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RESUMEN

El vanadio es un metal ampliamente distribuido tanto en la naturaleza como en los sistemas
bioldgicos y es uno de los elementos traza presentes en los combustibles de tipo fosil. El
tetradxido de vanadio (V»0,) esta presente con mayor frecuencia de manera intracelular y
ha ganado mucha importancia debido a su potencial téxico, mutagénico y genotoxico, tanto
in vitro como in vivo. El vanadio puede cruzar la barrera hematotesticular, e inducir
anormalidades y muerte en las células germinales, las cuales son precursoras de los
espermatozoides, por lo que causa disfuncién reproductiva.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto toxicoldgico producido por la exposicion
subcrénica via aérea a V,0, sobre células indiferenciadas y diferenciadas; para esto se
evaluo la proporcion de espermatogonias, morfologia y densidad espermatica. También se
realiz6 un andlisis estadistico con coeficiente de Pearson para detectar relacién entre
espermatogonias y densidad.

El estudio se realizé en ratones macho sexualmente maduros de la cepa CD-1, se llevaron a
cabo 3 tratamientos subcroénicos por via aérea con diferentes dosis de V,0, (1.5 mg, 3mgy
4.5 mg), un grupo control negativo y uno positivo (Mitomicina C).

Se detectdé un aumento significativo entre los promedios de las espermatogonias
indiferenciadas para la dosis baja y media con respecto al grupo control; en las
espermatogonias de tipo intermedio hubo una disminucién significativa para las tres dosis de
V,0,y en cuanto a las espermatogonias del tipo diferenciadas se vio un aumento significativo
para la dosis media y alta con respecto al grupo control negativo.

La morfologia espermatica, evidencid un aumento significativo en cuanto a las formas
anormales del flagelo, en los tres grupos tratados con respecto al grupo control y la densidad
indicé disminucion en los grupos tratados con la dosis baja y alta, en la dosis media la
densidad aumento significativamente en comparacion con los ratones del grupo control.

El V,0, como agente mutagénico fue capaz de ejercer su efecto citotéxico, al disminuir de
forma considerable la densidad espermatica en epididimos, al aumentar las anormalidades
morfologicas de los espermatozoides y alterar la proporcion de espermatogonias. Dado que
la calidad seminal constituye un factor de prondstico para la fertilidad masculina, las
evidencias indican que el V,0, es capaz de ejercer efecto reprotéxico al actuar tanto en

células indiferenciadas como diferenciadas.
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INTRODUCCION

Actualmente, existe preocupacion a nivel mundial con relacion a la contaminacion por
transporte atmosférico de metales a gran escala causada por la actividad industrial y
el tréfico automotor debido a su capacidad de asociacion a masas de aire por efectos

de la recirculacion de los vientos (Imperato et al., 2003).

A partir de estudios epidemioldgicos llevados a cabo en las décadas de 1980y 1990,
se han obtenido datos que permiten afirmar que existe una correlacion significativa
entre la exposicion al material particulado atmosférico y diversos efectos adversos
sobre la salud (Bascom et al., 1996; Brunekreef et al., 1997; Kunzli et al., 2000). A
pesar de que en la actualidad aun existe incertidumbre acerca de los efectos
provocados por las diferentes especies quimicas, la mayoria de los estudios apuntan
gue el mayor impacto en la salud viene causado por las particulas de carbono
elemental (CE), compuestos organicos (CO), especialmente hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), sulfatos y nitratos, y determinados metales como As,
Cd, Fe, Zn, Cr, Cu, Al, V, Niy Pb (Wichmann y Peters, 2000; WHO, 2003).

Uno de los graves problemas de las grandes ciudades como la Ciudad de México es
el elevado tréafico vehicular que genera la quema de combustibles que contaminan el
aire. Ademas, producto de esta combustion se generan particulas suspendidas con
distintos metales que tienen algunos efectos sobre la salud humana entre ellos el
vanadio (Fig. 1). Por lo que en los ultimos afios han surgido lineas de investigacion
gue trabajan en identificar las distintas alteraciones que se provocan en el organismo

por la inhalacion de metales (Santillan, 2014).

A
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Figura 1. Contaminacion atmosférica por Vanadio. Obtenida de Ayala, 2014.
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VANADIO

El vanadio es un elemento natural, de simbolo V, nUmero atémico 23 y peso atomico
50.942 (Fig. 2).

Esta extensamente distribuido en
la corteza terrestre en una
concentracion de
aproximadamente 100 mg/kg. Se
encuentra en cerca de 65
minerales diferentes y ocupa el
lugar numero 22 entre los

elementos mas abundantes con

una presencia que va de 0.014 a
002 %. Varios de los Figura 2. EIement(ér?éjrlg;’lc_:r()ra\ée;rjz;(z)lgbIObtemda de World
compuestos de vanadio se
emplean en la industria quimica,
sobre todo en la fabricacion de catalizadores de oxidacién, y en la industria de la
cerdmica como agentes colorantes. También desempefia un papel esencial en la
regulacion de la fosforilacion enzimatica; algunas formas de vida estan capacitadas
para concentrar el vanadio y en otros organismos, el vanadio es parte de la actividad

especifica de algunas enzimas (Wright, 2003).

En la tabla periédica es el primer elemento de la serie de transicién y existe en
diferentes estados de oxidacion que van de -1 a +5, y generalmente pasa de un
estado a otro por la transferencia de un electrén a través de procesos de 6xido-
reduccion (Fig. 3). Sin embargo, solo los tres estados mas altos, V (l1I), V (IV) y V (V),
respectivamente, tienen funciones bioldgicas reconocidas (Rodriguez y Altamirano,
2006).

(e] L (0]
| I | L It /7%
v L ”I",. V ‘.\\\“ L o A v ‘“\\“L ,,’Ih, V .\\\\\\ L/ ”.V "“\\\ll-
-,,"” — ——
L/ \LIL L/ \L I\L L/l\L |_4|\L
L L L
1 2 3 4 5

Figura 3. Vanadio en sus diferentes estados de oxidacién. Obtenida de Contreras-Cadena et al.,
2014.
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TETRAOXIDO DE VANADIO

El vanadio en estado de oxidacién IV (Fig. 4), es el mas comun en el ambiente

intracelular, con férmula quimica V,0,, constituye un polvo negro terroso, que se

forma cuando se calienta una mezcla
formada por trioxido y pentoxido
(Tabla 1). Se usa para catalizar varias
reacciones a temperaturas elevadas y
es muy irritante. Por su dureza y
resistencia a la tension, se usa en la
fabricacion de muelles, engranajes de
transmision y otras partes de los
motores; también se emplea como

agente reductor y como desecante en

Figura 4. Nanoestrellas de 6xido de vanadio (IV). Obtenida
algunas pinturas (Aragon et al., 2005).  de Cuaderno de Cultura Cientifica, 2018.

TABLA L PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE COMPUESTOS DE VANADIO DE INTERES TOXICOLOGICO

]

Nombre Peso molecular  Estado de oxidacion - Densidad Solubilidad
(formula quimica) (g/em’)
Pentoxido de vanadio 181.88 \Y 3.357 Ligeramente soluble en agua, 8 g/l a 20 °C.
(V.0 Soluble en anhidndo acético, acetato de etilo
y acctona

Metavanadato de amonio 11698 \Y 2326  Soluble en agua, 52 g/ a 15°C, 695 g/l.a
(NH VO,) 96 °C. Insoluble en alcohol, éter 6 NH Cl
Metavanadato de sodio 121,93 v Sin datos  Soluble en agua, 211 g/ a 25°C, 388 g/l a
(NaVO,) 75°C
Ortovanadato de sodio 183.91 o Sin datos  Soluble en agua
(Na,VO,)
Oxitncloruro de vanadio 173,30 A 1.829  Se descompone en solucion, Soluble en alco-
(VOCL) hol, éter v dicido acético

| Tetroxido de vanadio 165.88 v 4339  Soluble en acidos o bases. De insoluble a poco
V0, soluble en agua *
SUITAIo de vanadio 16300 1w SiN dalos MUY SOTUBIC on agua 1A (20-25 "¢
(VOSO,)
Tetracloruro de vanadio 192.75 v Sindatos  Se descompone en solucion
(VCl)
Oxidicloruro de vanadio 137.85 v 288 Se descompone en agua fria. Soluble en dcido
(VOCL,) nitnco diluido
Tridxido de vanadio 149 88 1l 487 Ligeramente soluble en agua fria. Soluble en
(V.0 agua caliente, dcido nitrico, dcido hidrofluor-

hidrico y bases

I'ncloruro de vanadio 157.30 1l Sindatos  Soluble en alcohol absoluto y éter. Se
(VCl1) descompone en agua (de 3 a 18°C)

Maés informacion de propiedades fisicas y quimicas de vanadio en: Baroch 1983, Lagerkvist er al. 1986, Carson er al. 1987, Alessio

et al, 1988, IPCS 1988, 2001, Budavari e al. 1996
* Rodriguez-Mercado ef al, 2003
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VANADIO EN EL MEDIO AMBIENTE

En la naturaleza, el vanadio no se encuentra en forma pura, por sus propiedades
intrinsecas es propenso a reaccionar con otros elementos. Sin embargo, su liberacion
en la atmosfera es principalmente ocasionada por la actividad humana, por lo que es

considerado un contaminante ambiental (Crans et al., 2004).

El vanadio también se encuentra presente en forma de complejos metalicos y
organometalicos en todos los petroleos crudos y materiales de origen fésil. La
concentracion en los petroleos del mundo es muy variable y depende del lugar de
origen; en México el contenido es de 243 ug/g de petroleo (Aragodn et al., 2005).

Se ha estimado que, de las 64 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente,
alrededor del 91% son producto de la actividad industrial, de la combustién de
petréleo, de carbdn y de aceites pesados y el resto son derivadas de la erosion del
suelo, emisiones volcanicas, incendios forestales y otros procesos biogénicos (IPCS
2001).

MEDIOS DE EXPOSICION AL VANADIO

La mayoria de las personas estan expuestas diariamente a cantidades muy pequefias
de vanadio en los alimentos, el agua potable y el aire. Las mayores cantidades
ingeridas provienen de los alimentos y se consumen aproximadamente de 10 a 20
microgramos diariamente, se han reportado ingestas diarias de vanadio a través del
agua de grifo de 0.001 mg/L y también se puede encontrar vanadio en varios
suplementos dietéticos y multivitaminas en cantidades desde 0.0004 a 12.5 mg
(ATSDR, 2012).

La presencia del vanadio en estas fuentes se debe al menos parcialmente a la
presencia natural en las rocas y el suelo a concentraciones aproximadas de 150
partes de vanadio por millon de partes de suelo (150 ppm) en la corteza terrestre
(ATSDR, 2012).
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Las personas expuestas a humo de cigarrillo también pueden estar expuestas a
niveles de vanadio més altos que lo normal ya que el humo de un cigarrillo libera cerca
de 0.0004 mg de vanadio (ATSDR, 2012).

El vanadio combinado con el oxigeno (6xido de vanadio) entra al aire cuando la gente
hace arder petrdleo combustible o quema carbén por lo que se puede estar expuesto
al vanadio si se respira este aire. Las cenizas que resultan cuando arde el petroleo
combustible o los productos de desecho que resultan del procesamiento de depdsitos
minerales que contienen vanadio pueden ser descargados en los vertederos de
basura después de seguirse los procedimientos adecuados de tratamiento. Asimismo,
la accion de los vientos y la lluvia puede causar que ciertas cantidades de vanadio
circulen fuera de los vertederos de basura hacia suelos, cultivos agricolas y

abastecimientos de agua cercanos (Fig. 5) (ATSDR, 2012).

Figura 5. Contaminacién por las refinerias de petréleo. Obtenida del Financiero 2015.

DISTRIBUCION DE VANADIO EN EL ORGANISMO

La entrada de vanadio al organismo de los mamiferos ocurre a traves de la piel, por
el tracto gastrointestinal y por el sistema respiratorio. La absorcion por la piel es
minima, varios reportes coinciden en que el 10 % del vanadio es ingerido y el 25 %
inhalado, este es absorbido y transportado a varios tejidos del cuerpo por el torrente
sanguineo (Fig. 6) (Elinder et al., 1988; Mukherjee et al., 2004).

15



Una vez que ha sido absorbido, puede encontrarse en estados de oxidacién lll, IV y
V. El V(V) es reducido a V(IV) por el glutation de los eritrocitos o por el acido
ascorbico, las catecolaminas y otras substancias reductoras del plasma (Rehder,
2003). El vanadio es transportado por la albumina y preferentemente por la
transferrina. En el interior de la célula el V(V) puede ser nuevamente reducido a V(IV)
por el glutation y otros sustratos donde permanece unido (Cantley et al., 1978; Yang,
2003).

