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Resumen

Resumen

El vanadio (V) es un metal traza que se ha acumulada en el ambiente debido a las
mdltiples actividades industriales en que es utilizado. Se han propuesto otros usos
potenciales en cuanto a salud humana se refiere (ej. antitumorigeno). Sin embargo,
puede inducir efectos téxicos en diferentes sistemas de prueba. En los fluidos
bioldgicos se le encuentra como V**, y dentro de las células como V¥,

Por atro lade, se sabe que la exposicién de machos a sustancias quimicas puede
ocasionar alteraciones en la calidad y cantidad de espermatozoides producidos
durante la gametogénesis.

Con base en lo anterior se decidié analizar los efectos del tetradxide de vanadio
(V204, V¥) en la espermatogenesis del ratén CD-I. Para lo cual se procedié en primer
lugar a determinar la Dosis Letal Media por via ip del V.04 (150 mg/kg.). para
posteriormente tratar por la misma via, durante un periodo de 60 dias, a 4 grupos de
ratones con diferentes dosis del compuesto (0, 4.7, 9.4 § 18.8 mg/kg.) y, evaluar el
conteo, los porcentajes de movilidad, viabilidad, y la morfologia espermdticas, el
didmetro de los tibulos seminiferos y la apariencia histoldgica del epitelio germinal.

Los datos obtenidos mostraron que el conteo espermdtico tiende a disminuir
conforme se incrementa lo dosis de V.04 En la dosis de 18.8 mg/kg. se aprecia una
reduccidn significativa en el porcentajes de movilidad (50.34+8.74 vs. 62.62+3.17 del
testiga), la viabilidad disminuye significativamente en las concentraciones de 9.4 y

18.8 mg/kg. (77.40+6.32 y 76.28+2.74 respectivamente vs. 93.39+1.96 del testigo). El
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porcentaje de anormalidades morfoldgicas en espermatozoides incrementan de forma
significativa en el grupo tratado con 9.4 mg/kg. (11.98+5.66 vs. 7.08+1.80 del testigo).
El V.04 en las conceﬁ‘rr‘aciones utilizadas no altera el didmetro de los tdbulos
seminiferos, pero ocasiona alteraciones en el epifelio germinal que van desde la
muerte celular hasta la pérdida completa de los tipos celulares comunes a los tibulos
seminiferos..

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sugerir que los efectos tdxicos
inducidos por el V.0, pueden ser resultado de dafio peréxidativo y de inhibicidn en el

desarrollo citoesquelético a nivel de las células de Sertoli..
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Introduccién

Introduccidn

El hombre siempre ha estado expuesto a mdltiples substancias, algunas de las
cuales ocurren de for;ma natural en el ambiente, mientras que otras surgen como
producto de su actividad transformadora. Algunas de estas sustancias han ejercido un
efecto daflino o téxico sobre los organismos y el medio ambiente, lo que llevé a
discernir su origen y clasificarlas como toxinas a aquellas de origen natural y como
téxicos aquellos derivados del quehacer humano (Abundis, 1996).

De esta forma se entiende por toxicidad la propiedad o propiedades de una
sustancia que produce efectos dafiinos a un sistema bioldgico. Mientras que, un téxico
es la sustancia que produce este efecto bioldgico (Landis y Yu, 1995).

Algunos tdxicos son xenobidticos a los sistema vivos. El término xenobidtico
indica que los agentes referidos no ocurren naturalmente bajo condiciones favorables.
Sin embargo,l componentes naturales del objeto bioldgico pueden asumir las
caracteristicas de xenobidtico al ser i-n”rr'oducidas por una ruta no fisioldgica o en
cantidades no fisioldgicas (Ariéns y Simonis, 1982).

Las actividades industriales de la era moderna nos han puesto en contacto con
sustancias a concentraciones a las que nunca se habia expuesto la vida, es por ello que
existe una preocupacién constante por las consecuencias que pueden tener los agentes
fisicos y quimicos, productos de este desarrollo tecnoldgico sobre el hombre y los

seres vivos (Ariéns y Simonis, 1982; Morales, 1988).
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Toxicologia reproductiva
La Toxicologia Reproductiva es una parte de la Toxicologia General que tiene
relacidn con los efectos adversos producidos por agentes exdgenos (es decir que no se

encuentran naturalmente en los organismos o la naturaleza) sobre la reproduccidn

(ECETOC, 1983), figura 1.

\ Sistema nervioso central /
Hipotdlamo
Hipofisis LH
Inhibi_ngFT l FSH l Gléndulas
cG Ph S <4+ CL » accesorias

Utero Qviducto

Figura 1. Interdependencia de los componentes del sistema reproductor del macho.
Hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), células
germinales (CG), células de Sertoli (CS) y células de Leydig (CL) (Modificado de

Amann, 1986). ;
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Dependiendo del sexo, un mismo téxico puede producir diferentes efectos al
entrar en contacto con el organismo (Mattison ef al, 1990). En el caso del mache la
elevada y constante .pr'oduccién de céiulas' gaméticas, asi como los mdltiples
componentes que integran su sistema reproductor lo hacen muy susceptible al dafio
inducido por agentes exdgenos.

La funcién normal del sistema reproductivo del macho requiere de la
comunicacién neural entre el sistema nervioso central, el hipotdlamo y las génadas. Las
sefiales hormonales y neuroquimicas transmiten informacién entre el hipotdlamo, la
adenohipdfisis, células de Leydig, células de Sertoli y el epitelio germinal (Amann,
1986, Griswold, 1995)(figura 1).

En la evaluacidn del estado funcional del sistema reproductor del macho los
estudios epidemioldgicos tienen dificultades inherentes, como que: 1) no miden la dosis
interna del téxico en el organismo, 2) no distinguen entre los efectos maternos y
paternos y 3) no distinguen los efectos somdticos y germinales (Wyrobek, 1993). De
aqui se desprende la necesidad de contar con marcadores bioldgicos {esto es técnicas)
que nos indiquen alteraciones tempranas sobre la salud.

Un biomarcador en Toxicologia Reproductiva es un indicador de los efectos
adversos en los componentes o procesos bioquimicos o celulares que pueden ocurrir en
cualquier paso de la ruta que inicia con la exposicién y/o los cambios biolégicos

tempranos y progresa a la ocurrencia de resultados reproductivos anormales, que
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pueden ser medidos en muestras bioldgicas (NRC, 1989; Ostrosky-Wegman y

Gonsebatt, 1997).

Reproduccion en el macho

La secuencia de eventos citoldgicos que resultan en la formacion de
espermatozoides maduros a partir de células precursoras es conocida como
espermatogénesis. Este proceso tiene lugar en los tdbulos seminiferos del testiculo
durante la vida reproductiva del macho (de Kretser y Kerr, 1994),

El-proceso de espermatogenesis invalucra una serie de divisiones mitdticas por
parte de las espermatogonias, dos divisiones meiéticas de los espermatocitos,
extensos cambios morfolégicos de las espermdtidas durante la espermiogénesis y su
liberacién como células libres en el lumen det tdbulo seminifero por la espermiacion
(Eddy y O’ brien, 1994).

El apropiado funcionamiento de la espermatogénesis es una de las ¢laves para el
futuro, puesto que si no ocurriera diariamente la produccion sucesiva de un gran
nimero de espermatozoides seriamos infértiles como especie, y de esta forma no
podriamos transmitir nuestros genes para la siguiente generacidn (Sharpe, 1994).

De lo anterior se desprende que la funcién primaria del sistema reproductor
del macho es producir espermatozoides que puedan sucesivamente fertilizar un

évulo y producir descendencia saludable. Este fin requiere su produccidén en nimero
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suficiente, con caracteristicas adecuadas de movilidad y capacidad de fertilizacidn

(Foster y Lamb IV, 1988; Chapin et al, 1992).

Estructura del espermatozoide

Los espermatozoides de mamifero tienen dos grandes companentes, la cabeza 'y
el flagelo.

