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RESUMEN

El vanadio es un metal pesado considerado como un
contaminante ambiental, producto de la manipulacion
antropogénica, que incide sobre el potencial reproductivo
masculino, especialmente sobre la movilidad espermatica.
Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto in
vitro del pentoxido de vanadio sobre la calidad espermatica.
Se incubaron suspensiones de espermatozoides humanos
por 24 horas bajo concentraciones de 0, 1y 2 ppm V,O,, se
realizé la valoracion de la movilidad y vitalidad espermatica,
la integridad de membrana, la reaccién acrosémica y la inte-
gridad de la cromatina espermatica. EI V, 0, alter6 de manera
significativa la movilidad espermatica, especificamente los
patrones de movilidad espermatica moderado (p < 0.01), lento
(p=0.01) e inmovil (p < 0.01). Los grupos tratados con V,O
presentaron un porcentaje de espermatozoides vivos signifi-
cativamente mayor al grupo control (p < 0.01). La integridad
de membrana y reaccion acrosémica no resultaron afectadas
por la exposicion de espermatozoides humanos a V,O; (p
> 0.05). De igual modo, no se observaron alteraciones del
material nuclear (p > 0.05). El vanadio es capaz de alterar la
movilidad y vitalidad espermatica sin inducir cambios sobre la
integridad de membrana y la cromatina espermatica.

Palabras clave: Vanadio, espermatozoides humanos, mo-
vilidad espermatica, vitalidad espermatica, integridad de la
cromatina espermatica.

INTRODUCCION

ABSTRACT

Vanadium is a heavy metal considered an environmental
pollutant product of anthropogenic manipulation; it influences
the masculine reproductive potential, especially the sperm
motility. This research had the objective of determining
the effect of vanadium pentoxide on sperm quality in vitro.
Spermatozoa were incubated for 24 hours under 0, 1 and
2 ppm V,0, concentrations, and sperm motility and vitality,
membrane integrity, acrosome reaction and sperm chromatin
integrity were assessed. V,0; altered sperm motility in a
significant way, specifically moderated (p < 0.01), slow (p
= 0.01), and non motile (p < 0.01) sperm moatility patterns.
The groups treated with V,04 had a major percentage of live
spermatozoa than the control group (p < 0.01). Membrane
integrity and acrosome reaction were not affected by human
sperm exposition to V,0O; (p > 0.05). Similarly, we did not
observe nuclear material alterations. Vanadium is able to
alter sperm motility and viability without inducing changes
on membrane and chromatin integrity.

Key words: Vanadium, human spermatozoa, sperm motility,
sperm viability, sperm chromatin integrity.

empleados comercialmente es el pentéxido de vanadio
(V,0;). Este es un agente quimico peligroso con un
limite de exposicién ocupacional a sus polvos y humos

El vanadio es un metal que presenta diferentes de 0.05 mg/m? (IARC).
estados de oxidacion, de los que sélo los estados VHI, Todos los petroéleos crudos y materiales de origen
VIV'y VV presentan funciones biolégicas conocidas. f6sil, especialmente los petréleos de Venezuela, con-
Uno de los compuestos que contienen vanadio mas tienen V, Oy en concentraciones que van desde 282 a
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1,180 pg/g. Este metal pesado se utiliza también en
la industria metalirgica y agricola, producciéon de
vidrio, pinturas de aplicacién comtn, colorantes para
fotografia y cinematografia, entre otros. El V,0, es
considerado un contaminante ambiental producto de
la manipulacién antropogénica.!

La incorporacion del vanadio al organismo de los
mamiferos se da a través de la piel, el tracto gas-
trointestinal y el sistema respiratorio, ingresando al
interior celular mediante transporte aniénico. Dicho
metal es capaz de interactuar con moléculas organicas
como péptidos, proteinas, aminoacidos y azticares en
el estado de oxidacion IV y V, al ser acumulado en
higado, rinén, huesos, pulmones, y al atravesar las
barreras placentaria y hematotesticular.!