Algunos estudios de farmacocinética en eritrocitos demuestran que la entrada de
vanadio al interior de la célula se da en dos etapas, cada una regida por un
mecanismo en particular. En la etapa inicial, V(V) cruza la membrana celular a través
del sistema de intercambio anionico, en tanto que en la segunda etapa el cruce es
mucho mas lento e involucra el producto reducido, V(IV) y un mecanismo de paso
semejante al de los cationes divalentes (Heinz et al., 1982).

Independientemente de la forma en que se incorpore el vanadio se acumula
exclusivamente como V(IV). Los 6rganos que lo acumulan son higado, rifién, hueso
y bazo, mientras que en pulmones y testiculos se concentra en menor cantidad;
también se ha detectado en corazon, tiroides, cerebro, musculo esquelético, médula
Osea y tejido graso (Sharma et al., 1987; Alessio et al., 1988; Elinder et al., 1988;
French y Jones, 1993).

Diversas pruebas bioquimicas demuestran que el vanadio en estados de oxidacién IV
y V, interactua en concentraciones de micromoles (uM) con muchas moléculas
organicas, incluyendo proteinas, péptidos, aminoacidos, nucledtidos y azulcares
(Crans et al., 1989; Baran, 2000). En la célula, el vanadio tiene preferencia por los
grupos fosfato, carboxilo y amino de las biomoléculas; se calcula que el 61 % del total
de V(IV) se une a los fosfatos, el 29 % a las proteinas, el 1 % queda libre y el resto a

radicales sulfhidrilo y vitaminas, entre otras moléculas (Nechay et al., 1986).
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EXPOSICION

DERMICA INHALACION INGESTION
o Exhalacion l
Transpiracion
& l/ i /
Tracto
Piel Sisterna respiratorio trointestinal
e (pulmones v alveolos) 1-10% gastromrestina
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Huesos, rifion, bazo, D S T@gfg;;?ii?{%ﬂ?ff T
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(acumulacion V(IV) _— \B;((;}gf{f(ff\;%a\%f; (acumulacién V(IV))
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\_ 7 Monitoreo Biolégico 0
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Figura 6. Toxicocinética del vanadio modificado de Elinder et al., 1988.

BENEFICIOS DEL VANADIO EN EL ORGANISMO

Este elemento tiene ciertas actividades benéficas como por ejemplo; previene las
caries, la acumulacion del colesterol en los vasos sanguineos, ayuda a prevenir los
ataques cardiacos, refuerza el sistema inmunitario, ayuda a la formacion de glébulos
rojos y de acuerdo con un articulo en el periédico de la Asociacion Americana de
Nutricion, el vanadio tiene un papel esencial en la nutricibn del humano, los
investigadores han demostrado que algunas composiciones del vanadio pueden
aliviar los sintomas de la diabetes, ya que este nutriente ayuda a la actividad de la
insulina, las dosis requeridas para normalizar los niveles de glucosa y lipidos en
sangre son entre 0.1 — 0.7 mM/kg en estados de oxidacion IV y V (Alvino et al., 2007;
Srivastava, 2000).
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https://encolombia.com/salud-estetica/nutricion/diferencias-entre-colesterol-bueno-y-malo/

DANO DEL VANADIO AL ORGANISMO

El Vanadio puede tener un gran niumero de efectos sobre la salud humana cuando

nos encontramos expuestos a dosis muy altas como:

(1 Dafio cardiaco y vascular O Temblores severos y paralisis

d Inflamacion del estbmago e (1 Sangrado de la nariz y dolor de
intestinos cabeza

1 Dafio en el sistema nervioso O Mareos

A Sangrado del higado y rifiones (1 Cambios de comportamiento

A Irritacién de la piel

Las pruebas de laboratorio con animales han mostrado, que el Vanadio puede causar
dafio en el sistemareproductivo de machos, y alteraciones en el ADN, en algunos
casos (ATSDR, 2012).

Intracelularmente, el vanadio tiene afinidad por el material genético y un dato
importante es que en modelos animales puede cruzar la barrera hematotesticular
y placentaria e inducir alteraciones en las diferentes células del testiculo y en el

desarrollo embrionario y fetal (Domingo, 1996; Aragon et al., 2005).

18



ESTRUCTURA DEL APARATO REPRODUCTOR
MASCULINO

El sistema reproductor masculino esta formado por el pene, el escroto, los testiculos,

el epididimo, conducto deferente, la préstata y las vesiculas seminales (Fig. 7).

ejiga uringia ‘

Epididigj:

Testiculs?
//
&

Figura 7. Aparato reproductor de un ratén macho. Modificada de Zufiiga, 2011.

El pene consta de la raiz, la parte visible del cuerpo y el glande del pene. El orificio
de la uretra (el canal que transporta el semen y la orina) se encuentra en la punta del

glande del pene.

El escroto es un saco de piel gruesa que rodea y protege los testiculos actuando
como un sistema de control de la temperatura para los testiculos, porque estos
necesitan estar a una temperatura ligeramente inferior (35°C) a la corporal (37°C)

para favorecer el desarrollo normal de los espermatozoides.

Los testiculos son cuerpos ovoides y tienen dos funciones principales: producir
espermatozoides (que transportan la carga genética del macho) y testosterona (la

principal hormona sexual masculina).

19



El epididimo almacena los espermatozoides y proporciona el entorno adecuado para
gue maduren y adquieran la capacidad de moverse por el sistema reproductor

femenino y fertilizar un 6vulo.

El conducto deferente es un canal firme, que transporta los espermatozoides desde

el epididimo.

La uretra es la parte de las vias urinarias que transporta la orina desde la vejiga y la

parte del aparato reproductor por la cual se eyacula el semen.

Las vesiculas seminales se unen a los conductos deferentes para formar los
conductos eyaculadores, que cruzan la prostata. La prostata y las vesiculas seminales
producen un liquido que nutre a los espermatozoides. Este liquido suministra la mayor
parte del volumen del semen, y con él se expulsan los espermatozoides durante la

eyaculacién (Hirsch, 2019).

ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es el complejo proceso mediante el cual las espermatogonias
tras una serie de divisiones y diferenciacion celular dan lugar a espermatozoides

(Fig. 8). Se distinguen tres etapas o fases.

Espermatogénesis

b) Tabulos
seminiferos

2.- Espermatocito
primario

2.- Espermatocito
secundario

Figura 8. Espermatogénesis, Obtenida de Quintero-Vasquez et al., 2015.

A) Fase proliferativa o espermatogonica. La espermatogonia esta en contacto con
la membrana basal del tubulo seminifero y se divide por mitosis. Se distinguen dos
20



tipos de espermatogonias: la A que permanece en el compartimento basal del tabulo
seminifero y la espermatogonia B que pasa, previa rotura de las ‘tight junctions” al
compartimento luminar y se transforma en espermatocito | preleptoténico (Marina,
2003).

B) Fase meidtica o espermatocitica. Comprende dos divisiones celulares; de
espermatocito | a espermatocito Il y de este a espermatide. De un espermatocito | que
tiene 23 cromosomas bivalentes, es decir con cuatro cromatidas cada uno, se forman
cuatro espermatozoides. Las divisiones de la etapa espermatocitica son de tipo
reduccional o meidticas. Las células resultantes, las espermétidas, tienen una carga
cromosdmica haploide, solo 23 cromosomas en vez de los 46 cromosomas de las

células somaticas.

Durante la meiosis, ademas de la reduccion cromosémica a la mitad, se produce el
“crossing-over” o intercambio génico entre los cromosomas homoélogos heredados del
padre y de la madre. El intercambio génico tiene lugar durante la fase paquiténica de
la profase |. En la fase anterior, la de zigoteno, se produce el apareamiento de
cromosomas homologos de una forma muy precisa gracias a una estructura, los
complejos sinaptonémicos que permiten el intercambio de genes alelos. El
intercambio génico, que ocurre durante la profase I, produce diversidad génica en la

descendencia respecto a los progenitores (Marina, 2003).

C) Fase espermiogénica. En esta fase no hay divisién celular, solo diferenciacién
celular. El espermatide, célula redonda, contiene 23 cromosomas; es por tanto
haploide. Procede de la division celular del espermatocito Il y se transforma en
espermatozoide. Los cambios mas evidentes son la transformacion del aparato de
Golgi en acrosoma, la elongacion del nucleo pasando de redondo a eliptico; el
desarrollo del flagelo espermatico a partir del centriolo distal; y la eliminacién del
citoplasma. A ello hay que afiadir la condensacion de la cromatina, cambios
metabolicos y la localizacion de las mitocondrias alrededor de la parte proximal del

flagelo, formando “la pieza intermedia” (Fig. 9) (Marina, 2003).
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Figura 9. Espermiogénesis. Obtenida de Gilbert, 2005

REGULACION HORMONAL DURANTE LA
ESPERMATOGENESIS

El testiculo posee dos funciones basicas: endocrina (produccién de hormonas) y
exocrina (produccién de espermatozoides). La funcion testicular esta controlada por
el llamado eje Hipotalamo-hipdfisis-testiculo (Fig. 10). En el hipotdlamo se segrega la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que estimula la produccion hormonal
por el l6bulo anterior de la hipdfisis (la adenohipdfisis): la hormona estimulante del
foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Morales et al., 2004).

La GnRH es liberada por el hipotalamo de forma pulsatil, este tipo de liberacion resulta
esencial para el efecto estimulador de la secrecion de gonadotropinas. La amplitud y
la frecuencia de los pulsos de GnRH condicionan las concentraciones de FSH y LH

segregados por la adenohipdfisis y, a su vez, la funcion gonadal.
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Figura 10. Control del eje hipotdlamo-hipdfisis-testicular. Obtenida de Arrondo, 2009.

Por otra parte, y debido al proceso de retroalimentacion negativa, las hormonas
producidas en el testiculo ejercen efectos inhibidores sobre la secrecion de la FSH y
la LH (Morales et al., 2004)

La FSH hipofisaria actla sobre los receptores especificos en las células de Sertoli,
localizados en los tubulos seminiferos, lo que estimula la produccion de
espermatozoides (espermatogénesis). Debido a la estimulacion de la adenohipdfisis
(FSH), y por diferentes factores hormonales, esta funcion se desarrolla durante la vida

sexual.

La testosterona también es necesaria para el proceso de la espermatogénesis. Las
células de Sertoli sintetizan una proteina fijjadora de andrégenos (la ABP: androgen
binding protein) que es necesaria para mantener una concentracion adecuada de
testosterona en el epitelio seminifero y asi, se pueda completar el proceso de la

espermatogénesis (Morley, 2003).
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Un factor importante que actia sobre la hip6fisis inhibiendo la produccién de FSH es
la hormona llamada inhibina, producida por las células de Sertoli. En presencia de
una dotacion de células espermatogénicas en el epitelio seminifero, la inhibina se va
liberando de modo continuo y actla sobre la hipdfisis para inhibir la produccion de
FSH (Hayes et al., 2001).

ESPERMATOGONIAS

Las espermatogonias se consideran las “células madre” del sistema reproductor
masculino, pues se dividen para mantener el nimero de células en su poblacion y
para producir aquellas células que se diferenciardn en espermatozoides (Zhou y
Griswold, 2008).

Las espermatogonias pueden observarse cerca de la membrana basal. Tienen un
tamafo de 12 um, su nulcleo es esférico, rico en cromatina (ADN + proteinas
histonas), ocasionalmente elipsoidal y de 6,5 um, presenta nucléolos adheridos a la
membrana nuclear. El citoplasma es homogéneo y pélido (Johnson et al., 2008).

No obstante, existen diferentes tipos de espermatogonias.

Estas células pueden diferenciarse en tres clases:
- Las espermatogonias indiferenciadas o tipo A
- Las espermatogonias intermedias

- Las espermatogonias diferenciadas o tipo B (Fig. 11).

Figura 11. Tipos de espermatogonias en ratén y humano. Modificada de Dym et al., 2009.

24



Las espermatogonias indiferenciadas e intermedias podrian considerarse de tipo “A”,
pues son las responsables de la produccién de nuevas espermatogonias y de

aguellas espermatogonias que se comprometeran luego a la diferenciacion.

Las espermatogonias que se diferenciaran posteriormente en espermatocitos
(equivalentes al tipo “B”) sufren numerosas divisiones mitéticas. La mitosis de estas
células “diferenciables” es, sin embargo, diferente a otros tipos de mitosis, pues la
citocinesis es incompleta (las células no se separan unas de otras después de
dividirse en dos), por lo que todas las células resultantes, llamadas espermatocitos,

se mantienen unidas como en un sincisio (Clermont, 1966).

