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Resumen

La contaminacion ambiental, ha sufrido un notable aumento en las ultimas décadas, entre
diversos factores el incremento de esta ha propiciado que todos podamos estar expuestos
a varios contaminantes como lo son los metales, dentro de los cuales se encuentra el
vanadio (V). La liberacion de V en la atmodsfera es principalmente ocasionada por la
actividad humana, por lo que es considerado un contaminante, ademas el vanadio se
encuentra presente en el material particulado PMio y PM2s

En este estudio se evaluaron los efectos embriolégico, fetotoxico y teratogénico de
tetradxido de vanadio (V204) en la descendencia de ratones macho CD-1 expuestos de
forma subcronica via aérea, para esto se utilizaron cinco grupos: un control negativo el
cual no recibié ningun tratamiento, un control positivo tratado con Mitomicina C (0.08
mg/qg), y tres grupos que se trataron con V204 en concentraciones de 1.5 mg/g, 3 mg/g y
4.5 mg/g, se analiz6 la presencia de anormalidades morfoldgicas y cuantificando en fetos
diafanizados las alteraciones en centros de osificacion y cartilago.

Respecto al analisis morfoldgico los tres grupos presentaron un aumento en el porcentaje
de fetos con hematomas y malformaciones en parpados, ademas el grupo 1.5 mg/g
presenté un aumento en fetos con cuello corto y por otra parte el grupo 3 mg/g presento
un aumento en orejas mal desarrolladas. Respecto al analisis esquelético el grupo 1.5
mg/g presenté un aumento en el porcentaje de fetos con anormalidades en los huesos
craneales a excepcion del hueso temporal, por su parte el grupo 3 y 4.5 mg/g Unicamente
presentaron alteraciones en el hueso occipital. Los tres grupos tratados con V204
presentaron alteraciones en la osificacion de las esternebras, apofisis xifoides, vértebras
lumbares, metacarpos y metatarsos, por otra parte, el grupo 4.5 mg/g presento
anormalidades en las vértebras cervicales y el grupo 1.5 mg/g presentd anormalidades en
cubito, radio, huesos de la cadera, tibia y peroné. Los tres grupos tratados presentaron
también un aumento el porcentaje de fetos con costillas supernumerarias.

Los resultados de este estudio indican que el tetradxido de vanadio (V20a4) administrado
de forma subcrénica por via aérea a ratones macho CD-1 fue capaz de inducir en su
descendencia, efectos toxicos sobre el desarrollo embrio-fetal, aumento de anormalidades
morfolégicas y anormalidades en la osificacién, evidenciando los efectos de este
compuesto sobre el desarrollo embrionario y fetal.

Palabras clave:

Desarrollo Embrio-fetal, Diafanizacién, Exposicién Subcrénica, Ratén, Vanadio.



Abstrac

Environmental pollution has suffered a notable increase in recent decades, among various
factors, its increase has caused to everyone being exposed to various pollutants such as metals,
in which is included vanadium (V). The release of V into the atmosphere is mainly caused by
human activity, this is why it is considered a pollutant, and vanadium is also present in particulate
matter PMio and PMzs

In this study, the embryotoxic, fetotoxic and teratogenic effects of vanadium tetraoxide (V20a4)
were evaluated in the offspring of male CD-1 mice exposed subchronically by airway, for this,
five groups were used: a negative control which did not receive any treatment, a positive control
treated with Mitomycin C 0.08 mg/g, and three groups that were treated with V204 in
concentrations of 1.5 mg/g, 3 mg/g and 4.5 mg/g, analyzing the presence of morphological
abnormalities and quantifying alterations in ossification centers and cartilage in diaphanized
fetuses.

Regarding the morphological analysis, the three groups presented an increase in the percentage
of fetuses with bruises and malformations in the eyelids, in addition, the 1.5 mg/g group
presented an increase in fetuses with short necks and, on the other hand, the 3 mg/g group
presented an increase in underdeveloped ears. Regarding the skeletal analysis, the 1.5 mg/g
group presented an increase in the percentage of fetuses with anomalies in the cranial bones,
except for the temporal bone, while the 3 and 4.5 mg/g groups only presented alterations in the
occipital bone. The three groups treated with V204 presented alterations in the ossification of the
sternebrae, A. xiphoid, lumbar vertebrae, metacarpals and metatarsals, while the 4.5 mg/g group
presented abnormalities in the cervical vertebrae and the 1.5 mg/g group presented
abnormalities in the ulna, radius, hip bones, tibia and fibula. The three treated groups also
showed an increase in the percentage of fetuses with supernumerary ribs.

The results of this study indicate that vanadium tetroxide (V204) administered subchronically by
airway to male CD-1 mice was able to induce in its offspring, toxic effects on embryo-fetal
development, increased morphological abnormalities and ossification abnormalities, evidencing
the effects of this compound on embryonic and fetal development.

Keywords:

Diaphanization, Embryo-Fetal Development, Mouse, Subchronic Exposure, Vanadium.
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Introduccidén

La contaminacion ambiental, ha aumentado en las ultimas décadas, entre diversos
factores el incremento de la contaminacion industrial ha propiciado que todos podamos
estar expuestos a varios contaminantes como pesticidas, hidrocarburos y metales (Al-
Saleh et al., 2011).

La poblacion en general se encuentra expuesta una gran cantidad de metales: respirando
aire contaminado, en el agua o en los alimentos (Callan et al., 2013). Una gran variedad
de estos compuestos ingresa al organismo, son distribuidos y se almacenan en diferentes
organos blanco. Incluso algunos de estos metales son capaces de cruzar las barreras

biologicas (Salazar-Montes et al., 2011).

La contaminacién por metales es un problema importante en todo el mundo, con varios
casos documentados de toxicidad por metales en areas mineras, industrias, centrales
eléctricas de carbon y el sector agricola. Los suelos contaminados con metales pesados
son un problema grave para las plantas, los recursos hidricos, el medio ambiente y la
nutricion. Entre todos los metales no esenciales, el vanadio (V) se esta convirtiendo en un

tema serio de discusion para los cientificos (Imtiaz et al., 2015).
Vanadio

El vanadio es un metal de color grisaceo, en la tabla periddica se ubica como el primer
elemento de transicién del grupo VB, su densidad es de 6.11 g/cm?, nimero atémico 23,
peso atémico 50.95, punto de fusion 1950 °C y punto de ebullicion 3600 °C (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

En la corteza terrestre, el vanadio ocupa el lugar 22 entre los elementos mas abundantes
con una presencia de 0.014 a 0.02 %. Participa en la sintesis de clorofila en organismos
fotosintéticos y es un micronutriente para varias especies marinas y terrestres. Su
requerimiento para los humanos no ha sido confirmado, pero debido a sus multiples
mecanismos de accion se ha estimado que, en el caso de ser necesario, la ingesta
aproximada seria de 15 pg por dia (Lagerkvist et al., 1986; EFSA, 2004; Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).



Existe en diferentes estados de oxidacidén que van de -1 a +5, y generalmente pasa de un
estado a otro por la transferencia de un electrén por procesos de Oxido-reduccion. Sin
embargo, sélo los tres estados mas altos, V!, VIV y VY, respectivamente, tienen funciones

biologicas reconocidas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

El vanadio es usado en la industria metalurgica, en manufactura de aleaciones de alta
resistencia y baja corrosion, también se utiliza en la preparacion de vidrio, de pinturas de
aplicacion comun, en colorantes para fotografia y cinematografia. En la industria agricola
se emplea en la elaboracion de fungicidas e insecticidas y como micronutriente en
fertilizantes, ademas en la produccion de &cido sulfurico y caucho sintético. Se utiliza en
materiales de superconductividad, ademas es importante en la industria de la energia
atomica, en la construccion de maquinaria aérea y tecnologia espacial (Stokinger, 1981,
Baroch, 1983; Lagerkvist et al., 1986; Carson et al., 1987; Alessio et al., 1988; IPCS,
2001). En afos recientes ha habido un notable interés en torno a la posible actividad
farmacoldgica de complejos de vanadio. Inicialmente toda la actividad se centré en torno
a la utilizacion de algunos compuestos inorganicos sencillos, pasandose gradualmente a

la investigacion de complejos de vanadio con ligandos organicos (Baran, 2017).
Tetradxido de Vanadio

El vanadio en su estado de oxidacion IV es el mas comun en el ambiente intracelular. El
tetradxido de vanadio, de formula V204, constituye un polvo de color azul-negro, el cual
se funde a 1976 °C (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). 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 algunas pinturas (Aragon et al., 2005).
Vanadio en el 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 atmdésfera es principalmente ocasionada por la actividad humana, por lo que es

considerado un contaminante ambiental (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).



La liberacién de vanadio al ambiente ocurre de manera natural mediante emisiones
volcanicas, polvos continentales e incendios forestales. Por otra parte, la actividad
industrial como la siderurgica y refinerias de petroleo, la quema de combustibles fosiles y
el carbono, han incrementado su nivel en la atmosfera (Imtiaz et al., 2015). Se ha
estimado que los procesos naturales, como las erupciones volcanicas y la erosion de
suelos, dan como resultado la liberacion de 65 000 toneladas de vanadio al medio
ambiente, mientras que las fuentes antropogénicas agregan 200 000 toneladas
adicionales por afio (Roberts et al., 2016). Los principales productores de vanadio son
China, Rusia y Sud. Africa, la produccién de estos paises da cuenta de aproximadamente

el 93% de la produccion mundial (Baran, 2017).

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climéticas, la posicion geografica
y las condiciones de urbanizacion, entre otros factores. Para la Ciudad de México se han
reportado valores que alcanzan 0.114 ug/m? en aeroparticulas de 10 ym y 0.093 pyg/m2 en
las de 2.5 ym (Gutiérrez-Castillo et al., 2006).

Exposicion a vanadio

La mayoria de las personas se encuentran expuestas a minimas dosis de vanadio
provenientes de los alimentos, del agua potable y el aire. En los alimentos se encuentra
en los estados de oxidacion Il y IV. Las concentraciones en peso fresco de grasas,
aceites, frutas y vegetales van de 1 a 10 ug/kg; en granos, alimentos de mar y carnes de
5 a 40 ug/kg; en eneldo o pimienta negra las cantidades detectadas se encuentran en 431
y 987 ug/kg, respectivamente y en tabaco para fumar de 1 a 8 ug/g. Se ha estimado, que
la ingesta de vanadio en la dieta en promedio es de 13 a 15 pg/dia y algunos autores
mencionan que alcanza valores de 60 pg/dia (EFSA, 2004). En el agua para beber se
describen valores por debajo de 10 pg/L, con un promedio de 4.3 pg/L. Cantidades altas,
que van de 49.2 a 70 ug/L, se han encontrado en rios cercanos a minas y mantos acuiferos
ubicados cerca de zonas industriales (IPCS, 1988). En grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 uyg/m3 y en areas rurales cantidades
menores a 0.024 ug/m3 (IPCS, 1988). De manera cotidiana la poblacion humana puede
estar expuesta a este metal al respirar el aire urbano, ya que el vanadio se encuentra

presente en el material particulado PMio y PM2s (Espinoza-Zurutuza et al., 2017)



Biocinética del vanadio

La entrada de vanadio al organismo de los mamiferos ocurre a través 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 (Figura
1) (Elinder et al., 1988; Mukherjee et al., 2004).

Una vez que ha sido absorbido, puede encontrarse en estados de oxidacion lll, IV y V. El
V5* es reducido a V#* por el glutation de los eritrocitos o por el acido ascoérbico, las
catecolaminas y otras substancias reductoras del plasma (Rehder, 2003). El vanadio es
transportado por la albumina y preferentemente por la transferrina. Las condiciones de pH
neutro propician el dominio de V°* en plasma. Se sabe que el V°* entra a la célula por
mecanismos de transporte anionico, principalmente por los canales de fosfato. En el
interior de la célula el V>* puede ser nuevamente reducido a V4* por el glutation y otros
sustratos donde permanece unido (Yang et al., 2004).