Como funcién biolédgica, se le atribuye la partici-
pacién en el transporte de electrones en organelos
celulares de organismos como los tunicados, inhi-
bicién de ATPasas, participacién en la regulacion
de la bomba Na**/K*, transporte y oxidacion de la
glucosa e inhibicién de la lipélisis y gluconeogénesis.2
Por otro lado, se ha observado que el vanadio posee
propiedades que le asemejan a la insulina y que actta
como un agente antiproliferativo y proapoptoético,
por lo que actualmente se evaliia su uso en terapias
antitumorales.?

La exposicion cronica por inhalaciéon en ambientes
laborales conlleva a afecciones pulmonares como
bronquitis, laringitis y faringitis, asi como también
a alteraciones del ritmo cardiaco.! Por otro lado,
se ha observado que la exposicién a pentoxido de
vanadio puede ocasionar fragmentacién del DNA *
asi como la induccién de aberraciones cromosémicas
estructurales y numéricas sobre células inmunitarias
y ovaricas.!

Estudios realizados en ratas demuestran que la
exposicion a sulfato de vanadio ocasiona disminu-
cion de la movilidad espermatica por inhibicién de
la sintesis de fructosa, asi como disminucién de la
concentracion espermaética y atrofia de los tibulos
seminiferos (Jain y cols., 2007).5> D’Cruz y colabora-
dores® observaron que la exposicién in vitro de esper-
matozoides humanos a compuestos organometalicos
de vanadio disminuye la movilidad de los mismos.
Esta investigacion fue realizada con la finalidad de
estudiar el efecto del pentéxido de vanadio sobre los
parametros espermaticos humanos y contribuir al
esclarecimiento del mecanismo bajo el que este metal
disminuye la fertilidad masculina.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de la muestra

Las muestras de semen fueron obtenidas de indivi-
duos voluntarios residentes en el Municipio Maracai-
bo, Estado Zulia, en edades comprendidas entre 20 y
30 anos. Dichos voluntarios autorizaron la evaluacion
y tratamiento de las muestras suministradas, bajo la
proteccion de la divulgacion de sus identidades.

La toma de la muestra se realizé por masturbacion,
luego de 3-5 dias de abstinencia sexual, depositandola
en un colector estéril. Esta fue llevada en los proxi-
mos 20 minutos al Laboratorio de Citogenética de la
Facultad Experimental de Ciencias, LUZ.

Evaluacion seminal

El analisis seminal incluyé evaluacién del color,
volumen, pH y viscosidad seminal, la concentracion,
movilidad, morfologia y viabilidad espermatica, bajo
los parametros establecidos por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).

Integridad de membrana plasmatica

La evaluacion de la integridad de membrana se
realiz6 aplicando el test hiposmético (HOST). En 500
pL de solucién hiposmética (citrato de sodio al 1%)
se colocaron 125 pLL de semen y se incub6 a 37 °C por
30 min. Para medir el hinchamiento espermatico, se
procedi6 a observar bajo el microscopio de contraste
de fase a 400X, evaluando 100 espermatozoides por
muestra, considerandose como viables aquellos que
presentaron cola curvada o enrollada como reaccién
al cambio osmético.”

Capacitacion espermatica y reaccidon acrosémica

Se colocaron 100 ul. de suspensién espermatica
en un vial; posteriormente, se anadieron 100 uL de
una soluciéon de CTC (20 mM Tris-HCI, 130 mM
NaCl, 5 mM L-cisteina y 750 mM clortetraciclina)
y se mezclaron con cuidado. Luego de 10 segundos,
se detuvo la reaccién por adiciéon de 16 pL de una
solucién de paraformaldehido al 12.5% v/v en 0.5 M
de Tris-HCI. Las muestras se mantuvieron a 4 °C
en la oscuridad hasta su evaluacién dentro de las
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24 horas posteriores a la preparacién. Se evaluaron
100 espermatozoides por muestra.® Los esperma-
tozoides fueron clasificados como no capacitados
(NC), aquellos que presentaron fluorescencia verde
brillante distribuida uniformemente en la cabeza del
espermatozoide; como capacitados (C), aquellos que
presentaron la regién acrosomal verde fluorescente
y regién postacrosomal oscura; y como acrosoma re-
accionado (AR), aquellos que presentaron la cabeza
del espermatozoide parcialmente tenida de verde
fluorescente, verde en la region postacrosomal o sin
fluorescencia.

