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RESUMEN

En la naturaleza, el Vanadio (V) no se encuentra en forma pura, por sus propiedades
intrinsecas es propenso a reaccionar con otros elementos. Sin embargo, su liberacion
a la atmdsfera es principalmente ocasionada por la actividad humana, por lo que es
considerado un contaminante ambiental. Se ha estimado que, de las 110 mil
toneladas de V descargadas anualmente, alrededor del 91% son producto de la
actividad industrial, de la combustién de petroleo, de carbon y de aceites pesados, v el
resto son derivadas de la erosion del suelo, emisiones volcanicas, incendios forestales
y otros procesos biog. nicos.

Las principales vias de ingreso a los organismos del V son la respiracion, la absorcion
dérmica y la ingesta. Los efectos del V en el ADN son controvertidos, contradictorios y
escasos in vivo (NDA, 2004) y debido a la escasa informacion disponible en la
literatura, la International Agency for Research on Cancer (2006) clasifica el vanadio
como una categoria 2B (posible carcinébgeno humano). La constante exposicion de la
poblacién crea un interés en los efectos toxicolégicos de este metal y, particularmente,
en su potencial genotéxico lo que podria generar consecuencias en la reproduccion,
por lo cual es necesario evaluar el posible dafo reprotoxico provocado por el
pentéxido de vanadio (V20s), existen estudios en el modelo in vivo con informacion
poco clara. El objetivo de este trabajo fue evaluar las aberraciones cromosémicas
estructurales y numéricas, la calidad seminal, las proporciones de espermatogonias
y el indice Mitético Espermatogonial, en ratones macho de la cepa CD-1 tratados
con este metal, administrado por inhalacion.

Se conformaron 5 grupos de 5 ratones, a los cuales se les administro V por via aérea:
tres grupos con V,05 en concentraciones de 0.02, 0.04 y 0.08M, un testigo negativo y
un testigo positivo con 1.046 x10°M de Mitomicina C (MMC), en todos los casos el
tratamiento fue de 24h (tratamiento agudo). Los resultados muestran que la
administracion de V,0s por inhalacién en ratones CD-1, aumentan el porcentaje de
Aberraciones Cromosomicas Estructurales en todas las concentraciones vy
Aberraciones Cromosdmicas Numéricas en las concentraciones 0.04 y 0.08M, lo que
habla de genotoxicidad, altera el IME en todas las concentraciones, al ralentizar algun
estadio de la division celular, lo cual refleja el efecto citostatico, modifica los
porcentajes de espermatogonias en la concentracién mas alta 0.08M, aumenta las
espermatogonias en renovacién por efecto citostatico y las espermatogonias tipo B
disminuyen por efecto citotoxico, reduce la calidad seminal en todas las
concentraciones administradas, la morfologia espermatica se vio alterada en todas las
concentraciones, la cual es asociada a dafio al material genético y la densidad
disminuye en todos los grupos, tener una densidad baja es una muestra mas del
efecto citotoxico del vanadio, que al disminuir las espermatogonias de tipo B, que son
aquellas que van a dar origen a los espermatozoides, la densidad se vera afectada,
podemos catalogar al vanadio como un compuesto que induce genotoxicidad,
citostaticidad y citotoxicidad en células troncales y diferenciadas de la génada de
ratbn macho.

Palabras clave: Calidad seminal, Espermatogonias, Exposicion Aérea, Reprotéxicos, Vanadio.
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INTRODUCCION

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente. Muchos, como el
calcio (Ca), cobalto (Co), cobre (Cu), hierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso (Mn),
niquel (Ni) y zinc (Zn), son micronutrientes y constituyen parte esencial en los
sistemas biologicos (Lewin, 2002; Crans, 2004; Lehninger et al., 2005). Dentro de la
célula las enzimas utilizan metales para catalizar reacciones, son mediadores en el
metabolismo y en el transporte de oxigeno, estabilizan macromoléculas y estan
involucrados en la transduccion de sefales (Lewin, 2002; Crans, 2004; Lehninger et
al., 2005). Sin embargo, en concentraciones altas algunos de ellos tienen propiedades
genotoxicas y carcinogénicas (Leonard, 1988; Hartwig, 1995). Los metales pesados
son elementos contaminantes de la atmdsfera y por su toxicidad generan efectos
nocivos en los seres vivos. Normalmente se encuentran presentes en la atmdsfera en
concentraciones muy pequefas, sin embargo, al no ser degradados por procesos
quimicos ni bioldgicos su persistencia es elevada. La importancia de sus efectos esta
en funcion de la naturaleza del elemento, concentraciones ambientales y el grado de
exposicion. En términos generales, las emisiones de metales son consecuencia
fundamentalmente de la combustién (carbén, derivados del petréleo (combustibles)),

metalurgia y transporte.

VANADIO (V)

El V es un elemento quimico con numero atdmico 23, esta situado en el grupo 5 de la
Tabla Periddica. Es un metal de transicion, es ductil, maleable y un buen conductor de
calor y electricidad, su masa atdmica es de 50.95g/mol, su punto de fusion de 690°C,
su punto de ebullicion de 1750°C y una configuracién electronica [Ar] 3d® 4s2. Puede
tener diversos estados de oxidacion que van desde 0 a 5+, siendo 3+, 4+ y 5+ los que
estan asociados la actividad biolégica (Michibata, 2012). El V se encuentra distribuido
en el suelo y tiene una abundancia de 0.02 % en la corteza terrestre. Es el segundo
metal mas abundante en el agua de mar con una concentracion cercana a 35 nM. En

los seres humanos la concentracion intracelular de V es de 0.3 uM (Rehder, 2012). El



V es un importante contaminante de aguas subterraneas, asi como para las aguas
superficiales afectadas principalmente por la mineria (Irene et al., 2004).

Los trabajos sobre el papel biolégico del V han ganado mucha importancia en los
ultimos anos, debido a su potencial toxico, mutagénico y genotdxico en una amplia
variedad de sistemas biolégicos, ademas de que, en el afio 2006 la International
Agency for Research on Cancer (IARC), clasific6 como un posible carcinbgeno para
los humanos al pentéxido de vanadio (V20s). Participa en la sintesis de clorofila en
organismos fotosintéticos y es un micronutriente para varias especies marinas y
terrestres. En los alimentos se encuentra en los estados de oxidacion 3+ y 4+. En la
metalurgia, el V se utiliza para producir ferrovanadio (FeV), lo que aumenta la
resistencia del acero. El V tiene un papel critico en las aleaciones de titanio utilizado

en la industria aeroespacial.

LIBERACION DE VANADIO AL MEDIO AMBIENTE

En la naturaleza, el V no se encuentra en forma pura, por sus propiedades intrinsecas
€s propenso a reaccionar con otros elementos. Una cantidad significativa del V que se
libera a la atmdsfera se deriva de la erosion del suelo, las emisiones volcanicas, los
incendios forestales y otros procesos biogénicos (IPCS, 2001; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006). En las Uultimas décadas, el nivel de vanadio esta
aumentando significativamente en la biésferay sera alarmante en el futuro
(Ringelband 'y Hehl, 2000), las principales causas son la intemperie,
la deposicidon atmosférica seca y humeda, la mineria, etc. (Morrell et al., 1986).

Se ha estimado que, de las 110 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente,
alrededor del 91% son producto de la actividad industrial.En el ambiente, los niveles
de V dependen de las condiciones climaticas, la posicién geografica y las condiciones
de urbanizacion, entre otros factores (Figura 1). En grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 ug/m3y en areas rurales cantidades
menores a 0.024 ug/m?3 (Lagerkvist et al., 1986; IPCS, 1988). Para la Ciudad de
México se han reportado valores que alcanzan 0.114 ug/m? en aeroparticulas de 10
um y 0.093 pyg/m? en las de 2.5 uym (Gutiérrez-Castillo et al., 2006), datos que

coinciden con las cantidades encontradas en otras localidades con intensa actividad
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industrial de Europa y Estados Unidos de América. Los petroleos de América son los
que contienen mas V, en crudos provenientes de Venezuela las concentraciones van
de 282 a 1,180 ug/g, en la variedad atabasca de Canada y la maya de México el
contenido es de 640 y 243 ug/g, respectivamente. En cenizas, residuos solidos u
hollin se pueden encontrar de 600 a 700 ug/g (IPCS, 1988; Crans et al., 1998).
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Figura 1. Liberacién de vanadio al ambiente (tomado y modificado de Fortoul et al., 2014).