La cabeza consiste del acrosoma, el niclea, pequefias cantidades de
estructuras citoesqueléticas y citoplasma. Ei acrosoma esta rodeade por una
membrana y contiene enzimas hidroliticas, se localiza en la parte anterior del nicieo.
El ndcleo contiene solo un miembro de cada par cromosémico y la cromating se
encuentra altamente condensada. El flagelo contiene un axonema central rodeado por
una funda externa de fibras densas que se extienden desde la cabeza hasta cerca de
la parte posterior, ademds la parte posterior presenta mitocondrias que envuelven en
forma de hélice estrecha las fibras densas, y la parte posterior del flagelo contiene
una funda fibrosa que rodea las fibras densas externas, estos dos dltimos elementos
en conjunto forman el citoesqueleto del fIagéIo (Figura 2).

Tanto el flagelo como la cabeza se encuentran estrechamente envueltos por la
membrana plasmdtica y contienen poco citoplasma. Aunque todos los espermatpzoides
de mamifero tienen estas caracteristicas generales, existen diferencias especie-
especificas tanto en el tamafio y forma de la cabeza como en la longitud.y tamafio

relativo de los componentes del flagelo (Eddy y Q” brien, 1994).
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Figura 2. Estructura bdsica de un espermatozoide de mamifero (tfomado de Katz, 1991).

Por otro lado, los modelos de experimentacion no tienen caracteristicas
reproductivas similares a las del hombre. Sin embargo, esto no niega la validez del uso
de animales en la blsqueda de agentes que afecten la funcién reproductora del varén

(Amann, 1986).
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Los r‘oedor:es se han usado ampliamente como modelos en la evaluacidn
toxicoldgica de productos quimicos, incluyendo aquellos que afecf&n la funcidn
testicular.

El ratén ha sido utilizado ventajosamente en el estudio de efectos de drogas
quimioterapéuticas sobre la funcién testicular (Meistrich, 1986), asi como de otros
miltiples agentes quimicos (Wyrobek y Bruce, 1975; Wyrobek et al, 1983; WHQ,
1988; Shelby er al, 1993).

Los aspectos funcionales de la integridad espermdtica son muy importantes
y quizd. inseparables de los aspectos morfoldgicos. Asi mismo, es igualmente
relevante el examen de semen para las evaluaciones de fertilidad, para el desarrollo
de anticonceptivos o para las pruebas de toxicidad usando las medidas tradicionales
de produccién espermdtica, porcentaje de formas normales y porcentaje de
movilidad, las cuales pueden tener una amplia influencia en los sucesos repro&ucﬂvos
(Scialli, 1989). Aunque los cambios en la movilidad espermdtica no son por si
mismos indicativos de exposicién tdxica o efecto sugieren una reducida habilidad
reproductora del macho que los produce, debido a que una disminucion en la movilidad
espermdtica resulta en un disminucién de la fertilidad (Chapin et a/, 1992).

La expresidn final de la funcion testicular consiste en la integracién
estructural y funcional de los espermatozoides, los que al conjugarse con las
secreciones de la cola _dei epididimo, la préstata, las gldndulas bulbouretrales y las

vesiculas seminales durante la eyaculacién, constituyen el semen en todas las
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especies de mamiferos. En estaasociacién dindmica de espermatozoides y plasma
seminal, ambas partes tienen un papel muy importante dentro de los eventos que
culminan con la ferﬁ.lizacién ya que los espelr'ma’rozoide.s deben ser estructural y
funcionalmente integros y por lo tanto, metabdlicamente activos para fertilizar el

gameto homélogo (Reyes et al, 1991).

Caracteristicas de los metales

De los 109 elementos identificados hasta la fecha cerca de 80 son
considerados como metales. Los metales son usualmente definidos con base en las
propiedades fisicas de su estado sélido, tales como: alta reflectividad, aita
conductividad eléctrica, alta conductividad térmica y propiedades mecdnicas. Los
meétales en estado sélido estdan caracterizados por su estructura cristaling, por el tipo
especifico de enlace quimico en que los electrones estdn deslocalizados y msvifes, y
por sus propiedades magnéticas (Lagerkvist,, 1986; Vouk, 1986).

Los elementos metdlicos forman una variedad de compuestos en diferentes
estados de oxidacidn, entre los que se incluyen compuestos inorgdnicos convencionales,
como sales y semejantes, complejos tmetdlicos, compuestos de coordinacion y
organometdlicos.

Desde el punto de vista toxicoldgico, la definicién mds usual de metal esta

basada en las propiedades de sus iones en solucidn acuosa: un metal es un elemento
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que bajo condiciones biolégicas permite reaccionar a uno o mds electrones y formar un
catidn. (Lagerkvist ef af ., 1986).

La solubilidad c‘fe los compuestos me‘fldlicos en agua y lipidos es de gran
importancia toxicoldgica debido a que es uno de los factores que influyen sobre la
disponibilidad y absorcidn de los metales (Lagerkvist ef a/., 1986; Sharma y Taludker,
1987). En cada grupo del sistema periddico la solubilidad de los compuestos metdlicos
disminuye conforme incrementa del nimero atémico (Lagerkvist et a/., 1986).

Los metales pueden dividirse en pesados, con densidades superiores a 5
gr/cm’ y ligeros, con densidades inferiores a 5 gr/cm®. Muchos metales pesados
traza son indispensables para la vida, aunque solo se encuentren en concentraciones
muy pequeitas en los tejidos del cuerpo (Duffus, 1983; Bolafios, 1990). Puede definirse
a un elemento traza como aquel que se encuentra en concentraciones de 1000 ppm o
inferior en la corteza terrestre (Duffus, 1983). En general se considera como
elemento esencial a un elemento consistentemente presente en ciertas especies
bioldgicas y cuya deficiencia en la nutricion puede provocar enfermedad,
anormalidades metabdlicas o perturbacicnes en el desarrollo {Da Silba y Wiliiams,
1991).

Con respecto a los efectos de los compuestos metdlicos en la repreduccion
gestacidn y lactacidn, esté bien establecido que su toxicidad depende de una serie de

factores tales como: la forma quimica del compuesto especifico, el estado de
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oxidacién, la ruta de exposicidn, la solubilidad en lipidos, el periodo de tratamiento y la

dosis administrada (Domingo, 1996, Sharma y Talukder, 1987).

Vanadio

El vanadio, nimere atémico 23, esta ampliamente distribuido en la naturaleza,

con una abundancia del 0.014% (Rehder, 1991). Es un metal de color grisdceo, con

densidad de 6.11 g/cm®, sus estados de oxidacidn van de V', V°, V**, V¥, v* y V' de
éstos, los tres dltimos son los mds comunes y el V¥ es su forma mds estable y ef vV
en forma de sal es fuertemente reductor. Se disuelve en agua, deidos y forma
vanadatos con bases (Carson et a/, 1987: WHO, 1988).

Se conocen cerca de 70 aleaciones con otros metales principalmente con fierro,
uranio, titanio y aluminio. Se encuentra formando parte de.materiales de tipo fdsil, en
roca bituminosa, en sedimentos de roca caliza, en minerales como roscoelita, vanadita,
descolozita, cuprodescalozita, carnotita y titanoferromagnetita (Rehder, 1991; WHO,
1988).

La produccidn global de vanadio ha crecid;:i de cerca de 4 000 toneladas durante
el periodo comprendido de 1952 a 1956 hasta cerca de 40 Q0Q toneladas en 1980. De

1980 a 1990 la produccion ha fluctuado de entre 30 000 y 40 000 toneladas por afio

(Nriagu, 1998).

t
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Usos del vanadio

Entre los usos de vanadio, encontramos que en la metalurgia del fierro de un 75
a 85% es usado como a.diﬂvo en aleaciones de .var'ios tipos de acero. En la industria
gufmica orgdnica e inorgdnica, es usado como catalizador, donde el pentoxido de
vanadio y los metavanadatos son de importancia especial en la produccidén de dcide
sulfdrico, pldsticos, en la oxidacidn de compuestos orgdnicos (Stokinger, 1981: Baroch,
1983; Carson et a/, 1987 WHO, 1988} y su uso se ha expandide hasta formar parte
de materiales superconductores (WHO, 1995).

El vanadio es un elemento traza principal en las gasolinas fésiles, por lo que la
combustion de estos materiales proporciona una significativa fuente ambiental de
este elemento. Las emisiones de particulas de vanadio debido a la actividad
industrial se estima que comprenden cerca del 53% del total de vanadio en la
atmésfera (Hope, 1994).