Compactacion de la cromatina espermatica

Se realizé un frotis de la suspensién espermatica
y se dejo secar al aire para proceder al tratamiento
con el kit Diff-Quick®. A continuacién, se colocé la
lamina portaobjetos con la muestra en la solucién
fijadora (metanol) por 10 segundos, luego se transfirié
al colorante 1 (eosina) y tras 10 segundos, se extrajo
la lamina y se lavé suavemente. Por tultimo, se tiné
con el colorante 2 (tiazina) por 10 segundos, se lavé
suavemente y se dejo secar al aire. La muestra fue
observada bajo el microscopio de contraste de fases
con el objetivo de 100x; se evaluaron 100 esperma-
tozoides, clasificandolos como espermatozoides con
cromatina compactada, aquellos débilmente tenidos;
y como espermatozoides con cromatina descompac-
tada, aquellos fuertemente tefiidos.?

Fragmentacion del DNA espermatico

El analisis de la fragmentacion del DNA esper-
matico se llevé a cabo bajo la metodologia propuesta
por Fernandez y su equipo.l® Las muestras fueron
tenidas con la solucién de Wright y se contaron 100
espermatozoides por muestra, clasificandolos como
espermatozoides sin DNA fragmentado, aquellos con
un halo de DNA grande o mediano; y como esperma-
tozoides con DNA fragmentado, aquellos con un halo
de DNA pequeno, sin halo o degradados.

Disefio experimental

Luego de colectadas y transportadas las muestras
al laboratorio, se procedi6 a realizar la evaluacién
seminal, de la integridad de la membrana plasmatica,
de la capacitacion espermatica y reaccion acrosémica,
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de la compactacion de la cromatina espermatica y de
la fragmentacion del DNA espermatico.

Seguidamente, se tomaron tres alicuotas de una
concentracién de 5 x 10% espermatozoides/mL; una
de éstas se empled como control durante cada ensayo,
mientras que las dos restantes se emplearon para
realizar el tratamiento con concentraciones de 1y
2 ppm V,0;. Las muestras fueron incubadas por 24
horas en una atmésfera de 5% CO, en aire saturado
de humedad y a una temperatura de 37 °C en medio
definido modificado (mDM).!1

Luego de realizado el tratamiento, se procedié
a evaluar la movilidad, vitalidad, integridad de
membrana plasmaética, capacitacion espermatica y
reaccion acrosémica, compactacion de la cromatina
espermatica y fragmentaciéon del DNA espermatico.

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media *
desviacion estandar. El analisis estadistico fue reali-
zado con el programa SAS (SAS Institute, 2001) me-
diante el Procedimiento Lineal General (PROC GLM)
y el estadistico LSMEANS. Se calcul6 el coeficiente
de correlacién de Spearman (r) para determinar el
grado de correlacion entre los parametros estudiados.
El nivel de significancia aceptado fue de p < 0.05.

REsuLTADOS

Los datos reflejados en el cuadro I indican que la
exposicion in vitro a V,0, es capaz de disminuir la
movilidad espermatica. Los patrones de movilidad
espermatica moderado (p < 0.01), lento (p = 0.01) e
inmovil (p < 0.01) resultaron alterados de manera
significativa, disminuyendo la movilidad espermati-
ca a medida que se incrementé la concentracion de
dicho metal. El cuadro II presenta los coeficientes
de correlacion para los parametros seminales tras
24 horas de incubacién; se observa una correlacion
positiva media entre la concentracién de V,O; y el
porcentaje de espermatozoides inméviles.