Las espermatogonias tipo A son células con un Unico nucleo muy redondeado que,
muchas veces, cuando se tifien con tintes especiales, se colorean poco. Desde el
punto de vista citolégico, muchos autores definen dos tipos de espermatogonias A,

los cuales se diferencian por su coloracion en:

- Espermatogonias AD, del inglés dark, que significa “oscuro”

- Espermatogonias AP, del inglés pale, que significa “palido”

Las espermatogonias de tipo intermedio se caracterizan por presentar de dos a seis
nucléolos y las espermatogonias tipo B, por otro lado, son células que se
caracterizan por tener mas de siete nucléolos. Los nucléolos son importantes
regiones intranucleares que no estan delimitadas por una membrana pero que ejercen
funciones muy importantes como, por ejemplo, la sintesis de ribosomas (Brennery
Miller, 2014).

BARRERA HEMATOTESTICULAR

La barrera hematotesticular (Fig. 12) formada por células de Sertoli es de
permeabilidad altamente selectiva, se sitla entre los vasos sanguineos capilares y
los tubulos seminiferos de los testiculos. La presencia de la barrera hematotesticular
permite que las células de Sertoli influyan en la composicion quimica del lumen de los

tubulos seminiferos y controlen el ambiente en el que se desarrolla la
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espermatogénesis. El fluido del lumen de los tubulos seminiferos es rico en
andrégenos, estrogenos, inositol, acido glutdmico y acido aspartico, y a diferencia del
plasma es pobre en proteinas y glucosa. La barrera hematotesticular previene el paso
de sustancias citotoxicas transportadas en sangre para que no interfieran en la
formacion de los espermatozoides.

La permeabilidad de los compuestos xenobidticos a través de la barrera
hematotesticular dependera de su tamafio molecular y de su liposolubilidad (Leopardi
et al., 2005).
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Figura 12. Barrera hematotesticular. Obtenida de Lopez, 2009.

TOXICOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR
MASCULINO

Las sustancias toxicas pueden alterar la espermatogénesis en varios puntos. Las mas
lesivas, debido a su irreversibilidad, son las que matan o alteran genéticamente (fuera
del alcance de los mecanismos de reparacion) las espermatogonias o las células de

Sertoli.
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El liquido seminal se puede analizar para determinar la presencia de una sustancia

toxica o de sus metabolitos (Chapin et al., 1984).

La viabilidad y movilidad de los espermatozoides en el liquido seminal representa
tipicamente la calidad del mismo. Las alteraciones de la viabilidad de los
espermatozoides, determinadas mediante exclusiéon por tincibn o por edema hipo
osmotico, o las alteraciones de los parametros de la movilidad del esperma sugieren
efectos toxicos postesticulares. Los analisis de semen pueden indicar también si la
produccion de espermatozoides ha resultado afectada por una sustancia toxica
(Chapin et al., 1984).

El recuento y la morfologia de los espermatozoides ofrecen indices de la
integridad de la espermatogénesis y de la espermiogénesis. Asi, el nimero de
espermatozoides presentes en la eyaculacién es directamente proporcional al de
células germinales por gramo de testiculo, mientras que la morfologia anormal
probablemente es consecuencia de una espermiogénesis anormal. Por tanto, el tipo
o el momento de un efecto toxico pueden indicar el destino de la sustancia toxica
(Zuckerman et al., 1978; Charlton 1994).

EFECTOS REPROTOXICOS

La biotransformacion y posible activacion de las sustancias quimicas exégenas puede
ser importante, ya que durante la espermatogénesis tiene lugar la sintesis de ADN
por lo que el material genético es muy sensible a la accién de toxicos, especialmente
de mutagenos. De la efectividad de los sistemas de reparacion dependera que las
lesiones producidas por estos en el ADN, resulten o no en cambios en el material

genético (Fernandez, 2003).
Los trastornos toxicoldgicos de la fertilidad masculina son la infertilidad y la esterilidad,

entendiendo por infertilidad una reduccién temporal en la capacidad de procreacion,

mientras que la esterilidad es un proceso que implica irreversibilidad.
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En la reproduccion masculina, el proceso diana para las sustancias mutagénicas es
la espermatogénesis, pero no todas las células presentan el mismo riesgo ante la

accion de un mutageno, existen tres factores que las hacen diferentes:

« Nivel que ocupan en la linea: las mutaciones en las células madre seran
portadas por el esperma desarrollado a partir de ellas durante toda la vida del
organismo. Desde este punto de vista las células de mayor riesgo son las
espermatogonias; en cambio, los espermatocitos o espermatozoides dafiados
seran reemplazados al cabo de un tiempo.

% Actividad replicativa: la sintesis de ADN tiene lugar principalmente en las
espermatogonias y los espermatocitos primarios que seran las células mas
sensibles a la accién de los mutagenos.

< Actividad de los sistemas de reparacion: las células espermiogénicas son
las menos efectivas en la reparacién de lesiones y el esperma maduro ya ha

perdido esta capacidad reparadora (Huici y Bonilla, 1999).
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Figura 13. Posibles efectos adversos de la exposicion de células germinales a
sustancias mutagénicas. Modificada de Huici y Bonilla, 1999.
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MODELO BIOLOGICO RATON CEPA CD-1 (Mus musculus
domesticus)

El ratbn Mus musculus domesticus, (Fig. 14) es un modelo con muchos atributos para
la investigacion por su facil manejo, ya que es apropiado para la crianza y de facil

manipulacion.

Figura 14. Raton de la cepa CD-1 Mus musculus domesticus. Obtenida de Taconinc, 2021.

La especie de ratdbn (Mus musculus domesticus) utilizada en el bioterio, es de tamafio
pequefio, tiene como medidas externas: 130 a 198 mm de largo total, que va desde
la punta de la nariz hasta la punta de la cola. Su cola mide de 63 a 102 mm, es larga,
con poco pelo y escamosa. Es una especie que evolucion6é taxondémicamente
considerada comensal del hombre (Hall, 1981). Para la determinacion del género en
los neonatos, se determina la distancia entre el ano y la papila urogenital siendo mayor
en los machos (tres veces mas). En los adultos, los machos pueden diferenciarse de
las hembras por el abultamiento testicular notorio en la pared abdominal (Altamirano,
1994).

Su peso corporal al nacimiento es de 0.5 a 1.5 g y de adultos es de 30 a 35 g en
hembras y de 38 a 42 g en machos. El periodo de vida del ratobn M. musculus
domesticus es de 1 a 1.3 afios. Los machos de la mayoria de las lineas de ratones
de laboratorio son puberes (con actividad espermética establecida) entre 6 y 8
semanas y mantienen la fertilidad practicamente toda la vida. En ratones un ciclo
espermatico completo dura 35 dias donde tedricamente una espermatogonia es

capaz de producir 4096 espermatozoides maduros (Altamirano, 1994).
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CALIDAD SEMINAL

Durante la eyaculacion se expulsa semen que esta constituido de espermatozoides
provenientes del epididimo y de secreciones sintetizadas por las distintas glandulas
sexuales accesorias. La capacidad reproductiva del macho esta condicionada por el

proceso de espermatogénesis (Foote, 2003).

La concentracion espermatica esta relacionada directamente con la tasa de dilucion
y el nimero de dosis por eyaculado, y la morfologia de los espermatozoides permite

identificar reproductores de baja calidad (Rodriguez-Martinez y Ericsson, 2000).

La capacidad reproductiva puede alterarse por factores ambientales. En ratones, la
exposicion a ambientes hipdxicos, ciertos trastornos nutricionales como la anorexia
nerviosa, el consumo cronico de alcohol, la administracion de agroquimicos,
ocasionan la destruccion del epitelio germinal, modifican la estructura tubular, alteran
el transporte de los espermatozoides y la maduracion de los gametos, etc., (Van Thiel
et al., 1979; Adams et al., 1997; Calleja et al., 1997; Martini et al., 2004; Bustos et al.,
2005; Bustos et al., 2007).

ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una célula movil altamente especializada que es facilmente
diferenciable del resto de las células (Fig. 15). En ratones tiene un tamafio aproximado

de 123 ym y en humanos de 55 pym.

Pueden diferenciarse tres regiones en su estructura:

I) Cabeza. Es la region apical de la célula. En el grupo de los roedores, la cabeza
tiene forma de gancho (falciforme), mide aproximadamente 8 um de largo por 3 um
de ancho. Contiene al ndcleo celular y al acrosoma. El ndcleo, que contiene y protege
a la cromatina altamente condensada, se encuentra rodeado por una membrana
denominada teca perinuclear que consiste en una cubierta rigida formada por
diversas proteinas unidas a través de enlaces disulfuro (Sutovsky y Gaurishankar,
2006). El acrosoma es una estructura membranosa que se sitla por encima del

ndcleo. Contiene una gran cantidad de enzimas como hialuronidasa, proteasas,
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acrosina y tripsina, capaces de degradar las capas que rodean al 6vulo (Georgadaki
et al., 2016).

II) Pieza media o cuello. En ratones mide aproximadamente 18 um de largo. En esta
regién se encuentran aproximadamente 75-100 mitocondrias dispuestas de manera
helicoidal alrededor del flagelo, estan encargadas de proveer energia para que la
célula pueda sobrevivir y moverse (Sutovsky y Gaurishankar, 2006).

A pesar de que la pieza media no es la Unica region de esta célula donde se produce
energia, si aporta la mayor cantidad de energia gracias a que lleva a cabo fosforilacion
oxidativa (Garcia-Vazquez et al., 2016).

[Il) Flagelo o pieza principal. Tiene una longitud aproximada de 96 pym en ratones,
su estructura filiforme permite a la célula moverse. Se encuentra recubierto en la
primera porcion por una vaina fibrosa y después solamente por la membrana flagelar.
Su estructura, partiendo del centro hacia la periferia, consiste en un axonema formado
por dos microtubulos centrales rodeados por otros nueve pares. Los componentes de
cada par se denominan microtubulos A y B. Se conoce como axonema 9+2 a este
tipo de distribucion (Lopez-Garcia et al., 2012). Los microtiubulos A poseen dos brazos
de dineina en forma de gancho que abrazan a cada microtdbulo B, esta proteina es
capaz de hidrolizar ATP y producir energia para impulsar al espermatozoide. Hacia la
parte terminal del flagelo el grosor disminuye y se aprecia un desarreglo de los
microtUbulos del axonema, a esta ultima porcién se le denomina pieza terminal
(L6pez-Garcia et al., 2012).
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Figura 15. Estructura del espermatozoide de un ratén. Modificada de Delfin, 2020.

32



Justificacion

Los trabajos sobre el papel biologico del vanadio han ganado mucha importancia en
los ultimos afios debido a su bien conocido potencial toxico, mutagénico y genotdxico
en una amplia variedad de sistemas bioldgicos. Se ha reportado que el vanadio (V)
induce recuentos bajos de espermatozoides y aumenta la frecuencia de
anormalidades de la morfologia espermatica. Sin embargo, ain no se han evaluado
los efectos de la forma intracelular activa de V,0, sobre la funcion reproductora
masculina. El propésito de este estudio fue analizar el efecto toxicologico del
tetradxido de vanadio por via aérea en la densidad y morfologia espermatica, asi

como la proporcion de espermatogonias en el ratdbn macho adulto.
Hipotesis

El vanadio es reconocido como un mutageno potencial y uno de los primeros efectos
detectables es un descenso en la fertilidad masculina ya que al ser inhalado es capaz
de atravesar la barrera hematotesticular producir atrofia del epitelio seminifero con
pérdida de espermatogonias, que tienen como consecuencia oligospermia e incluso
azoospermia.

Objetivo general

Analizar los efectos toxicologicos producidos por exposicion subcronica via aérea a
V,0, sobre células indiferenciadas, diferenciadas y espermatozoides; reforzando asi

el efecto reprotdxico en ratones macho.

Objetivos particulares

e Analizar el efecto citotéxico mediante la evaluacion de la proporcion de los
diferentes tipos de espermatogonias de ratdn inducido por exposicion a V,0,.

e Evaluar el efecto toxicoldgico en la calidad seminal de ratones con los mismos
tratamientos de vanadio V,0, (morfologia y densidad).

e Establecer la correlacion de los efectos citotoxicos, citostaticos y reprotoxicos
del V,0, en las espermatogonias (Tipo A, INT y Tipo B) del testiculo de ratén

con la densidad espermatica.
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METODOS

Reactivos

Para llevar a cabo los tratamientos via aérea se utilizé tetradxido de vanadio (V,0,);
Mitomicina C (C,5H1sN,Os MMC, CAS 50-07-7, Sigma-Aldrich, USA) para el control
positivo, KCI (CAS 7447-40-7, Hycel, México) para preparar una solucién hipotonica
0.075 M (P/V), Metanol absoluto (CH;OH, CAS 67-56-1, J.T. Baker, USA) y Acido
acético glacial (CH;COOH, CAS 64-19-7, Golden Bell, México) para preparar un
fijador en proporcion 3:1 (V/V), acido acético al 60% (V/V), Colchicina
(CCC,C22H25N06>95%, CAS 64-86-8, Sigma-Aldrich, USA) al 0.3% (P/V) para la
obtencién de espermatogonias; Giemsa (CAS 51811-82-6, Sigma-Aldrich, USA) al
10% (VIV) para la tincion de espermatogonias, eosina (E8761, Sigma-Aldrich, USA)

al 1% (V/V) y nigrosina (V/V) para la evaluacion de morfologia espermatica.