En humanos el V* es utilizado para mejorar el rendimiento fisico de atletas
durante entrenamientos pesados (Fawcett et af, 1997), en lineas celulares tfumorales
humanas ha mostrado propiedades antineopldsicas (Jackson et al, 1997) vy
recientemente ha sido propuesto como un posible anticonceptivo vaginal (D’ Cruz et

al, 1998).

12
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Importancia biclégica

Es un elemento traza esencial, importante en el metabolismo del hueso,
cartilago y en el pr-oce-so de crecimiento de ra’r'as y pollos. Juega un papel importante
en la nutricién de varias formas de vida, y a pesar de que no existen datos de
alteraciones producidas por deficiencia en el humano, se piensa que puede estar
involucrado en la regulacién de algunos procesos fisiolégicos (Sabbioni et al, 1983;
Carson et al, 1987 French y Jones, 1993).

Aunque el vanadio esta presente en casi tados los arganismos vives incluyendo
los seres humanos, en altas concentraciones puede volverse téxico (Nechay et al,
1986).

En condiciones fisioldgicas el vanadio se encuentra principalmente en estado de
oxidacién V** (vanadate) en los fluidos extracelulares, y ol ingresar a las células es
reducido por el glutatidn y otros agentes a especies de V* (vanadilo) v es estabilizado
con algunos ligandos (Bruech et al, 1984; Nechay ef al, 1986, Sakurai et al, 1980Q;
Sakuray, 1994),

El idn vanadilo interactua fdcilmente a proteinas, aminodcidos, dcidos nucleicos,
fosfa‘ros‘, fosfolipidos, glutation, citrato, ascorbato etc. mientras que el vanadato
puede inhibir la funcién de las ATPasas de dineina, enzimas involucradas en el
movimiento ciliar, flagelar, movimiento cromosdmico, transporte exopldsmico e

intracelular de vesiculas de membrana (Nechay, 1984; Nechay ef al, 1986).

13
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El vanadato es un potente inhibidor de las ATPasas de Na' y K', mds que el
vanadilo (Nechay ef al, 1986). De la misma forma los iones de vanadio fungen como
agentes inhibidores de-'las funciones de aigunas' enzimas involucradas en la sintesis de
ADN (Sabbioni ef af, 1983),

Personas expuestas a éxidos y otro tipo de sales en el ambiente laboral
presentan irritacidon en ojos, nariz, mucosa oral, piel, y enfermedades como
dermatitis, conjuntivitis, tos y bronquitis crénica, bronconeumonia, traqueobronguitis,
bronquiectasia, rinitis, laringitis, asma y enfisema, asf como también anemia y necrosis
pulmonar (Lagerkvist et af, 1981; Carson et af, 1987; WHO, 1988).

En trabajadores expuestos, el vanadio se absorbe principalmente por vias
respiratorias y en especial por pulmén. Se estima que cerca de! 25% de los
compuestos solubles pueden ser absorbidos (Elinder ef af, 1988; WHO, 1988),

mientras que la tasa de absorcidn oral es de menos del 1% (Lauwerys y Hoet, 1993)

Figura 3.

halaci .
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<> Posible MB SR

Figura 3. Toxicocinética del vanadio (Modificado de Elinder et af, 1988)
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En general las concentraciones de compuestos de vanadio en el arganismo son
bajas, pero son mds altas en higado, rifion y pulmén que en otros tejidos.
Aproximadamente el 50% del vanadio circula;ﬂe en plasma se encuentra unide a
transferrina; es excretado por las vias urinarias de 20-40 horas, y en menor grado
por las heces (Lauwerys y Hoet, 1993).

Las formas activas del vanadio en células de mamiferc son el vanadio (V) y
derivados (vanadato, pervanadato) o vanadio (IV), el catién vanadil (Etcheverry, et al,
1996. Nechay et al, 1986).

La toxicidad normalmente se presenta como resultado de la exposicién
industrial a cltas cantidades de vanadio transportado por el viento. Por otr lade, la
alta actividad farmacoldgica de ciertos compuestos de vanadio sugiere la explotacidn
de esta elemento con fines benéficos ademds, los complementos nutrimentales que
contienen vanadio actualmente son ampliamente comercializados (Baran, 1998).

Recientes observaciones sugieren que el vanadio mimetiza algunas acciones de
la insulina y puede ser usado en el tratamiento de diabetes tipo I dependiente de
insulina, en aquelios casos en que la insulina no es aceptada. Este use potencial del
vanadio redirige el interés por los aspectos toxicoldgicos del metal, en particular, al
potencial mutagénice y efectas teratogénicos (Lednard y Gerber, 1994; Dai et dl,

1994; Srivastva et af, 1996).

15



Introduccidn

Efectos sobre la reproduccion

Recientemente se ha reportado que la administracidn de 8.5 pg/g de pentdxido
de vanadio en ratones iqembm CD-1 disminuye 'la fertilidad, el nimero de implantes,
fetos vivos, peso fetal y aumenta las reabsorciones, mientras que en ratones macho
disminuye significativamente el peso testicular después de 50 y 60 dias de
tratamiento. Reduce el porcentaje de movilidad espermdtica a partir de 10 dias de
tratamiento, el conteo espermdtico a partir de 20 dias y el porcentaje de
anarmalidades incrementa los 20, 50 y 60 dias {Altamirano-Lozano et af, 1996).

Datos disponibles de los efectos teratogénicos y reproductivos del vanadio
muestran que la administracion de metavanadato en ratas adultas induce deterioro en
la espermatogénesis y disminuye la movilidad de los espermatozoides; mientras que la
administracién a ratas prefiadas incrementa la tasa de embriomortalidad (WHO,
1988). /n vitro, el ortovanadato inhibe la accién de la hormona luteinizante, que induce
la produccidn de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en células de cuerpo liteo de
ratas seudoprefiadas (Lahav et al, 1986).

Se ha observado que el metavanadato de sodio, administrado en el agua para
beber, produce un descenso significativo en el nimero de ratones hembra Swiss
prefiadas a dosis de 60 y 80 mg/kg por dia; disminuye el peso del epididimo con 80
mg/kg por dia y reduce el confeo espermdtico a 40, 60 y 80 mg/kg por dia, pero no

afecta la movilidad espermdtica (Llobet et af; 1993).

16



Introduccion

Por otro lado, no se observa efectos adversos en la fertilidad y la reproduccién
de ratas macho tratadas con metavanadato de sodio (5, 10 y 20 mg/kg/dia) durante
60 dias por via oral (Do;ningo et al, 1986).

En ratas hembras prepuberales que fueron tratadas con pentéxido de vanadio
al llegar a la pubertad se produjo un descenso en la tasa de owvulacidn, asi como
cambios en el peso del timo, gldndulas submandibulares e higado (Aitamirano et af
1991).

Algunos estudios involucran el apareamiento de machos tratados con hembras
nho tratadas; con respecto al vanadio se ha observado que los cambios causados por la
administracion de altas dosis de metavanadato de sodio en el sistema reproductivo del
ratén macho no tienen un impacto detectable en el ndmero de implantes viables y no
viables (LLobet er al, 1993), lo que ilustra la relativa insensibilidad de este
pardmetro como un indicador de otros cambios en el tracto reproductivo del macho
(Linder et al, 1988).

Finalmente se sabe que las concentraciones de vanadio en el ambiente se han
incrementado como consecuencia de actividades antropogénicas que lo liberan a la
atmdsfera (Hope, 1994), que por su amplio uso y liberacion ha recibido atencién como
contaminante ambiental, y que por su elevado potencial toxicoldgico es considerado

como peligroso (Carson et af, 1987 WHO, 1988; Léonard y Gerber, 1994).
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Justificacion

JUSTIFICACION

Debido a las miltiples actividades cotidianas e industriales que involucran la
intervencién y liberacién de compuestos metdlicos al medio ambiente, la poblacidn
humana en la actualidad se encuentra expuesta a concentraciones sin precedentes de
estos contaminantes.