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, VV cruza la membrana celular a través del sistema de
intercambio aniénico, en tanto que en la segunda etapa el cruce es mucho mas lento e
involucra el producto reducido, V!V y un mecanismo de paso semejante al de los cationes
divalentes (Heinz et al., 1982).

El vanadio se acumula exclusivamente como V. 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 corazdn, tiroides, cerebro, musculo esquelético,
médula 6sea y tejido graso (Sharma et al., 1987; Alessio et al., 1988; Elinder et al., 1988;
French y Jones, 1993).

Intracelularmente, el vanadio tiene afinidad por el material genético (Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano, 2006). Diversas pruebas bioguimicas demuestran que el vanadio en
estados de oxidacion IV y V, interactua en concentraciones de micromoles (uM) con
muchas moléculas organicas, incluyendo proteinas, péptidos, aminoacidos, nucledtidos y

azucares (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"V 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).

En trabajadores expuestos a oOxidos de vanadio y en modelos animales, el vanadio
absorbido es rapidamente desechado por los rifiones o a través de la bilis y excretado en
la orina o0 en las heces. La cinética de eliminacion por la orina sigue un comportamiento
bifasico, en las 20 primeras horas se excreta la mayor cantidad y de 40 a 50 dias la otra
parte (Elinder et al., 1988).
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Figura 1. Toxicocinética del Vanadio (Tomado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).



Efectos de vanadio en el organismo

La exposicion cronica por inhalacion en ambientes laborales induce cambios en los érganos
respiratorios y la aparicion de bronquitis, rinitis, laringitis y faringitis, en algunos casos produce
cambios en el ritmo cardiaco y la aparicion de un color verdoso en la lengua de trabajadores

fumadores (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).
Efectos del vanadio a nivel celular

Debido a su gran similitud quimica con el fosfato, el vanadio puede interferir con diversos
sistemas enzimaticos como la Na*-K*-ATPasa, la H-K-ATPasa y Ca*-Mg*-ATPasas, las cuales
son inhibidas en presencia de este metal (Baghavan et al., 1983; Nechay, 1984). El vanadio
también inhibe enzimas involucradas en la formacion e hidrélisis de ATP, como la
adenilatocinasa y la ATP fosfohidrolasa (Nechay, 1984; Rodriguez, 2005). Ademas, puede
interferir en procesos metabdlicos como la glucdlisis, al inhibir las enzimas gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato. Otras enzimas que son inhibidas por el vanadio son
las ribonucleasas y ADN polimerasas de manera que el metal produce dafios a nivel de sintesis
de ADN (Barceloux, 1999; Nechay, 1984; Rodriguez, 2005).

Por otra parte, se sabe que el vanadio altera el balance entre oxidantes y antioxidantes en las
células provocando estrés oxidativo. Algunas formas del vanadio como el vanadilo y vanadato
funcionan como radicales libres y participan en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Las principales vias por las cuales se generan ROS son: el transporte de electrones que
se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial y el complejo NADPH oxidasa. Los
electrones transferidos por estas vias al oxigeno molecular (O2) inducen la produccion del radical
superoéxido (O2), el cual a su vez genera peréxido de hidrégeno (H202) mediante la dismutacion
llevada a cabo por la superoxido dismutasa (SOD). Esta especie finalmente genera el radical
hidroxil (‘'OH) via la reaccién de Fenton (V"V +H202 — VV+ 'OH+OH) (Martinez-Cayuela, 1998;
Nechay, 1984; Zhang et al., 2001). El radical superéxido y el peroxido de hidrégeno son poco
toxicos, sin embargo, generan el radical 'OH, el cual es una de las especies mas toxicas ya que

reacciona rapidamente con cualquier molécula (Martinez-Cayuela, 1998).

Los radicales libres y ROS provocan la peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas,



carbohidratos y alteraciones sobre el ADN (Nechay, 1984; Zhang et al., 2001). El estrés oxidativo
causado por el vanadio produce un efecto mayor debido a que este metal disminuye la actividad
de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GSH) y la catalasa en varios 6rganos,

principalmente en higado y rifion (Russanov et al., 1994).

Por otro lado, algunos compuestos del vanadio como el vanadato, son capaces de inhibir la
actividad de proteinas motoras como la dineina y miosina a concentraciones de 1-10 uM
(Kirazov y Weiss, 1986). Por ejemplo, se ha reportado en diversos estudios realizados en
cultivos de células epiteliales, de traquea, en organismos ciliados y células flageladas que el
vanadato y el metavanadato alteran la funcion y cinética de la dineina ATPasa, asi como su
union con las proteinas de los microtubulos, lo cual resulta en la inhibicion del movimiento de
cilios y flagelos (Cande y Wolniak, 1978; Gibbons et al., 1978; Sale y Gibbons, 1979; Okuno,
1980; Anderson y Purich, 1982; Shimizu y Johnson, 1983; Nechay, 1984; Gibbons et al., 1987).
Se ha sugerido que, debido a la similitud quimica del vanadio con el fosfato, el metal puede
formar un complejo enzima-ADP-Vanadato que induce la disociacion de la unién dineina-
microtUbulos (Shimizu y Johnson, 1983), asi mismo se ha sugerido que el vanadio interactda
con las cadenas alfa y beta de la enzima, alterando su estructura y funcion (Gibbons et al.,
1987). Las alteraciones producidas por el vanadio sobre las proteinas del citoesqueleto se han
sugerido como probables causas de la reprotoxicidad de este metal, por lo que resulta de gran
importancia estudiar sus efectos a nivel reproductivo (Rodriguez, 2005).

Efectos reprotéxicos

Los estudios en humanos, animales e in vitro sugieren que los metales pesados pueden ejercer
efectos adversos en la salud reproductiva de los hombres, incluso en concentraciones
relativamente bajas. Los metales pesados pueden afectar el sistema reproductivo masculino,
alterando el eje hipotalamico pituitario-gonadal o afectando directamente la espermatogénesis,
disminuyendo asi la calidad del semen (Leopardi et al., 2005; Mendiola et al., 2011; Altamirano-
Lozano et al., 2014). De los metales toxicos, el arsénico, el cadmio, el cromo, el plomo, el
mercurio y el vanadio han sido identificados como altamente significativos en las exposiciones
ambientales y ocupacionales, ya que los estudios han demostrado que estos metales pueden
acumularse en los testiculos y/o el epididimo, alterando el sistema reproductivo y endocrino.

(Danielsson et al., 1984; Clarkson et al., 1985; Thompson y Bannigan, 2008; Castellini et al.,
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2009; Altamirano-Lozano et al., 2014).

La toxicidad del vanadio, al igual que la de otros metales, depende de la estructura quimica del
compuesto, de la solubilidad, del estado de oxidacion, la duracién de la administracion y la dosis,
la via de exposicion y de la biotransformacion que ocurra por el metabolismo (Domingo, 1996;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). El vanadio 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; Aragén et al., 2005).

La informacion sobre la toxicidad reproductiva causada por los compuestos de vanadio es
limitada y no existe en humanos; sin embargo, el interés en los compuestos de vanadio (p. €.,
oxovanadatos) ha aumentado en los ultimos afios debido a las propiedades farmacoldgicas de
los compuestos, que pueden emplearse para tratar la diabetes mellitus o controlar los niveles
de colesterol. Otras areas de mayor atencion son los efectos de estos complejos en el
tratamiento del cancer y sus actividades espermicidas (Less et al., 2006; Altamirano-Lozano et
al., 2014). Sin embargo, los datos de animales de laboratorio sugieren una advertencia seria en
la udltima aplicacidbn que revela que el vanadio puede dafiar permanentemente la funcién

reproductiva (Altamirano-Lozano et al., 2014).

En cuanto a la via de exposicion, se ha reportado que el vanadio es mas toxico para el testiculo
cuando se administra via intraperitoneal o intratesticular que cuando se administra via oral
(Domingo, 1996). En cuanto a los efectos de este metal via inhalada, no existen muchos datos
al respecto (Rodriguez, 2005). El efecto reprotoxico del vanadio se ha reportado en modelos
animales, en los cuales se ha observado que compuestos como el metavanadato de sodio y
amonio, asi como el pentdxido y tetradxido de vanadio administrados via oral e intraperitoneal
respectivamente, producen decremento en el peso testicular y alteraciones en la
espermatogénesis tales como decremento en el conteo espermatico. Ademas, estos
compuestos, disminuyen la fertilidad y fecundidad, ya que provocan decremento en el nimero
de implantaciones e incremento en la frecuencia de reabsorciones y de fetos con bajo peso en
hembras prefiadas por machos expuestos al metal (LIobet et al., 1993; Altamirano-Lozano et al.,
1996; Aragon y Altamirano-Lozano, 2001; Morgan y El-Tawil, 2003; Rodriguez, 2005).

El tratamiento con pentéxido de vanadio produce alteraciones morfolégicas en la cabeza de los
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espermatozoides y decremento en la movilidad de estos (Altamirano-Lozano et al., 1996). Otros
compuestos organicos del vanadio como los vanadocenos, administrados via intratesticular,
producen atrofia y alteraciones a nivel del epitelio seminifero, como la pérdida de espermatidas
maduras, vacuolizacién, multindcleos y apoptosis en células germinales, lo cual se atribuye a
alteraciones en los puentes citoplasmicos que existen entre estas células y a dafios en las
células de Sertoli. Se ha sugerido, que estas alteraciones son el resultado de dafio sobre el

citoesqueleto, y los procesos que de él dependen (D'Cruz y Uckun, 2000; Rodriguez, 2005).

Roldan et al. (2022), reportaron que la exposicion a pentoxido de vanadio aplicado por via aérea
de forma aguda a ratones macho de la cepa CD-1: Disminuye el indice mit6tico espermatogonial,
al alterar el proceso de division celular denotando un efecto citostatico-citotoxico en células
diferenciadas (espermatogonias tipo B). Altera las proporciones de los diferentes tipos de
espermatogonias, lo cual muestra un efecto citostatico en células troncales diploides, del
testiculo. Ademas, la densidad espermatica disminuyd, evidenciando efecto citostatico en
células diferenciadas haploides. La morfologia espermatica alterada sefiala desbalance en el
equilibrio antioxidante, debida generacion excesiva de ROS que induciria dafio genotoéxico de
las espermatogonias o células troncales de los espermatozoides, concluyendo que la exposicion

a pentéxido de Vanadio induce efectos toxico-reproductivos.

El tratamiento con Tetradxido de Vanadio reduce significativamente el indice mitdtico en
linfocitos de médula 6sea y el indice mitético en espermatogonias, indicando un potencial
citotéxico (en bajas dosis). Ademas, produce un aumento en la presencia de Aberraciones
Cromosoémicas Estructurales y Numéricas en las espermatogonias y en los espermatocitos I,

demostrando que el Tetradxido de Vanadio es un agente reprotoxico (Estrada y Roldan, 2022).

Por otro lado, el vanadio produce especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian las
membranas celulares mediante peroxidacion lipidica. Particularmente, los espermatozoides son
susceptibles al dafio oxidativo debido a que presentan gran cantidad de acidos grasos y una
reducida cantidad de enzimas antioxidantes citoplasmicas (Alvarez et al., 1987; Sheriff, 1991;
D'Cruz et al., 1998). El dafio oxidativo sobre la membrana de los espermatozoides es un
mecanismo patofisioldgico que conduce al desarrollo de infertilidad masculina (Aitken y Fisher,
1994; Rodriguez, 2005).



Modelo bioldgico

La especie de raton (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.
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).