USOS DEL VANADIO

El V utilizado en la industria quimica como un catalizador para la produccién de acido
sulfurico y otros productos quimicos, insecticidas y productos fotograficos. La
produccion de pesticidas, fungicidas vy fertilizantes también incorpora compuestos de
V (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Ademas, por sus propiedades
moduladoras de la expresion de diversos genes, es usado en modelos experimentales
como agente anticarcinogénico (Evangelou, 2002; Mukherjee et al., 2004; Thompson
y Orvig, 2004; D'Cruz y Uckun, 2005; Scior et al., 2005). Los compuestos de V
también se han utilizado como modificadores de color en las lamparas de vapor de
mercurio (Hg), y como parte de los materiales de destino utilizados en los rayos X
(Moskalyk y Alfantazi, 2003).



EXPOSICION AL VANADIO

Para algunos mamiferos, como las ratas, el vanadio (V) es un oligoelemento esencial;

sin embargo, no hay datos significativos a través de los cuales se concluya que el V

es parte necesaria de la nutricion para los humanos, esto se debe a la amplia

distribucion, ademas, los estados predominantes de V en el cuerpo humano son 4+ y

5+ (Kordowiak y Holko, 2009). Los seres humanos estamos expuestos al V mediante

el ambiente y por la dieta (cereales, carne, frutas y vegetales). Existen distintas vias

(Figura 2) por las cuales el V ingresa en el organismo:

La via dérmica es la de menor riesgo debido a la baja liposolubilidad del V; es

decir, no puede penetrar facilmente la piel (1-3%).

Por via oral estamos expuestos por los alimentos que contienen V, sin
embargo, esta via es de poca importancia debido a que el nivel de absorcion

es minimo (10%).

La via respiratoria es la mas importante no solo por la concentracién de V en la
atmdésfera, debido a que el porcentaje de absorcién por esta via es de hasta
25% (Leonard y Gerber, 1994; Elinder et al., 1988; Mukherjee et al., 2004).
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Figura 2. Toxicocinética del V (modificado de Elinder et al., 1988; Mukherjee, et al., 2004;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).



La exposicidon por inhalacion a los metales es muy importante ya que es la ruta por la
cual producen efectos mas toxicos. Se considera que por medio de esta via se
absorbe hasta el 25% (Leonard y Gerber, 1994). Las concentraciones en el ambiente
varian dependiendo de la cercania con las fuentes emisoras. En una revision reciente,
se examino la cantidad de V en los alimentos que se ingieren en la dieta cotidiana y el
riesgo toxicolégico que esto representa (NDA, 2004). En los alimentos se encuentra
en los estados de oxidacion 3+ y 4+, se ha estimado que la ingesta de V en la dieta en
promedio es de 13 a 15 pg/dia (Tabla 1) y algunos autores mencionan que alcanza
valores de 60 ug/dia (French y Jones 1993; NDA 2004). La concentracién media en
agua de grifo es de 0.001 mg/L. Asumiendo que, al tomar 2 L de agua al dia, la

ingesta diaria de vanadio seria de 0.002 mg para adultos aproximadamente.

Tabla 1. Concentracion de Vanadio en alimentos

Alimento Media (ug/100g) Intervalo (ug/100g)
Adulto
Lacteos 0.1 0-0.6
Carne, pescado y aves 1.0 0-11.9
Huevo 0.3 0.2-04
Nueces 0.6 0.2-1.0
Legumbres 0.1 0-0.3
Cereales 2.3 0-14.7
Frutas y jugos 0.6 0-7.1
Vegetales 0.6 0-7.2
Sopas 0.6 0-2.0
Edulcorantes 2.3 0.4-4.7
Grasas y salsas 0.3 0-0.6
Infante
Formulas lacteas 0.1 0-0.2
Carne y aves 0.5 0-0.8
Cereales 1.6 1.2-2.0
Frutas y jugos 1.6 0-13.4
Vegetales 0.4 0-1.1

Modificado de Pennington y Jones, 1987; Imtiaz et al., 2015.



MECANISMOS DE ACCION TOXICA DE VANADIO

Se ha demostrado ampliamente que el V y los metales transicion promueven la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en sistemas bioldgicos, mediante

tres mecanismos (Gandara et al., 2005):

= Reaccion tipo Fenton o ciclo de Haber-Weiss.

= Biorreduccién del vanadato, mediado por enzimas anti-oxidantes como el
glutation peroxidasa o flavoenzimas, procesos por los cuales se generan ROS

como subproductos.

= |nteraccion con la mitocondria.

La generacién de ROS por los metales de transicion se da cuando:

1.- Un metal con cierto estado de oxidacién M" reacciona con un anion superoéxido O2*
que da lugar a un metal con un estado de oxidacion menor M™" y Os..

2.- Los metales participan en la reaccion tipo Fenton que da como productos peroxido
de hidrogeno (H20:2), anion superdxido (O2°) y el téxico radical hidroxilo (OH"). La

reaccion esta implicada en el desarrollo de un estado de estrés oxidante en la célula.

Fe?* + H2Op ----------- -> Fe® + OH* + OH* (Fenton)
(VALY & o Pp— > V4 + OH* + OH*
Oz + Fe¥ e > O2+ Fe?* (Haber- Weiss)
O + AV -> O, + \Vas

A las ROS se les refiere como radicales libres (RL) porque son moléculas que
contienen uno o mas electrones desapareados, los cuales poseen una gran cantidad
de energia. Estos buscan aparearse con otros electrones proporcionandoles la
capacidad de reaccionar con otras moléculas como proteinas, lipidos o acidos
nucleicos, modificando asi su estructura e incrementando el dafio celular (Zini et al.,

2009; Roldan, 2016). Existen 2 mecanismos de produccion de ROS y RL: 1) los
6



generados como subproductos del metabolismo celular, como seria el transporte de
electrones en la cadena respiratoria mitocondrial y la cadena de transporte de
electrones del reticulo endoplasmatico (Farris et al., 2005) y 2) los generados a partir
de fuentes exdgenas, como respuesta a la exposicion a radiaciones ionizantes, rayos
UV, contaminacion ambiental, humo de cigarrillo, hipoxia, ejercicio extenuante,
reaccion inflamatoria e isquemia (Vilar, 1996; Wang, 2001). El Estrés Oxidante se ha
definido como un desequilibrio entre los mecanismos prooxidantes y los mecanismos
anti-oxidantes de los organismos, que involucran sistemas enzimaticos y moléculas

organicas diversas entre las que se incluyen algunas vitaminas comola Ey C.

TOXICIDAD DEL VANADIO

En los estudios de toxicidad realizados por diversos investigadores se advierten
diferentes resultados que dependen de la via de administracion, la dosis administrada
y el periodo de tiempo, asi como los diferentes estados de oxidacién del elemento.
Debido a la ausencia de datos de toxicidad cronica, el Programa Nacional de
Toxicologia de los Estados Unidos organizé estudios en roedores, con una duracion
de 2 afos, sobre los efectos del V20sbasandose en que ésta sustancia es un
contaminante ambiental e industrial con gran potencial de exposicion en humanos
(National Toxicology Program, 2002). Los estudios concluyen que la exposicion a
particulas de V20s produce tumores pulmonares en ratas machos y , se estima, en
hembras asi como en ratones machos y hembras. También, fueron observadas
muchas otras lesiones no neoplasicas del tracto respiratorio como son: rinitis,
hemorragia nasal, tos, dolor de garganta y asma (NTP, 2002).