Muestra

Se trabaj6 con ratones macho sexualmente maduros (de 8 a 12 semanas de edad)
de la cepa CD-1 que fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza con un peso entre 37.5 y 45 g (los ratones fueron pesados al
inicio del tratamiento y nuevamente cuando fueron sacrificados). Se mantuvieron con
fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a una temperatura de 21°C
con una humedad de 40 a 50%. Los animales tuvieron libre acceso al alimento
(Rodent diet Tek Lad Global Diets, 18% de proteina) y agua. Cada grupo estuvo

conformado por 5 ratones.
Tratamiento

Se realiz6 un tratamiento subcrénico con tetradxido de vanadio (V,0,) via inhalatoria
0 aérea tomando como referencia la LDso (150 mg/kg) del V,0, se prepararon
soluciones en voliumenes que contenian ¥ LDso, %2 LDso y % LDso (Tabla 2). El
tratamiento se realiz6 durante 15 dias de manera subcronica, exponiendo a los
ratones cada 48 horas durante una hora, via aérea con ayuda de un nebulizador y
una caja hermética. Los ratones fueron sacrificados 24 horas después de recibir el

ultimo tratamiento.
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Tabla 2. Grupos y tratamientos

Grupos Tratamientos (mg/g) No. Ratones
Testigo negativo 0 5
Testigo positivo (MMC) 0.08 5
V204-
Baja 1.5 5
(V4 LDso: 37.5 mg/kg)
Media 3 5
(%2 LDso: 75.0 mg/kg)
Alta 4.5 5

(34 LDso: 112.5 mg/kg)

LDso Vanadio IV = 150 mg/kg (Aragén y Altamirano, 2001).

Obtencion del material bioldgico (espermatogonias)

Se administré Colchicina al 0.3% (P/V) via intraperitoneal (0.1 mL por cada 10 g),
después de 5 horas los ratones fueron sacrificados para extraer testiculos y
epididimo. Los testiculos se colocaron en tubos de centrifuga con 5 mL de solucion
fisiologica para evitar que se resecaran y posteriormente fueron macerados en cajas
Petri.

Posteriormente se colocaron en tubos de centrifuga y se les agregd solucién
hipotonica KCI 0.075 M hasta 10 mL, se esperé 5 minutos a que el material biol6gico
asentaray se retir0 el sobrenadante, se agreg6 nuevamente solucién hipoténica 0.075
M previamente incubada a 37 °C hasta 5 mL y se colocaron los tubos de centrifuga

30 minutos en bafio maria.

Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos y se elimind el sobrenadante.
Se agregaron 5 mL de fijador (3:1 metanol: acido acético) (V/V) y se volvio a

centrifugar a 3500 rpm, finalmente se agregaron 5 mL de &cido acético al 60% (V/V)
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a cada tubo dejandolos de 5 minutos a 24 horas para posteriormente realizar el goteo

en las laminillas; estos fueron refrigerados.

El goteo fue realizado en laminillas frias, se dejaron secar al aire, y posteriormente
fueron tefiidas con Giemsa al 10%. Las evaluaciones se realizaron en un microscopio

(Nikon) en campo claro a 40X.

Calidad seminal

Al extraer los epididimos estos fueron exprimidos en tubos eppendorf con 1 mL de
agua destilada para evaluar los parametros de calidad seminal (densidad y

morfologia).

Densidad

Para la evaluacion de la densidad se realizé un conteo en la camara de Neubauer,
resuspendiendo la muestra y aplicando una alicuota en la camara de Neubauer. Se
observo en el microscopio (Nikon) en contraste de fases a 40X y se contaron los
espermatozoides en ambas cargas, tomando en cuenta Unicamente espermatozoides
enteros (con cabeza y flagelo). Se compararon los recuentos replicados para verificar
si son aceptables y se promediaron los conteos para calcular la concentracién de

espermatozoides por mL.

Morfologia

Para la evaluacion de la morfologia se realizé una tincion con eosina-nigrosina. Se
tomaron 10 yl de muestra y se agregaron 10 ul de eosina, se resuspendié y se dejo
reposar por 2 minutos, posteriormente se agregaron 10 ul de nigrosina y se realiz6é un
frotis. Se observo en el microscopio (Nikon) a 40X y se contabilizaron un total de 400
espermatozoides, indicando el niumero de espermatozoides normales, con defecto en

cabeza, pieza media y flagelo.
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Andlisis estadistico

Se aplico la prueba estadistica de Z para proporciones para la proporcion de

espermatogonias y la morfologia espermatica, con el fin de detectar si hay diferencias

significativas en alguno de los grupos tratados con diferentes concentraciones con

respecto al control negativo. Posteriormente se realizar4 una Prueba de t-Student

para la densidad espermatica, si las diferencias estadisticas cumplen con el valor de

p < 0.05 se consideraron significativas y, finalmente se hizo una Correlacién de

Pearson entre los tres tipos de espermatogonias (Tipo A, INT y Tipo B) y la densidad

espermatica (Tabla 3). Los resultados seran presentados como media + desviacion

estandar (X + DE).

Tabla 3. Analisis estadistico

Células contadas Total/trata. Prueba estadistica
Proporciéon de 2 000 por raton 10 000 Z para
espermatogonias proporciones
Morfologia 400 por ratén 2000 Z para
espermatica proporciones
Densidad 10¢ espermas/ml - t-Student
espermatica
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DIAGRAMAS DE FLUJO

Tratamiento subcrénico con V:0.

T — Tomando como referencia la LD, (150 A
da B 112 s I':D mg/kg) del V.O. se prepararon soluciones en & O
volimenes que contenian % LD, , 2 LD, y @}
%LD,,

0s ratones fueron
Los ratones fueron Se utilizé una caja de k ssa;if?::dos ;:10
expuestos via aérea plastico cerrada y un I:D horas después de
cada 48 horas nebulizador para recibir el Gitimo
durante 1 hora al v.0. realizar el tratamiento tratamiento

Obtencién del material biolégico (espermatogonias)

Se administré colchicina al 0,3% Posteriormente se centrifugd a

inis - Se colocaron los tubos de = 3500 rpm por 5 minutos y se
(P/V) via intraperitoneal (0.1 ml " centrifuga 30 minutos en bafo eliminé :|° sobrenadant‘t;.
por cada 10 g de peso) l , maria a 37°C.

Se agregaron 5 ml de fijador (3:1
metanol: acido acético) (VIV) y se
volvié a centrifugar a 3500 rpm

I

Finalmente se agregaron 5 ml de

5 horas después Se agregé nuevamente solucion
se sacrificé por dislocacion - hipotonica 0.075 M previamente
cervical para extraer testiculos y | incubada a 37 °C hasta 5 m|
epididimo. ¥ H

J

Se espero 5 minutos a que 7
Los testiculos se colocaron en el material biolégico " '\ aﬁm’::g?&?x (SVxZ\: cza:a
tubos de centrifuga con 5 ml de asentara y se retir6 el )

sobrenadante horas para posteriormente realizar

solucion fisiologica para evitar el goteo en laminillas

que se resecaran ﬂ

] Se colocaron en tubos de © Las laminillas fueron tefiidas con
Posteriormente fueron =, centrifuga y se agrego solucién - Giemsa al 10% y las

macerados en cajas petri. hipoténica KC1 0.075 M hasta 10 ml Siadonea 35 el AR B b
microscopio (Nikon) en campo
claro a 40X
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) Calidad seminal !
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2 Los epididimos fueron colocados
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ﬂ agua destilada
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RESULTADOS

e Proporcién de espermatogonias

Los resultados obtenidos de la proporcion de espermatogonias para probar si existian
diferencias atribuibles a las diferentes concentraciones de V,0, se muestran en la

Tabla 4 como promedio + desviacion estandar.

Tabla 4. Proporcion de espermatogonias tipo A, INT y B de los ratones CD-1 tratados de forma
subcronica con diferentes concentraciones de V5,0,

Tratamiento Raton Indiferenciadas Intermedias Diferenciadas
(mg/g) (N) (A) (INT) (B)
(%) (%) (%)
1 45.30 37.85 16.85
2 52.15 32.75 15.10
(T-) 3 50.00 30.00 20.00
4 53.65 28.05 18.30
5 58.00 28.50 13.50
Media + DE 51.821+4.67 31.431+4.03 16.75+2.56

1 57.60 25.20 17.20
2 56.25 30.10 13.65
(T+ MMC) 3 49.90 28.30 21.80
[0.08] 4 55.25 27.45 17.30
5 55.55 26.85 17.60

Media + DE 54.91+2.63* 27.58+1.61* 17.51+2.58*
1 54.90 31.50 13.60
2 54.80 35.20 10.00
V,0, 3 54.75 26.75 18.50
[1.5] 4 54.75 26.75 18.50
5 59.00 22.9 18.10

Media = DE 55.64+1.87* 28.62+4.77* 15.74+3.81*
1 58.75 26.00 15.25
2 55.45 25.85 18.70
V204 3 56.95 25.35 17.70
[3.0] 4 55.75 24.55 19.70
5 58.30 21.55 20.15

Media = DE 57.04+1.47* 24.66+1.82* 18.30+1.94*
1 47.20 30.05 22.75
2 52.40 28.70 18.90
V,0, 3 59.55 24.65 15.80
[4.5] 4 56.65 26.65 16.70
5 49.45 24.10 26.45

Media + DE 53.05+5.06* 26.83+2.55* 20.12+4.43*

Z para proporciones *p <0.05 con respecto al (T-) (media + desviacion estandar).

La prueba estadistica Z para proporciones evidencié un aumento significativo
(p<0.05) en los promedios de las espermatogonias indiferenciadas o tipo A para las
tres dosis de V,0, con respecto al control negativo siendo mayor para la dosis media;

en las espermatogonias de tipo intermedio se observd una disminucion significativa
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para las tres dosis de V,0,, siendo nuevamente mayor para la dosis media y en
cuanto a las espermatogonias del tipo diferenciadas o tipo B se observé un aumento
en el grupo tratado con la dosis media y alta, la dosis baja presenté una disminucion

significativa con respecto al control negativo.

Proporcion de espermatogonias

70

*
*
-

60
50
40
30

0 Ii Ii Ii I' Ii

T+ MMC [0.08] V,0; [1.5] V;0, [3.0] V;0, [4.5]

2

o

1

o

Tratamiento (mg/g)
TipoA WINT mTipoB

Figura 16. Proporcion de espermatogonias tipo A, INT y B de los grupos tratados con diferentes

concentraciones de V,0,. Z para proporciones *p <0.05 (media + desviacion estandar).

Nucléoio

Nuciéolo

A B c

Figura 17. A Espermatogonias indiferenciadas, B Espermatogonia intermedia y C Espermatogonias
diferenciadas del grupo control (40X, campo claro, Lab. 2 p.p. UMIEZ-CII, FESZ-UNAM)
Roldan et al., 2020, 2021.
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e Calidad seminal

El recuento de espermatozoides por mililitro de semen se muestra en la Tabla 5. Los
ratones del grupo tratado con la dosis baja y alta de V,0,, presentaron una densidad
menor significativamente y la dosis media evidencié un aumento significativo (p<0.05,

t de Student) en comparacion con los ratones del grupo control.