Ofrece muchas ventajas como modelo, ya que son faciles de criar, de tamafio pequefio lo que
facilita su manejo, su periodo de gestacion es corto, su progenie es abundante, se conoce la
secuencia total de su genoma (Guénet y Bonhomme, 2004) y posee semenjaza con el genoma
humano (Bolon, 2015; Ocampo, 2018). En especial la cepa CD-1 tienen caracter décil, promedio
de crias 11.5, poseen aspectos reproductivos idoneos para su uso en la teratologia, también

son Utiles en las areas de oncologia y toxicologia (Ocampo, 2018).

Reproductivamente, en los ratones después de la fertilizacion, ocurre la implantacion, la cual se
da al dia 4.5-5 y se implanta en la pared del Gtero. La gestacion dura entre 18.5 a 19.5 dias en
las hembras primiparas, y entre 19 y 21 en las multiparas, lo anterior depende del estado
fisiolégico, la constitucion genética de la hembra y del nimero de crias que esté gestando
(Benavides y Guénet, 2003).

En los mamiferos, los principales periodos de desarrollo que ocurren antes del nacimiento son
la concepcion, la preimplantacion, la implantacion, la organogénesis y el crecimiento fetal,
mientras que los que tienen lugar después del nacimiento son las fases neonatal, juvenil y
adulta. Las edades especificas de desarrollo en ratones generalmente se asignan mediante el
sistema de estadificacion de Theiler (TS) (Tabla 1) (Bolon, 2015).

En los ratones el periodo de organogénesis ocurre aproximadamente entre el dia 5 al 15 de
gestacion (Bolon, 2015), durante este se produce la segregacion, migracion y diferenciacion
celular, el agrupamiento de células y formacion de tejidos destinados a formar 6rganos. La

sensibilidad de este periodo en cuanto a la induccion de malformaciones abarca los dias 5 al 14
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de gestacion en ratas y ratones lo que es equivalente al tercer mes en humanos (Timbrell, 2009).

Tabla 1. Crecimiento en el Utero del Embrion/Feto de Raton promedio.

Caracteristica destacada del Etapa de desarrollo Dimensién maxima
embrién/feto Etapa de Theiler (TS) Dia de gestacion (GD) aproximada* (mm)
Cigoto 1 0.5-1.0 0.1
Moérula 2,3 1.5-25 0.1
Blastocisto 4,5 3.0-4.0 0.1
Blastocisto (implantado) 6 4.5-5.0 0.1
Cilindro de huevo 7,8 5.0-6.0 0.1-0.15
Linea primitiva 9,10 6.5-7.0 0.15-0.2
Placa neural 11 7.0-7.5 0.2-0.25
Pares de somitas ndms. 1-7 12 8.0-8.5 1.0-1.2
Pares de somitas nums. 8-12 13 8.5-9.0 1.3-15
Pares de somitas nums. 13-20 14 8.5-9.0 15-1.8
Pares de somitas nums. 21-29 15 9.0-9.7 2.0-2.2
Pares de somitas nums. 30-34 16 9.7-10.2 2.5-3.0
Pares de somitas nums. 35-39 17 10.0-10.5 3-4
Pares de somitas nums. 4044 18 10.5-11.0 4-5
Pares de somitas nums. 45-47 19 11.0-11.5 6-7
Pares de somitas niums. 48-51 20 11.5-12.0 7-8
Pares de somitas nums. 52—55 21 12.5-13.0 8-9
Pares de somitas nums. 56—60+ 22 13.5-14.0 9-10
Parpados cerrados 23 14.5-15.0 11-12
Cierre de hernia umbilical 24 15.5-16.0 12-14
Parpados cerrados 25 16.5-17.0 14-17
Pabellon cubre meato auditivo 26 17.5-18.0 17-20
18.5-19.0 19-22
Nacimiento 27 19 23-27

Nota: Datos adaptados de valores revisados en Referencias.

* Dimensién méxima (es decir, maxima) en una direccion del embrion o feto; cuando sea factible, esto representa la longitud de la coronilla
a la rabadilla.

Tomada y modificada de (Bolon, 2015).

Impronta Genomica

El desarrollo normal de los mamiferos requiere una expresion apropiada de los genes derivados
tanto del genoma materno como paterno. La mayoria de los genes son expresados
independientemente de su origen parental. Sin embargo, un numero reducido de ellos
(aproximadamente 100 genes) son regulados y transcritos en una manera mono-alélica. Para

estos genes, denominados genes imprintados o de impronta (marcados), su patron de expresion
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y regulacion es dependiente de su origen parental, es decir, se comporta de una manera distinta
si su origen es paterno o materno. Para estos genes existen mecanismos especificos de control
gue aseguran su correcta expresion (Colmes y Soloway, 2006; Sha, 2008; Reig y Concha,
2012). Numerosos estudios sugieren la contribucion de diversas sefales regulatorias al
mecanismo de impronta gendémica. Las mismas estan ubicadas dentro o en la proximidad de los
genes de impronta (Sha, 2008; Reig y Concha, 2012). Las regiones o dominios de metilacion
diferencial (DMR) usualmente funcionan como sitios de metilacion del ADN dependiente del
origen parental (Colmes y Soloway, 2006; Reig y Concha, 2012). Ciertos DMR pueden también
funcionar como "aisladores" (insulators), los cuales cumplen con dos caracteristicas: a) cuando
se ubican entre un potenciador (enhancer) y un promotor, son capaces de prevenir la activacion
del promotor; y b) cuando se ubican rio arriba o debajo de un transgén, son capaces de proteger
al mismo de los efectos posicionales. Uno de los mejores ejemplos de regulacion de la expresion
génica mediado por DMR es el que afecta a los genes de impronta igf-1l /H19. El gen igf-ll
codifica para un factor de crecimiento fetal (IGF-II), mientras que H19 es un ARN no codificante.
Los dos genes estan separados soélo por 90 kilobases, y son regulados por impronta genémica.
En el cromosoma paterno el gen igf-ll se expresa activamente por la accion de los
potenciadores, mientras que la expresion de H19 esta reprimida como resultado de la fuerte
metilacién que ocurre sobre las DMR. Esta metilacion sobre la DMR a su vez induce cambios
epigenéticos sobre el promotor de H19, que dan como resultado un silenciamiento de su
expresion (Figura 2). En el cromosoma materno, la ausencia de metilacion sobre la DMR
favorece dos eventos: a) el reclutamiento de la proteina CTCF, la cual bloquea la actividad de
los potenciadores sobre el gen Igf-ll, lo que resulta en la inhibicibn de su expresién; y b) la
expresion de H19. Asi, los genomas materno y paterno complementan la expresion de sus

genes (Reig y Concha, 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de regulacion de los genes Igf-1l y H19. Potenciadores (E). Tomado de
Reig y Concha, 2012.

IGF-II

El factor dos de crecimiento similar a la insulina tipo Il (IGF-II) es una proteina clave que regula
el crecimiento, en particular durante el desarrollo fetal normal. La sintesis de IGF-II resulta de la
expresion de Igf-Il un gen de impronta ubicado en la region del cromosoma 11p15.5 (Sélénou
et al., 2022). Igf-1l (ENSG00000167244) se compone de 10 exonesy cinco promotores, mientras
gue su homdélogo de ratdn se encuentra en el cromosoma 7 y se compone de ocho exones y
cuatro promotores. El IGF-Il es un factor de crecimiento con una complejidad estructural y
reguladora asociada con una accion pleiotrépica especifica de tejido y dependiente de la etapa
de desarrollo (Figura 3). Los genes de impronta expresados paternalmente generalmente se
asocian con un papel pro-proliferativo durante el desarrollo. Esto es particularmente cierto para
el gen Igf-1l, que codifica un factor clave para el crecimiento fetoplacentario (Ishida et al., 2007,
Sélénou et al., 2022). De hecho, el IGF-II es altamente mitdogeno y, junto con el IGF-I, promueve
la proliferacion de varios tipos de células durante el periodo fetal, desempefiando asi un papel
importante en el crecimiento y desarrollo de los érganos (Figura 3). En ratones, el gen Igf-li
juega un papel crucial durante el periodo embrionario. En la placenta existen niveles
extremadamente altos de expresion de Igf-1l en los tejidos placentarios durante la gestacion.

Algunos estudios han demostrado que los ratones sin Igf-Il muestran restriccion del crecimiento
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intrauterino e hipoplasia placentaria. Ademas, la inactivacion especifica de Igf-11-PO conduce a
la restriccion del crecimiento intrauterino a través de la restriccion placentaria. Estos modelos
de raton también presentan cambios en los intercambios feto-materno, incluido, en particular, el

suministro de nutrientes maternos al feto (Sélénou et al., 2022).
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Figura 3. Diagrama que resume las funciones fisiol6gicas de IGF-Il descritas en modelos humanos y de raton.
Tomado y modificado de Sélénou et al., 2022.
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Justificacion

La contaminacion ambiental se ha incrementado, por lo cual nos encontramos expuestos
a una gran cantidad de contaminantes, uno de estos es el vanadio que es un metal
liberado al ambiente de forma natural y mayormente por procesos antropogénicos,
principalmente por la actividad industrial, esto ha incrementado los niveles de vanadio en
la atmosfera y se encuentra presente en las particulas de menos de 10 um de diametro,

lo que provoca que sean respiradas por las poblaciones de ciudad grandes.

Gran parte de la poblacion se encuentra expuesta a este contaminante, se conoce que
este metal es capaz de causar dafio en las células del testiculo y ocasionar dafios al feto.
En el presente trabajo se estudié el efecto que puede inducir el 6xido de Vanadio en su
estado de oxidacion IV (V204), siendo esta la forma exclusiva en la que se acumula en el

cuerpo de forma natural.

Hipotesis

El Vanadio es un metal que cruza las barreras hematotesticular y placentaria, ademas de
inducir alteraciones en las diferentes células del testiculo y en el desarrollo embrionario y
fetal. Por lo que si se reproducen hembras sanas con machos tratados de forma
subcrénica con diferentes concentraciones de Oxido de Vanadio IV (V204), se espera que

las crias resultantes de esta cruza presenten malformaciones anatémicas y esqueléticas

durante su desarrollo embrionario y fetal.
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Objetivos

Objetivo general.
Evaluar los efectos embriotoxico, fetotdxico y teratogénico de tetradxido de vanadio
(V204) en la descendencia de ratones macho CD-1 expuestos de forma subcronica via

aérea.

Objetivos particulares.

» Observar y registrar el numero de fetos vivos y muertos, reabsorciones tempranas
y tardias, para mostrar la embrio-fetotoxicidad en la descendencia.

» Evaluar la frecuencia de malformaciones externas para establecer los efectos
teratogénicos o efectos en el desarrollo embrio-fetal.

» Cuantificar en fetos diafanizados las alteraciones en centros de osificacion vy
cartilago, para mostrar los efectos en su desarrollo.

> Establecer la correlacion entre la frecuencia de efectos teratogénicos y las dosis de

exposicion a las que fueron sometidos los machos progenitores.

Método
Reactivos quimicos

Oxido de Vanadio IV (V204; Marca: Sigma-Aldrich, pureza 99%, CAS 12036-21-4), Etanol
(C2He6O; Marca: Hycel, CAS 64-17-5), Formaldehido (HCHO; Marca: Wdéhler, CAS 50-00-
0), Hidroxido de potasio (KOH; Marca: Karal, CAS 1310-58-3), Acido acético, Glacial
(CH3COOH; Marca: J.T. Baker, CAS 64-19-7), Azul de Alcian 8Gx (CseHesClaCuN16S4;
Marca: Sigma-Aldrich, CAS 33864-98-2), Rojo de Alizarina (C14H70O7SNa; Marca: CIVEQ,
CAS 130-22-3), Glicerina (HOCH,CH(OH)CH,OH; Marca: J.T. Baker, CAS 56-81-5),
Timol (C10H140; Marca: Sigma-Aldrich, CAS 89-83-8).