Un ién que en los dltimos afios ha cobrado interés como contaminante, tanto por
su capacidad para interaccionar con diversos componentes de los sistemas bioldgicos
como por su potencial terapéutico y toxicoldgico es el vanadio.

E! vanadio es un metal pesado que presenta varios estados de oxidacién. La
forma mds estudiada y téxica, predominante en los fluidos bioldgicos es la 5. Sin
embargo, algunas evidencias apuntan hacia la forma 4 como principal responsable de
los efectos producidos por la forma 5" a nivel intracelular.

La preséncia de elevadas cantidades de compuestos de este tipo en el ambiente
pueden tener efectos nocivos sobre la salud. Algunos de estos efectos logran alterar
el material genético del a nivel del sistema reproductor.,

La produccidn de gametos en el macho es constante y en nimero elevado, estas
caracteristicas la hacen susceptible de sufrir alteraciones en su calidad y cantidad
por parte de agentes quimicos, debido a esto las células germinales derivadas del
procesos pueden ser ineficaces para llevar a cabo la fecundacidn, o bien, acarrear
alguna modificacién genética que perturbe el desarrolio y nacimiento del producto

resultante.



.

Justificacidon

Dada esta situacidn, en el presente trabajo se decidid estudiar el efecto del
tetradxido de vanadio (estado de oxidacién 4°) sobre la espermatogénesis, utilizando
el modelo de ratdn y evaluando los parémetros de morfologia, movilidad, viabilidad,

conteo espermdtico y drea de los tdbulos seminiferos.
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Hipétesis

Hipétesis

El vanadio 5 es la forma predominante en los fluidos bisldgices; sin embargo,
una vez que ingresa a lc;s células es reducido po;" diversas enzimas a la forma 4°, y es
asi como se acumula.

Diversos pardmetros citogenéticos evaluados tanto in vive han mestrado una
elevada toxicidad expresada como una disminucién de la viabilidad y dafic al material
genético cuando se administra vanadatoe. Es el nivel celular aquel en que se observa el
dafio. En el sistema reproductor de roedores macho por ejemplo, se ha encontrado un
aumento en el porcentaje de espermatozoides con forma anormal.

Con base en lo anterior, si administramos un compuesto de vanadio con estado
de oxidacidn 4° (tetradxido de vanadio) direcfamente a ratones macho de la cepa
CD-1 durante el ciclo espermatogénico, entonces induciremos toxicidad expresada en
el sistema reproductor como alteraciones histoldgicas a nivel de los tdbulos
seminiferos, incremento en las anormalidades espermdticas y reduccidn en el conteo,

viabilidad y movilidad de los espermatozoides.
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Objetivos

OBJETIVOS

General:
Evaluar los efectos reprotéxicos del tetraéxido de vanadio en tdbulos

seminiferos y células gaméticas de ratones CD1 tratados durante la espermatogénesis.

Particulares:

Establecer la dosis [etal media (LDso) del tetradxido de vanadio para rafones
macho CD-1.

Evaluar la produccién de anormalidades espermdticas ocasionadas por la
administracién de tetradxido de vanadio durante la espermatogénesis de ratén,

Valorar la movilidad, viabilidad y produccion espermdtica de ratones tratados
tetradxido de vanadio durante la espermatogénesis.

Establecer el efecto del tetraéxide de vanadio sobre el peso testicular en
ratones tratados durante la espermatogénesis.

Evaluar el drea de tdbulos seminiferos en ratones tratados con tetradxido de

vanadio durante la espermatogénesis.
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Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

Animales

Todos los animales utilizados en el trabajo fueron ratones macho de la cepa
CD-1 de tres meses de edad y un peso entre 37.5 - 51 g, que fueron repartidos en
grupos de 6 animales cada uno, se mantuvieron en cajas de pldstico y condiciones
controladas de iluminacidn-oscuridad (luz de fas 05:00 a las 17:00 h). Se les permitio
libre acceso al agua y alimento (Purina chow). Los ratones fueron pesados al momento
de iniciar los tratamientos, cada tercer dia y al momento del sacrificio en una balanza

digital (ACCULAB V-333 con exactitud de 0.1 g).

Disolucion de trabajo

Antes de aplicar los tratamientos se preparé una suspensién de tetradxido de
vanadio (V204 99,9 puro, Aldrich Chemical Co., Milwakee, Wis, USA) mezclando el
compuesto en agua desionizada. Las concentraciones finales se calcularon para ser

administradas en 0,1 ml por cada 10 g de peso corporal del animal.

Determinacion De La LDso

Con el proposito de determinar la dosis en la que el tetradxide de vanadio
expresa su toxicidad como la muerte del 50% de la poblacién de ratones machos de la
cepa CD-1a que se administra, se procedié a formar 6 grupos con 6 animales cada uno;
los cuales fueron tratados ip con una de las siguientes concentraciones de V204 130,

140, 150, 160, 180 é 200 mg/Kg en un volumen de 0,1 ml por cada 10 gramos de peso
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corporal. El porcentaje de mortalidad para cada grupo se determing 24 horas después
y se graficé contra las diferentes dosis aplicadas.

Las concen*rr‘acioﬁes mencionadas se defe:r-minar'on a partir de aproximaciones
hechas con datos de LDso reportados en la literatura para otros compuestos de

vanadio con estados de oxidacion 4” (Llobet y Domingo, 1984).

6rupos
Una vez obtenida la LDso se formaron los grupos para andlisis espermdtico, los

cuales fueron tratados durante 60 dias con tetradéxido de vanadio de acuerdo a la

siguiente tabla:

Grupo  Dosis, fraccién de la  Nimero de animales Duracion del tratamiento

LDso (mg / kg)) (dias)
1 0 6 60
2 1/8 6 60
3 1/16 6 60
4 1/32 6 60

Todos los animales recibieron cada tercer dia una inyeccidn i.p. de acuerdo al

grupo en que se ubicaran.

Evaluacién Espermdtica

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y se realizé su
diseccién. Los testiculos se pesaron rdpidamente con ayuda de una balanza analitica
(OHAUS 130, exactitud de 0.001 g). Los conductos eferentes fueron removidos y su

exprimido se colocé en 2 ml de solucidn Tyrode’s (Sigma Chemical Co., 5t. Louis,
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MO) a 37°C. De esta susp_ensién homogenea se dispuso una gota sobre un portaobjetos
precalentado a 37°C y fué valorada la movilidad espermdtica al —con'l'ar' 200
espermatozoides de cac.ia ratén (Linder et al, 1§92; Seed ef al, 1996) en diferentes
campos a 400 aumentos en un microscopic de contraste de fases (NIKON); las
categorias fueron: espermatozoides con movimiento y espermatozoides sin
movimiento. El porcentaje de espermatozoides con movimiento se definié como nimero
de células méviles/ nimero de células totales x 100 (Seed et a/, 1996).

La viabilidad fué evaluada colocando 10 g de la suspensién espermdtica en un
tubo eppendorf y adicionando 10 1l de azul tripano, se agité ligeramente y enseguida
se colocd una gota sobre un portaobjetos para conter 200 células siguiendo el criterio
de inclusidn-exclusidén, esto es: oscuras (que incluyeron el colorante) como muertas y
claras como vivas (Sigma cell culture, 1997). Se utilizé el mismo método que en la
evaluacién de movilidad para obtener el porcentaje de células viables y de esfc; forma
se presentaron,

El conteo espermdtico se determind colocande 10 4 de la suspensidn
espermdtica de los conductos eferentes de cada ratén en la cdmara de un
hemocitémetro (PROPER Lumicyte 1/100 mm de profundidad) y contando en el
microscopio, a 400 aumentos el nimero de espermatozoides presentes en cuatro
cuadrantes. El promedio obtenido se multiplicé por 10* .

Del resto de cada suspensién espermdtica se hicieron 2 preparaciones, fueron

secadas al aire y tefiidas con Giemsa (1:16 en agua corriente por 30 minutos). De cada
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preparacidn se examinaron 500 o mds espermatozoides de diferentes campos
(6000 o mds espermatozoides por dosis) @ 400 aumentos y fueron clasificados como
normales o anormales. de acuerdo al cr'ifer'lio de Wyrobek y Bruce (1975). Los
resultados se presentaron como porcentaje de formas anormales vy porcentaje
relativo de cada forma anormal. Las preparaciones fueron codificadas antes de

evaluar las anormalidades morfoidgicas en espermatozoides.