La toxicidad del V en trabajadores laboralmente expuestos esta bien documentada
(IPCS, 1988; IPCS, 2001; Woodin et al., 2000; World Health Organization, 2001). Los
oxidos de V presentes en las particulas de menos de 10 ym de didmetro de las
cenizas y polvos, producto de la quema de combustible fosil, estan asociados con
efectos adversos a la salud. La exposicion cronica por inhalacion en ambientes
laborales induce cambios en los 6rganos respiratorios y la aparicion de bronquitis,
rinitis, laringitis y faringitis, en algunos casos produce cambios en el ritmo cardiaco y

la aparicion de un color verdoso en la lengua de trabajadores fumadores. También, se
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han reportado alteraciones bioquimicas en sangre como la disminucion de grupos
sulfhidrilo y cambios en la concentracion de la albumina y del colesterol. En un
estudio realizado por Fortoul et al. (2002), se detectd que la cantidad de V aumento en
pulmén en autopsias practicadas a residentes de la Ciudad de México que vivieron en
la década de los 90’s (1.36 £ 0.08 pg/g en peso seco de pulmdn) en comparacion con
los que vivieron en la década de los 60’s (1.04 + 0.05ug/g en peso seco de pulmon).
Las concentraciones halladas no correlacionaron con el género, la edad, consumo de

cigarro, su ocupacion o la causa de muerte.

GENOTOXICIDAD DEL VANADIO

La genotoxicidad se define como un efecto especifico adverso en el genoma de
células vivas que, durante la duplicacion, puede estar expresada como un evento
mutagénico o carcinogénico (Carvallo, 2007). Los agentes genotdxicos son agentes
quimicos, fisicos o biologicos capaces de modificar el material hereditario de las
células vivas, que estan asociados con efectos adversos a la salud humana, estos
incluyen mutaciones, reordenamientos y aberraciones cromosomicas (AC) (FDA,
2000).

Existen mecanismos por los cuales se produce dafio al ADN (Roldan,2016), como

son:

= Mutagénesis, este proceso puede ocurrir espontaneamente o ser inducido por
mutagenos. Los investigadores utilizan una serie de técnicas para crear
mutaciones, incluida la mutagénesis de transposones para generar knockouts

genéticos aleatorios, y mutagénesis dirigida al sitio.

= Aneugénesis, es la alteracion del numero normal de cromosomas en el que se
pierde uno de los cromosomas homélogos o aparece un cromosoma adicional

al complemento normal de dos homalogos.

= Clastogénesis, es un proceso que causa rupturas cromosomicas y ganancias,

pérdidas o reordenamiento de los fragmentos cromosémicos.



La evaluacion del potencial genotdxico de un agente quimico o fisico es aquella que
realiza una valoracion de la habilidad de inducir una mutacion génica o alguna
alteracion cromosomica estructural y/o numérica. Las aneuploidias son la mayor
causa del fracaso reproductivo humano y un contribuyente de los procesos

carcinogénicos (Parry et al., 2002).

ANTECEDENTES

En 1998 D’Cruz et al., observaron que la exposicion in vitro de espermatozoides
humanos a compuestos organometalicos de V disminuye la movilidad de los mismos.
La exposicion oral de ratones machos al NaVOs causa una disminucion del recuento
de espermatides y espermatozoides y del numero de gestaciones tras apareamiento
(World Health Organization, 2000). Se ha observado que la exposicion a V205 puede
ocasionar fragmentacion de ADN (Korbecki, 2012), asi como la induccion de
aberraciones cromosomicas estructurales y numéricas sobre células linfociticas y
ovaricas (Roldan y Altamirano 1990; Rodriguez y Altamirano, 2006).

Estudios realizados en ratas demuestran que la exposicion a sulfato de vanadio (lllI)
(V2(S0a4)3) ocasiona pérdida de la movilidad espermatica por inhibicién de la fructosa,
asi como la disminucién de la concentracion espermatica y atrofia de los tubulos
seminiferos (Jain et al., 2007). La exposicion de ratones macho de la cepa CD-1 a una
concentracion de 0.02M de V205 de entre 3 a 12 semanas di6 como resultado una
disminucién de la actina en células testiculares. El dafio del citoesqueleto de actina es
un mecanismo que podria explicar los efectos reprotdoxicos del vanadio y su

asociacion con la fertilidad alterada (Rodriguez-Lara et al., 2013).

PENTOXIDO DE VANADIO (V20s)

Es un oxido acido color amarillo, tiene ligera solubilidad en agua y es facilmente
soluble en acidos, con punto de fusion de 690 °C y punto de ebullicién de 1750 °C, es
un agente quimico peligroso, su limite de exposicion ocupacional a polvos y humos es

de 0.05 mg/m3. Es el compuesto mas estable y comln de vanadio ademas de ser el



mas comercializado. Los efectos adversos del vanadio en el material genético son

controvertidos, contradictorios y escasos.

PRUEBA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN ESPERMATOGONIAS

Esta prueba mide las aberraciones cromosémicas estructurales (cromosémicas como
cromatidicas) en la division de células germinales espermatogoniales y, por lo tanto,
se espera que sea predictiva de la induccién de mutaciones hereditarias en estas
células germinales. EI propésito de la prueba de aberracion cromosomica
espermatogonial de mamiferos in vivo es identificar aquellas sustancias quimicas que
causan aberraciones cromosomicas estructurales en células espermatogoniales de
mamiferos (Adler, 1984; Adler et al., 1994; OECD, 2016). Ademas, esta prueba es
relevante para evaluar la genotoxicidad porque, aunque pueden variar entre las
especies, los factores del metabolismo in vivo, la farmacocinética y los procesos de

reparacion del ADN estan activos y contribuyen a la respuesta.

MODELO BIOLOGICO

Los ratones (Mus musculus) son una herramienta de investigacion importante para el
modelado de la progresion de las enfermedades en humanos y el desarrollo en el
laboratorio. A pesar de las diferencias en tamafno y aspecto, los ratones comparten
una similitud genética con los seres humanos, y su capacidad para reproducirse y
madurar rapidamente hace de estos mamiferos, los mas ideales para el estudio
cientifico (OECD, 2016; JoVE, 2018). Para estudios en toxicologia, el raton y la rata
son los modelos que se utilizan con mayor frecuencia, ya que permiten utilizar
distintas vias de administracion de sustancias o farmacos (European Centre for

Ecotoxicology and Toxicology of Chemical, 1983; Harkness y Wagner, 1989).

ESPERMATOGONIAS

Las células madre espermatogoniales (SSC) son la base de la espermatogénesis y la

fertilidad masculina. De formas similares a otras células madre especificas de tejido,
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las SSC son poco abundantes (Figura 3), representando solo el 0.03% de todas las

células germinales en los testiculos de roedores ( Tagelenbosch y De Rooij, 1993).

—

Flgura 3. Espermatogonias de raton (Mus musculus) en interfase (Flecha) y en metafase (Cabeza
de flecha) (Hoo y Bowles, 1971).

Las SSC son células diploides situadas en la base del epitelio seminal, que son el
reservorio de células a partir del cual se producen las siguientes divisiones celulares
que originaran finalmente los espermatozoides (De Kretser, 1994). Las SSC (Figura
4) Ao son las responsables de la renovacion, miden unas 12 ym de diametro,
presentan nucléolo cerca de la envoltura nuclear, las tipos A1-As (renovacion)
presentan un tamafio de 12 ym y tienen una mayor cantidad de heterocromatina
central, y las tipo B, que son las SSC diferenciadas, tienen un didmetro de 8 a 9 um,
presentan una mayor cantidad de heterocromatina (nucléolos) en masas centrales y
un fino borde de heterocromatina alrededor de la membrana nuclear (Gardner, 1964;
Huckins,1971; Oakberg,1971; Dettin, 2003).