16



Animales

Se utilizaron ratones sexualmente maduros de la cepa CD-1, de 8-12 semanas de edad,
hembras (peso minimo de 30g) y machos (peso minimo de 30g), proporcionados por el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, los cuales fueron mantenidos en
cajas de fibra de vidrio con fotoperiodos constantes de 12 horas luz y 12 horas oscuridad,
a temperatura estandar (21° C), con una humedad de 40 a 50%. Los animales tuvieron
libre acceso al agua y alimento (Rodent diet Tek Lad Global Diets, 18% de proteina),

fueron marcados y pesados para llevar el seguimiento de su peso durante el tratamiento.
Tratamientos

Para realizar los tratamientos se utilizaron cinco grupos compuestos por cinco ratones
macho cada uno. El compuesto se administré via aérea, para esto los ratones fueron
colocados durante una hora en una caja hermética cerrada, con ayuda de un nebulizador
se saturd el ambiente con una solucién de tetradxido de vanadio (V204) en diferentes
concentraciones alta (%2 LDso), media (%2 LDso) Y baja (Y4 LDso), utilizando como referencia
la LDso: 150 mg/kg (Aragdn y Altamirano-Lozano, 2001) (Tabla 2). Los tratamientos se
llevaron a cabo durante un lapso de 15 dias, realizando el tratamiento cada 48 horas.
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Tabla 2. Disefio experimental grupos control negativo, control
positivo y las tres concentraciones de los grupos con tratamiento

de V,0,
Tratamientos
Grupos , Numero de ratones (N)
(mg/g peso de ratén)

Control negativo (C-) 0.0 5

antro! 905|t|vo (C+) 0.08 5

Mitomicina C (MMC)

V,0,
LDs, (150 mg/kg)

(1/4 LDy, = 37.5 mg/kg) 1.5 5
(1/2 LDy = 75.0 mg/kg) 3.0 5
(3/4 LDy, = 112.5 mg/kg) 4.5 5

Cruzas

Se realizaron frotis vaginales a las hembras cada tercer dia, para el monitoreo del ciclo
estral, para realizar este procedimiento se sujetaron a las hembras en posicién ventral,
con una pipeta Pasteur se tomaron 0.3 ml de solucién fisiol6gica, posteriormente se
introdujo levemente en el orificio vaginal y se realizaron tres lavados, se coloc6 una gota
en un portaobjetos, posteriormente se analizaron los frotis en el microscépico (Nikén
Eclipse E200) en contraste de fases y se determiné la etapa del ciclo estral de cada
hembra. Una vez terminado el tratamiento de los machos se realizé la cruza,

seleccionando hembras en etapas de proestro y estro (Figura 4).
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Figura 4. Tipos celulares caracteristicos de cada etapa del ciclo estral de
ratén, tomado y modificado de Gutiérrez et al., 2009.

En el momento de las cruzas, las hembras se colocaron con los machos en una proporcion
2:1 o0 3:1, a la mafiana siguiente se reviso la presencia de tapon vaginal, el cual se tomé

como evidencia de cépula y se consideré como dia 0 de gestacion.
Obtencion de los fetos

En el dia 16 de gestacion las hembras fueron sacrificadas en camara de CO; y se
obtuvieron los fetos por cesarea, se registrd el numero total de fetos, él peso, el nimero
de crias vivas y muertas y el numero total de reabsorciones (Tempranas y tardias),
explicar como se identificaron. Los fetos se colocaron en frascos con etanol al 70% para

su fijacion y el posterior analisis morfologico.
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Evaluacion de anormalidades morfologicas

Los fetos previamente fijados fueron analizados bajo el estereoscopio (Leica EZ4W), se
evaluaron las caracteristicas morfolégicas externas, como la cabeza, lengua, paladar,
parpados, implantacion de las orejas, cola, extremidades anteriores y posteriores, se
realizé la medicion de la longitud fetal y se llevé a cabo el sexado, determinado a partir de
la distancia del gondporo al ano, el cual es menor en hembras en comparacion con los

machos (Harkness y Wagner, 1989).
Técnica de tincion hueso-cartilago (rojo de alizarina-azul de Alciano)

Una vez realizada la evaluacion de los fetos se fijaron en formaldehido al 37%, durante 2
dias, se retird la piel y las visceras abdominales de los fetos, posteriormente se colocaron
en una solucién de azul de Alciano 0.15% (p/v) preparada con Etanol - Ac. Acético (80:20)
durante 48 horas, después se realizaron lavados con etanol al 70% cada dos horas
durante un dia para retirar el exceso de colorante, se colocaron en KOH al 4% hasta que
fueran visibles de forma clara los huesos, posteriormente se colocaron en una solucion de
rojo de alizarina 0.1% (p/v) en KOH 0.5% durante 12-24 horas, a continuacion, se
colocaron en lavados de KOH-Glicerina para retirar el exceso de colorante, finalmente se

colocaron en glicerina pura y se agrego6 timol para su conservacion.
Evaluacion de anormalidades esqueléticas

Los fetos previamente tefidos (tincibn hueso-cartilago) fueron analizados bajo el
estereoscopio (Leica EZ4W5301) y se registraron las anormalidades esqueléticas como
ausencias, retrasos en la osificacion (caracterizado por la presencia de los huesos con
una tincién azul, indicativo de presencia de tejido cartilaginoso, en lugar de tejido 6seo) y
poca osificacion (caracterizado por la presencia de centros de osificacibn con menor
tamano). Se evaluaron las caracteristicas esqueléticas como, huesos craneales (frontal,
nasal, parietal, occipital, cigomatico, temporal, hioides, maxilar, incisivo y mandibular),
huesos de las extremidades superiores (escapula, humero, cubito, radio, clavicula,
carpos, metacarpos y falanges), huesos de las extremidades inferiores (ilion, isquion,
pubis, fémur, tibia, peroné, tarsos, metatarsos y falanges), ademas se evaluaron las

costillas, esternebras, cartilagos intercostales, apofisis xifoides y vértebras.

20



Andlisis estadistico

Los datos de longitud, peso y numero de reabsorciones, se presentan como media +
desviacién estandar, los cuales fueron analizados con la prueba t de Student. Los datos
tales como el porcentaje de fetos vivos y muertos, porcentaje de machos y hembras,
numero de fetos anormales, alteraciones morfolégicas y esqueléticas, se utilizé la prueba
Z para proporciones. Se considero diferencia estadistica cuando p<0.05, se aplico

coeficiente de correlacién de Pearson, para establecer relacion dosis-efecto.

Resultados
Toxicidad embrionaria y fetal

Para la evaluacion de la embriotoxicidad y fetotoxicidad se llevd a cabo el conteo del
namero total de fetos vivos, fetos muertos, reabsorciones tempranas, reabsorciones
tardias, longitud cefalocaudal y el peso de la camada, ademas se realiz6 el sexado de los

fetos obtenidos.

En los descendientes de los ratones tratados con 1.5 mg/g se observé la disminucién en
la longitud fetal, mientras que en los fetos del grupo al que se le administraron 4.5 mg/g
este pardmetro aumento en comparacion con el grupo control negativo (Tabla 3).

Los fetos del grupo tratado con Mitomicina C 0.08 mg/g (Control Positivo) presentaron un
descenso en el porcentaje de fetos vivos y por consecuencia un aumento en el porcentaje
de fetos muertos, ademas de presentar una disminucién en la longitud fetal y el peso fetal

con respecto al grupo control negativo (Tabla 3).
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Tabla 3. Efectos embriotéxicos del tetradéxido de vanadio V,0, en descendencia de ratones
macho CD-1 tratados via aérea

Control Control V,0, [mg/g]

Negativo Positivo [1.5] 3] [4.5]
n 62 64 62 84 68
Fetos vivos (%) 91.93 79.68* 82.25 90.47 82.35
Fetos muertos (%) 8.07 20.31* 17.75 9.53 17.65
Machos (%) 47.22 46.88 48.39 46.42 51.47
Hembras (%) 52.78 53.13 51.61 51.19 47.05
Longitud fetal M £ DE (cm) 1.99 +0.13 1.89 + 0.09% 1.95 + 0.09° 1.96 £ 0.11 2.06 + 0.22°
Peso fetal M + DE (g) 0.84 +0.09 0.76 + 0.11° 0.87 £0.03 0.82£0.08 0.92+0.16
Reabsorciones 4.00 0.00 4.00 0.00 1.00

n =Numero de fetos analizados. M+DE = media + desviacidn estandar.
* p<0.05 Z para proporciones vs Control negativo

? p<0.05 t de student vs Control negativo

Anormalidades morfolégicas

Para la evaluacion de las anormalidades morfologicas externas se llevo a cabo la revision
morfoldgica de todos los fetos obtenidos. En la Tabla 4, se presentan los datos del analisis
morfoldgico, donde se observa que los fetos del grupo tratado con 1.5 mg/g presentaron
un incremento en el porcentaje de fetos con hematomas (Figura 6B), malformaciones en
parpados (ausencia parcial o total del parpado, principalmente) y cuello corto, con
respecto al grupo control negativo, mientras que los fetos del grupo tratado con 3 mg/g
presentaron un aumento con respecto al grupo control, en el porcentaje de fetos con
hematomas, orejas mal desarrolladas (Figura 7C) y malformaciones en péarpados.
Finalmente, los fetos del grupo tratado con 4.5 mg/g Unicamente presentaron un
incremento en el porcentaje de fetos con hematomas y malformaciones en parpados
(Figura 7B).
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Al administrar Mitomicina C, via ip (Control Positivo) se encontr0 un incremento
significativo en el porcentaje de fetos con orejas mal desarrolladas, cuello corto,
malformaciones en columna (principalmente surco en columna) y parpados mal

desarrollados, con respecto al grupo control negativo (Tabla 4).

Tabla 4. Anormalidades morfoldgicas en crias descendientes de ratones macho CD-1 expuestos
aun tratamiento subcronico via aérea con tretadxido de vanadio (V,0,).

Control Control V,0, [mg/g]
Negativo Positivo
g [1.5] [3] [4.5]

n 62 64 62 84 68
Hematomas 38.71 40.62 70.96* 57.14* 55.88*
Orejas mal desarrolladas 3.22 39.06* 4.83 15.47* 8.82
Cuello corto 1.61 17.18* 12.90* 3.57 2.94
Malformaciones en cabeza 1.61 1.56 8.06 3.57 2.94
Malformaciones en columna 0.00 21.87* 3.22 3.57 0.00
Malformaciones en parpados 0.00 15.62* 6.45*% 8.33* 13.23*
Fetos con poco desarrollo 0.00 0.00 0.00 0.00 2.94

n =Numero de fetos analizados. Los datos de anormalidades morfolégicas se presentan en porcentaje (%).
* p<0.05 Z para proporciones vs Control negativo

En la Figura 5, se muestra una representacion grafica del porcentaje de fetos con
anormalidades morfolégicas, correspondiente a la Tabla 4, donde se observa que los
descendientes de los tres grupos tratados con V204 muestran un incremento en el
porcentaje de fetos con hematomas y malformaciones en parpados, mientras que el grupo
tratado con 1.5 mg/g también presento un incremento en el porcentaje de fetos con cuello
corto y por su parte el grupo tratado con 3 mg/g presento un aumento en el porcentaje de

fetos con orejas mal desarrolladas.
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Figura 5. Anormalidades morfoldgicas (%) en crias descendientes de ratones macho CD-1 expuestos a un tratamiento
subcronico via aérea con tretadxido de vanadio (V,0,)
*p<0.05, Z para proporciones s Control negativo

C)

Figura 6. A) Feto normal, grupo Control Negativo; B) Feto con Hematomas en cuerpo y cabeza, grupo V204 [1.5]; C) Fetos
con desarrollo incompleto, grupo V204 [4.5]. Estereomicroscopio Leica EZ4W (8x). Microfotografias. Laboratorio de
Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.
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Figura 7. A) Feto normal, grupo Control Negativo; B) Feto con parpado ausente, grupo V204 [4.5]; C) Feto con Oreja mal
desarrollada, grupo V20: [3]. Estereomicroscopio Leica EZ4W (12x). Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y
Mutagénesis, UMIEZ.