Andlisis morfométrico de tibulos seminiferos

El testiculo derecho de cada ratén se fijé en Bouin (75 partes de dcido picrico,
25 partes de formol y 5 partes de dcido acético glacial) durante 24 horas, para
después ser deshidratado progresivamente con alcohol etilico de diferentes
graduaciones e incluido en parafina.

De los érganos asf obtenidos se hicieron cortes transversales seriados de 10
tm en un microtomo (American Optical), recuperando uno cada 100 .pm.

Los cortes se colocaron en laminillas y la parafina se retiré mediante lavados en
xilol. Las preparaciones se tifieron con hemﬁfoxiiina-eosina, fueron montados con
bdlsamo de Canadd y se observaron a 100 aumentos.

Con una reglilla micrometrica se midié el didmetro mdximo y el perpendicular a
éste de 50 tubulos seminiferos al azar en cada uno de los drganos obtenidos. Se

utilizé la formula: drea = r’[1; donde r= didmetro uno + didmetro dos/4. Solamente se
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midieron las secciones transversales y se tuvo cuidado de no medir cada tdbulo mds de
una vez. Los resultados se presentan como el drea promedio en wm por dosis.

En todas las preparaciones se busco la presencia de algin tipo de lesién

Andlisis Estadistico

Los datos cuantitativos de pesc testicular, conteo espermdtico y drea de los
tibulos seminiferos de los grupos tratados con tefradxido de vanadio fueron
comparados contra el grupo testigo mediante la prueba t de Student; en caso de no

cumplir con los supuestos requeridos por la misma se aplicd la prueba no paramétrica

de Mann-Whitney.

La evaluacién estadistica de la informacién sobre anormalidades espermdticas,
viabilidad y movilidad se realizé comparando los datos del grupo control y de los

grupos tratados con la prueba de Mann-Whitney

En todas las valoraciones estadisticas se utilizé una probabilidad de P<0.05

cotmo criterio de significancia.
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RESULTADOS

En los animales traftados ip con una dosis de 150 mg/kg de tetradxido de
vanadio se observé una- mortalidad del 50%. Los datos para cada dosis ensayada se
presentan en la Grdfica 1.

La dosis letal media se corroboré administrando 150 mg/kg de tefradxido de
vanadio a dos grupos mds. El resultado fue el mismo que en el primer ensayo.

Sintomas de toxicidad

Algunos de los animales que recibieron la dosis mds alta murieron dentro de la
primera hora posterior al tratamiento. La tasa mds alta de mortalidad ocurrié durante
las primeras 24 horas después del tratamiento. Se observé que los ratones empezaron
a presentar una respiracién acelerada e irregular y disminuyeron su actividad
locomotora. Las excretas no tenfan la consistencia normal, aunque no se presentd
diarrea.

Los sintomas descritos se observaron también dentro de las primeras 24 horas.
Los animales sobrevivientes no presentaron ningun sintoma después de 48 horas.

Con base en la informacién de LDsp encontrada se determinaron las
concen‘rracio.nes de tetradxido de vanadio a ser aplicadas en los grupos tratados
durante 60 dias para andlisis espermdtico (Tabla 2).

Un ratén del grupo que se administré la dosis mas alta de tetradxido de
vanadio muri¢ después de la aplicacién nimero 21 (dia 43 de tratamiento),

probablemente debido a la toxicidad del compuesto.
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Tabla 2. Diferentes fracciones de la LDso del tetradxido de vanadio aplicadas a
grupos de ratones durante 60 dias.

Grupo Nimero de animales Fraccién de la LDsp (150 Dosis (mg/kg)
mg / kg)
1 6 0 0
2 6 1/8 18.8
3 é 1/16 9.4
4 6 1/32 47

Peso corporal y testicular
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el peso
corporal ‘inicial y final de los grupos tratades con diferentes concentraciones de

tetradxido de vanadio y el grupo testigo (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tetradxido de vanadic sobre el peso corporal y testicular de
ratones después de 60 dias de tratamiento (los datos representan la media + el error
estdndar)

Dosis (mg / kg)

0 4.7 9.4 18.8
Dosis total aplicada 0 141 282 564
Numero de animales 6 6 6 5
Peso corporal inicial 41.8310.99 43.73+152 4555+1.92  41.60+0.23
Peso corporal final 43.25+0,72 43.91+1.64 47 93+1.79 43,34+3.12
Peso testicular total ¢ 0.3440.01 0.37+0.02 0.36x0.02 0.27+0.03*

* El peso esta dado en gramos
* P<Q.05, prueba t de Student

El peso corporal en los diferentes grupos durante los 60 dias de tratamiento
presenté un comportamiento muy similar, lo cual apoya el resultado de no diferencia

en los pesos finales (Grdfica 2).
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Después de aplicar el tratamiento de 18.8 mg/kg V.0, el peso testicular del
grupo disminuye de forma significativa con respecto al testigo (0.34:0.01 vs.
0.27+0.03) (Tabla 3). .

Conteo espermdtico

Por otro lado se observa una tendencia hacia la disminucion del conteo
espermdtico conforme se incrementa la dosis, esto es 235t£32.98 para el grupo
testigo y 222.50+12.24, 191.17+17.43 y 167.20+31.36 para las concentraciones de 4.7,
9.4 y 18.8 V,04 mg/kg respectivamente (Grdfica 3).

Movilided espermdtica

Con respecto al porcentaje de movilidad se encontré el 62.62 % para el grupo
testigo, 62.03, 62.23 y 50.34 para las dosis de 4.7, 9.4 y 18.8 V,0; mg/kg. La
disminucidn en el porcentaje de movilidad para la dosis mds alta es estadisticamente
significativa c;ampar'adu con el grupo control (P < 0.05) (Grdfica 4).

Viabilidad espermdtica

La viabilidad espermdtica presenté una reduccién significativa (P<0.05) en los
grupos a que se administré 9.4 y 18.8 V204 mg/kg con respecto al grupo testigo, esto
es 77.40y 76.26 contra 93.39 respectivamente (Grdfica 5).

Area de los tibulos seminiferos y morfologia

El drea de los tibulos seminiferos en los diferentes grupos no presenta

cambios estadisticamente significativos (grdfica 6). sin embargo, se presentaron

algunos cambios en la morfologia del epitelio seminifero.
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El epitelio germinal de! grupo testigo se aprecia integro en las diferentes
etapas del ciclo espermatogénico (Figura 1A). Se observan también muy pocas células
de tipo G" (Grifid er- al, 1963), cuyas car‘ac.ter'isﬂcas son: contorno definido, de
tamafio en apariencia semejante a un espermatocito en fase de paquiteno, su
citoplasma es eosinofilo, ndcleo central grande con cromatina formando grumos
gruesos y sin disposicion caracteristica.

Estos tipos celulares son escasos en la regidn basal, frecuentemente forman
parte de asociaciones celulares en e! lumen del tibulo en relacién a espermatozoides
prontos a desprenderse, aunque pueden encontrarse rodeados por espermatocitos.

De acuerdo con Chapin (1988) la apariencia celular descrita corresponde a
células muertas.

En contraste con el grupo control en aquellos grupos tratadoes con 9.4 y 18.8
mg/kg V204 se observé mds frecuentemente la presencia de células “6" (Figura 1B).

En algunos tibulos se aprecién una pérdida de la celularidad comtin al epitelio
seminifero n asociacién con células “6" (Figura 2A), mientras que en otros la carencia
de células germinales es completa (Figur'.a 28), en ambos se encuentran grandes

vacuolas épticamente vacias.
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Grafica 1. Porcentaje de mortalidad en grupos de ratones 24 horas después de ser
tratados i.p. con diferentes dosis de tetradxido de vanadio.
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Gréafica 2. Comportamiento del peso corporal de ratones testigo o tratados con
tetradxido de vanadio a diferentes dosis durante 60 dias.



