014); estas alteraciones morfoldgicas
conllevarian a una deficiencia en la funcién endocrina del ovario, es decir, la produccién alterada
de estrégenos y progesterona, las cuales regulan los cambios en el epitelio vaginal durante el ciclo
estral.

8.3 Radioinmunoensayo

Se observd que la inhalacion de vanadio detiene o inhibe el ciclo estral y ya que éste esta regulado
por el ciclo hormonal, se hizo un andlisis de las concentraciones en sangre de 17-Bestradiol (E2) y
progesterona (P4) de las hembras de ambos grupos, para determinar si el vanadio altera los
niveles de estas hormonas, pues otros metales de transicién como el cadmio afecta la sintesis de
hormonas esteroideas (Takiguchi y Yoshihara, 2006; Paksy et al., 1992). Los resultados obtenidos,
por radioinmunoensayo, demostraron que los niveles de ambas hormonas fueron
significativamente mas bajos en el grupo expuesto a vanadio.

La sintesis de ambas hormonas (E2 y P4), podria esta atenuada debido a un dafio o alteracion en el
eje hipotalamo-hipofisis, pues algunos metales (plomo, mercurio, cadmio, cobre, cromo, niquel,
vanadio) son considerados disruptores endocrinos (DE), los cuales pueden actuar directamente,
como ligandos y unirse a los receptores de las células blanco, como agonistas o antagonistas de la
hormona en cuestidn, por ejemplo el cadmio, el vanadio, el cromo, el plomo, el niquel y el cobre
pueden unirse al ERa imitando la funcidn del E2, en células Mcf-7 de cdncer de mama expuestas a
diferentes compuestos de estos metales (Martin et al., 2003). Ademas estos metales pueden
alterar el eje hormonal indirectamente por la generacion de estrés oxidante (Apostoli et al., 2007),
como la disminucidn de la respuesta a la FSH y LH, asi como la inhibicidon de la esteroidogénesis
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causada por la exposicidon de células de la granulosa de rata a perdxido (Margolin et al., 1990;
Behrman y Aten, 1999).

Se ha descrito que la GnRH disuelta en agua destilada en presencia de percloratos de cobre
Cu(ClO,), de niquel Ni(ClO;) o de cobalto Co(ClO,), forma complejos con éstos metales de
transicion (posiblemente al unirse a residuos de histidina), los cuales compiten con la hormona
nativa por el receptor de la misma, modificando la ovulacién inducida por esta hormona vy las
rutas de senalizacion intracelular, pues los complejos muestran cinética y estabilidad diferente a la
hormona nativa, lo que ocasionaria cambios en la carga y el arreglo espacial del receptor en la
membrana celular (Nakamura et al., 2005). El vanadio, al ser también un metal de transicion
podria estar actuando de manera similar a estos metales, ya que también se ha visto puede unirse
a residuos de histidina de otras moléculas como el ERa (Martin et al., 2003). La unidn con la GnRH,
podria modificar la actividad bioldgica de la GnRH nativa alterando el balance en la secrecién o
sintesis de LH y FSH.

Aunado a esto, Obianime y colaboradores (2009) observaron un decremento en los valores
sanguineos de LH, FSH y prolactina en ratas, provocado por la administracién intraperitoneal de
metavanadato de amonio. Esta disminucion de LH y FSH causada por el vanadio podria ser la causa
de los bajos niveles de E2 y P4 en sangre de las hembras expuestas a la inhalacién de vanadio, ya
gue los pulsos de LH y FSH estan relacionados directamente con la sintesis en el ovario de E2 y P4.

Por otra parte, la disminucion del ERB en el ovario causada por la inhalacidon de vanadio (Martinez,
2007), podria provocar la deficiencia en los niveles de E2 en la sangre, pues se ha visto una
disminucion en la sintesis de E2 y en la expresion de la aromatasa en ratones que no expresan el
ERB comparados con ratones que si lo expresan (Drummond 2006; Drummond 2010). Asimismo el
aumento de atresia de los foliculos maduros, observado por Martinez—Pedraza en 2007,
conllevaria a niveles bajos tanto de estradiol como de progesterona, pues son los foliculos ovaricos
en estadios avanzados los que sintetizan estrégenos y en los que se lleva a cabo la ovulacién,
seguida de la formacidn del cuerpo lGteo que sintetiza de progesterona (Graig et al., 2011).