Analisis esquelético

Cabeza

En la tabla 5, se presenta el porcentaje de fetos que presentaban anormalidades en los
huesos craneales, donde se observa que los descendientes del grupo tratado con 1.5
mg/g presentaron un aumento significativo, con respecto al grupo control negativo, en el
porcentaje de fetos con anormalidades en la osificacion de los huesos fontal (Figura 9B),
nasal, maxilar, incisivo, cigomatico, parietal, occipital y mandibular (Figura 8B). Por otra
parte, los descendientes del grupo tratado con 3 mg/g Unicamente presentaron un
aumento significativo en el porcentaje de fetos con anormalidades en la osificacion del
hueso occipital, correspondiente principalmente al retraso en los centros de osificacion
superiores (Figura 10B) y a la usencia total de estos (Figura 10C). Mientras que los
descendientes del grupo tratado con 4.5 mg/g solo mostraron un incremento en el
porcentaje de fetos con anormalidades en la osificacion de los huesos nasal y occipital
con respecto al grupo control negativo. Ninguno de los grupos evaluados mostré
alteraciones en el hueso temporal.

Al administrar Mitomicina C, via ip (Control Positivo) se encontré un incremento en el
porcentaje de fetos con anormalidades en la osificacion de los huesos nasal, maxilar,

parietal, occipital y mandibular con respecto al grupo control negativo (Tabla 5).
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Tabla 5. Anormalidades esqueléticas craneales en crias descendientes de ratones macho CD-1
expuestos a un tratamiento subcronico via aérea con tretadxido de vanadio (V,0,).

Control Control V,0, [mg/g]

Negativo Positivo [1.5] [3] [4.5]
n 62 64 62 84 68

Fetos con
anormalidades
(%)

Frontal 19.35 12.90 58.06* 0.00 0.00
Nasal 3.22 38.70* 58.06* 0.00 16.17*
Maxilar 0.00 9.67* 20.96* 0.00 0.00
Incisivo 9.67 1.61 17.74* 0.00 4.41
Cigomatico 8.06 9.67 70.96* 0.00 0.00
Parietal 17.74 64.51* 80.64* 1.19 5.88
Hioides 0.00 0.00 4.83 0.00 0.00
Occipital 29.03 100.00* 88.70* 70.23* 47.05*
Mandibular 0.00 16.12* 8.06* 0.00 0.00

n =Numero de fetos analizados

* p<0.05, Z para proporciones vs Control negativo

Figura 8. Huesos y centros de osificacion (CO) del craneo. A) Craneo de feto del Grupo Control Negativo, muestra una

osificacion completa de todos los huesos craneales; B) Craneo de feto del grupo tratado con V204 [1.5 mg/g], |. Retraso en la
osificacion del hueso nasal; Il. Retraso en la osificacion del hueso frontal; Ill. Ausencia de CO supraoccipitales; IV. Ausencia
del hueso parietal; V. Retraso en la osificaciéon del hueso cigomatico. Estereomicroscopio Leica EZ4W (12x). Microfotografias.
Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.
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Figura 9. Huesos y centros de osificacion (CO) del craneo (superior). A) Craneo de feto del Grupo Control Negativo, muestra
una osificacién completa de todos los huesos craneales; B) Craneo de feto del grupo tratado con V204 [1.5 mg/g], |. Retraso
en la osificacion del hueso nasal; Il. Retraso en la osificacion del hueso frontal; Ill. Ausencia del hueso parietal.
Estereomicroscopio Leica EZ4W (12x). Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.

Figura 10. Centros de osificacion (CO) del hueso occipital (crAneo posterior). A) Craneo de feto del Grupo Control Negativo,
muestra una osificaciébn completa de los CO del hueso occipital; B) Craneo de feto del grupo tratado con V204 [3 mg/g],
Presenta retraso en los CO supraoccipitales; C) Craneo de feto del grupo tratado con V204 [1.5 mg/g], |I. Ausencia de CO
supraoccipitales, Il. Osificacion incompleta en los CO laterales del hueso occipital. Estereomicroscopio Leica EZ4W (12x).
Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.
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Esqueleto Axial

En la tabla 6, se presenta el porcentaje de fetos con anormalidades en los huesos del
esqueleto axial, donde se muestra que los tres grupos tratados con V204 (1.5, 3y 4.5
mg/g) presentaron un incremento en el porcentaje de fetos con anormalidades en costillas,
las cuales corresponden principalmente a costillas supernumerarias (Figura 13B), por otra
parte los grupos tratados con 1.5 mg/g y 3 mg/g presentaron un incremento en el
porcentaje de fetos con anormalidades en los centros de osificacion de las esternebras |
a V (Figura 11B), mientras que los descendientes del grupo tratado con 4.5 Unicamente
presentaron un incremento significativo en anormalidades de los centros de osificacion de
las esternebras Il y V, mientras que los fetos de los tres grupos tuvieron un incremento
significativo en las anormalidades de los centros de osificacion de la Apdfisis Xifoides
(Figura 11B) todo esto con respecto al grupo control negativo. Respecto a las
anormalidades en las vértebras en comparacién al control negativo, los fetos del grupo
tratado con 1.5 mg/g presentaron un aumento en el porcentaje de anormalidades en la
osificacion de las vértebras lumbares y sacras, mientras que los fetos del grupo tratado
con 3 mg/g Unicamente presentaron un incremento en las anormalidades en la osificacion
de las vértebras lumbares. Finalmente, los fetos del grupo tratado con 4.5 mg/g mostraron
un aumento en el porcentaje de anormalidades en la osificacion de las vértebras lumbares,
sacras y cervicales, estas Ultimas se deben a la presencia de un primordio de costilla en
la vértebra cervical C7 (Figura 12). Finalmente, las anormalidades en los cartilagos
intercostales encontradas fueron un incremento en el niUmero de estos, donde Unicamente
los fetos del grupo tratado con 1.5 mg/g presentaron un aumento significativo con respecto

al grupo control negativo.

Los fetos del grupo tratado con Mitomicina C, via ip (Control Positivo), presentaron un
incremento significativo en el porcentaje de anormalidades en costillas, esternebras | a 'V,
apdfisis xifoides, vértebras cervicales, vértebras toracicas, vértebras lumbares y vértebras

sacras, con respecto al grupo control negativo (Tabla 6).
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Tabla 6. Anormalidades del esqueleto axial en crias descendientes de ratones macho CD-1
expuestos a un tratamiento subcrénico via aérea con tretadxido de vanadio (V,0,).

Control Control V20, [mg/g]
Negativo Positivo [1.5] [3] [4.5]
n 62 64 62 84 68
Fetos con
anormalidades
(%)

Costillas 19.35 29.03* 29.03* 42.85*% 27.94*
Esternebras:

I 0.00 27.41* 48.38* 3.22 32.25*

I 1.61 45.16* 66.12* 25.80* 35.48*

i 1.61 40.32* 61.29* 4.83 32.25%

v 1.61 50.00* 59.67* 4.83 32.25%

Y 12.9 85.40* 93.54* 77.41%* 51.61*
Cartilagos intercostales 1.61 3.22 19.35* 4.76 2.94
A. Xifoides 6.45 67.74* 64.51* 14.28* 32.35%
V. Cervicales 0.00 8.06* 0.00 5.95 11.76*
V. Tdracicas 0.00 6.45%* 0.00 0.00 0.00
V. Lumbares 19.35 30.64* 33.87* 42.85*% 26.47*
V. Sacras 0.00 16.12* 35.48* 1.19 14.7*
V. Coccigeas 0.00 0.00 0.00 1.19 0.00

n =Numero de fetos analizados

* p<0.05, Z para proporciones vs Control negativo
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Figura 11. Centros de osificacion (CO) del esternén, compuesto por Esternebras |-V y Apdfisis Xifoides (A.X). A) Feto del
grupo Control Negativo, muestra osificacion completa de los CO de la A.X y las Esternebras; B) Feto del grupo tratado con
V204 [1.5 mg/g], Presenta ausencia de los CO de la A.X y las Esternebras. Estereomicroscopio Leica EZ4W (8x).

Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.

Figura 12. Feto del grupo tratado con V204 [4.5 mg/g], Presenta primordio de costilla en la vértebra cervical 7 (C7)
Estereomicroscopio Leica EZ4W (12x). Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.
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Figura 13. Costillas y columna vertebral. A) Feto del grupo Control Negativo, muestra una osificacion completa de todos los
huesos y se compone por 13 pares de costillas. B) Feto del grupo tratado con V204 [3 mg/g], presenta costillas
supernumerarias de lado derecho, compuesto por 14 costillas*. Estereomicroscopio Leica EZ4W (8x). Microfotografias.

Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ.
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Extremidades Superiores

En la tabla 7, se presenta el porcentaje de fetos con anormalidades en los huesos de las
extremidades superiores, donde se observa que los fetos del grupo tratado con 1.5 mg/g
presentaron un incremento en el porcentaje de anormalidades en los huesos cubito y radio
(Figura 14B). Ademas, los descendientes de los tres grupos tratados con V204 (1.5, 3y
4.5 mg/g) presentaron un aumento en el porcentaje de anormalidades en la osificacion de

los metacarpos (Figura 14B), todo esto con respecto al grupo control negativo.

Los fetos del grupo tratado con mitomicina C, via ip (Control Positivo), presentaron un
incremento significativo con respecto al grupo control negativo, en el porcentaje de
anormalidades en escapula, humero, cubito, radio, metacarpos y falanges, asi como en el

numero de centros de osificacion en los metacarpos (Tabla 7).

Con respecto a la longitud de los huesos no se encontraron anormalidades en los fetos

obtenidos de los tratamientos con V204 con respecto al grupo control negativo.
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Tabla 7. Anormalidades esqueléticas de extremidades superiores en crias descendientes
de ratones macho CD-1 expuestos a un tratamiento subcronico via aérea con tretadxido
de vanadio (\V,0,).

Control Control V>0, [mg/g]
Negativo Positivo [1.5] [3] [4.5]
n 62 64 62 84 68
Fetos con
anormalidades
(%)
Escapula 0.00 19.35%* 0.00 0.00 0.00
L 3.60+£0.21 3.42+0.32 3.60+£0.19 3.60+0.18 3.80+0.22
Hdmero 0.00 14.51* 1.61 0.00 0.00
L 3.37+£0.20 3.26+0.20 3.34+0.14 3.36+0.16 3.51+0.18
Cubito 0.00 17.74* 53.22* 0.00 0.00
L 3.48+0.23 3.41+0.31 3.60£0.14 3.58+0.19 3.81+0.26
Radio 0.00 17.74* 53.22* 0.00 0.00
L 2.60+0.26 2.52+0.26 2.65+0.16 2.72+£0.16 2.87+£0.21
Clavicula 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Carpos 0.00 1.61 0.00 0.00 0.00
Metacarpos 1.61 19.35%* 75.80* 25.00* 17.64*
No. de Huesos  2.98+0.49 2.29 + 0.69° 3.00+0.00 2.91+0.38 3.15+0.72
Falanges 0.00 24.19* 0.00 1.19 0.00
L 1.34+0.26 1.39+0.23 1.51+0.14 1.63+0.13 1.68+0.11
Mano L 2.46+0.23 2.43%0.14 2.47£0.18 2.55+0.14 2.61+0.12

n =Numero de fetos analizados
(L) Longitud de hueso, los valores de longitud se presentan como X+DE, Media + Desviacién Estandar.
* p<0.05, Z para proporciones vs Control negativo

4p<0.05, t de Student vs Control negativo
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A)

B)

Figura 14. Huesos y centros de osificacion (CO) de las extremidades superiores. A) Extremidad inferior de feto del Grupo
Control Negativo, muestra una osificacién completa de todos los huesos; B) Extremidad inferior de feto del grupo tratado con
V204 [1.5 mg/g]; I. Ausencia de CO en los metacarpos; Il. Poca osificacion del cubito; Ill. Poca osificacion del radio; IV.
Osificacion incompleta del humero; V. Osificacion incompleta de escapula; Adicionalmente se puede observar una osificaciéon
incompleta en las vértebras y algunos huesos craneales. Estereomicroscopio Leica EZ4W (8x). Microfotografias. Laboratorio
de Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ. 34



Extremidades Inferiores

En la tabla 8, se presenta el porcentaje de fetos con anormalidades en los huesos de las
extremidades inferiores, donde se observa que los fetos del grupo tratado con 1.5 mg/g
presentaron un aumento significativo con respecto al grupo control negativo, en el
porcentaje de anormalidades en los huesos de la cadera (ilion, isquion y pubis), asi como
en fémur, tibia, peroné y metatarsos (Figura 15B), siendo este grupo el que presento
mayor alteracion en la osificacion de las extremidades inferiores. Por otra parte, los
descendientes de los grupos tratados con 3 mg/g y 4.5 mg/g Unicamente presentaron un

incremento en el porcentaje de anormalidades en la osificacion de los metacarpos.