Resultados

I
Jj

18,8 mg / kg V204

300 |,
250 4
g T
N Cord =2
&' 200 -
£ | * T
=~ i
Il 2150 <
6 x |
$ 100!
5
£ 50 |
5 1
= I
o
Testigo 47 9.4
Grafica 3. Conteo espermatico de ratones

tratados con diferente

concentraciones de tetradxido de vanadio durante 60 dias. Los datos representa

ta media =+ el error estandar, n= 6.



Resultados

60

T
HH

HH

%

50 |
40
30 |

20 |

% de células moéviles

10 4

Testigo 4,7 9,4 18,8 mg/kg V204

Grafica 4. Porcentaje de espermatozoides moviles en ratones tratados con
tetradxido de vanadio durante 60 dias. Los datos representan la media + e
error estandar, n=6. * P<0.05 vs. grupo testigo (Prueba U de Mann-Whitney).
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Gréafica 5. Porcentaje de espermatozoides viables en ratones testigo o tratados
con diferentes dosis de fetradxido de vanadio durante 60 dias. Los dato
representan la media + la desviacién estandar, n= 6.* P<0.05 vs. grupo testigo

(Prueba U de mann-Whitney).
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Grafica 6. Area de tlbulos seminiferos en ratones testigo o tratados con diferentes
dosis de tetradxido de vanadio durante 60 dias. . Los datos representan la media +

la desviacion estandar, n= 8.
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Figura 4. Tdbulos seminiferos de ratén. Los testiculos fueron fijados en Bouin, incluidos en pardfinay
tefiidos con hematoxilina-eosina. A) testigo, los limites del tibule se encuentran definidos vy el
arreglo del epitelio seminifero presenta diferentes etapas de desarrollo del ciclo espermatogénico,
no se observan tipos celulares ajenos al epitelios seminifero. B)18.8 mg/kg de V,0,, Son evidentes las
numerosas células "6" cercanas al lumen {puntas de fiecha)y los espermatocitos que las rodean.
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Figura 5. Tdbulos de ratones tratados con 18.8 mg/kg V204. Lo testiculos fueron fijados con Bouin,
incluidos en parafina y tefiidos con Hematoxilina-eosina. A) Se observa pérdida celular, persisten
algunas espermatogonias (Eg), numerosas celuias 6" (puntas de flecha) y detritos celulares (flecha).

B) Tdbuio con vacuolas y pérdida completa del epitelio seminifero (T),
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Anormalidades espermdticas

Un espermatozoide tipico del grupe control, con el gancho caracteristico y una
sola cola se muestra en la figura 6a. La anormalidades espermdticas inducidas por el
tetraéxido de vanadio fueron, de acuerdo con Wyrobek y Bruce {1975): el gancho
inusual (Fig. éb), la cabeza con forma de pldtano (Fig. 6¢), Cabeza amorfa (Fig. 6d),
enrollados sobre si mismos (Fig. ée) y bicaudos {Fig. 6f). Sin embargo, se encontraron
otras formas anormales como microcéfalos (Fig. 6g), macrocéfalos (Fig. 6h), bicéfalos
(Fig. 6i), pieza media dividida (Fig. 6), cuerpo fusionado (Fig. 6k), Flagelo con la pieza
final enrollada (Fig. 61), tricéfalos (Fig. 6m) y cabeza estrecha (Fig. 6n).

En los espermatozoide microcéfalos y macrocéfalos la disminucidn o el aumento
de 1/3 del volumen de cabeza se fue utilizado como criterio de clasificacién.

Las células con la pieza media dividida (Fig. 6) presentan un desplazamiento del
conjunto de mitocondrias dejando expuesto al parecer el axonema, que mantiene
conectado el resto del flagelo (Fig. 2). La divisién en la pieza media puede presentarse
mds de una vez en el mismo espermatozoide.

Wyrobek y Bruce (1975) consideran en la categoria de bicaudos a
espermatozoides con dos cabezas; en el presente trabajo ambas categorias se
trabajaron por separado. Al encontrarse espermatozoides con dos cabezas y dos

flagelos con las pieza media fusionada se les clasificé como “cuerpo fusionado” (Fig.

6k).
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Figura 6. Espermatozoides de ratones tratados con tetradxido de vanadio durante 60 dias. A:
Espermatozoide con morfologia normal. B: Gancho inusual. C: cabeza con forma de platano. D:

cabezaamorfa.
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%/

Continuacién. E: Enrrollado sobre si. F: bicaudo. 6: microcéfale. H: Macrocéfalo.
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Continuacién. I: bicéfalo. J: pieza media divididadK: pieza media fusionada. L: pieza final
enrrollada.
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Continuacion. M: Tricaudo. N: Cabeza estrecha.
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Los tipos de anormalidades espermdticas mds frecuentemente observadas
fueron: el gancho inusual, los amorfos y el flagelo enrollado; estas formas representan
en conjunto el 93.18, 94.32, 9407y 9103 %'r'especﬁvamenfe. para el grupo testigo
y los tratados con 4.7, 9.4 y 18.8 mg/kg V20..

En la dosis de 4.7 mg/kg V.04 se observa un aumento significativo en el
porcentaje de anormalidades con respecto al testigo. Aunque en el grupo de 18.8
también incrementa e porcenfaje de anormalidades, este no es estadisticamente

significative debido a la heterogeneidad observada en las muestras (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de anormalidades espermdticas totales y por clase en ratones
tratades con V;Q4 durante 60 dias

Dosis (mg / kqg)

0 47 9.4 18.8
Porcentaje de 7.08+1.80 9.03+1.48 11.94+120 * 16.1345.66
espermatozoides anormales ¢
Tipo de anormalidad
Gancho anormal b 202 (45.91) 163 (28.15) 187 (25.16) 275 (33.33)
Cabeza de pldtano ° 10 (2.27) 6 (1.04) 7 (0.94) 21 (2.54)
Cabeza amorfa ® 135 (30.68) 179 (30.91) 310 (41.72) 371 (44.97)
Enrollados sobre si ® 73 (16.59) 204 (35.26) 202 (27.19) 105 (12.73)
Bicaudos ° 6 (1.36) 3 (052) 5 (0.67) 8 (0.97)
Otros © 14 (3.18) 24 (4.14) 32 (4.31) 47 {(5.68)

® Los datos representan la media + el error estdndar de 6000 espermatozoides leidos por

tratamiento
® Nimero total de 6000 espermatozoides leidos por tratamiento y porcentaje relativo para

cada tipo de anormalidad encerrado entre paréntesis
¢ Representa las anormalidades g-m de fa figura 6
* P< 0,05 vs. grupo testigo (Prueba de Mann-Whitney)

En conjunto la proporcion las anormalidades no descritas por Wyrobek y Bruce

(1975)(fig. 6g-n) representan el 3.18, 414, 431y 568 % con respecto al total de
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formas anormales del grupo testigo y aquellos animales a que se administré 4.7, 9.4

y 18.8 V,0,mg/kg respectivamente, Tabla 4.
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Discusion

Los sintomas de toxicidad debidos a la administracién i.p. de tetradxido de
vanadio observados en él presente trabajo son c'ongr'uenfes con aquellos descritos por
Llobet y Domingo (1984) al administrar i.p. sulfato de vanadilo (estado de oxidacidn 4°)
en ratones macho de la cepa Swiss.

Por otro lado durante la espermiogénesis, en el extremo apical de las células de
Sertoli (CS) se desarrollan estructuras citoesqueléticas entre las que se encuentran
involucrados componentes como: los filamentos intermedios, microtdbulos vy
filamentas de actina. Estos Gltimos presentan una disposicion paralela a la membrana,
mientras que todo el conjunto es denominado especializacidn ectopldsmica (EE), cuya
funcién es mantener unidas a su membrana a las espermdtidas, antes de su liberacidn
como espermatozoides (Meistrich, 1993; Vogl et al, 1991), (Figura 7). Esta capacidad
de unién de las CS permiten una produccién diaria de espermatozoides -normal
(PDEYMuffly et al, 1994).

Para la terminacién de la espermatogénesis, y por ende la PDE, se requiere de
concentraciones adecuadas de la hormona foliculo estimulante (FSH), que actda sobre
las €S manteniendo su capacidad de unidn a las espermdtidas (Muffly ef al, 1993;
Muffly et al, 1994).