La sintesis de P4 y E2, comienza con el incremento en la actividad de la enzima adenilato ciclasa,
promovido por la unién de LH a su receptor en las células de la teca de los foliculos ovaricos;
posteriormente el aumento de cAMP induce la transcripcién de enzimas esteroidogénicas
(CYP11A1, CYP17A1, HSD3B, HSD17B) que median la conversion de colesterol a progesterona y/o
andrégenos (androstenediona y testosterona), estos ultimos difunden hacia las células de la
granulosa y son convertidos a estrogenos (estrona, 17-p estradiol, 2-OH-estradiol y 4-OH-estradiol)
mediante otras enzimas esteroidogénicas (CYP19A1, HSD17B, CYP1B1, CYP1A1/2, CYP3A4)
activadas también por la sintesis de cAMP (Graig et al., 2011). Por lo anterior, una baja de cAMP
en las células de la teca y la granulosa estaria relacionada con la disminucién de E2 y P4, lo cual es
posible ya que se ha observado que el vanadio inhibe la sintesis de cAMP en cuerpos liteos de
ratas (incubados in vitro, expuestos a ortovanadato) (Lahav et al., 1986). Asimismo la inhibicion de
la sintesis de colesterol provocada por el vanadio, observada por Curran y colaboradores (1959) en
cultivos de higado con diamonio oxitartratovandato, afectaria la sintesis de E2 y P4.
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8.5 Morfometria

La inhalacién de vanadio indujo el anestro y disminuyd los niveles de E2 y P4 en las hembras
expuestas respecto a las ratonas del grupo control, dado que el ciclo estral y el estado hormonal
controlan la morfologia del Utero (Allen, 1992; Palma 2001; Groothuis et al., 2007) se hizo un
analisis morfométrico de éste érgano. Asimismo se ha visto que el vanadio, con el mismo modelo
de inhalacién, modifica la morfologia ovarica: aumenta el nimero de foliculos atrésicos en
estadios avanzados (Martinez-Pedraza, 2007) y disminucién del tamafno de foliculos primarios
(Garcia-Ibarra, 2013), por lo que este metal también podria afectar la morfologia del Utero ya que

el Utero estd regulado por las hormonas que sintetiza el ovario.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el grosor de la lamina propia, el nimero y
diametro de las glandulas, asi como el grosor del miometrio fue mayor en las hembras del grupo
vanadio que en los animales del grupo control. Asimismo se observd gran cantidad de infiltrado
inflamatorio en el miometrio y la ldmina propia de los animales que inhalaron vanadio.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Tchernitchin y colaboradores (2008), al
administrar cadmio (via subcutanea) a ratas impuberes, ellos observaron un incremento en la
eosinofilia y edema en el endometrio, asimismo en ausencia de estradiol observaron que el
cadmio causa hipertrofia celular en el miometrio.

En el grupo vanadio se observd que el aumento en el grosor de la ldmina propia y del miometrio
estan relacionados con el infiltrado inflamatorio (leucocitos, componentes de la matriz
extracelular y fluidos) presente en ambas capas, se ha descrito que este metal induce la expresidn
de interleucinas: IL-6 y TNF-a en el epitelio bronquiolar de ratones expuestos a vanadio, con el
mismo modelo utilizado en el presente trabajo (Falcdn-Rodriguez,2008; Pantoja-Urban, 2012), y
también promueve la expresidon de IL-8 en células epiteliales bronquiales de humano expuestas a
vanadio adosado a particulas residuales de combustibles (ROFA, por sus siglas en inglés) (Carter et
al., 1997). Estas interleucinas promueven la produccion de otras citosinas y la diferenciacidn,
activacion y proliferacion de los leucocitos (Tamayo, 1997).

Por otro lado, se ha observado que en ratones ovariectomizados, adrenalectomizados e
hipofisectomizados, la administraciéon de EGF imita la accion mitogénica de los estrégenos en el
utero (Nelson et al.,, 1991; Ignar-Trowbridge et al., 1992), y se sabe que el vanadio tiene la
capacidad de inducir la expresién del HB-EGF (Ingram et al, 2003), miembro de la familia de
factores de crecimiento al igual que el EGF y el IGF-I; por lo que aln en ausencia de estrégenos,
este metal podria inducir la expresion de estos factores en el Utero, estimulando asi la
proliferacidn celular en el epitelio, el estroma, las glandulas y el miometrio, dando como resultado
un aumento en el grosor de las capas uterinas.
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8.4 Inmunohistoguimica

Se utilizé la técnica de inmunohistoquimica para detectar la presencia y distribucién del ERa en el
Utero de ratones del grupo control y el grupo vanadio. Pues se ha demostrado la relacién del ERa
tanto en la morfologia del Utero como en los niveles de E2 (Wang et al., 2000; Winuthayanon et
al., 2010).