Al administrar Mitomicina C, via ip (Control Positivo) se encontré6 un incremento
significativo con respecto al grupo control negativo en el porcentaje de fetos con
anormalidades en la osificacién de en los huesos fémur, tibia, peroné, asi como en los
centros de osificacion de los metatarsos y en los huesos de la cadera (ilion, isquion y

pubis), asi como en el nimero de centros de osificacion en los metatarsos (Tabla 8).

Respecto a la longitud de los huesos de las extremidades posteriores no se encontraron
anormalidades en los tratamientos con V204 con respecto al grupo control negativo.
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Tabla 8. Anormalidades esqueléticas de extremidades inferiores en crias descendientes
de ratones macho CD-1 expuestos a un tratamiento subcronico via aérea con tretadxido
de vanadio (V,0,).

Control Control V,0,4[mg/g]
Negativo Positivo [1.5] [3] [4.5]
n 62 64 62 84 68
Fetos con
anormalidades
(%)
[lién 1.61 10.29* 30.64* 0.00 0.00
Isquidn 1.61 11.76* 41.93* 0.00 0.00
Pubis 1.61 11.76* 45.16* 0.00 0.00
Femur 0.00 11.76* 33.87* 0.00 0.00
L 3.01+0.25 2.88+0.29 3.07+0.16 3.09+0.14 3.23+0.25
Tibia 0.00 11.76* 48.38* 0.00 0.00
L 2.82+0.34 2.64+0.23 2.85+0.22 2.8+0.15 2.93+0.21
Peroné 1.61 11.76* 69.35* 0.00 0.00
L 2.52+0.25 2.50%+0.31 2.67+0.17 2.68+0.15 2.80+0.23
Tarsos 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Metatarsos 0.00 44.11* 75.80* 25.00* 23.52*
No. de Huesos 2.98+0.49 2.70 + 0.852 3.00+0.00 2.91+0.38 3.15+0.72
Falanges 1.61 2.94 0.00 1.19 0.00
L 1.68+0.23 1.57+0.18 1.71+£0.13 1.77£0.15 1.89+0.15
Pie L 4.20+0.22 3.94+0.34 3.99+0.26 3.97+0.24 4.25+0.29

n =Numero de fetos analizados

(L) Longitud de hueso, los valores de longitud se presentan como MzDE, Media + Desviacidn Estandar.

* p<0.05, Z para proporciones vs Control negativo

?p<0.05, t de Student vs Control negativo
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A)

B)

Figura 15. Huesos y centros de osificacion (CO) de las extremidades inferiores. A) Extremidad inferior de feto del Grupo
Control Negativo, muestra una osificacién completa de todos los huesos; B) Extremidad inferior de feto del grupo tratado con
V204 [1.5 mg/g]; I. Ausencia de CO en los metatarsos; Il. Retraso en la osificacion de la tibia; Il. Retraso en la osificacion
del peroné; IV. Retraso en la osificacion del hueso fémur; V. Retraso en la osificacion de los huesos de la cadera (ilion,

isquion y pubis). Estereomicroscopio Leica EZ4W (8x). Microfotografias. Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis,
UMIEZ.
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Andalisis de correlaciéon

El analisis de correlacion con coeficiente de Pearson mostré una relacién negativa alta, en la
mayoria de las regiones corporales, entre el porcentaje de anormalidades esqueléticas y la
concentracion de V204 a la que fueron expuestos los machos progenitores, Unicamente las

anormalidades en el niumero de costillas, no presentaron correlacion (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis de correlacidn con coeficiente de Pearson (r) entre
Anormalidades esqueléticas (por region corporal) y Concentracion

(V20,).

Regiones corporales r Correlacion Magnitud
Cabeza -0.99 Negativa Alta
Extremidades Superiores -0.87 Negativa Alta
Extremidades Inferiores -0.85 Negativa Alta
Esternebras -0.94 Negativa Alta
Vértebras -0.54 Negativa Alta
Cartilagos intercostales -0.91 Negativa Alta
Costillas -0.06 Negativa Inexistente
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Discusion

Los estudios en humanos, modelos animales e in vitro sugieren que los metales pesados pueden
ejercer efectos adversos sobre la salud reproductiva de los hombres. Los metales pesados
pueden afectar aparato reproductor masculino, alterando el eje hipotalamico-pituitario-gonadal
o afectando directamente la espermatogénesis, disminuyendo la calidad del semen (Leopardi et
al., 2005; Mendiola et al., 2011). Se ha demostrado que los metales toxicos como el vanadio
pueden acumularse en los testiculos y/o epididimo, alterando la funcion reproductiva y endocrina
(Danielsson et al.,1984; Clarkson et al., 1985; Thompson y Bannigan, 2008; Castellini et al.,
2009).

Como ocurre con muchos agentes metélicos, los efectos del vanadio sobre la reproduccion
dependen de varios factores, como la forma quimica del compuesto, estado o numero de
oxidacion del vanadio en el compuesto, via de exposicion, duracion, y dosis (Domingo, 1996).
En muchos estudios in vitro, las células de Leydig y las células germinales se han identificado
como los principales objetivos de la citotoxicidad (Laskey y Phelps, 1991). Ademas, los metales
son capaces de afectar la unién entre las células de Sertoli (Barrera Hematotesticular). Los
mecanismos propuestos de toxicidad por metales incluyen estrés oxidativo, inflamacién y/o
apoptosis (Bortner y Cidlowski, 2004).

Uno de los principales mecanismos de dafio se puede dar a través del estrés oxidativo, puesto
gue, se sabe que el vanadio produce especies reactivas de oxigeno (ROS), provocando
peroxidacioén lipidica estructural y alteracion de la actividad antioxidante de algunas enzimas,
principalmente superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx)
(Byczkowski y Kulkarni, 1998; Aragon et al., 2005; Marouane et al., 2011). Los espermatozoides
son sensibles al estrés oxidativo debido al alto contenido de acidos grasos poliinsaturados en
su membrana celular, estas células también tienen bajos niveles de enzimas citoplasmaticas
para atrapar las ROS, lo que provoca peroxidacion lipidica (Altamirano-Lozano et al., 2014).
Algunos autores han investigado los efectos de los compuestos de vanadio sobre las células
reproductivas, reportando una amplia variedad de dafios sobre estas. Por ejemplo, Aragon et
al. (2005). Realizé un estudio administrando tetradxido de vanadio (V204) por via oral a ratones
machos CD-1 en dosis diarias de 9,4 y 18,8 mg/kg para 60 d, reportando que movilidad y
viabilidad de los espermatozoides disminuy0, se presentaron cambios en la morfologia de los

espermatozoides. También se observaron células germinales degenerativas en el epitelio
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seminifero y un mayor nimero de células apoptéticas. Jain et al. (2007) administraron por via
oral sulfato de vanadilo (VOSOa4) 100 mg/kg a ratas macho diariamente durante 60 dias, cinco
dias antes del final del tratamiento, cada macho se colocé con dos hembras sin tratar,
determinando que la tasa de fertilidad disminuyd junto con el nimero de crias por camada. En
este estudio, los autores proponen que todos los hallazgos mencionados anteriormente podrian
haber sido causados por el estrés oxidativo o por la falta de generacion de energia para las
enzimas metabdlicas.

Como se ha discutido anteriormente las células reproductivas sufren dafios en diversas
estructuras, cuando los organismos son expuestos a metales como el vanadio y sus diversos
compuestos, provocando por consecuencia alteraciones en la reproduccion de aquellos

organismos dafados.

Anormalidades morfolégicas y esqueléticas

En este trabajo se ha encontrado que el V204 produce anormalidades durante el desarrollo
embrionario y fetal, principalmente en la osificacion de los huesos y en la morfologia de las crias
descendientes de ratones macho CD-1 tratados mediante via aérea, esto puede deberse a los
dafios generados en las células reproductivas de los machos progenitores por el tratamiento de
V204, ya que se han identificado asociaciones significativas entre las caracteristicas del
estilo de vida paterno, la calidad del semen, el desarrollo embrionario, el crecimiento fetal
y placentario y la salud de la descendencia (Watkins et al., 2020; Khoshkerdar et al., 2021).
Por lo cual se sabe que la mala calidad seminal tiene efectos sobre la salud materna y en la
salud fetal debido probablemente al papel que desempefian los genes de impronta paternos en
el desarrollo embrionario y fetal.

El desarrollo embrionario normal requiere un genoma tanto materno como paterno. Se ha
sugerido la existencia de genes cuya expresion depende de si se heredan de la madre o del
padre. Esta regulacion especifica de la expresion génica se denomina "impronta genémica”, y

los genes involucrados son denominados "genes impronta” (Tabla 10).
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Tabla 10. Lista de DMR de linea germinal identificados en el genoma del raton.

Localizacién de

I._OCUS de Cromosoma linea germinal Origen peTren_t,al de ICR? Genes impronta asociados y ARN no codificante . Reffzrenuas
impronta DMR la metilacion (linea germinal DMR/ICR)
10 kb aguas arriba Zdbf2 .
Zdbf2 1 Exonl Paterno ND Kobayashi et al. (2009)
Mcts2 2 Mcts2 Promotor / Exonl Materno ND H13 Wood et al. (2007)
Promotor GnasXL/Nespgs 'y Coombes et al. (2003), Liu et al.
promotor Gnas 1A (dominio o
X Gnasxl; Nesp; Nespas; Gnas exonl1A (2000), and Williamson et al. (2004,
que contiene dos DMR de 2006)
Gnas 2 linea germinal) Materno ICR
Peg10 6 Promotor Peg10/ Sgce Materno ND Sgce; Ppp1r9a; Ponl; Pon2; Pon3; Asb4, Calcr, Tpfl2 Ono et al. (2003)
Mest (Pegl) 6 Promotor de Mest /exonl Materno ND KIf14; Copg2; Copg2as; Mirn335 Lucifero et al. (2004)
Napl1L5 6 Promotor Nap1L5/exonl Materno ND Woods et al. (2007)
Peg3 7 Promotor Peg3/exonl Materno ND Zim1; Zim2; Zim3; Usp29; Zfp264 Kim et al. (2003)
Atp10a; Ube3a; Snurf; Ndn; Magel2; Mkrn3; Pec2; Shemer et al. (1997) and Bielinska
Snrpn 7 Promotor snrpn /exonl Materno ICR Pec3; Peg12; Ube3a-as; Zfp127as; SnoRNas et al. (2000)
Inpp5f 7 Promotor Inpp5f-V2 /exonl Materno ND Inpp5f-V2; Inpp5f-V3 Wood et al. (2007)
2 kb aguas arriba de H19 Tremblay et al. (1997) and
H19; Ins2
1gf2 7 (H19DMR) Paterno ICR Thorvaldsen et al. (1998)
Promotor Kcng1-ot 1 Th; Ascl2; Tspan32; Cd81; Tssc4; Kcnql-otl; Cdknlc; Slc22a18; Fitzpatrick et al. (2002) and
Kcnqgl 7 (Kvdmr1) Materno ICR Phlda2; Nap1/4; Osbpl5; Yastsuki et al. (2002)
30 kb aguas arriba de A19; Mirisd Shibata et al. (1998) and Yoon et al.
Rasgrfl 9 Rasgrfl exonl Paterno ICR (2002)
Plagll (Zacl) 10 Promotor Plagl/1/exonl Materno ND Smith et al. (2002)
Grb10 CpGisland2 - .
Promotor especifico del Ddc; Cobl; Grb10as Arnaud et al. (2003) and Shiura et
Grb10 11 cerebro Materno ICR al. (2009)
U2afl-rsl
(Zrsrl) 11 Promotor U2af1-rs1/exonl Materno ND Commd1 Wood et al.. (2007)
13 kb aguas arriba de Gtl2 Begain; Dio3; Rtl1; Gtl2; Rian; C/D SnoRNAs; Mirg; miRNAs (Lz'gozt) al.(2003) and Takada et al.
DIk1 12 (IG-DMR) Paterno ICR
KcnK9 15 Promotor peg13 Materno ND Peg13 Ruf et al. (2007)
Slc38aA 15 Promotor s/c38a4 Materno ND Chotalia et al. (2009)
Igf2r 17 Promotor Airn Materno ICR Airn; Slc22a2: Slc22a3 Okamura et al. (2000)
Stogeretal. (1993) and Wutz et al.
Impact 18 Promotor de Impact /exonl Materno ND (2001)