La espermatogénesis comienza con la division de las células madre y finaliza con la
formacion de los espermatozoides maduros. El proceso completo se puede dividir en
tres fases: la fase proliferativa, durante la cual algunas espermatogonias diploides
(raton 2n=40 cromosomas) se dividen para restaurar el pool de células madre y otras
experimentan divisiones mitéticas hasta estar preparadas para sufrir la diferenciacion

y producir los Espermatocitos de primer orden; la fase meidtica, en la cual los
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Espermatocitos experimentan la meiosis para dar lugar a las espermatides haploides
(n=20 cromosomas) y, por ultimo, la espermiogénesis, durante la cual las

espermatides redondas haploides se diferencian en espermatozoides maduros que

son capaces de moverse y fecundar a un ovocito (Kerr, 1992).

O

@
O @,
OO O

Figura 4. Células madre de espermatozoides (Modificado de Huckins, 1971; Oakberg,1971;
Kokkinaki, 2009).

EL CARIOTIPO DE RATON

El cariotipo del raton (Figura 5), consta de 19 pares de cromosomas autosémicos y
un par de cromosomas sexuales 2n = 40 cromosomas, XY heterogamético para los

machos y XX homogametico para las hembras (Pierce, 2006).

“ (3 . L4 ’ ‘ -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 XY
Figura 5. Cariotipo de Mus musculus macho (tomado y modificado de Akeson y Davisson, 2001).
ABERRACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS Y ESTRUCTURALES
Las aberraciones cromosémicas numéricas (ACN) ocurren cuando existe la ganancia

o la pérdida de cromosomas o la adicion de una o mas dotaciones haploides (Figura
12



6). La aneuploidia es la ganancia o pérdida de cromosomas, pero no una dotacion
completa (2n £ 1, hiperploidias y hipoploidias). Las euploidias son multiplos del
numero de cromosomas haploides (n) que no sea el numero diploide 2n (es decir 3n,
4n, etc.) Las Aberraciones Cromosomicas Estructurales (ACE) ocurren cuando el
material de un cromosoma individual es interrumpido o reubicado de algun modo.
Como consecuencia, esto puede dar lugar a pérdida y ganancia de material
cromosomico, los cambios en la estructura cromosémica pueden ocurrir de diferentes
maneras como lo son la delecion, fragmentacion y el reordenamiento del material

genético dentro o entre cromosomas (Figura 7) (OECD, 2016).

’Hipopluide.' Cromosomas de menos |
al numero diploide 2n,
denominadas monosomias
(Sindrome de Turner o monosomia
Aneuploidia: Cromosomas de mas o \ X0) J
menos al nimero diploide
ntl ( 3
Hiperploide: Cromosomas de mas al
numera diploide, denominadas
trisomia (Sindrome de Down o
trisomia 21)
Alteraciones numéricas . J
-
Diploide 2(n)
Euploidia :lueg_os completo_s de Triploide 3(n)
cromasomas al nimero Haploide (n) )
de un organismo Tetraploide 4(n)
Paliploide X(n)

.

Figura 6. Anomalias cromosémicas numéricas en mamiferos.
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Aberracion

Gap o Brecha

Delecién terminal

Delecion intersticial

Anillacion

Gap o brecha

Rompimiento alineado

Asimétrico

Asimétrico

Dicéntrico triradial

Monocéntrico triradial

Figura

<L o= 0 =

Descripcion
Involucra ambas cromatidas en un mismo
cromosoma y loci. Se observa como una
region sin tefir.
Involucra la pérdida de un segmenio final de
un cromasoma y los fragmentos tienen a
formar circulos.

Existen dos puntos de rotura en el brazo de
cromosoma. Las partes restantes de
fusionan, provocando un acortamiento del
brazo.

Intercambios

Cuando ocurre una delecion en ambos
exiremos y esios se fusionan formando un
fragmento acéntrico.

Tipo crométidico

Regidn discontinua o sin tefiir en una sola
cromatida.

Regidn discontinua mayor al ancho de la
cromatida del cromosoma. Puede eslar
alineada o no.

Se originan por rompimientos cromatidicos
enire distintos cromosomas, se forma un
cromosoma disentérico y los fragmentos se
unen a él, formando figuras cuadriradiales.
Intercambio entre brazos de un mismo
cromosoma.

Isocromaticos
Con fragmento.

Mo se forman fragmentos si la unidn es
completa.

Figura 7. Anomalias cromosémicas estructurales en mamiferos (modificado de National Human

Genome Research Institute, 2015).
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JUSTIFICACION

El V es un contaminante ambiental generado por el uso de combustibles fésiles, se
estima que al ano se liberan 110,000 T dentro de la atmosfera, por lo cual, la
constante exposicidon a la que se encuentra la poblacion mediante la inhalacion, crea
interés en los efectos que puede ocasionar sobre las espermatogonias (células
troncales de espermatozoides) debido a su acumulacion en testiculo, al ser este un
organo blanco y por consiguiente en la reproduccion, por esto es necesario evaluar el
dafio reprotéxico. La importancia de este estudio es conocer los efectos, genotdxico,
citostatico y/o citotoxico en células madre de espermatozoides (espermatogonias) en
un modelo in vivo, y asi poder extrapolar los efectos en el gameto masculino de

mamiferos (incluyendo al hombre).

HIPOTESIS

Estudios en roedores indican que los compuestos de V tienen potencial genotdxico,
citotoxico y/o citostatico, y dependiendo del estado de oxidacion se pueden generar
diversos efectos, por lo tanto, si administramos distintas concentraciones de V205 por
via aérea y de forma aguda a ratones de la cepa CD-1, el metal provocara
alteraciones a los cromosomas, modificara la proliferacion de las espermatogonias y

el pool de espermatogonias.
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OBJETIVO

GENERAL

» Analizar los efectos genotoxico, citostatico y citotoxico en espermatogonias de
ratones de la cepa CD-1 tratados por via aérea y de forma aguda con

Pentdxido de Vanadio y las consecuencias sobre la calidad seminal.

PARTICULARES

= Cuantificar la frecuencia de ACE y ACN en cromosomas de espermatogonias
de los grupos de ratones tratados con pentoxido de vanadio, para establecer

dafio genotéxico.

= Obtener el indice Mitético de las gonadas (IM) de los grupos tratados, para

establecer efectos citostaticos y/o citotdxico.

= Determinar las proporciones de espermatogonias de tipo As, A14 y B mediante
el numero de nucléolos de cada clase de los grupos tratados, para establecer

efecto citostatico.

= Establecer la calidad seminal y el dafo citotoxico mediante la morfologia y

densidad espermatica de los grupos tratados.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Para el desarrollo de los diferentes métodos se utilizaron los siguientes reactivos: El
Pentoxido de vanadio (V20s, pureza del 99.6% y CAS 1314-62-1), Colchicina (CCC,
C22H2sNO6>95% CAS 64-86-8), Citrato de sodio dihidratado (CAS 3646-01),
Mitomicina C (MMC, CAS 50-07-7), Giemsa (CAS 51811-82-6) de SIGMA-ALDRICH
St. Louis, MO USA; El Metanol absoluto (CHsOH, CAS 67-56-1) y Acido acético
glacial (CH3COOH, CAS 64-19-7) de JT Baker México; Solucién Cloruro de Sodio
(NaCl, 0.9%) PiSA México.

MODELO BIOLOGICO: RATON CEPA CD-1

Se utilizaron ratones sexualmente maduros de la cepa CD-1, de 8 a 12 semanas de
edad, con un peso de 37-45g que fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, mantenidos con fotoperiodos de 12 horas de luz y
12 horas oscuridad a una temperatura estandar (21+£1°C) con una humedad de 40-
50%. Los animales tuvieron libre acceso al alimento (Rodent diet Tek Lad Global
Diets, 18% de proteina) y agua. Los grupos estuvieron conformados por cinco

ratones.