Se observé que no hubo diferencia entre las hembras de los grupos vanadio y control, ni en la
presencia ni en la distribuciéon del ERa tanto en el epitelio, como en la [dmina propia y en el
miometrio. Esto sugiere que la inhalacidon de vanadio, aunque disminuyd los niveles de E2, podria
activar al ERa y a la vez mantener su expresién. Martin y colaboradores (2003), demostraron (in
vitro) que en células MCF-7 de cdncer de mama tratadas con vanadato de sodio, el anién vanadato
estimuld la proliferacidn celular, inhibié la unién del E2 al ERa y al mismo tiempo activd a este
receptor, también indujo la expresidn de genes regulados por el E2 (PR y pS2). Esto sugiere que la
inhalacién de vanadio, aunque disminuyd los niveles de E2, podria activar al ERa y a su vez
mantener su expresion, pues se ha visto que el receptor mismo puede unirse a secuencias ERF-1
(factor de transcripcidon) que modulan su propia expresion (McPherson et al., 1997; Santagati et
al., 1997; Parl, 2002).

Asimismo se ha descrito que el vanadio induce la activacién de p53, en células epidermales JB6
expuestas a este metal (Huang et al., 2000). La presencia y distribucion del ERa en el Utero de
ratones expuestos a la inhalacidon de vanadio, ain con bajas concentraciones de estrdgenos,
podria deberse a la activacién de p53 inducida por el vanadio, pues se ha observado que p53 esta

relacionado con la sobrexpresion del ERa en células Mcf-7 de cancer de mama, éste factor
supresor de tumores regula la expresion génica del receptor, probablemente, uniéndose a otros

factores de transcripcion (Angeloni et al., 2004).

Por otro lado se ha visto que en biopsias de tejido mamario canceroso, la expresion de IL-6 es
proporcional a la expresidn de receptores de estrégenos y progesterona (Fontanini et al., 1999);
como se mencioné anteriormente, el vanadio aumenta la expresién de IL-6 (Falcén-Rodriguez,
2008; Pantoja-Urban, 2012), asi pues, la marca positiva del ERa en el Utero del grupo vanadio
podria darse aun con la disminucidn en la secrecién de E2.

No se encontraron diferencias entre grupos en la intensidad de la marca positiva para el ERa, sin
embrago se observa mayor intensidad de la marca en el epitelio, seguido del estroma y la menor
intensidad se observa en el miometrio. Estos resultados concuerdan con los visto por Wang y
colaboradores (2000), también por inmunohistoquimica, para determinar la presencia de ERa en
el Utero de ratas: la mayor expresién del ERa se observa en el epitelio en todas las etapas del ciclo,
aunque la maxima expresion es durante el estro y proestro; el estroma presenta una expresion
menor, con su nivel mas alto durante el diestro y el metaestro; mientras en el miometrio la marca
se mantiene igual en todas las etapas. Aunque cabe resaltar que el vanadio no modificé la
intensidad de la marca en el Utero de los animales expuestos.
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9. CONCLUSIONES

La inhalacién subaguda (4 semanas) de vanadio detiene el ciclo estral, disminuye la concentracion
en sangre del E2 y la P4, aumenta la altura del epitelio luminal, el grosor del estroma vy el
miometrio, el nimero y didmetro de las glandulas del Gtero, pero no cambia la presencia y
distribucidn del Era en este érgano.

Los resultados obtenidos aqui, demuestran que el vanadio ocasiona alteraciones en un érgano de
alta importancia en la reproduccién como el Utero, en el cual no se habian evaluado los efectos de
este metal en ningun modelo de exposicidn; v, si bien ahora no es posible comprobarlo, podrian
estas alteraciones estar relacionadas con la infertilidad, los abortos pretérmino, las reabsorciones
y el efecto teratogénico del vanadio descrito en otros trabajos.

Este trabajo sugiere poner una mayor atencién en cuanto a los danos en la funcién reproductiva
que podrian causar, en la ZMVM vy otras grandes ciudades, los altos niveles de particulas
suspendidas y en particular los metales que tienen adosados, como el vanadio que también estd
en altas cantidades en el petréleo mexicano y ademas es considerado un disruptor endocrino.

10. PERSPECTIVAS

Se ha estudiado la actividad como disruptor endocrino que se le ha atribuido al vanadio y a otros
metales de transicidn, la habilidad de inducir la expresidén de ciertas proteinas como los factores
de crecimiento y citosinas, la generacidén de estrés oxidante y procesos inflamatorios. Sin embargo
aun queda por determinar cual de estos mecanismos de accidn podrian estar implicados en los
efectos del vanadio en el utero.

No obstante, aunque los resultados obtenidos en esta investigacién son un gran avance en cuanto
al dafo causado en el Utero por la inhalaciéon de vanadio (principal de via de exposicidon y mas
toxica) aun queda por determinar si estas alteraciones pueden ocasionar dafios reproductivos
como la infertilidad, fetotoxicidad y teratogenicidad, entre otros.
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