Tabla 5. Calidad seminal de ratones CD-1 tratados con diferentes concentraciones de V,04 via

aérea
Tratamiento Ratén Normal Cabeza Pza. media Flagelo Densidad

(mg/g) (N) (%) (%) (%) (%) (x106 cel./ml)
1 16.00 28.75 32.25 23.00 68.87
2 69.00 16.75 02.00 12.25 34.75
(T-) 3 74.50 09.75 02.75 13.00 44.50
4 70.00 06.50 05.75 17.75 72.25
5 69.25 15.00 03.75 12.00 48.62

Media + DE 59.75+24.55 15.35+8.53 9.30+12.9 15.6014.75 59.79419.05
1 30.50 04.00 08.00 57.50 73.00
2 25.75 14.50 12.00 47.75 14.40
(T+ MMC) 3 15.00 05.50 07.50 72.50 60.37
[0.08] 4 23.50 06.00 12.50 58.00 41.62
5 50.25 05.75 06.50 37.50 35.12

Media + DE 29+13.13* 7.05+4.23% 9.3+2.75 54.65+13.0* 44.90+22.7*
1 50.00 09.75 09.25 31.00 47.62
2 39.50 09.00 15.50 36.00 45.00
V50, 3 32.00 18.25 07.75 42.00 58.25
[1.5] 4 49.00 21.00 10.00 20.00 57.37
5 62.25 14.25 06.50 17.00 71.75

Media + DE 46.55+11.4* 14.65+5.23 9.80+3.46 29.20+10.5* 55.991+10.56

*

1 45.50 10.00 06.60 38.50 92.12
2 73.75 08.75 05.75 11.75 72.75
V50, 3 57.50 12.50 11.25 18.75 64.50
[3.0] 4 56.00 15.50 08.25 20.25 56.50
5 70.25 11.25 05.00 13.50 61.75

Media + DE 60.60+11.45  11.60+258  7.25+254  20.55+10.6* 69.52+13.93

*

1 37.25 15.00 11.50 36.25 32.37
2 29.00 10.75 09.00 51.25 25.19
V,0, 3 30.50 20.00 07.25 42.25 16.45
[4.5] 4 11.50 35.75 03.50 49.25 17.06
5 22.00 04.00 06.75 67.25 16.00

Media + DE 26.05+9.77*  17.10+11.96 07.60+£2.95 49.25+11.68 20.1816.15*

*

Pza. Pieza media. Z para proporciones morfologia *p<0.05, t-Student densidad, *p<0.05 con respecto al (T-),

(media + desviacion estandar).
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Densidad

70
&0
50
30 *
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T+ MMC [0.08] V:0,[1.5] V:0, [3.0] V:0,[4.5]

Media (%)
8

Tratamiento (mg/g)

Figura 18. Densidad espermética de los ratones tratados con diferentes concentraciones de V,0,.
t-Student *p <0.05 (media * desviacion estandar).

Para la morfologia espermatica, se observo aumento significativo (p< 0.05) en cuanto
a las formas anormales del flagelo en las tres dosis de V,0, con respecto al grupo
control. El grupo tratado con la dosis baja y alta también presenté una diferencia
significativa mas baja en cuanto a las formas normales de los espermatozoides (Tabla
5).

43



Morfologia

£
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T(-) T+ MMC [0.08] V104 [1.5] V304 [3.0] V104 [4.5]
Tratamiento (mg/g)

Media (%)
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mNormal mCabeza ®Pza.media m Flagelo

Figura 19. Morfologia espermatica de ratones CD-1 tratados con diferentes concentraciones de V,0,.
Z para proporciones *p <0.05 (media + desviacién estandar).

Figura 20. A Espermatozoide morfolégicamente normal, B Espermatozoide con defecto en cabeza, C
Espermatozoide con defecto en pieza media y D Espermatozoide con defecto en flagelo. (40X, campo claro,
Laboratorio 2 pp. UMIEZ-CII, FESZ-UNAM) Roldéan et al., 2020(A,B).
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Tabla 6. Analisis de correlacidon con coeficiente de Pearson (r) entre espermatogonias (Tipo A,

INTy B) y densidad espermatica.

Tratamiento Densidad Espermatogonias r Correlacion Magnitud
(mg/g) (x10¢ cel./ml) (Tipo)

A 0.24 Positiva Débil
Testigo 59.79 Intermedias 0.14 Positiva Débil
Negativo B 0.28 Positiva Débil
A 0.18 Positiva Débil
Testigo positivo 4490 Intermedias 0.82 Positiva Alta
[MMC] B 0.83 Positiva Alta
A 0.82 Positiva Alta

V0,4 [1.5] 55.99 Intermedias 0.57 Positiva Moderada
B 0.83 Positiva Alta

A 0.49 Positiva Moderada

[3.0] 69.52 Intermedias 0.55 Positiva Moderada
B 0.89 Positiva Alta

A 0.65 Positiva Moderada
[4.5] 20.18 Intermedias 0.93 Positiva Alta
B 0.20 Positiva Débil

La correlacion de Pearson mostrd una relacidon positiva entre espermatogonias (Tipo
A, INT y Tipo B) y densidad espermatica en los tres grupos tratados con V,0,,
demostrando el efecto citotdxico inducido por efecto inhalatorio del V,0, en las
espermatogonias generando en consecuencia un efecto reprotoxico, evidenciado por
la disminucion en densidad en dosis baja y alta y aumento en dosis media, eventos
gue podrian generar problemas como oligospermia y polispermia; y por tanto una
mala calidad seminal. El grupo control negativo también presento una correlacién
positiva entre densidad y espermatogonias, sin embargo, la correlacion en este grupo
es débil debido a que no existe alteracidon en la proporcion espermatogonial y por lo
tanto tampoco en densidad, en el testigo positivo la correlacion positiva fue alta debido
a que la Mitomicina C es un compuesto que produce dafo celular capaz de afectar a

las células germinales.
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DISCUSION

La actividad industrial produce sustancias cuyas aplicaciones repercuten
positivamente en nuestra calidad de vida, pero cuando dichos compuestos presentes
en el medio ambiente alcanzan concentraciones superiores o, se afecta el equilibrio
natural puede suponer la aparicion de trastornos en la salud de los individuos

expuestos, algunos de ellos ligados al proceso reproductivo.

Proporcion de espermatogonias

La espermatogénesis desarrollada en el epitelio de los tubulos seminiferos del
testiculo es un proceso ciclico altamente sincronizado que conlleva la proliferacion,
diferenciacion y maduracion de mas de 20 tipos celulares distintos, el cual se vio

alterado por efecto del V,0,.

En este trabajo se seleccionaron ratones de 8 a 12 semanas de edad que fueron
tratados con diferentes dosis de V,0,. Los complejos de vanadio tienen la capacidad
de estimular la proliferacion celular, inhibirla 0 en algunos casos, exhibir un
comportamiento bifasico, es decir, promover la proliferacion celular a bajas

concentraciones e inhibir este proceso a dosis altas (Evangelou, 2002).

Es por esto que los metalocompuestos de vanadio poseen efectos contrapuestos y
éstos dependeran de la dosis utilizada, este efecto bifasico es lo que se pudo
observar en los tratamientos realizados con diferentes dosis de V,0,, en el que se
obtuvo un aumento significativo en el porcentaje de espermatogonias del tipo A o
indiferenciadas para los grupos tratados con las dosis baja y media con respecto al
grupo control, mientras que en la dosis alta a pesar de también observarse un
aumento significativo con respecto al grupo control, este fue menor a las dosis baja 'y
media de V,0,.

Lo que demuestra que el V,0, a dosis bajas tuvo un efecto mitogénico sobre las
espermatogonias de tipo A. Estos efectos mitogénicos, pueden estar mediados por la
via de las MAPKSs, que activa indirectamente quinasas como las ERKs y la P13-K. Las

ERKSs a su vez estimulan distintos factores de transcripcion que promueven el ingreso
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de la célula en el ciclo celular y asi su proliferacion (Pandey et al., 1995; Pandey et
al., 1999). La activacién de la PI13-K activa la via de las ERKs y la PKB aportando a
través de ambas vias a la accion mitogénica del vanadio, aumentando en mayor
numero las espermatogonias Tipo A para las dosis media y baja (Wilkinson y Millar,
2000).

Por otro lado, en la dosis alta el efecto del V,0, sobre las espermatogonias de Tipo
A fue contrario a las dosis baja y media; mostrando un efecto anti proliferativo que
ocasiono un menor numero de este tipo de espermatogonias. Los efectos anti
proliferativos de los compuestos de vanadio son producidos en su mayoria a través
del arresto del ciclo celular mediado por la inhibicion de PTPasas (Proteina Tirosina
Fosfatasas) y generacion de estrés oxidativo, por lo que el vanadio en sus diversas
formas puede arrestar las distintas fases del ciclo celular y disminuir el nimero de

espermatogonias Tipo A en dosis altas (Morinville et al., 1998; Evangelou, 2002).

La evidencia toxicologica inducida por el V,0, se muestra en el aumento de las
espermatogonias del tipo B o diferenciadas, en los grupos tratados con la dosis
media y alta, ya que son células que proliferan con menor frecuencia y al verse
expuestas a componentes mutagénicos y genotdxicos como lo es el V,0, estas
comienzan a proliferar con una mayor frecuencia para poder restaurar la poblacién de
células que han sido dafiadas, el aumento de espermatogonias tipo B en la dosis alta
también ocurre como consecuencia de la disminucion de las espermatogonias tipo A
en esta misma dosis obteniendo asi una disminucion en nimero y en proporciones

similares de las espermatogonias del tipo intermedias.

Contaminantes ambientales como el Vanadio participan por diferentes mecanismos
gue incluyen factores intrinsecos que generan anormalidades en la espermatogénesis
ya sea de origen genético o durante el desarrollo del gameto masculino y un
remodelamiento insuficiente de la cromatina. Estos factores ademas propician la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que son inductoras de eventos

apoptoticos, alterando de manera directa la proporcién de espermatogonias.

Diversos compuestos de vanadio intervienen en la fosforilacion de proteinas claves
en las vias de sefializacion relacionadas con la produccion de ROS y dafio al ADN.
Algunas de estas proteinas involucradas en esas vias son la AP-1, MEK-1, ERK-1,
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JNK- 1, PI3-K y NF-KB. (Pandey et al., 1995; Huang et al., 1998; Morinville et al.,
1998; Chen et al., 1999; Ding et al., 1999).

La generacion de ROS inducida por compuestos de vanadio puede producir dafios en
la mitocondria y generar la liberacion de citocromo c la cual activa a diversas
caspasas. Estas caspasas activadas (caspasa-3 y caspasa-8) provocan ain mas
dafios en la mitocondria y activan a sustratos como poli (ADP-ribosa) - polimerasa,

conduciendo a la apoptosis (Green y Reed, 1998; Burkle, 2000).

Estas células germinativas al no estar protegidas por la barrera hematotesticular por
su localizacién en el compartimiento basal de los tabulos seminiferos, es decir, que
se encuentran entre la membrana basal y las tight junctions, con frecuencia son
afectadas por una variedad de agentes mutagénicos que no solo interactiian con el
ADN, sino que también interfieren en el equilibrio existente entre la supervivencia y
apoptosis durante la espermatogénesis, lo que genera modificaciones tanto en las
caracteristicas morfolégicas de las células espermaticas, como un desequilibrio en la
poblacion de espermatogonias y en consecuencia producciones alteradas de
espermatozoides como muestra el coeficiente de correlacion de Pearson en las tres
dosis de V,0, donde la densidad espermatica se ve alterada en funcion del nimero
de espermatogonias llegando a ocasionar problemas de infertilidad como lo son la

oligospermia y polispermia.

La apoptosis en el proceso de espermatogénesis juega un papel muy importante, ya
gue se encarga de controlar el nUmero de células germinales eliminando a las que
suelen ser afectadas por agentes mutagénicos; por lo que debe de existir un balance
entre la apoptosis y proliferaciéon celular, para mantener la homeostasis, sin embargo
agentes externos como él V,0, logran romper este equilibrio, generan disminucién en
algunos tipos de espermatogonias como las de tipo intermedio y aumento en los otros
tipos de espermatogonias (Tipo A y Tipo B), evento que se visualiz6 en el presente

trabajo para las tres dosis utilizadas (Shaha et al., 2010).

Una de las causas que desencadenan la apoptosis es la sobreproduccién de ROS
por parte de la mitocondria debido a un desarreglo de la cadena transportadora de
electrones, que genera lipoperoxidacion de la membrana. Este evento favorece dos
procesos, el primero es la salida de los componentes mitocondriales tales como el

citocromo C que desencadenaran la apoptosis intrinseca (Aitken y Baker, 2013). La
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oxidacion del colesterol de la membrana es otro desencadenante, ya que favorece
gue la membrana de la mitocondria sea mas fluida y favorece la cascada intrinseca
de la apoptosis (Aitken, 2011).

Durante este proceso se ha visto que la via intrinseca de la apoptosis es la que lleva
la batuta. Bax y Bad, citocromo C, caspasa 2, 8 y 9 se han visto involucradas, mientras
gue la familia de Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w, también estan involucradas en la regulacion,
como anti apoptoticas (Xu et al.,, 2016). Sin embargo, la via de la apoptosis
comandada por Fas también se ha visto expresada en testiculo y se ha visto implicado
en el mecanismo de control de calidad de los gametos, cuando expresan el receptor
a través de la activacion de caspasa 3 (Galluzzi et al., 2015).

Algunos estudios realizados por Bellvé et al. (1977) sobre mutagénesis quimica
indican que ocurre dafio en las fases tardias de la espermatogénesis y dafio no
permanente en la espermatogonia, gracias a este proceso de auto regulacién

mediado por la apoptosis.