Se observé que la vitalidad espermaética también
resulté influenciada al exponer espermatozoides
humanos a vanadio (Cuadro I). Los grupos expues-
tosa 1y 2 ppm V,0; presentaron un porcentaje de
espermatozoides muertos menor al grupo control
(p < 0.01).
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Cuadro |. Efecto del V,0, sobre los parametros esperméticos tras 24 horas de incubacion.

Control V 1ppm V 2ppm

Movilidad

Rapidos 13 £ 22 05+ 1 04 £ 09

Moderados 30 +2042 19+ 14.4° 16.3 = 15°

Lentos 132 + 6.5° 95 + 4.9b 6.8 + 520

In situ 21.8 +13.3 204 + 9.9 163 = 9.2

Inméviles 33.2 £ 16.12 50.3 + 20.1° 60 +26.4°
Vitalidad

Vivos 41.8 = 16.52 57 +17.3 56 +17°
Integridad de membrana

Reaccionados 48.7 + 16.9 45 +15.9 49 +20.7
Reaccion acrosémica

Acrosomas reaccionados 515 £+ 12.9 551 £ 124 529 + 7.3

Media + DE. Superindices distintos en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro Il. Coeficiente de correlacion de parametros

seminales tras 24 horas de incubacion.

Cuadro lll. Efecto del V,0, sobre el material nuclear
tras 24 horas de incubacion.

Inméviles No reaccionados Control V 1ppm V 2ppm
[V,O4] 0.481 NS Integridad de la
Inméviles 0.538 cromatina espermatica
Muertos 0.598
Descom- 915 87.8 £11.1 90.4 £ 5
pactados
Laintegridad de membrana y reaccién acrosémica Fragmentacion del DNA
no resultaron afectadas por la exposicion de esper- espermatico
matozoides humanos a vanadio (p > 0.05) (Cuadro
I). De igual modo, no se observaron alteraciones del Fr:gmen- 95£6.1 932+ 92 916+ 9.1
material nuclear (p > 0.05) (Cuadro III). tados
*Media + DE.

DiscusioOn

La infertilidad masculina es responsable de alre-
dedor de un 45% de los casos de fallas reproducti-
vas entre parejas, bien sea por causas endocrinas,
inmunoldgicas, infecciosas, genéticas o por expo-
siciéon a factores ambientales como la temperatura
y elementos téxicos.” Bajo distintos mecanismos,
estos factores alteran la calidad espermatica, com-

prometiendo la capacidad del gameto masculino
de fecundar al ovocito y desarrollar un embarazo
a término.1213

Pocos estudios han sido realizados en espermato-
zoides humanos para valorar el efecto que ejerce el
vanadio sobre la calidad espermatica. Uno de ellos,
realizado por D’Cruz y colaboradores,? demostré que
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la exposicion in vitro de espermatozoides humanos
a compuestos organometalicos de vanadio (IV) dis-
minuye su movilidad. De modo similar, la presente
investigacion muestra una disminucion significativa
de la movilidad espermatica, efecto que pudo ser me-
diado por la inhibicién de la ATPasa Na*/K™, dinei-
nal%1% o de enzimas que participan en la glucélisis.®

Elvanadio entra a las células en forma de vanadato
(VO;), y bajo un pH fisiolégico, es reducido a vanadil
(VO,™), cati6n que interactta con diversas moléculas.!?
Dicho metal pesado es capaz de inhibir enzimas como
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
provocando la acumulacién de intermediarios metabo-
licos de la via glucolitica, asi como la disminucién de
la concentracién de ATP6 La disminucién del batido
flagelar incide directamente sobre la capacidad de des-
plazamiento del espermatozoide a lo largo del tracto
genital femenino y sobre el proceso de capacitacion,
imposibilitando el proceso de fecundacién.!8