En el ratén se han identificado mas de 100 genes impronta. Aproximadamente la mitad de los

genes impronta se expresan a partir del alelo materno y la otra mitad a partir del alelo paterno

(Arnaud, 2010). Los genes impronta se encuentran en todo el genoma muchos de ellos tienen

funciones en la regulacion del crecimiento y desarrollo fetal y/o placentario (Smith et al.,

2006; Arnaud, 2010). Como consecuencia, las perturbaciones en la expresién de genes

impronta son una causa importante de varios sindromes de crecimiento (Hirasawa y Feil, 2010;
Arnaud, 2010).

Un ejemplo bien estudiado es la expresion paterna del gen del factor de crecimiento similar

a la insulina-2 (IGF-Il) que promueve el crecimiento de la placenta, esto se equilibra con el

control materno de la expresion del receptor IGF-1I que reduce la biodisponibilidad de IGF-Il y,

por lo tanto, regula el crecimiento, lo que demuestra una interaccion crucial entre la madre y el

padre en el desarrollo de la placenta (Constancia et al., 2002; Khoshkerdar et al., 2021).
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El IGF-II es de gran relevancia debido a que este desempefia una gran variedad de funciones
(Figura 3), ademas de ser codificado por un gen impronta de origen paterno en raton (Igf-Il)
(Tabla 10), por lo cual, alguna alteracion en la expresién de este gen podria ser uno de los
principales mecanismos de accién por el cual se pueden explicar las anormalidades encontradas

en este estudio.

Anormalidades morfoldgicas

En este estudio los tratamientos con V204 presentaron aumento de porcentaje de fetos con
anormalidades morfolégicas, ya que los tres grupos (1.5, 3 y 4.5 mg/g) presentaron este
incremento de anormalidades en una 0 mas estructuras evaluadas. Esta serie de anormalidades
morfoldgicas son indicio de un desarrollo embrionario anormal, tal vez derivado de una anormal
expresion y accion de IGF-II, ya que se ha establecido que el factor de crecimiento similar a la
insulina Il (IGF-11), es importante para el crecimiento embrionario normal, esta codificado por el
gen Igf-ii de impronta, expresado sélo a partir del alelo paterno en la mayoria de los tejidos
(DeChiara et al., 1991; Eggenschwiler et al., 1997). El gen del factor de crecimiento similar a la
insulina 1l (IGF-11) se expresa de forma paterna en el feto y la placenta (DeChiara, et al., 1991;
Constancia et al., 2002). Eggenschwiler et al. (1997) estudiaron los efectos de la sobreexpresién
de Igf-ll en ratones mutantes. El exceso de IGF-lIl provocd sobrecrecimiento somético,
visceromegalia, placentomegalia, onfalocele y defectos cardiacos y suprarrenales. Ademas, los
embriones de ratones mutantes dobles presentan defectos esqueléticos y paladar hendido,

evidenciando dafios en multiples estructuras por una alteracion en la expresion de este gen.

Un caso particular de anormalidades morfolégicas encontradas en este estudio es la presencia
de hematomas, ya que los tres grupos tratados con V204 (1.5, 3 y 4.5 mg/g) mostraron un
porcentaje elevado de fetos con presencia de hematomas en cuerpo y cabeza (mayor al 50%),
siendo todos estadisticamente significativos con respecto al grupo control negativo. Un posible
mecanismo por el cual puede ocurrir esto, es por una incorrecta expresion de Igf-1l, ya que IGF-
Il tiene funcion en el proceso de Angiogénesis (Figura 3). Algunos estudios han revelado el papel
del IGF-II en la angiogénesis. Debido a que Igf-ll promueve la diferenciacion mesodérmica y
luego endotelial de células madre embrionarias de raton. En las células HUVEC, el IGF-II activa

la “germinacién”, lo que provoca la activacion de las células endoteliales y la vasodilatacién.
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IGF-1l e IGF-1R son esenciales para el mantenimiento de las células tip, un tipo particular de
célula endotelial responsable de guiar la angiogénesis de novo. La union de IGF-Il a IGF1-R
activa la via de sefalizacion PI13K/Akt, activando los programas de migracion celular necesarios
para la angiogénesis. Las proteinas de union a IGF, como IGFBP-3 e IGFBP-4, modulan la
biodisponibilidad de IGF-II, que regula el efecto de IGF-Il en la angiogénesis por brotes. El IGF-
Il también participa en la angiogénesis a través de su papel en el mantenimiento de los niveles
del factor a inducido por hipoxia (HIF-a), lo que lleva a la expresiéon del gen del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Piecewicz et al., 2012; Dallinga, et al., 2018;
Dallinga, et al., 2020; Sélénou et al., 2022). Gracias a esto se sabe que IGF-Il desempefia un
papel muy importante en el proceso de la angiogénesis y probablemente una expresion
incorrecta de este factor de crecimiento podria inducir los hematomas observados en los fetos

descendientes de machos tratados con V20a.

Anormalidades esqueléticas

Este estudio también demostro los efectos sobre la osificacion durante el desarrollo embrionario
y fetal de las crias de machos tratados con V204, encontrando anormalidades en la osificacion,
como retraso, poca osificacion y ausencia de la osificacion, en todos los grupos, principalmente
en la region del esqueleto axial, donde los tres grupos presentaron mayor cantidad de huesos
con anormalidades, por su parte en la regién craneal el grupo que presentd un mayor nimero
de anormalidades fue el grupo tratado con 1.5 mg/g, el cual presentdé una aumento de
anormalidades en todos los huesos, excepto en el hueso Hioides. Sin embargo, los tres grupos
tratados con V204 presentaron un aumento en el porcentaje de fetos con anormalidades en la
osificacion del hueso occipital. Las extremidades superiores e inferiores también presentaron
anormalidades, pero en menor cantidad, siendo de igual forma el grupo tratado con 1,5 mg/qg el
grupo con mas anormalidades registradas, sin embargo, la osificacion de los metacarpos y
metatarsos también se vio afectada en los tres grupos tratados con V204, lo anterior demuestra
una serie de anormalidades encontradas en la osificacion de los huesos de una o mas regiones
del esqueleto de fetos descendientes de ratones macho tratados con V20a.

La presencia de estas anormalidades también puede explicarse a través de la expresion de Igf-
Il, ya que se ha reportado la participacion de IGF-II en la osificacion (Figura 3). Varios estudios

en ratones han demostrado que Igf-1l participa en la osificacion endocondral dentro de la placa
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de crecimiento, que rige el crecimiento 6seo. La Igf-1l autocrina en la placa de crecimiento activa
las vias de sefalizacion PI3K/Akt y TGF-B, lo que conduce a la expresion de factores
proliferativos que estimulan la proliferacion de condrocitos, factores proosteogénicos, como
BMP-9 y fosfatasa alcalina, que median la osificacion, y constituyentes del cartilago, como los
proteoglicanos (Hamamura et al., 2008; Chen et al., 2010; Uchimura et al., 2017; Sélénou et
al., 2022). Debido a todas estas funciones una expresion incorrecta de Igf-1l podria provocar
retrasos y anormalidades en la osificacion, tal vez mediante los dafios generados en el ADN de
las células espermaticas de los ratones macho tratados con V204, ya que IGF-Il como se
mencion6 anteriormente es un “gen impronta” de origen paterno, por lo cual el dafio en el ADN
de las células germinales podria comprometer la integridad y por tanto la expresion de Igf-ll en
las crias descendientes de machos tratados con V20a.

Ademas de los posibles efectos mencionados anteriormente relacionados con la integridad
gendmica de los espermatozoides, también es de suma importancia mencionar la complejidad
epigenética de los espermatozoides maduros de mamiferos. Tanto en hombres como en
ratones, los espermatozoides contienen una cantidad pequefa, pero significativa, de histonas,
gue se encuentran en genes clave de pluripotencia y desarrollo, como Oct4 (Hammoud et al.,
2011; Khoshkerdar et al., 2021), lo que sugiere que pueden influir en la expresion génica
temprana del cigoto y en la determinacion del linaje del trofoblasto. Por otra parte, los niveles
perturbados de metilacion del ADN espermético se han relacionado con tasas reducidas de
desarrollo embrionario (Aston et al., 2015; Khoshkerdar et al., 2021).

De lo mencionado anteriormente es destacable el factor 4 de transcripcién de unioén al octamero
(OCT4), el cual forma parte de un grupo de factores de transcripcién, denominados factores de
pluripotencia que controlan el desarrollo embrionario tanto in vivo como en cultivo mediante la
regulacion de una gran bateria de genes diana (Nichols y Smith, 2012; Tiana et al., 2022). La
pluripotencialidad, es la capacidad de una célula para dar lugar a derivados de todas las capas
germinales embrionarias, se produce en células madre embrionarias (ES) cultivadas y durante
un breve periodo durante el desarrollo del embriébn de mamifero rol en el cual el factor OCT4
tiene gran relevancia (Tiana et al., 2022).

Es muy importante considerar el papel de estos factores de pluripotencia en el desarrollo de los
embriones, ya que a través de este mecanismo es posible explicar la presencia de

anormalidades esqueléticas en el patron vertebral, encontradas en el presente estudio, donde
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los tres grupos tratados con V204 (1.5, 3 y 4.5 mg/g) mostraron un aumento en el porcentaje de
fetos con costillas supernumerarias y un consecuente aumento en el porcentaje de
anormalidades en vértebras lumbares por la transformacion homeatica de la vértebra lumbar L1
debido a la presencia de una costilla extra. Ademas, el grupo tratado con 4.5 mg/g presento un
aumento en el porcentaje de fetos con anormalidades en vértebras cervicales, principalmente
debidas a la presencia de un primordio de costilla en la vértebra cervical C7.

Se ha estudiado la participacion del factor OCT4 en la regulacion de la expresion de los genes
Hox y por ende su funcién como un regulador clave de la longitud del tronco en embriones de
vertebrados, ademas de conferir las funciones adecuadas en la generacion de los diferentes
patrones vertebrales observados a lo largo del eje anteroposterior del cuerpo.