El promedio de espermatogonias Tipo A obtenido en nuestro protocolo experimental
concuerda con los valores previamente descritos por otros autores como Bellvé et al.
(1977) donde demuestra la eficiencia de las columnas de Percoll para realizar la
obtencion de fracciones enriquecidas en espermatogonias indiferenciadas; donde se
obtuvo un gran porcentaje de las células germinales localizadas en los tubulos
seminiferos correspondiente a la fase celular indiferenciada o espermatogonias tipo
A en ratones; ya que el mayor porcentaje de espermatogonias encontradas en este

trabajo fueron también las correspondientes al Tipo A.

Con el andlisis de los resultados descritos y con respecto a la cantidad de células
dafadas, se aprecia que los momentos de mayor susceptibilidad se dan durante la
proliferacion de espermatogonias de tipo B en la dosis media y alta de vanadio ya que
en circunstancias normales no tienen actividad proliferativa, pero entran en mitosis
cuando las espermatogonias Tipo A comienzan a descender (Gonzales y Gonzales,
2017), evento que se presentd pero Unicamente en la dosis alta de V,0,, lo que
gener6 una disminucion en densidad espermatica para esta dosis y segun el
coeficiente de correlacion de Pearson existe una estrecha relacion entre

espermatogonias Tipo A y densidad espermética para esta dosis, recordando que
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este tipo de espermatogonias (Tipo A) son las que cumplen la funcion de reserva y
dan origen a los tipos de espermatogonias subsecuentes (INT y Tipo B) (Gonzales y
Gonzales, 2017) por lo que un numero reducido de espermatogonias Tipo A presenta
una correlacion positiva con la densidad que fue significativamente menor en
comparacién con el control negativo; por el contrario en la dosis media podemos
observar un efecto mitogénico tanto en espermatogonias Tipo A y Tipo B, es decir
gue el efecto del V,0, indujo a la proliferacion de estos tipos de espermatogonias, el
coeficiente de correlacion de Pearson mostré una correlacion positiva entre los tres
tipos de espermatogonias y el aumento en la densidad lo que podria ocasionar
problemas de infertilidad como la polispermia (Gonzales y Gonzales, 2017), otro
momento donde se logré observar dafio celular fue en la disminucién de las
espermatogonias del tipo intermedias ya que en las tres dosis sus porcentajes
disminuyeron considerablemente, probablemente por los eventos apoptoticos

inducidos por el V,0,.

Estudios (Oakberg y Diminno, 1960) han demostrado que las poblaciones mas
sensibles a la accion de contaminantes ambientales, como los metales pesados (ej.,

vanadio), son las espermatogonias tipo B y los espermatocitos.

Oreallan et al. (1983) indican que una desorganizacion del tubulo indicaria una lesion
a nivel de las células espermatogénicas tipo A, lo que no es de extrafiar, ya que ellas
mediatizan las sustancias que llegan a las células espermatogénicas intermedias y
de tipo B. Lo que advierte una alteracion de las poblaciones de espermatocitos y
espermatidas, esto indicaria dafio en espermatogonias intermedias siendo estas las
poblaciones mas sensibles a la citotoxicidad ya que son las que mostraron
disminuciones significativas para las tres diferentes dosis de V,0,, lo que ocasiona
alteracién en espermatogonias tipo B y como consecuencia en la densidad
espermatica y el dafio en espermatocitos y espermatidas indican alteraciones en la

morfologia.

Asi parece ser que la capacidad de reparacion desempefia un papel importante frente
a los agentes genotoxicos y desde un punto de vista teleolégico es obviamente mas
importante la capacidad de reparacion de células germinales que la de sométicas v,
dentro de germinales, las células troncales tendran una mayor y mas efectiva

capacidad de reparacion ante la accién genotoxica (Russell, 1984; Moran, 2014).
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Cuando el efecto mutagénico tiene lugar en las células somaticas produce cambios
en la informacién genética, con la aparicién de células potencialmente malignas en el
individuo. De manera alterna, si el dafio genético tiene lugar en las células germinales,
este se manifiesta en malformaciones y afectacion fisiologica, alterando la capacidad

y/o calidad reproductiva de la especie (Moran, 2014).

Después de las diferentes exposiciones a V,0,, podriamos deducir que la sensibilidad
de las células germinales dependeria de:

1. La calidad del compuesto toxico, ya que a diferentes concentraciones se
producen diferentes efectos.

2. La sensibilidad para buscar el dafio en cada poblacién depende de la
capacidad de las células.

3. Y concordante a lo propuesto por Russell (1984), la sensibilidad de cada

poblacion estaria en relacion inversa a su capacidad de reparacion.

El V,0, al considerarse un téxico reproductivo afecta negativamente al sistema
reproductivo masculino causando una perturbacién directamente sobre la

espermatogénesis, como la que se logré observar en los grupos tratados.

Calidad seminal

Densidad

En el grupo tratado con la dosis baja de V,0, la densidad obtenida fue
significativamente menor en relacion al control negativo; obteniendo también una
correlaciéon altamente positiva entre espermatogonias de tipo B y densidad para la
dosis ya mencionada en el coeficiente de correlacién de Pearson, por lo que la
densidad disminuida es una caracteristica que probablemente se relacione con un
menor indice de divisidbn de las espermatogonias de tipo B que son las células
generatrices del linaje espermatico, es importante que recordar que el porcentaje de
este tipo de espermatogonias para el grupo tratado con dicha dosis fue relativamente
menor al control; lo que produjo en un menor numero de espermatozoides para esta

dosis.
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Para el grupo de la dosis media la densidad obtenida fue mayor en comparacion con
nuestro grupo control negativo, probablemente porque las espermatogonias de tipo B
en el grupo tratado con esta dosis aumento significativamente lo que genero por lo
tanto un mayor nimero de espermatozoides y de igual manera una correlacion

positiva entre este tipo de espermatogonias y la densidad.

En la dosis alta la densidad disminuye significativamente en comparacion con nuestro
grupo control, en este grupo las espermatogonias de tipo A también disminuyeron
significativamente viéndose mas dafladas por lo que la disminucion en densidad
podria estar relacionado con la disminucion de este grupo de espermatogonias
teniendo en cuenta que las espermatogonias de Tipo A son las células madre de la

espermatogénesis.

Estudios realizados en ratas demuestran que la exposicién a sulfato de vanadio
ocasiona disminucion de la movilidad espermatica por inhibicién de la sintesis de
fructosa, asi como disminucion de la densidad espermatica y atrofia de los tubulos
seminiferos (Jain et al., 2007), tal y como se observa en la dosis baja y alta de V,0,
en donde se vio afectada la calidad seminal al disminuir la densidad, lo que demuestra
y refuerza la idea de que el Vanadio es capaz de alterar los procesos de la
espermatogénesis al disminuir la calidad seminal de los individuos; algunos autores
como Pastor et al., 2011 indican que estas alteraciones estan causadas por una
disminucién en el niamero de espermatogonias proliferantes por alteracién del
microambiente de las espermatogonias que afecta directamente a la actividad
proliferativa de las mismas, lo que se corrobora con el coeficiente de correlacion de
Pearson calculado en el presente trabajo donde se obtuvo una correlacion positiva

entre espermatogonias y densidad para todas las dosis de V,0.,.

Resultados similares se han encontrado en trabajos relacionados con la exposicion a
diferentes agentes mutagénicos, autores como Whorton et al., 1997 determinaron que
la exposicion a 1,2-dibromocloropropano (DBCP) redujo la concentracion de
espermatozoides en los eyaculados desde un valor medio de 79 millones células/ml
a 46 millones células/ml, la biopsia testicular revel6 que el objetivo del DBCP eran las
espermatogonias, asi como sucedio en el presente estudio donde el objetivo del V,0,
también fueron las espermatogonias.
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Mattison et al., 1990 demostraron que varones que trabajaban en la fabricacién del
nematicida 1,2-dibromocloropropano (DBCP) experimentaron un ascenso de los
niveles séricos de LH y FSH y una reduccion del numero de espermatozoides y por
lo tanto de la fertilidad; estos efectos parecen ser secuelas de las acciones sobre las
espermatogonias lo que altera la produccion o la accién de los espermatozoides. A
diferencia del trabajo de Mattison et al., 1990, en este estudio no se cuantificaron las
concentraciones de hormonas, sin embargo, explican la gravedad del efecto
resultante cuando el objetivo de los agentes mutagénicos como el V,0,, son las

células madre de los espermatozoides 0 espermatogonias.

Otro ejemplo sobre la accion de los compuestos metalicos es el trabajo de Akinloye
et al., 2016 donde se reporta la relacion entre la exposicion a cadmio e infertilidad en
hombres nigerianos normozoospermicos, oligozoospermicos y azooSpermicos.
Hombres con altas concentraciones de cadmio en plasma seminal presentaron
valores mas bajos en densidad espermatica; es importante destacar que en el
tratamiento realizado con la dosis alta de V,0, fue donde se obtuvo en promedio la
densidad mas baja, por lo que nuestros resultados coinciden con Akinyole, es decir
exposicion a altas dosis de metales pesados ocasionan efectos mas dafinos para la

densidad, que las dosis bajas.

Investigadores de la Universidad de Rosario en Argentina plantean que los factores
gue comprometen la densidad y la morfologia espermatica se asocian con un mayor
namero de células espermaticas inmaduras. Se ha supuesto que estos compuestos
se asocian a la disminucion de gonadotropinas liberadas por la hipdfisis, lo que
estimula el desarrollo de los testiculos. Se ha comprobado que la exposicién al aire
contaminado con metales pesados se asocia también a la disminucion de hormonas

necesarias en la espermatogénesis (Balitan et al., 2015).

La contaminacién quimica producida por metales pesados puede resultar nocivos o
toxicos a corto, medio o largo plazo ocasionando dafios a la salud publica; razén por
la que elementos como el mercurio, plomo, cadmio, niquel y el vanadio son muy
relevantes desde el punto de vista toxicologico y con frecuencia son estudiados,
Herndndez-Ochoa et al., 2005 evaluaron los efectos medioambientales del plomo

sobre la calidad y cromatina espermatica en hombres mexicanos. Las
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concentraciones de plomo fueron medidas, en este caso, en fluido seminal y en
sangre, como biomarcadores de exposicion urbana. En este caso se encontré una
alteracion de determinados parametros como una disminuciéon en la densidad
espermatica, pero solo a concentraciones bajas de plomo en fluido seminal; estos
resultados fueron similares a los del presente trabajo, donde también se observo

disminucién en la densidad, a bajas concentraciones de V;0.,.

Los trabajos realizados por Hernandez-Ochoa et al. (2005) ya mencionados rectifican
gue los metales tienen niveles éptimos de concentracion y por encima de estos
resultan ser téxicos, hecho que también se observé en los tratamientos realizados
con V,0,; este y los metales que han sido mencionados hasta ahora como el plomo
y el cadmio tienen como caracteristicas similares que su toxicidad depende de su via
de administracién, que la concentraciébn puede aumentar o disminuir sus efectos
toxicos sobre las células espermatogénicas y sobre todo el que este tipo de metales
son fundamentales para la industria y que suelen afectar directamente la funcion
reproductiva de los individuos; razén que justifica la revision este tipo de trabajos y su

consecuente comparacion con nuestro trabajo.

Ya que la espermatogénesis puede alterarse como consecuencia de diversas
lesiones del epitelio germinal ocasionadas por agentes mutagénicos, este tipo de
lesiones generan alteraciones en la produccion de espermatozoides segun la
severidad de la alteracion espermatogénica y existen tres tipos de lesiones del epitelio
germinativo (ausencia de epitelio germinal, hipo espermatogénesis y bloqueo

madurativo de la espermatogénesis) (Vendrell, 2003).

Todas estas lesiones generan una disminucién de la produccion de espermatozoides,
causando alteraciones clinicas como oligozoospermia 0 azoospermia segun la
severidad de la alteracion; en nuestros resultados se vio alterada la proporcion de
espermatogonias Tipo Ay Tipo B produciendo aumentos y descensos en la densidad
espermatogénica por el comportamiento bifasico del V,0, que estimula e inhibe la
proliferacion a diferentes dosis, motivo por el cual la densidad también se ve alterada

de distintas maneras como se muestra en el coeficiente de correlacion de Pearson.

El conteo promedio de cada tipo celular germinal permite caracterizar estas diversas
alteraciones en el epitelio germinativo (Vendrell, 2003).
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La hipo espermatogénesis se refiere a una produccion de cifras anormalmente bajas
de espermatozoides causada por una disminucion global y proporcional del nimero
de espermatogonias, esto puede ser congénita o adquirida por factores externos y
medioambientales como la contaminacion por metales pesados como ocurrié con los
grupos tratados con vanadio, donde la densidad se vio alterada en funcion de las

proporciones espermatogoniales.