De modo interesante, se observé que espermato-
zoides expuestos a V,O, presentaron una vitalidad
significativamente mayor respecto al grupo control.
Es conocido que ratones knock out para el gen que
codifica la GAPDH mantienen un consumo de oxigeno
invariable a pesar de la disminucién de la concen-
tracién de ATP y de la movilidad espermaética.l® En
este sentido, el V,0, presentaria un comportamiento
similar al compuesto ornidazol, el cual disminuye
la movilidad espermatica sin afectar la vitalidad
espermatica.2? Por otro lado, Ray y colaboradores?!
observaron que la vitalidad no es afectada al exponer
células a concentraciones entre 25-75 uM NH,VO,,
evidenciando que bajas concentraciones de vanadio
no presentan actividad citotéxica in vitro. A pesar
de los distintos estudios realizados sobre el uso de
sustratos energéticos?? y la compartimentalizacién
del metabolismo energético en espermatozoides,??
persisten actualmente dudas sobre el aprovechamien-
to de distintas fuentes energéticas por parte de esta
célula altamente diferenciada.

No se observaron variaciones significativas en la
integridad de membrana y reaccién acrosémica al
exponer espermatozoides humanos a V,O,, resultados
que coinciden con los obtenidos por D’Cruz y cola-
boradores.? Sin embargo, Shrivastava y su grupo?*
observaron peroxidacion lipidica en células hepaticas
al suministrar vanadil sulfato a ratas, mientras que
Roess y colegas?® reportaron que el NaVO, es capaz
de disminuir la fluidez de membrana. Por otro lado,
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Castellini y su equipo?® describen la aparicién de
numerosos pliegues en la membrana acrosomal al
exponer in vitro espermatozoides de conejo a concen-
traciones superiores a 1 uM de NaVO,.H,O.

El V,0; no alter6 la estructura de la cromatina
espermatica in vitro, en contraste con lo observado
por D’Cruz y colaboradores.? Dicho estudio sugiere
que la exposicion a compuestos organometalicos de
vanadio (IV) causa roturas en el DNA, lo que estaria
relacionado con el inicio del evento apoptético; sin
embargo, esta propiedad es atribuida al complejo
ciclopentadienil-vanadio. De modo similar, Rodri-
guez-Mercado y su grupo?? reportaron la induccién
de fragmentacién del DNA en leucocitos en presencia
de V,0, de manera dosis/tiempo dependiente. Es
conocido que la fragmentacion del DNA puede estar
relacionada con el estadio del ciclo celular, de modo
que células en activo proceso de proliferacion resultan
mas susceptibles a tal alteracién.28

El espermatozoide es una célula diferenciada, carac-
terizada a su vez por presentar un ntcleo altamente
compactado debido a la presencia de proteinas ricas
en residuos de arginina y cisteina denominadas pro-
taminas, lo que les permite unirse al DNA y formar
puentes disulfuro inter- e intramoleculares. El vanadio
en distintos estados de oxidacién es capaz de interac-
tuar con moléculas con grupos funcionales sulfhidrilo
y, particularmente, con los residuos de cisteina, favore-
ciendo la formacién de puentes disulfuro. Tal cualidad
podria favorecer la preservacion de la integridad de la
cromatina espermatica; sin embargo, en la presente
investigacion, el proceso de licuefaccion y separacion
del plasma seminal podria incidir directamente sobre
el comportamiento de la cromatina espermatica e
inducir una rapida descondensacién de la misma.2?

El vanadio, en sus distintos compuestos quimicos,
es capaz de interactuar con multiples moléculas en sis-
temas biolégicos, pudiendo alterar el comportamiento
de los mismos en diversas maneras. El potencial repro-
ductivo masculino resulta afectado por este metal; sin
embargo, el mecanismo bajo el que el vanadio ejerce
su efecto deletéreo sobre los distintos parametros es-
permaticos apenas comienza a ser elucidado.

CONCLUSIONES

La exposicién in vitro de espermatozoides huma-
nos a V,0; causa alteraciones sobre la movilidad y
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vitalidad espermatica; sin embargo, la integridad de
membrana, reaccién acrosémica e integridad de la
cromatina espermatica no se ven afectadas por este
metal bajo las concentraciones estudiadas.
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