En este sentido una disminucidn en la PDE es la expresién de una capacidad de
unién (CU) afectada en las €S, y el trastorno se encuentra a nivel de los

microfilamentos de f-actina y vinculina que forman parte de las especializaciones
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ectopldsmicas (Muffly et al, 1993; Muffly et al, 1994), es por esto que la
organizacién normal de los microfilamentos es necesaria para mantener la integridad

del complejo de unién adherente (Hew et al, 1993).

Especializacién
ectopldsmica

Actina en especializacién

ectoplasmica
Microtdbulos &
..'«‘-‘ﬁ!’ j';‘:ai'
"v'ff"f:“fr :-{ Eed 21
Filamentos .»-‘-’&:?sz.'fwig‘ !ﬁi’"deu. 4]
i ; CRREIZ T anTry
intermedios ot SR
Nicleo de la

célula de Sertoli

Actina

Lamina
basal

—

Figura 7. Esquema de un corte sagital de célula de sertoli en donde se muestran los
elementos citoesqueléticos involucrados en las especializaciones ectopldsmicas (tomado

de Vogl et al,, 1991)
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Compuestos metdlicos como el cloruro de cadmio son capaces de alterar la
estructura de los haces filamentosos de actina y de esta forma disminuir la capacidad
de las CS para anclar espermdtidas (Mills y Ferm, 1989; Hew e# a/, 1993 Pogach et
al, 1989), lo que se refleja en dltima instancia como una reduccién en el conteo
espermdtico.

Recientemente Ramirez et a/ (1997) demostraron que el vanadato es capaz de
inhibir la polimerizacién de microtibulos y de estimular la despolimerizacién de los
mismos. Aungue no se conoce el mecanismo por el que se produce este efecto, se
puede atribuir a la afinidad del vanadio por los enlaces disuifuro de las proteinas
(Cherian, 1985).

De esta forma la acumulacién de vanadile en las €S puede conducir a la
disminucion ciel conteo espermdtico por su interaccidn con los elementos
citoesqueléticos que conforman las EE, lo cudl reduciria la CU de las células de
Sertoli. En conjunto, estas evidencias experimentales nos permiten explicar la
tendencia al descenso del ndmero espermdtico conforme se incrementa la dosis de
tetradxido de vanadio (Grafica 3).

Por otro lado Hayashi y Kimura (1986) encontraron que el vanadilo, pero no el
vanadato es capaz de inhibir la activacion del adenilato ciclasa (AC, enzima
fundamental para la expresién de las funciones de la FSH entre otras hormonas

proteicas en sus células blanco) en presencia de andlogos no hidrolizables del
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guaanosin trifosfato en membranas adrenales de rata y, dado que la FSH es necesaria
para llevar a termino la espermatogénesis, este resulfado a nivel de las CS nos lleva a
pensar que la disminuc-ién del conteo espermci’r.ico (Grdfica 3) puede ser el resultado
de la inhibicién de las funciones de la FSH durante la espermdtogenesis. La sugerencia
anterior se apoya en el hecho de que, tanto en el testiculo (Al-Bayati ef af, 1991)
como en el semen (Chew et al, 1996) se ha reportado la presencia de vanadio.

Otra causa posible relacionada con la disminucién del contec espermdtico es la
es el nimero de las CS. Debido a que las CS solamente pueden soportar un nimero
determinado de CG, una reduccion en el nimero de las primeras ocasiona
necesariamente una disminucidn en la produccién de espermatozoides. Sin embargo,
no existen reportes de toxicidad que relacionen directamente compuestos de vanadio
con las CS.

El mow:mien'ro flagelar es la expresién fundamental de la vitalidad de las células
germinales, y es esencial para la funcidn reproductiva, esto invelucra una serie
compleja y acoplada de procesos quimicos, electroquimicos y mecanoquimicos que
pueden en algiin momento ser influenciados por el ambiente en que se desarrolian
(Katz, 1991). La capacidad de movimiento es adquirida durante el transito de los
espermatozoides por el epididimo (Comhaire, 1993; Eddy y O’ brien, 1994).

La mayor fuente de energia de las células germinales es el adenosin trifosfasto
(ATP), el cual es producido por las mitocondrias localizadas en la pieza media del

espermatozoide, e hidrolizada por la ATPasa en el flagelo. La energfa liberada ocasiona
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la contraccidn de los brazos de dineina, que a su vez inducen el movimiento deslizante
entre los dobletes microtubulares del flagelo, traduciéndose esto en movimiento
(Comhaire, 1993; Katz, 1991).

El vanadilo puede acumularse en las mitocondrias (Sakurai, 1994), inhibir las
ATPasa de dineina (Nechay, 1984; Nechay er a/, 1986) y oxidar al NADH y NADPH
(nicotinamida adenin dinucléotido y nicotinamida adenin dinucleotide fosfato
respectivamente) (Liochev y Fridovich, 1987; 1990), por lo que la disminucion
observada en el porcentaje de movilidad espermdtica al administrar 18.8 mg/kg V.0,
puede ser explicada por un desacoplamiento de los componentes enzimdticos que
participan en la produccién de ATP en las mitocondrias del espermatozoide.

En los diferentes grupos de ratones tratados con tetradxido de vanadio se
observa que los porcentajes de viabilidad espermdtica son mayores a los de
movilidad, es decir: muchos de los espermatozoides vivos carecen de movimiento, esta
situacién sugiere que las células presentan una estructura subcelular anormal
(Comhaire, 1993, Gagnon et af, 1991; WHO, 1987)

Los fejidos que conforman al testiculo y principalmente los espermatozoides
presentan una alta proporciéh de lipidos como dcidos grases poeliinsaturades (Sheriff,
1986; Aitken y Clarkson, 1987), situacién que hace a sus membranas susceptibles de
dafio peroxidativo por especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como el perdxido de
hidrégeno (H.0,), el anién superdxido (- O;7) y el radical hidrexil (- OH)(Jeulin ef a,

1989).
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Existen sistemas enzimdticos como el glutation peroxidasa/reductasa (Alvarez
y Storey, 1989) y la catalasa (Teulin ef af, 1989), cuya funcidn es captar y destruir las
ERO para mantener el Aequilibr'io en las células '(Alvar'ez y Storey, 1989). Por lo que,
cuando ocurre un desbalance entre la generacién de ERO y su destruccidn, puede
‘presentarse dafio celular (Gagnon et al, 1991; Jeulin et al, 1989).

La membrana espermdtica es muy sensible a los efectos del oxigeno y los
radicales libres. Una sensibilidad variable puede reflejar una disminucidn intra o
extracelular de los agentes antiperoxidantes protectores que se encuentran en el
espermatozoide y su ambiente, o bien una constitucidn de membrana diferente. Estas
diferencia pueden ocurrir en la espermatogenesis o durante la maduracién en el
epididimo (Rao et al,, 1989).

En hombres infértiles el volumen seminal y el porcentaje de células mdviles
presentan una correlacién inversa con la generacion de ERQO (Iwasaki y Gagnon, 1992;
Rao et af, 1989). De igual modo, la concentracion de ERO tiende a disminuir en
poblaciones espermdticas con mds del 60% de movilidad (Iwasaki y Gagnon, 1992).
Esta informacion sugiere que: 1) el fluido de las vesfculas seminales (sus secreciones
contribuyen con la mayoria del volumen seminal) presenta sistemas captadores de
especies reactivas de oxigeno y 2) que el dafio a espermatozoides es ocasionade por ia
generacién de ERQ (Gagnan et a/, 1991).

Espermatozoides con dafio o deficiencias morfoldgicas generan altas

concentraciones de ERQ, en comparacién con aquelios que presentan una movilidad

5t



Discusidn

normal (Aitken e al, 1989), aunque algunos de los que presentan una morfologia
normal pueden ser bioguimica y funcionalmente anormales, por lo que puéden formar
también ERQ (Gagnon e.r al, 1991; Rao et af., 19é9).

Si los sistemas enzimdticos captadores de especies reactivas de oxigeno
disminuyen en las secreciones de las vesiculas seminoles, serd mayor el dafio
ocasionado en membranas y menor la destruccién de ERO.