Aires et al. (2016) através de embriones transgénicos que expresaban Oct4 bajo el control del
potenciador Cdx2 (Cdx2-Oct4 trans genics), encontraron que los fetos transgénicos Cdx2-Oct4
tenian fenotipos anormales, mostraron un aumento variable en el nimero de segmentos
toracicos y lumbares en sus esqueletos axiales, un nimero anormalmente grande de costillas
(hasta unas 30 en el espécimen mas afectado). El notable aumento en el nimero de costillas
observado en los esqueletos Cdx2-Oct4 sugiri6 una activacion retrasada de los genes Hox
posteriores. Los andlisis de expresiéon confirmaron que los genes Hox del grupo 10 se activaron
a niveles mas posteriores que en los embriones de tipo silvestre, esto indicé que la activacion
de los genes del grupo 10 de Hox se retraso particularmente en el mesodermo paraxial de los
transgénicos Cdx2-Oct4.

Tiana et al. (2022) también estudiaron el papel de Oct4 en la activacion de los genes Hox,
utilizando un modelo de ratén con pérdida de funcién Oct4 examinaron la respuesta de los 39
genes Hox a Oct4, encontraron que Oct4 regulaba significativamente a la baja 23 genes Hox
cuando se expresaba hasta el dia de gestacion 7.5, y regulaba al alza 24 cuando se expresaba
hasta el dia de gestacion 9.5. Sugieren que Oct4 regula globalmente los grupos Hox y forma
parte del complejo aparato regulador que asegura la expresion adecuada del gen Hox.
encontraron que en multiples instancias y poblaciones celulares durante el desarrollo de
vertebrados (gastrulacién, extension del tronco y la cresta neural) donde los factores de
pluripotencia (y mas especificamente factores similares a POU5 como OCT4) podrian estar
regulando los genes Hox, concluyendo que Oct4 afecta la expresion de Hox.
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Se sabe que la sobreexpresién de un gen Hox puede causar transformaciones homedéticas
(Kessel y Gruss, 1991; Carapuco et al., 2005; Rojas et al., 2014; Ojeda et al., 2014). Debido al
papel en la regulacion de Oct4 sobre los genes Hox, al producirse alteraciones en la integridad
de este factor Oct4 se puede alterar la expresion de los genes Hox, lo que daria como resultado
las anormalidades en el numero de costillas. También es importante mencionar que el
establecimiento ordenado de las vértebras (cervicales, toracicas, lumbares, sacras y caudales),
depende de la expresion de los genes Hox, quienes especifican la identidad posicional a lo largo
del eje anteroposterior (Wolpert, 2009; Ojeda et al., 2014).

Ojeda et al. (2014) evaluaron los efectos del acido retinoico sobre el desarrollo del esqueleto
axial en embriones de ratbn Mus Musculus, reportando costillas supernumerarias y
transformacion de vértebras lumbares en toracicas, la cual asocian a que la expresion del gen
Hox10 fue desplazada posteriormente, agregandose un set adicional de costillas en lo que
corresponde a la primera vértebra lumbar, este mismo fendmeno se presentd en los fetos

descendientes de machos tratados con V204, evaluados en este estudio.

Anélisis de correlacion

El andlisis de correlacion demostré una relacion negativa alta entre las anormalidades
esqueléticas en los fetos, en la mayoria de las secciones corporales, y la concentracién de V204
a la que fueron expuestos los machos progenitores. Esto nos indica que existe una relacion
dosis-efecto inversa o negativa, es decir, que a medida que la concentracion de V204 aumenta,
el efecto en la osificacion de los fetos descendientes disminuye. Este fendmeno puede deberse
a que el vanadio es un metal, y como tal, genera diferentes efectos sobre las células con las
gue interactta (Diaz y Roldan, 2021). Lépez-Diazguerrero et al., (2013), establece una serie de
procesos conservados durante los cuales una dosis baja o sub-letal de un agente o estimulo
estresante es capaz de activar una respuesta adaptativa que incrementa la resistencia de una
célula u organismo frente a un estrés mas severo, en esto consiste el efecto de hormesis. Este
efecto de hormesis podria explicar el comportamiento del V204 en este estudio, como se
describié anteriormente a concentraciones bajas indujo una mayor cantidad de anormalidades
esqueléticas las cuales disminuyeron al aumentar la dosis, produciendo una relaciéon dosis-

efecto negativa.
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Conclusiones

> El tetradxido de vanadio (V204) en este estudio no indujo embrio-fetotoxicidad. Sin
embargo, se observaron variaciones en los pardmetros evaluados, por lo cual es
posible que los tratamientos con V204 en machos progenitores generen efectos
toxicos sobre el desarrollo embrio-fetal pero no con las concentraciones utilizadas

en este estudio.

> Los fetos descendientes de machos tratados con V204 presentaron un aumento de
anormalidades morfologicas, evidenciando los efectos de este compuesto sobre el

desarrollo embrio-fetal, mediado por el progenitor masculino.

» Respecto a las anormalidades esqueléticas, los tratamientos a machos
progenitores con V204 tuvieron un efecto adverso en las crias descendientes sobre

la osificacion de diversos huesos.

> Las anormalidades esqueléticas en los fetos son inversamente proporcionales a la
concentracion de V204 a la que fueron expuestos los machos progenitores,

indicando asi que existe una relacion dosis-efecto negativa.
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Un aspecto muy importante a desarrollar es realizar un tratamiento con V204,

el cual cubra al menos un ciclo espermatogénico (35 dias).

Realizar el analisis de Aberraciones CromosOmicas en los fetos
descendientes de machos expuestos a V204, utilizando muestras de higado
0 sangre, esto podria ampliar el panorama en cuanto a los efectos sobre el

material genético de los fetos.

Llevar a cabo mas estudios sobre los efectos del V204 sobre las células
germinales masculinas, implementando otros ensayos como la prueba de
FISH para evaluar anormalidades en el ADN espermatico en secuencias
especificas, tales como la region que contiene al gen Igf-1l, ubicado en el
cromosoma 7 del ratdn y en humano se ubica en la region del cromosoma
11p15.5.

Evaluar la integridad del ADN espermatico mediante el ensayo cometa.
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Anexo Il

PARTICPACION EN ACTIVIDADES ACADEMICAS DE DIFUSION DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS EN ESTA INVESTIGACION.

Por su participacion en la modalidad Exposicion oral, con el Tema: “Efecto
teratogénico de compuestos de vanadio en fetos descendientes de ratones macho
CD-1 tratados via aérea”, en el marco del XXVI Foro de Investigacion Escolar en

Biologia; organizado por la Carrera de Biologia, el dia 24 de septiembre del 2020.

Como ponentes del trabajo “Efecto teratogénico de compuestos de vanadio en fetos
descendientes de ratones macho CD-1 tratados via aérea” (BIO-07), en el marco
del 16° Congreso de Investigacién de la FES Zaragoza, los dias 23 al 27 de

noviembre del 2020, en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

Por su participacion con el trabajo libre: “Efecto teratogénico de 6xidos de vanadio
en crias descendientes de ratones macho CD-1 expuestos a tratamiento
subcronico via aérea”, en el marco del XVIII Congreso Latinoamericano de

Genética, los dias 5 al 8 de octubre de 2021.

Por su participacion con el trabajo libre: “Anomalias en el desarrollo ocasionadas
por 6xidos de vanadio en crias descendientes de ratones macho CD-1 expuestos
a tratamiento subcroénico via aérea”, en coautoria con: América Gutiérrez Arenas y
Elia Roldan Reyes, en el marco de la XXIl Reunidon Internacional de Ciencias
Médicas de la Universidad de Guanajuato, los dias 24-26 de agosto de 2022.
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EFECTO TERATOGENICO DE OXIDOS DE
VANADIO EN CRIAS DESCENDIENTES DE
RATONES MACHO CD-1 EXPUESTOS A
TRATAMIENTO SUBCRONICO VIA AEREA
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Dentro de los contaminantes atmosféricos, se
encuentra el PMz.5, que al szer Imhalado ingresa
faclimente al organiksmo. El PM25 comprende
los metales pesados, como el vanadio. El vanadio
pertenece a los elementos de transicidn, forma
compuesios con las valenclas 11, IV y V. Se encuentra
como V0, producte principal de la quema de
combustibles foslles y actividades Industriales. Se
almacena comoV,0, en tefldos y drganos como hueso,
rifién, pulmin y testicule. Se ha reportado que genera
reprotoxickdad, mutagenicidad y genotoxicidad. El
objetive fue establecer el efecto teratogénico ded V.0,
v ¥,0, por la exposiclén suberdnica via inhalatorla a
diferentes concentraclones (V.0,: 0,02 M, 0,04 M,
0,08 M, 0,12 M/ V.0, 0,000 M, 0,008 M, 0,0027
M) willizando ratones macho de la cepa CD-1
(termtogdnesis mediode por el macho). Los machos
tratados fueron apareados con hembras sanas. A los 16
dias de gestacidn se extrajeron los fetos, se evalud el
niimero de fetos vives, niimero de reabsorclones, peso
v longltud cefalocandal, asi como las anormalidades
morfoligicas externas, huesos y cartilagos. Los
fetos descendbentes de machos CD-1 expuestos a
V.0, presentaron un aumento significativo (p<o,05)
de anormalidades morfoléglcas  externas  como
azimetrias, extremidades y cuello corto. Loz fetos
descendientes de machos CI-1 expuestos a V.0,
presentaron un auments skgnifleatvo  (peo,05)
de orejas mal desarrolladas y hematomas en el
cuerpn. Con base en los resultados, se concluye
que, la exposiclin subcrdnbea via adrea;, genera
efectos teratogénboos asoclados a la reprotoxicidad
ocaslonada por este compuesto en el progenitor
miasculing, ademds de inducie embrio v fetotoxbebdad.
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FAMILY HISTORICAL RELATIONSHIP OF
GASTRIC CANCER AND EMDOSCOPIC
RESULTS IN PATIENTS FROM A CITY IN
MORTHEAST BRAZIL

54 Junior LI, MC. Pargina Rodrigues), AK Sivg Rocha), GR
Costo Mociel!, F. Ferreira Monoe®, M Dantos Tormes®, MAA
Oifeairo Samo®, CAASD Sontos™. 'Enfermogem, Grodusgoo,
Unrsersidode Federal chhl:lru'lhnn_l'EGEET, Eroml;
*Frogroma de Fas-grodun gt em Sodde e Tecnologia,
Unrsersidode Federal chhl:lrurhnn_l'EGEET, Erozl; *FTantro
dia Ciénoias Humaonaos, Sociois, TecnolGgooes e Letnos,
Unieersidode Esindunl do regdo Tooontng do Maronhoo,
Brosil urondrsor@grmal oom

The Helicobacter pylori Infectbon and family history of
gastric cancer have been reported as Important risk
factors for the development of Gastric Cancer (GC)
worldwide. Thus, we sought to investigate the family
history of GC in patlents with dyspeptic symmptoms
treated by a public endoscopy service, ldentlfying the
risk factors and most susceptible populations. Across-
sectonal study was conducted with dyspeptic patbents
Indicated for examination of upper gastrolntestinal
endoscopy, In a cliy In northeastern Brazil The
association between familly history of GC and
endoscoplc exam results was verifled using the Chi-
square or Flsher tests, measuring its effect through
the odds ratio in univariate and multivariate analyzes.
It was observed that of the 751 Inwvestigated patients,
5.9% had CG in the family, 70.5% were female, 56.8%
aged 45 years or older. Patlents with famdly histony of
CG were more likely to have no endoscople diagnosis
of peptic ulcer (p=005; CR=233), as well as changes
i the gastric mscosa (p=0.05; CR=106) and H. pylor
Infectbon (p=0.04; CR=174), even after adjustments
I the analyzes. Thus, the endoscoplc change of the
gastric mucosa and infectlon by H pylorl showed
an independent associatbon with the family history
of GC. In vlew of this, it is necessary to elaborate
health care protocols alming at better investigation
and survedllance of GC family members, as well as
educational health actloms to gulde abowt gastric
cancer screening and prevention.
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