GRUPOS Y TRATAMIENTOS

Los tratamientos por via aérea se realizaron como se indica en la Tabla 2. En todos
los casos el tratamiento fue de 1 hora, tratamiento agudo. Los 25 ratones fueron
divididos en grupos de 5 individuos cada uno; los tratados inhalaron V205 en las
siguientes concentraciones: 0.2 (Rodriguez-Lara, 2013), 0.04 y 0.08M. Para la
administracion de V, los animales fueron colocados en una caja hermética de plastico
de 35.9 X 20 X 12.4 cm y la solucién se disperso en la camara con un nebulizador de

compresor Omron C801 KD con un flujo de 0.25 mL/min. Se incluyerén dos grupos
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testigo, el positivo consistié en la administracion de una sola dosis de Mitomicina C

(MMC) a una concentracion de [1.046X109] y el testigo negativo (sin tratamiento).

Tabla 2. Grupos y tratamientos

Tratamientos Dosis [M] No. Ratones
Testigo negativo 0 5
Testigo positivo 5
Mitomicina C [1.046X109]
V20s
Baja 0.02 5
Media 0.04 5
Alta 0.08 5
M, Molaridad.

OBTENCION DE ESPERMATOGONIAS Y METAFASES

Para la obtencién de espermatogonias se siguidé el procedimiento descrito en el
Ensayo de Aberraciones Cromosoémicas en Espermatogonias de Mamiferos (Evans,
1964; Hoo y Bowles, 1971; OECD, 2016), 19 horas después de los tratamientos, se
les administré Colchicina 0.3% (P/V, via i.p.) y, después de 5 horas, se sacrificaron
por dislocacién cervical, se extrajeron ambos epididimos y testiculos, para las
obtencién de espermatogonias se macero el testiculo y se llevé a bafio Maria a 37° C
con Citrato de sodio dihidratado al 1% (P/V), se centrifugd a 3500RPM y se elimino el
sobrenadante, se ablandé el botén celular con Acido Acético al 60% (V/V) y se goted

sobre laminillas frias, se realizo la tincion con Giemsa al 10% (V/V).
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CALIDAD SEMINAL

Para el ensayo de anomalias espermaticas, los espermatozoides fueron obtenidos de
los epididimos y conductos deferentes inmediatamente después del sacrificio y
colocados en microtubos que contenian solucion salina (NaCl) 0.9% (P/V). Para la
evaluacion de la densidad espermatica se vertieron 10 uL de semen fresco sobre una
camara Neubauer y se procedié con el conteo. Los espermatozoides se evaluaron
para detectar anomalias morfolégicas de la forma de la cabeza y flagelo de acuerdo
con los criterios de Wyrobek y Bruce (1975), se utilizé la tincion Eosina- Nigrosina

(modificado de la técnica Blom) para mayor contraste (Eliasson, 1977).

EVALUACIONES Y ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluaciéon de aberraciones cromosomicas estructurales y numéricas, se
registraran 50 metafases bien extendidas por raton (250 por tratamiento) siguiendo la
clasificacion de Savage (2004). Se evalud la calidad seminal mediante la densidad
(World Health Organization, 2010) y la morfologia de espermatozoides contando 200
espermatozoides y estableciendo jerarquia de formas: normales, cabeza con forma de
banana, sin gancho/amorfas y dafo en el flagelo (Wyrobek, 1975; Otubanjo y Mosuro,
2001). Para obtener el IME, se contabilizaron 2,000 espermatogonias por ratén,
distinguiendo aquellas que se encontraban en metafase (2n=40 cromosomas), de las

que estan en interfase (Tabla 3) . Se utilizé la siguiente formula:

indice Mittico Espermatogonial (IME)

Espermatogonias en metafase

(100)

Espermatogonias en interfase

Para los distintos tipos de espermatogonias se contabilizarén 2,000 células siguiendo
los criterios de Huckins (1971) y Oakberg (1971), diferenciando entre las células

troncales o de reserva (As), células en renovacion (A1-4) y células diferenciadas (B).
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Tabla 3. Evaluaciones en el microscopio y pruebas estadisticas

Parametros # de Células analizadas Prueba
estadistica
Aberraciones Estructurales (cromatidicas y 50 Metafases/raton=250 por ANDEVA-Tukey
Cromoso6micas cromosomicas) y numéricas. grupo.
indice Mitético IME = Espermatogonias en metafase / 2000 Z para
Espermatogonial espermatogonias en interfase X 100 Espermatogonias/ratén=10,000 proporciones
por grupo.
Espermatogonias Espermatogonias A, 2000 Z para
(Indiferenciadas), Renovacion y B Espermatogonias/ratén=10,000 proporciones
(diferenciadas). por grupo.
Densidad Espermas / ml Espermas X 10° “t” de Student
Morfologia Formas: Normales, Cabeza de 200 Espermatozoides/raton=1,000 Z para
banana, Sin gancho/amorfas y dafio  por grupo. proporciones

en el flagelo

RESULTADOS

EFECTO DEL V,0s SOBRE EL PORCENTAJE DE CELULAS CON ACE

Los porcentajes de las células con ACE se presentan en la Tabla 4, donde se observa
que en todos los grupos expuestos a V205 se presentd un incremento significativo (p<
0.05) en el porcentaje de células con ACE (14.4+1.6*, 14.0+2.05* y 14.8£2.6%) en
relacion con el testigo negativo (8.8+2.61), no existen diferencias significativas entre
los grupos a V20s. La administracion de V20s increment6 el porcentaje de células con
ACE (Figura 8), los rompimientos fueron los mas frecuentes. Las ACE son empleadas
para evaluar genotoxicidad ya que son indicadores de dafo clastégeno, las
aberraciones de tipo cromatidico se generan por dafio al material genético y errores
en la reparaciéon del ADN en la fase S e inicios de G2 del ciclo celular, en tanto, las de
tipo cromosoémico son provocadas en G1 y en algunos casos en fase de S (Evans,
1984). Los posibles casos que incrementen los ACE podrian ser la formaciéon de ROS
y radicales libres mediante la reaccidon de Fenton o Haber-Weiss alterando la

integridad de los cromosomas (Rodriguez-Mercado, 2010).
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Tabla 4. Porcentaje de Aberraciones Cromosdémicas Estructurales (ACE) en
espermatogonias de raton macho de la cepa CD-1 tratados con Pentéxido de vanadio

(V20s) inhalado

Frecuencia ACE

Cromatidico Cromosomico
Tratamiento Raton G F R G R.C. Total de Total de células con ACEy
M] ACE (%)
1 1 0 3 0 3 7 6
2 2 1 0 0 2 5 2
T() 3 0 0 2 0 2 4 8
4 0 0 2 0 1 3 4
5 0 0 0 0 2 2 2
x+EE 21£1.92 22 8.840.55
1 0 0 2 0 1 3 3
T+ MMC 2 1 1 1 0 4 7 7
[1.046X10] 3 0 0 7 0 4 11 8
4 1 0 0 0 1 2 2
5 1 1 0 1 8 11 11
x+EE 34+4.27 31 12.4+0.78*
V,0s
1 1 0 1 3 3 8 8
2 2 2 2 2 2 10 9
[0.02] 3 1 3 0 1 1 6 6
4 1 0 3 2 2 8 8
5 0 0 2 2 1 5 5
x+EE 37+1.95 36 14.4+0.91*
1 1 0 2 1 2 6 5
2 0 0 4 1 4 9 9
[0.04] 3 1 5 0 0 2 8 7
4 0 2 1 0 2 5 4
5 2 0 3 0 5 10 10
x+EE 38+2.07 35 14.0+0.88*
1 1 1 2 2 3 9 8
2 1 1 3 1 0 6 6
[0.08] 3 1 0 4 0 1 6 4
4 2 1 1 2 3 9 8
5 3 4 0 0 6 13 11
x+EE 43+2.88 37 14.8+0.93*

EE, Error Estandar; G, Gap; F, Fragmento; R, Rompimiento; RC, Rompimiento cromosémico. *p<0.05 VS

testigo negativo, ANDEVA-Tukey.
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Figura 8. Porcentaje de células espermatogoniales con ACE, en ratones tratados con pentéxido
de vanadio (V20s). *p<0.05 VS testigo negativo , ANDEVA-Tukey.