El andlisis estadistico de correlacién con coeficiente de Pearson (r) establece que hay
una estrecha correlacién positiva entre densidad y los tres tipos de espermatogonias
(Tipo A, Intermedias y Tipo B) para las tres dosis de V,0,, por lo que la densidad
depende totalmente de manera directa del aumento o disminuciéon del porcentaje
espermatogonial.

El bloqueo madurativo de la espermatogénesis ocurre en cualquier estadio de la linea
celular germinal (espermatogonia, espermatocito primario, espermatocito
secundario, espermétidas redonda o inmadura), afectando a todas o algunas lineas
celulares germinales. Se caracteriza por un blogueo en la maduracion de un

determinado tipo celular con disminucién de los tipos celulares subsiquientes;

como ocurrié en los grupos tratados con V,0, donde la disminucion de algunos
porcentajes de espermatogonias se vio reflejado en la densidad; debido a que un
bloqueo espermatogénico conlleva a una disminucién de la produccion de
espermatozoides llegando a causar oligozoospermia o azoospermia (Vendrell, 2003,
Castillo y Roldan, 2021).

Las alteraciones en la densidad de los espermatozoides nos sugieren efectos toxicos
postesticulares ocasionados por la accion del V,0,, por lo tanto, el tipo o el momento
de exposicidn a un compuesto téxico pueden indicar el destino de la sustancia toxica,
en este caso las espermatogonias y los analisis seminales de individuos que han sido
expuestos inadvertidamente a estos compuestos aportan informacion valiosa sobre
las lesiones genéticas en los espermatozoides; ademas varios estudios indican que
la exposicion paterna puede generar resultados adversos en el embarazo (Ehling et
al., 1978).
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Por lo que las alteraciones en la densidad espermética detectadas podrian tener sus
causas en el periodo embrionario, (es decir, originarse antes incluso del nacimiento
de esos varones) y presentarse en poblaciones cercanas a zonas altamente
industrializadas donde el embrion se encuentre facilmente expuesto a los disruptores
endocrinos a través del cordon umbilical, estas alteraciones se han encontrado en
jovenes y hombres mayores, en zonas con mayor indice de industrializaciéon (Balitan
et al., 2015).

La produccion de espermatozoides es un proceso complejo y precisa el
funcionamiento normal de los testiculos, asi como del hipotalamo y de la hipdfisis,
organos que se encuentran en el cerebro y que producen hormonas que
desencadenan la produccion de esperma; como ya se ha revisado en otros estudios
mencionados en este escrito el dafio por accion de los compuestos mutagénicos,
genotoxicos y citotoxicos comienza desde la funcion endocrina, a diferencia de ellos
este trabajo se centr6 en el dafio ocasionado en la fase proliferativa o
espermatogodnica que es de gran importancia ya que son las espermatogonias las que
aseguran que la dotacidon genética sea correcta para que no haya problemas en

etapas posteriores.

Problemas con cualquiera de estos sistemas pueden afectar la produccion de
espermatozoides; las alteraciones de hormonas, al igual que las de otros sistemas,

como las glandulas tiroides y suprarrenal.

Morfologia

El andlisis de la estructura de los espermatozoides descrito en el presente trabajo
revel6é aumentos significativos en los ratones tratados con las tres diferentes dosis de
V,0,y el grupo control en las formas del flagelo. Si bien el grupo tratado con la dosis
media no presento diferencias significativas en cuanto a las formas normales de los
espermatozoides; para los machos de los grupos tratados con la dosis baja y alta si

se observé una disminucion significativa.

Varios estudios han demostrado que el analisis de la morfologia esperméatica puede

resultar util para predecir la tasa de fertilizacion en programas de fertilizacion in vitro
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(FIV), ya que el porcentaje de formas normales estd altamente relacionado con la
capacidad fecundante in vivo (Marnet et al., 2000) y con la capacidad de desarrollo
de los embriones, por lo cual es de gran importancia contar con una buena
concentracion de espermatozoides morfolégicamente normales, por lo que
factores como la densidad y morfologia juegan un papel muy importante a la hora de

evaluar calidad seminal (Castillo y Roldan, 2021).

De hecho, Ron et al. (1991) y Parinaud et al. (1996) han demostrado que un
porcentaje elevado de formas espermaticas anormales, se asocian con fallos en la
fertilizacién, una mala morfologia embrionaria y un bajo nimero de embarazos, las
principales causas de aparicion de estas anomalias morfologicas suelen ser,

alteraciones citogenéticas por exposicién a genotoxicos.

Por lo que la relacion entre infertilidad masculina y la proporcion de formas anormales
en el eyaculado, es objeto de estudio de muchos investigadores, pues el porcentaje
de espermatozoides normoformos es una de las variables que mejor se relaciona con

la fertilidad masculina.

Las anormalidades morfol6gicas ya sea en cabeza, pieza media o flagelo son de gran
relevancia ya que pueden tener un origen genético, de ahi la importancia de
presentar una correcta morfologia ya que un espermatozoide cuya informacion
genética, la mitad del futuro embridn, no esté bien codificada y organizada no dara
lugar a un embrion viable (Mestre, 2015).

En el presente trabajo predomind un aumento en el porcentaje de anomalias en
flagelo para los grupos tratados con las dosis baja, media y alta. La presencia de este
tipo de alteracion a nivel del flagelo del espermatozoide es de gran relevancia, ya que
contiene una proteina llamada dineina, siendo la proteina mas importante asociada a
los microtubulos. La dineina es clave para el movimiento de flagelos y ademas es un
generador de fuerza para el movimiento de cromosomas durante la mitosis (Eshel et
al., 1993; Li et al., 1993; Carminati y Steams, 1997; Lee et al., 2005) por lo que un
flagelo irregular podria generar problemas en el reparto de cromosomas, y ante todo,
su movimiento no podra competir con el bateo de un espermatozoide normoformo lo

gue se veria reflejado en la movilidad de los espermatozoides (Mestre, 2015).
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Ligado a esto se ha descrito que la mayoria de los metales pesados ejercen su efecto
directamente sobre la espermatogénesis dando lugar a la alteracion de la calidad
seminal en parametros como la morfologia, ya sea por la generacién de radicales
libres (ROS) incrementando el estrés oxidativo o la produccion de anticuerpos en

individuos susceptibles.

Las especies reactivas de oxigeno son subproductos del metabolismo aerébico,
producidos durante la actividad normal mitocondrial y cuya accién se contrarresta por
el sistema antioxidante enddgeno. En el espermatozoide se producen radicales libres
constituyendo parte normal de reacciones adaptativas como el proceso de
capacitacién. Sin embargo, un nimero de toxicos externos puede contribuir a una
produccion incrementada de ROS e inflamacidbn en el testiculo y epididimo,
aumentando el estrés oxidativo y dando lugar a alteraciones en la calidad seminal, y
por tanto un aumento del factor de infertilidad masculina, ya que dichos efectos
negativos se han relacionado con los principales parametros espermaticos:
densidad, morfologia, movilidad, volumen, alteracion de ADN espermatico asi

como alteracion en las hormonas reproductivas masculinas.

Este estrés oxidativo se ha identificado como factor crucial en la infertilidad masculina

debido a la peroxidacion lipidica en la membrana de las células espermaticas.

Uno de los principales mecanismos de toxicidad directa de los metales pesados es la
inhibiciobn mediante mecanismos moleculares. Por ejemplo, la enzima creatina
guinasa (CK) se distribuye ampliamente en células que requieren grandes cantidades
de energia, como el espermatozoide, siendo su principal funcion la de proporcionar
un sistema de taponamiento de ATP. Para su actividad, la enzima requiere la
presencia de magnesio (Mg+2) y grupos sulfhidrilo (-SH) en su lugar de activacion.
Los metales pesados podrian reducir su actividad en el espermatozoide de humano
a través del desplazamiento del Mg+2 en su sitio activo e incluso podrian también

actuar como inhibidores competitivos de dicha enzima en el espermatozoide.

Los iones son importantes en la regulacion de mecanismos fisiol6gicos animales

como por ejemplo la fecundacion. Para que se produzca la union entre el
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espermatozoide y el ovocito debe producirse una serie de procesos como la reaccion

acrosémica (RA) del espermatozoide.

La RA se induce por la unién del espermatozoide y la zona pelucida del ovocito que
se requiere para la penetracion de este hasta el oolema del ovocito y se produzca la

fecundacion y el posterior desarrollo embrionario.

Esta reaccion envuelve la activacion secuencial en la cabeza del espermatozoide del
canal de K + dependiente de energia VGKG y los canales ionicos de Ca+2
dependientes de energia L-VDCC. Estos canales por tanto estan involucrados en los
eventos tempranos de la RA, y es de crucial importancia sefialar que los canales de
calcio (Ca+2) y potasio (K+) son sensibles al envenenamiento por metales
pesados. Cada tipo de canal se compone de multiples subunidades y se han
identificados multitud de isoformas de canales de K + y Ca +2 tanto en testiculo como
en espermatozoides. Las diferentes isoformas son el resultado de cambios en las
secuencias gendmicas e influyen en las caracteristicas del poro de conduccion iénico.
Los polimorfismos genéticos en estos canales idnicos podrian regular la resistencia o
susceptibilidad individual a la exposiciébn ambiental a metales pesados (Mendiola et
al., 2007).

Los cambios morfolégicos y funcionales en las células testiculares que provocan la
muerte celular sugieren alteraciones del citoesqueleto producidas por el Vanadio,
Rodriguez et al., 2013 asociaron que la inhalacion de Vanadio en ratones produce
cambios en la actina del citoesqueleto de células testiculares, lo que podria
desencadenar una calidad seminal disminuida (morfologia, densidad y motilidad)
efecto que también se observd en nuestros grupo tratados con V,0, y la posible

asociacion entre la infertilidad y la contaminacion del aire (Laragione et al., 2003).

El flagelo del espermatozoide puede presentar varios defectos que afectan a su
movimiento principalmente. Entre ellos, encontramos el flagelo corto, el flagelo doble
o multiple, el flagelo en horquilla, flagelo roto, doblado (angulo mayor de 90°),

enrollado y el flagelo de espesor irregular.

El porcentaje aumentado de anormalidades a nivel del flagelo descritos en el trabajo

consisten en un gran numero de flagelos enrollados. La mayoria de estas anomalias
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podrian ocasionar  un problema de infertilidad  conocido  como
astenoteratozoospermia porque estos espermatozoides no se mueven de manera
adecuada; estudios han observado directamente la accion molecular de la dineina,
una sustancia proteinica que se encuentra en las células que dan movilidad al
espermatozoide, formada por tubos estrechos y huecos, en casos similares

ocasionando problemas en la movilidad del esperma (Vernos, 2016).

Rodriguez et al. (2013) sugieren que la causa probable de alteracion de la motilidad
progresiva es por defectos en la pieza principal del flagelo y, probablemente, un
exceso de citoplasma residual provocada por la interaccidon y exposicion a agentes

contaminantes como lo suele ser el Vanadio.

Por otra parte, los espermatozoides con alteraciones morfolégicas podrian generar
especies reactivas de oxigeno por la exposicion a metales pesados, que estan
asociadas a dafios al ADN, en el genoma nuclear y mitocondrial, lo cual se relaciona
con una disminucién de la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides

involucrados.

Telisman et al. (2000) llevaron a cabo un estudio para analizar la calidad seminal y
los niveles de hormonas reproductivas en trabajadores sanos que se encontraban
expuestos a Cadmio; en este estudio se encontr6 una alteracion de la morfologia
espermatica (con mayor afectacion en el flagelo del espermatozoide) como sucedié
con los grupos tratados con V,0,, incluso a bajas concentraciones de cadmio
medidos en sangre total, por lo que se podria deducir que las alteraciones a nivel del
flagelo podrian estar ocasionadas por una mala espermiogénesis consecuencia de la
exposicién a metales pesados como el Cadmio y Vanadio, los cuales aumentan
considerablemente la generaciéon de ROS y por ende una mala morfologia en el

flagelo como sucedi6 en el presente trabajo.

Las anormalidades de la cabeza del espermatozoide fueron las segundas que se
presentaban con mayor frecuencia en los tres diferentes grupos tratados con V,0,,
con una mayor predominancia en el grupo de ratones que recibié la dosis alta,
reportan algunos autores como Kably-Ambe et al. (2013) que dichas anomalias estan

fuertemente vinculadas a la fragmentacién del ADN.
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Durante la citodiferenciacion se produce un recambio de histonas principalmente H1
por protaminas, estudios confirmaron la relacion entre un contenido anormal de
protaminas y alteraciones en los parametros seminales como la morfologia (Mengual
et al., 2003; Aoki et al., 2005).