Sheriff (1991), observé en homogenizados de testiculo una disminucion de ia
concentracién de glutation y un aumento en la peroxidacién de lipidos al aplicar ip.
metavanadato de sodio a ratas Sprague-Dawley (2.5 y 5 mg/kg) por 2 ¢ 7 dias.
Duranfe una exposicién subcrénica a vanadio 4+ como en el pr'esenfe- estudio, el
compuesto metdlico puede acumularse dentro de las células y ejercer su efecto téxico
sobre vesiculas seminales y en epitelio seminifero, como parece haber ocurrido en el
trabajo de Sheriff. Es factible que el descenso del porcentaje (Grcificti 4} de
movilidad obtenido en la dosis de 18.8 mg/kg haya sido producido por mecanismos y
eventos como los mencionados arriba,

En espermatozoides incubados con ERQO se reduce también la concentracién de
ATP y por ende la movilidad; aunque la cantidad de ATP puede mantenerse o ser
recuperada en presencia de lactato + piruvato (Gagnon et al, 1991). Sin embargo, si la
ATP-asa no puede desfosforilar al ATP y contraer los brazos de dinefna en los

microtibulos del flagelo, tampoco puede generarse movimiento.
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E! vanadio tiene puede acumularse en mitocondria y ndcleo (Sakurai, 1994),
inhibir las ATPasas de dineina (Nechay, 1984; Nechay et al, 1986) e inducir la
formacidn de ERO, ademds de ocasionar una disminucién en la concentracién de
glutation en testiculo (Sheriff, 1991). Los efectos tdxicos del vanadic sobre la
movilidad espermdtica puede ser triple: 1) disminuyendo los sistemas enzimdticos
captadores de ERO, 2) contribuyendo a la formacién de ERO y por ende a la
peroxidacién de lipidos y 3) inhibiendo las funciones de las ATPasas en la pieza
intermedia del flagelo durante el paso de los espermatozoides por el epididimo (Chen
et al, 1996, detecté la presencia de vanadio en el plasma seminal de hombres
infértiles).

La presencia de espermatozoides con morfologia anormal indica que el proceso
de espermatogenesis fue afectado y que espermatozoides con morfologia anormal
pueden ser funcionalmente ineficientes (Krzanowska et a/, 1995).

Puesto que en su mayoria la cabeza del espermatozoide esta compuesta por el
nicleo (ademds de regiones discretas ocupadas por el acrosoma y el citoplasma) y
miltiples elementos citoesqueléticos, la forma se encuentra estrechamente
relacionada con la morfogénesis nuclear, que a su vez esta dada por la fuerzas
ejercidas durante el desarrollo de los componentes citoesqueléticos (Cole et al, 1989;
Meistrich, 1993).

El manchete es una estructura microtubular que se une a la envoltura nuclear y

circunscribe el nicleo de las espermétidas en mamiferos en las etapas tempranas de la
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espermiogénesis. Este elemento puede encontrarse involucrado en la morfogénesis
nuclear de las espermdtidas y colaborar de esta forma con alguna fuerza constrictora
que de la forma final a la cabeza del espermatozoide (Meistrich, 1993).

Algunas alteraciones genéticas que involucran la modificacién de un solo gene
son especificas para la induccién de formas espermdticas caracteristicas, como en los
ratones mutantes azh en que la formacién del manchete es defectuosa, lo que da
origen a peculiares formas anormales de cabeza (Meistrich et al, 1987).

Algunos agentes quimicos como la vinblastina son capaces de interferir con la
polimerizacién de los microtibulos e inducir la formacién de espermatozoides con
anormalidades semejantes a aquellas que se presentan en los ratones azh, con
desarrollo deficiente del manchete. La interferencia con el ensamble microtubular del
manchete entonces puede resulfar en formas nucleares aberrantes (Cole et al, 1989:
Meistrich, 1987),

Wyrobek y Bruce (1975) reportan que un alto porcentaje de espermatozoides
enrollados sobre si son inducidos por vinblastina (Fig. 6e). Estas anormalidades
aungue tienen relacién con la polimerizacién de los microtibulos se encuentran en un
nivel distinto al del manchete. La diferencia en los resultados obtenidos puede ser
ocasionado por la sensibilidad de cepas distintas a un mismo compuesto.

En relacién a los ratones CD-1 tratados en el presente trabajo con diferentes
dosis de tetradxido de vanadio se observa un aumento en el porcentaje relativo de

espermatozoides enrotlados sobre si (Tabla 4), en relacidn al grupo testigo, lo cual es
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consistente con un reporte de Rao ef a/ (1989), que encuentra correlacién entre la
peroxidacién de lipidos y la frecuencia de anormalidades de la pieza principal del
flagelo asi como de W}.frobek y Bruce (1975) a'l administrar vinblastina como agente
inhibidor de la polimerizacién de los microtibulos. Aunque la morfologia de las
anormalidades descritas por Rao no son similares a las encontradas en el presente
trabajo también se encuentran involucrados elementos microtubulares

Los hechos anteriores nos pueden llevar a pensar que la propiedad inhibidora
de la polimerizacion y estimulante de la despofimerizacién observada en el vanadato
(Ramirez, 1997) puede depender del estado de desarrolioc mds susceptible del las
células germinaies. Estas etapas pueden ser aqueilas en que se da un acelerado
desarrollo de las estructuras citoesqueléticas tanto en las CS (durante la formacidn
del las EE) como en las CG (durante la espermiogénesis y en las divisiones mitéticas o
meidticas en los compartimientos basal y adiuminal respectivamente).

Las causas por las cuales se forman espermatozoides con cabeza anormal no
estdn dadas por factores que afectan el volumen de la cromatina espermdtica, como:
contenido o compactacién del ADN en el ndcleo y diferencias en la organizacién de la
cromatina (Lee et al, 1997. Wyrobek et al, 1994). Sin embargo, un agente que induce
anormalidades espermdticas es tambien un agente que interfiere con la integridad del
ADN o con la expresidn de este material genético (Wyrobek y Bruce, 1975).

Algunos grupos de ftrabajo han reportado la capacidad de compuestos

inorganicos que contienen V* para inducir la hidroxilacién de 2’ deoxiguanosina y
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rompimientos en la cadena de ADN via reacciones mediadas por rddicales libres
(Sakurai er af, 1992; Sakurai et af, 1995; Shi ef al, 1996).

Entre los posib!és mecanismos de dafio al ADN se encuentran el incremento en
las concentraciones de Ca®* libre intracelular suficiente para activar endonucleasas, el
ataque directo al ADN por V* mediante la formacidn de radicales altamente reactivos
(ej. hidroxil) y rompimientos de la molécula por interaccidn covalente y/o de puentes
de hidrégeno (D’ Cruz et al, 1998).

por lo anterior se puede esperar que los defectos en la formacidn de la cabeza
y el flagelo estén dados tanto por la interaccién del tefraéxido de vanadio sobre los
componentes cifoesqueléticos de las células de Sertoli y las células germinales
durante el transcurso de su desarrollc a espermatozoides principalmente en la
espermiogénesis, como por un efecto genotéxico def tetraéxido de vanadio sobre las

células germinales.
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CONCLUSIONES

El conteo espermdtico tiende a disminuir conforme incrementa la dosis de
tetradxido de vanadio. Esta pérdida celular tal vez ocurra en aquellos estadios en que
se da un rdpido desarrollo de elementos citoesqueléticos en las células de Sertoli.

La administracion subcrdnica ip.. de tetraéxido de vanadio en altas
concentraciones provoca una disminucién significativa de la viabilidad y la movilidad
espermdticas, posiblemente ocasionada por eventos de lipoperoxidacidn.

En concentraciones elevadas el tetradxido de vanadio incrementa la produccién
de espermatozoides con morfologia anormal, efecto que puede ser ocasicnado por
interferencias en la polimerizacidn de los microtibulos a nivel de las células de Sertoli
y por dafio directo al ADN mediado por especies reactivas de oxigeno producidas por
el tetradxido de vanadio.

En los animales tratados con las dos concentraciones mds altas de tetradxido
de vanadio, los tibulos seminiferos presentan rasgos histopatoldgicos que van desde a

aparicion de células muertas hasta la pérdida completa del epitelio seminifero.
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