EFECTO DEL V,0s EN EL PORCENTAJE DE CELULAS CON ACN

Los porcentajes de las células con aberraciones cromosomicas numeéricas se
presentan en la Tabla 5, donde se observa que los grupos de ratones tratados con
V205 en la dosis media y alta presentaron un incremento en el porcentaje de células
con ACN vy presentaron diferencias entre grupos la dosis 0.04M y 0.08M. La
administracion de V205 incremento el porcentaje de células con ACN (Figura 9y 10),

las euploidias y aneuploidias fueron las mas frecuentes.
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Tabla 5. Frecuencia de aberraciones cromosomicas numeéricas (ACN) en
espermatogonias de raton macho de la cepa CD-1 tratados con Pentéxido de vanadio
(V20s) inhalado

Tratamiento Normal Tcotétlzzli;se Células con
Ratén Euploide Aneuploide Haploide ACN
[M] (2n) con (%)
ACN
1 35 10 5 0 15 30.0
2 28 13 0 9 22 44.0
T() 3 32 15 0 3 18 36.0
4 28 15 2 5 22 44.0
5 24 12 12 2 26 52.0
x+EE 147 65 19 19 103 41.2+8.44
1 14 23 8 5 36 72.0
2 12 27 8 3 38 76.0
3 16 19 14 1 34 68.0
[1?4-1'«\3/')'2/'1%-5] 4 13 29 7 1 37 74.0
) 5 13 17 17 3 37 74.0
x+EE 68 115 54 13 182 72.80+3.03
V205
1 28 13 2 7 22 44.0
2 33 7 0 10 17 34.0
[0.02] 3 29 12 0 8 20 40.0
4 33 13 2 2 17 34.0
5 28 14 1 7 22 44.0
x+EE 151 59 5 34 98 39.20+5.02
1 29 10 6 5 21 42.0
2 25 17 8 0 25 50.0
[0.04] 3 24 13 9 4 26 52.0
4 12 25 10 3 38 76.0
5 20 20 9 1 30 60.0
x+EE 110 85 42 13 140 56.00+12.88%e
1 18 18 14 0 32 64.0
2 22 12 16 0 28 56.0
[0.08] 3 15 16 15 4 35 70.0
4 21 18 10 1 29 58.0
5 23 13 12 2 27 54.0
x+EE 99 77 67 7 151 60.40+6.54%e

*p<0.05 VS testigo negativo, ANDEVA, p<0.05 [0.04M] VS [0.02M] y [0.08M] VS [0.02M] ANDEVA-Tukey.
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Figura 9. Porcentaje de células espermatogoniales con ACN, en ratones tratados con pentodxido
de vanadio (V20s5). *p<0.05 VS testigo negativo, ANDEVA, ep<0.05 [0.04M] VS [0.02M] y [0.08M]
VS [0.02M] ANDEVA-Tukey.
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Figura 10. Microfotografias de células en metafase de espermatogonias de ratones macho CD-1,
(A) Metafase (2n=40), (B) Metafase aneuploide (2n=40-1), (C) Metafase euploide (4n=80) y (D)

Metafase con translocacién (Flechas). Aguilar y Roldan, 2019, Laboratorio de Citogenética y
Mutagénesis, FES Zaragoza, UNAM (campo claro,100X ).
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EFECTO DEL V.05 SOBRE LOS TIPOS DE ESPERMATOGONIAS E IME

Los resultados sobre las proporciones de cada tipo de espermatogonias e indice
Mitotico Espermatogonial se presentan en la Tabla 6 y Figura 11, como se puede
observar, hay un aumento significativo (p<0.05) en la proporcién de espermatogonias
de tipo intermedio (71.09+£0.95%* VS 67.19£1.00%) y en las Diferenciadas una
disminucion (4.75+0.49%* VS 8.17£1.11%) en el grupo de animales tratados con la
dosis mas alta de V205 (0.08 M). Las espermatogonias Ao al tener una proliferaciéon
menor no se ven afectadas, pero, las espermatogonias en renovacién al encontrase
en constante divisién se ven afectadas por el vanadio deteniéndolas en este estadio
(efecto citostatico) lo cual explicaria la disminucion de las espermatogonias B (efecto

citotoxico).

Podemos observar como es que el IME disminuye en todas las concentraciones 0.02,
0.04 y 0.08 M (17.88+1.2%, 15.16+0.63% y 15.26+1.52%) en relacién al testigo
negativo (Figura 12), esta disminucion en la proliferacion celular lo podemos atribuir al
efecto de los Especies Reactivas de Oxigeno, debido a que el V205 al ingresar al
cuerpo sufre una serie de reacciones de oxo-reduccion y es transformado de V°* a V4*
donde este es acumulado en testiculo y en otros 6rganos (Elinder et al., 1988;
Mukherjee, et al., 2004; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Se ha
demostrado que los metales promueven la generacién de las Especies Reactivas de
Oxigeno mediante la reaccién de Fenton y Haber-Weiss (Leonard et al., 2004). El
Estrés Oxidante se define como un desequilibrio entre los mecanismos prooxidantes y
los mecanismos antioxidantes de los organismos, al existir este desequilibrio sobre las

células, estas ven afectado su metabolismo.

V5 + HoOg —mmmemmmmee - V4 + OH* + OH* (Fenton)

Oy + V5 e > 02 + V** (Haber-Weiss)
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Tabla 6. Porcentaje de tipos de espermatogonias e IME en ratones macho de la cepa

CD-1 tratados con Pentéxido de vanadio (V20s) inhalado

Tratamientos Raton Espermatogonias Espermatogonias Espermatogonias IME
A0 en renovacion B

IM] (%) (%) (%) (%)
1 23.75 66.80 9.45 27.3
2 22.30 68.90 8.80 27.3
(T-) 3 23.20 67.25 9.55 26.00
4 27.05 63.65 9.30 22.90
5 26.90 69.35 3.750 20.30

x+EE 24.64+0.98 67.19+1.00 8.17+1.11 24.76+1.37
1 21.85 68.50 9.65 3.40
2 16.75 66.30 16.95 4.50
T+MMC 3 24.25 65.90 9.85 11.73
[1.046X109] 4 14.9 73.950 11.15 3.70
5 29.00 58.50 12.50 2.60

x+EE 21.35+2.54* 66.63+2.48 12.02+1.33* 5.18+1.66*

V205

1 26.60 67.15 6.25 19.30
2 15.15 76.75 8.10 16.30
[0.02] 3 27.10 65.75 7.15 13.90
4 22.05 70.05 7.90 19.70
5 25.80 67.70 6.50 20.20

x+EE 23.34+2.23 69.48+1.94 7.18+0.36* 17.88+1.2*
1 14.70 74.45 10.85 15.20
2 25.00 68.75 6.25 17.00
[0.04] 3 29.75 63.35 6.90 14.10
4 25.90 66.90 7.20 13.50
5 26.20 65.85 7.95 16.00

xtEE 24.31+2.53 67.86+1.86 7.83+0.80 15.16+0.63*
1 24.80 69.65 5.55 17.10
2 23.65 71.00 5.35 15.20
[0.08] 3 21.50 74.65 3.85 15.40
4 25.90 70.80 3.30 16.30
5 24.95 69.35 5.70 12.30

x1EE 24.16+0.75 71.09+0.95* 4.75+0.49* 15.26+0.81*

*p<0.05 VS testigo negativo, Z para proporciones.
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Figura 11. Efecto del V20s sobre los diferentes tipos de espermatogonias en ratones macho CD-1.
*p<0.05 VS testigo negativo, Z para proporciones.
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Figura 12. Efecto del V205 sobre el indice mitético espermatogonial en ratones macho CD-1.
*p<0.05 VS testigo negativo, Z para proporciones.
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Figura 13. Microfotografias de los diferentes tipos de espermatogonias, (A) Espermatogonia AO,
(B) Espermatogonia en renovacién, (C) Espermatogonia B y (D) Metafase espermatogonial. (Nu=
nucléolos). Aguilar y Roldan, 2019, Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, FES Zaragoza,
UNAM (Campo claro 100X).