Otro ejemplo de efecto toxico que repercute en la morfologia es la exposiciéon al
dibromuro de etileno (EDB), cuya accion es directamente sobre la
espermatogénesis/espermiogénesis en donde se presentaban  mas
espermatozoides con cabeza fusiforme y un menor nimero de espermatozoides en
la densidad, resultados similares a los de este trabajo en donde como ya se mencioné
la densidad fue uno de los parametros que se vio afectado por la accién del vanadio
(Ratcliffe et al., 1997).

Existe un considerable consenso en que la exposicién a concentraciones altas de
metales pesados, e incluso moderadas, en fluidos biol6gicos podrian estar

relacionadas con problemas de fertilidad.

El molibdeno esta presente en agua potable y alimentos a bajas concentraciones,
como lo esta también el Vanadio. Meeker et al. (2009) llevaron a cabo un estudio,
para explorar la relaciébn entre exposiciones ambientales a metales y su funcion
reproductiva masculina. En este caso se encontraron asociaciones significativas,
dependientes de la dosis entre las concentraciones de molibdeno en sangre y baja
concentracion y porcentaje de formas normales esperméticas, el molibdeno puede
tener un efecto bifasico en el que al igual que el vanadio tenga diferentes efectos a
distintas dosis, razon por la que nuestros resultados no se comportan de manera

lineal.

Eggert-Kruse et al. (1996) demostrdé que la morfologia espermatica tiene una gran
influencia en la interaccion entre los espermatozoides y el moco cervical, y, de igual
manera, Bianchi et al., 2004 demostraron que también actia como barrera frente al

paso de espermatozoides con anomalias estructurales en la cromatina y en el DNA.

Este proceso de seleccion se basa en el diferente patron de movilidad que muestran
los espermatozoides con una morfologia normal frente a los de morfologia anormal,

recordando que las anormalidades en flagelo son las responsables de la disminucion

61



en la movilidad, ya que éstos son incapaces de nadar correctamente a través del
moco, y por ese motivo el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales
es mayor en el moco cervical que en el eyaculado. Son muchos los estudios que
demuestran que los parametros de motilidad y morfologia de la muestra seminal

influyen en la tasa de gestacion (Van Voorhis et al., 2001; Karabulut y Tekin, 2013).

Parinaud et al. (1996) en un estudio observo una fuerte relacion entre la motilidad y
el porcentaje de formas normales. Ademas, al relacionar la morfologia con la
motilidad, observaron que, de entre las anomalias morfolégicas estudiadas, el
acrosoma es el que tiene una mayor influencia sobre la motilidad progresiva, mientras
gue las anomalias en el flagelo serian las segundas en tener influencia sobre la
motilidad del espermatozoide, en el presente trabajo no se evalu6 la motilidad, sin
embargo al haber obtenido un porcentaje elevado de anormalidades en el flagelo
seguidas por anomalias en la cabeza del espermatozoide y con la informacion
revisada del estudio de Parinaud se puede deducir que la motilidad de los ratones se

veria severamente afectada disminuyendo su calidad reproductiva.

En el estudio de Karabulut y Tekin (2013) también se observé que los
espermatozoides morfolégicamente anormales tienen una motilidad inferior. También
relacionaron estos parametros con la densidad espermatica, observandose que
también existe una relacion entre la densidad y la morfologia ya que se han
encontrado varones con recuentos inferiores a 5 millones de espermatozoides/ml que
presentaron un porcentaje de espermatozoides normales inferior al 4%, en los grupos
tratados con V,0, también se observo que la densidad y la morfologia tenian cierta
relacion, ya que los grupos tratados con la dosis baja y alta presentaron densidades
mas bajas que la dosis media y de igual manera sucedio con las formas normales de
los espermatozoides donde en estas mismas dosis el porcentaje de dichos

espermatozoides fue relativamente menor que en la dosis media.

Las anormalidades del flagelo observadas en los grupos tratados con V,0, y segun
los estudios revisados resultaran en una disminucién del batido flagelar que incide
directamente sobre la capacidad de desplazamiento del espermatozoide a lo largo del
tracto genital femenino y sobre el proceso de capacitacion, imposibilitando el proceso
de fecundacion; efecto que puede ser mediado por la inhibicién de la ATPasa Na+/K+,

dineina o de enzimas que participan en la glucélisis (Mendiola et al., 2007).
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El vanadio entra a las células en forma de vanadato (VO3-), y bajo un pH fisioldgico,
es reducido a Vanadil (VO2 +), catién que interactia con diversas moléculas. Dicho
metal pesado es capaz de inhibir enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), provocando la acumulacion de intermediarios metabélicos
de la via glucolitica, asi como la disminucion de la concentracién de ATP (Mendiola
et al., 2007).

El vanadio, en sus distintos compuestos quimicos, es capaz de interactuar con
multiples moléculas en sistemas bioldgicos, alterando el comportamiento de los
mismos de diversas maneras. El potencial reproductivo masculino resulta afectado
por este metal; sin embargo, el mecanismo bajo el que el vanadio ejerce su efecto
deletéreo sobre los distintos parametros espermaticos apenas comienza a ser

elucidado.
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CONCLUSIONES

e Con base en los resultados obtenidos se concluye que las espermatogonias
son células susceptibles a la accion del V,0, por su constante proliferacion,
estos desordenes a nivel de las espermatogonias se manifiestan en el semen
con alteraciones en los pardmetros vinculados a la capacidad fecundante del
espermatozoide, entre ellos la densidad y morfologia; por lo tanto, se logro

observar un efecto citotoxico inducido por exposicion a V,0,.

e La densidad espermatica se vio alterada en funcidon de la proporcion
espermatogonial, corroborando el efecto citotdxico y reprotéxico inducido por
V,0,. El nUmero de espermatozoides anormales son consecuencia de una
espermiogénesis anormal por efecto del compuesto metalico V,0,, sin
embargo, la morfologia espermética alterada, también est4 asociada con dafio
al ADN del nucleo (cabeza) del esperma.

e La correlacion con coeficiente de Pearson (r) muestra que el niumero de
espermatozoides presentes en la eyaculacion es directamente proporcional al
de células germinales, lo que demuestra que el efecto citotdxico en
espermatogonias inducido por V,0, se ve reflelado en la densidad
espermédtica, siendo que esta ofrece indices de la integridad de la
espermatogenesis.
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Perspectivas

En el modelo murino;

Evaluar apoptosis en espermatogonias Tipo B o diferenciadas.
Analizar estrés oxidativo en liquido seminal.

Cuantificar las concentraciones de hormonas (FSH, LH y testosterona).
Evaluar movilidad y viabilidad espermatica en liquido seminal.

Monitorear la integridad del ADN nuclear tanto de espermatogonias como de
espermatozoides.
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Anexo |

XXVI Foro de Investigacion Escolar en Biologia participacion en la modalidad
oral con el tema “Toxicologia de V,0, en células gaméticas y somaticas de

ratones macho de la cepa CD-1” (2020).

16° Congreso de Investigacion de la FES Zaragoza con el tema “Toxicologia
de V,0, en células gaméticas y somaticas de ratones macho de la cepa CD-
17 (2021).

XXVIl Foro de Investigacién Escolar en Biologia con el tema “indice

Acrosomico en hombres con mala calidad seminal” (2021).
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TOXICOLOGIA DE V204 CELULAS GAMETICAS Y SOMATICAS DE RATONES MACHO DE LA CEPA CD-1
Elia Roldan Reyes, Claudia Jessica Castillo Villanueva, Layla Sheccid Estrada Salas

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Campus Il, UNAM, Batalla del 5 de Mayo esq. Fuerte de Loreto, Col.
Ejército de Oriente, Alcaldia de Iztapalapa, 09230, Ciudad de México. E-mail: 415jessicacv@gmail.com

Introduccion

El vanadio es un metal distribuido en la naturaleza y los sistemas biolégicos; se ha demostrado que sus efectos
producen dafio celular y cambios genéticos en diferentes tejidos, ademas cruza la barrera hematotesticular, causando
interferencia en la divisién celular, y disfuncién reproductiva.

Metodologia

Se llevaron a cabo tratamientos subcrénicos via aérea de V204 (1.5 mg, 3 mg y 4.5 mg/kg), a ratones CD-1, se utilizé
un nebulizador y una caja hermética, se trataron durante 15 dias, cada 48 horas durante 1 hora. Se sacrificaron 24
horas después del Gltimo tratamiento. Se conté con un grupo control negativo.

Resultados

Se observé aumento significativo en el porcentaje de espermatogonias indiferenciadas para la dosis baja y media; en
las de tipo intermedio, una disminucién (con 3 mg/kg). En la morfologia espermatica, aumentaron las anormalidades
del flagelo en todos los grupos tratados, la densidad mostré disminucién en la dosis alta, en comparacién al grupo
control. Los IME e IM disminuyeron en la dosis baja en relacién con el grupo control y las otras dosis administradas.

Conclusiones

El V204 es capaz de ejercer efecto reprotéxico, al disminuir la concentracion espermatica en epididimo, y el nimero
de espermatozoides normales; alterar la diferenciacion celular, al modificar las proporciones de espermatogonias
(células troncales de los espermatozoides), e interferir con el proceso normal de division celular (citostatico-citotdxico)
tanto en células somaticas como gaméticas, evidenciando por disminucién en IM e IME, en la dosis baja administrada.

Financiamiento

PAPIIT-UNAM IN-221919.

Palabras Clave

Reprotoxico, citostatico-citotoxico, diferenciacion celular.
Referencias

Altamirano Lozano, M. A. & Rodriguez Mercado, J. J. (2006). Vanadio: Contaminacion, metabolismo y genotoxicidad.
Recuperado el 01 de Agosto de 2020, de https://www.revistascca.unam.mx/rica/index.php/rica/article/view/21681
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indice acrosémico en hombres con mala calidad seminal

Claudia Jessica Castillo Villanueva. Asesora: Elia Rolddn Reyes

El indice acrosémico (IA) es una indicacién del porcentaje de espermatozoides con acrosomas
morfolégicamente normales presentes en una muestra de semen y puede considerarse como
evidencia de la capacidad funcional de los espermatozoides, se basa en la apariencia
morfolégica de los acrosomas con respecto al tamario, propiedades y forma de tincién. Se ha
determinado que la densidad estda directamente afectada por factores ambientales,
hormonales, toxicoldgicos o genéticos que influyen directamente en un conjunto de defectos
en la biogénesis del acrosoma durante la espermiogénesis, teniendo como consecuencia
espermatozoides con acrosomas amorfos o ausentes. Por lo que se espera que el IA se vea
disminuido en individuos con polispermia y oligospermia, afectando su capacidad para
fecundar. Establecer un método de tincidn para evaluar el |A en individuos con problemas de
densidad para establecer la relacién entre IA y calidad seminal. Se realizaron tres tinciones
(eosina, eosina-nigrosina y Esperma-form) para determinar la mds apropiada para evaluar el
IA de 13 muestras con polispermia y 7 con oligospermia, los cuales fueron comparadas con 15
muestras normozoospermicas como control se realizé una prueba estadistica de Z para
proporciones y t de Student para evidenciar diferencias significativas. Para detectar relaciéon
entre el IA y la mala calidad seminal se realizé una Correlacién de Pearson (r). La tincién
Esperma-form (kit), fue la més indicada para poder llevar a cabo una evaluacion detallada del
acrosoma, el |A disminuyd significativamente en las muestras con problemas de densidad en
comparacién con el grupo control. Asi mismo, se establecid una correlacién positiva entre
densidad e |A, mediante coeficiente de Pearson. El IA se evalué exhaustivamente con |a tincién
Esperma-form. La disminucién del IA en las muestras con polispermia y oligospermia
demostraron la importancia de la inclusién de este pardmetro en la evaluacién seminal no
s6lo en individuos con teratozoospermia sino también donde se presenten alteraciones en
densidad u otro valor, debido a que son muy importantes para guiar los estudios que
determinen la causa de fecundacidn fallida, por lo que los espermatozoides de apariencia
morfolégicamente normal también deben evaluarse mds exhaustiva para determinar la
funcionalidad e integridad.

Palabras clave: Acrosoma, normozoospermia, oligospermia, polispermia, teratozoospermia.

Modalidad: Oral

86



	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Vanadio
	Tetraóxido de Vanadio
	Vanadio en el Medio Ambiente   Medios de Exposición al Vanadio
	Distribución de Vanadio en el Organismo
	Beneficios del Vanadio en el Organismo
	Estructura del Aparato Reproductor Masculino
	Espermatogénesis
	Regulación Hormonal Durante la Espermatogénesis
	Espermatogonias
	Barrera Hematotesticular
	Toxicología del Aparato Reproductor Masculino 
	Efectos Reprotóxicos
	Modelo Biológico Ratón Cepa CD-1 (Mus Musculus Domesticus)
	Calidad Seminal   Espermatozoide 
	Justificación   Hipótesis   Objetivos
	Métodos
	Diagramas de Flujo
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias
	Anexos