EFECTO DEL V2,05 EN LA DENSIDAD Y PROPORCIONES DE LA
MORFOLOGIA ESPERMATICA

En la Tabla 7 se muestra la densidad y las proporciones de la morfologia espermatica
de los grupos (Figura 14, 15 y 16), se puede apreciar como la densidad disminuy6
significativamente (p<0.05) en todas las concentraciones administradas al comparar
con el testigo negativo, la morfologia resultdé alterada con todas las dosis, con una
mayor cantidad de alteraciones en las concentraciones 0.04 y 0.08M, en base a los
resultados obtenidos podemos decir que los grupos tratados con diferentes
concentraciones de vanadio presentan mala calidad seminal. Estudios relacionan al
estrés oxidativo con una mala calidad seminal, debido a que, al existir una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno interfieren con el citoesqueleto alterando
la conformacion de la actina, lo que conlleva a problemas con la morfologia y

densidad espermatica (Jomova, 2011; Génzalez-Bustamante et al., 2017).

28



Tabla 7. Densidad y proporciones de la morfologia espermatica de ratones macho de
la cepa CD-1 tratados con Pentéxido de vanadio (V20s) inhalado

Tratamientos Densidad Normal Banana Sin gancho Dafio flagelo
[(M] Raton (109 (%) (%) (%) (%)
1 84.25 75.00 12.00 7.00 6.00
2 87.75 87.50 4.00 2.50 6.00
T() 3 78.00 89.50 5.50 1.50 3.50
4 91.00 80.50 6.50 3.00 10.00
5 66.50 85.50 1.50 5.50 7.50
x+EE 81.5+4.32  83.60+2.61 5.90+1.74  3.90+1.01 6.60+1.06
1 41.87 68.00 6.00 3.00 23.00
2 30.00 92.50 3.50 1.50 2.50
T+MMC 3 28.00 87.50 6.50 3.50 2.50
[1.046X109] 4 84.00 72.00 7.00 9.00 12.00
5 38.00 81.00 2.50 1.00 15.50
xtEE 44.37£10.01 gy o0ta5+ 510088  3.60+1.42  11.10+3.9¢
V205
1 57.00 56.00 5.00 3.00 36.00
2 84.50 62.00 6.50 2.50 29.00
[0.02] 3 46.25 70.00 9.00 7.00 14.00
4 48.25 57.00 8.50 10.00 24.50
5 35.75 61.50 8.50 6.50 23.50
x+EE 54.3+8.26%  61.30+2.4* 7.50+0.75* 5.80+1.38*  25.40+3.9*
1 17.10 62.00 12.50 5.50 20.00
2 36.50 51.00 28.00 8.00 13.00
[0.04] 3 19.00 51.50 19.50 5.00 24.00
4 38.00 50.00 18.50 2.50 29.00
5 10.40 46.00 15.50 14.50 24.00
x+EE 24245512 52.10£2.65 138012.6* 7.1042.04*  22.00+2.66*
1 15.20 39.00 27.50 9.50 24.00
2 8.80 46.00 24.50 7.50 22.00
[0.08 M] 3 27.75 39.50 42.00 9.50 9.00
4 26.30 43.00 27.50 8.00 21.50
5 30.50 42.50 30.50 6.50 21.50
xtEE 21.71+4.142 42.00#1.27  30.40#3.0  820+0.58*  19.60+2.68*

ap<0.05 VS testigo negativo, ‘t” Student. *p<0.05 VS tesﬁgo negativo,fz para proporciones.
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Figura 14. Efecto del V205 sobre la densidad espermatica en ratones macho CD-1. *p<0.05 VS
testigo negativo, “t” de Student.
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Figura 15. Efecto del V205 en la morfologia espermatica en ratones macho CD-1. *p<0.05 VS
testigo negativo, Z para proporciones.
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Figura 16. Microfotografias del efecto del V205 sobre la morfologia esperméatica de ratones CD-1,
(A) Espermatozoide normal, (B) Espermatozoide con cabeza amorfa, (C) Espermatozoide sin
gancho (D) Espermatozoide con cabeza amorfa y flagelo enrollado y (E) Espermatozoide con
cabeza de banana. Aguilar y Roldan, 2019, Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, FES
Zaragoza, UNAM, (Campo claro, 100X).

DISCUSION

ABERRACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES ASOCIADAS A
GENOTOXICIDAD

La frecuencia de AC en células espermatogoniales, es un ensayo citogenético clasico
en células en metafase y se ha utilizado de forma rutinaria como una herramienta para
evaluar genotéxicos in vivo (OECD, 2016).

El dafo al ADN es inducido por agentes exégenos como los contaminantes
ambientales (Taylor, 1994) o los enddgenos (radicales libres) (Lindahl y Wood, 1999).
El ensayo de aberraciones cromosoémicas espermatogoniales de mamiferos se ha
utilizado ampliamente para la prediccion de mutaciones hereditarias en mamiferos in
vivo y es recomendada para la evaluacion de sustancias quimicas, de las que se
sospecha que tengan un efecto advers (OECD,2016). Ademas, esta prueba es
relevante para evaluar la genotoxicidad, porque, aunque pueden variar entre las
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especies, los factores del metabolismo in vivo, la farmacocinética y los procesos de

reparacion del ADN se encuentran activos y contribuyen a la respuesta (OECD, 2016).

Las ACE se utilizan para evaluar la genotoxicidad, ya que estos son indicadores de
efecto clastdgeno. Se han clasificado en dos grupos, las de tipo cromatidico y
cromosomico, las de tipo cromatidico surgen por dafio al material genético o una mala
reparacion del mismo en la ultima etapa de fase S y al inicio de Gz del ciclo celular y

las de tipo cromosomico en G1 (Evans, 1982).

En 2011 Rodriguez-Mercado et al. reportaron la induccion de la fragmentacion del
ADN en leucocitos en presencia de V205 de manera dosis/tiempo dependiente. Es
conocido que la fragmentacion del ADN puede estar relacionada con el estadio del
ciclo celular, de modo que células en proceso activo de proliferacion resultan mas
susceptibles a tal alteracion. En este estudio todas las concentraciones de V20s
lograron inducir aberraciones estructurales, el tipo de dafio mas frecuente fueron los

rompimientos.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS

Uno de los tipos posibles de dafo al material genético es la aneuploidia, que consiste
en la pérdida o ganancia de uno o mas cromosomas enteros en las células de un
organismo y que se origina en la no disyuncion de uno 0 mas cromosomas en
anafase. Los mecanismos que la originan pueden ser diversos: por un lado, pueden
ocurrir alteraciones en el huso mitético debido a trastornos en la polimerizacién de las

tubulinas.

Las pruebas propuestas para analizar la induccién de aneuploidia se basan en el
conteo de cromosomas en células diploides (Dulout y Olivero, 1984; Danford, 1985).
Se sabe que el V205 y otros compuestos de vanadio en el estado de oxidacion 5+ o
4+ inducen efectos aneuploidogénicos en cultivos celulares, que incluyen: hipoplidias,

hiperploidias y euploidias (Roldan y Altamirano, 1990; Migliore et al., 1993; Zhong et
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al.,, 1994; Rodriguez- Mercado y Altamirano-Lozano, 2006), lo cual apoya los

resultados obtenidos.

INDICE MITOTICO ESPERMATOGONIAL (IME) LIGADO A
CITOSTATICIDAD/CITOTOXICIDAD

El principal método de evaluacion de citotoxicidad lo representa la determinacion del
indice Mitético (IM), el cual nos brinda una idea de la proliferacion celular y los

posibles cambios sufridos a lo largo de los tratamientos.

El IM es un parametro que se utiliza ampliamente para evaluar la proliferacién de un
grupo de células, normales o transformadas (Schneider et al., 1981; Palma, 1993), la
disminucién de este puede deberse a diferentes causas, como retardo de una fase del
ciclo celular tarde mas de lo normal afectando a las siguientes etapas o que el
compuesto provoque un dafo irreparable sobre la célula lo que conllevaria a la muerte

celular.

En el presente trabajo se aplico el IM a las espermatogonias, le denominamos indice
Mitotico Espermatogonial (IME), con el cual se observd que la administracion de
V205 mediante inhalacién provoco una disminucion significativa del IME en todas las
dosis administradas en relacion con el testigo negativo, no existen reportes sobre
dafio generado en espermatogonias utilizando esta via de administracion, al ver el
IME afectado podemos inferir que el V afecta el ciclo celular normal de las
espermatogonias, como ya fue mencionado, podria ser que el V tuviera un efecto
sobre la divisidon celular al detener alguna de las etapas, esto podria indicar de igual
manera el efecto citostatico y/o citotoxico del V. En 2003, Rodriguez-Mercado reporto
efectos similares en linfocitos tratados con V en diferentes estados de oxidacidén de

3+, 4+ y 5+, lo cual apoya los resultados obtenidos.

Muchos informes han demostrado que las concentraciones yM de V205 y los
compuestos de vanadio 4+ o 5+ interfieren con la actividad de varios iones como son:

Na+, K+, H+ o Ca?*, activan los factores de transcripcion e inhiben las sefiales de
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proliferacion y el crecimiento celular mediado por las proteinas MAPK todo esto puede
llevar a la apoptosis y por lo tanto a la disminucion del indice mitético (Ye et al., 1999;
Huang et al., 2000; Chen y Shi, 2002; Zhang et al., 2003; IARC, 2006). Podemos decir
que el V administrado por via aérea inhibe la proliferacién de las espermatogonias lo
que daria como resultado final una disminucién en la densidad espermatica, por su

efecto citotdxico.

ESPERMATOGONIAS LIGADAS A CITOSTATICIDAD/CITOTOXICIDAD

Existen pocos estudios sobre los efectos del V20s sobre células germinales, la
mayoria de los estudios tienen como objetivo analizar células diferenciadas
(espermatozoides). Por lo cual, es dificil hacer una compracion entre estudios, pero,
podemos inferir dichos efectos mediante el uso del IME provocados por V. Los
resultados obtenidos indican el efecto citostatico del V, al detener a las
espermatogonias en algun estadio de la divisién celular o causar un dano irreparable
conllevaria las células a sufrir apoptosis, lo que daria como resultado la modificacion

del pool de espermatogonias.

CALIDAD SEMINAL ASOCIADA A CITOTOXICIDAD

Los resultados muestran efectos reprotoxicos que se observan como alteraciones en
la espermatogénesis y en la espermiogénesis, lo cual es evidenciado por la
disminucién de la densidad espermatica y el aumento de alteraciones morfoldgicas,
respectivamente. La densidad y la morfologia espermatica se vieron afectadas en
cuanto al aumento de la concentracion de V administrada a los ratones, la densidad
disminuyo en todos los grupos, y, la morfologia anormal aumenté también en todos
los grupos, notandose un mayor numero de células anormales con la dosis mas alta
(0.08M), dichos cambios en la densidad y morfologia espermatica nos permiten

catalogar al V como un elemento citotoxico y/o citostatico.

La exposicion a la contaminacion ambiental parece ser un factor importante

relacionado con los problemas de salud reproductiva; sin embargo, hay pocos
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reportes de mecanismos descritos por los cuales estos causan alteraciones. Los
resultados obtenidos mostraron que la exposicion al V20s inhalado el cual es uno de
los principales contaminantes ambientales produce una disminucidon en la calidad

seminal.

El'V ingresa a las células de forma inespecifica, mediante canales iénicos o la difusion
pasiva cuando las particulas son pequenas e hidréfobas (Zaporowska y Scibior, 1998;
Cheng y Mruk, 2002; Baran, 2003; Yang et al., 2003; Mukherjee et al., 2004). Dentro
de la célula el vanadio sufre procesos de oxo-reduccién lo cual genera un aumento en

los niveles de ROS.

Estudios recientes confirman la asociacion entre el estrés oxidativo y la infertilidad
masculina. Las ROS ejercen un papel importante en la fisiologia de los
espermatozoides y, por lo tanto, son imprescindibles para su correcta funcionalidad.
Fisiolégicamente hablando, las ROS controlan la maduracién, capacitacion e
hiperactivacion del esperma, ademas de intervenir en la reaccién acrosémica y fusion

del espermatozoide con el 6évulo.

Cuando existe un desequilibrio entre la generacion de ROS y la capacidad de un
sistema biologico de desintoxicar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el
dafio resultante se dice que hay estrés oxidativo (Agarwal, 2003; Roldan, 2016) y
cuando el equilibrio entre ROS y anti-oxidantes se rompe, afecta tanto a las
caracteristicas que regula, como a la concentracion, morfologia y motilidad,
induciendo, dafio al DNA y apoptosis (Kothari et al., 2010; Aktan et al., 2013).

El estrés oxidativo puede originar dafios o deformidades a los espermatozoides y
eventualmente infertilidad masculina. Entre estos dafos, se registran la peroxidacion
lipidica a la membrana espermatica. El proceso de lipoperoxidacién consiste en el
ataque de radicales libres a lipidos insaturados, dando como resultado una reaccién
en cadena que finaliza en la formacion de productos lipidicos: alcoholes lipidicos,

aldehidos, o pequefios fragmentos como el malondialdehido (Jomova, 2011;
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Gobnzalez-Bustamante et al., 2017), lo cual apoya los resultados obtenidos en cuanto

a la diminucion de la calidad espermatica.

Los cambios morfolégicos y funcionales en las células testiculares que provocan la
muerte celular sugieren alteraciones del citoesqueleto producidas por el V, Rodriguez
et al. (2013) asociaron que la inhalacién de V en ratones produce cambios en la actina
del citoesqueleto de células testiculares, lo que podria desencadenar una calidad
seminal disminuida (morfologia, densidad y motilidad) y la posible asociacion entre la
infertilidad y la contaminacion del aire. La actina, como otras proteinas del
citoesqueleto, es muy sensible al efecto del estrés oxidativo. Hertelendi et al. (2008)
han demostrado que los cardiomiocitos humanos sometidos a estrés oxidativo
acumulan actina oxidada, y los estudios de protedmica en células mononucleares de
sangre periférica humana han identificado a la actina como un objetivo de oxidacién

(Laragione et al., 2003).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo establecen que el V205 aplicado por via

aérea y de forma aguda, a ratones macho de la cepa CD-1:

Aumenta el numero de células con ACE y ACN estableciendo efecto

genotoéxico.

Disminuyé el IME, es decir que altera el proceso de la division celular, altera
los diferentes tipos de espermatogonias ya sea por efectos citostatico o

citotéxico.

La densidad espermética disminuyd por efecto citotoxico de las
espermatogonias tipo B que son las que darian como resultado final a los

espermatozoides, reforzando el efecto citotoxico de Vanadio.

La morfologia espermatica se vio alterada en todas las concentraciones, ligada
posiblemente al efecto de los ROS o a dafo genotdxico de las
espermatogonias en renovacion y diferenciadas en la dosis alta [0.08M]

estableciendo al vanadio como un agente que induce toxicidad celular.
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PERSPECTIVAS

= Medir las Especies Reactivas de Oxigeno en sangre y espermatogonias.

= Observar teratogénesis en fetos obtenidos de la cruza de machos tratados con

V205 y hembras no tratadas.

* Analizar ACE y ACN en meiosis |.
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