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Resumen

La espermatogénesis, es un proceso eficiente e importante para la continuacion de
las especies, una de sus caracteristicas es que manifiesta gran resistencia al dafno. En el
sistema reproductivo de ratones se han descrito efectos sobre la espermatogénesis,
proceso de diferenciacién altamente especializado, que incluye una serie de cambios
transcripcionales y morfolégicos. Entre los sistemas que se emplean para evaluar los
dafios ocurridos en las células germinales se encuentra el ensayo basado en los criterios
morfologicos de Wyrobek y Bruce y de la OMS, lo cual permite el estudio y la clasificacion
de la cabeza del espermatozoide al incluir dentro de las clasificaciones, cabezas
normales, anormales y dentro de este ultimo los que tienen morfologia en forma de
banana, los amorfos, sin gancho y con dos colas; dada su gran sensibilidad esta
herramienta permite evaluar cambios en la concentracion espermética, asi como el
aumento de la frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides morfolégicamente
anormales ya que es capaz de detectar el dafio irreversible que queda fijado por un
periodo de tiempo relativamente largo. En este articulo se reporta la concentracion
espermatica y frecuencia basal de aparicién de anomalias en la cabeza del
espermatozoides en ratones NMRI, asi como la frecuencia inducida de eventos, tras la
administraciéon de ciclofosfamida por via intraperitoneal en dosis de 50 mg/kg, mutageno
de referencia utilizado como control positivo. Se pudo concluir que la linea de ratéon
NMRI, constituye un buen modelo a emplear en los estudios genotoxicoldgicos, dada la
baja frecuencia espontanea de importantes indicadores genotdxicos como son los

incluidos en este trabajo, asi como su sensibilidad a la accién de la ciclofosfamida.

Palabras clave: Espontanea, inducida, morfologia de la cabeza del espermatozoides,

ratones NMRI, ciclofosfamida.
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Abstract

Spontaneous and induced frequency of anomalies in the head sperm morphology in NMRI

mice.

The spermogenesis, is efficient and important process for the species continuous,
one of its characteristics is that apparent great resistance to the damage. In the
reproductive system of mice have been described on spermogenesis effects, process of
highly specialized diferenciation that includes a series of transcriptionals and morphology
changes. Among the systems that are used to evaluate the damages happened in the
germinal cells is the assays based on the Wyrobek and Bruce morphology approaches
and the OMS, that which allows the study and classification of the head sperms
morphology when including inside the classifications, normal, abnormal heads and inside
this last banana form morphology, amorphous, without hook and two tail, given their
great sensibility this tool allows to evaluate the spermatic concentration changes, as well
as the increase of the heads spontaneous frequency of sperms morphology abnormal, to
detect the irreversible damage that is fixed by a relatively long time period. In this article
we reported the sperms concentration and basal frequency of appearance of anomalies in
the head sperms in NMRI mice, as well as the events induced frequency after the
cyclophosphamide administration by intraperitoneal route (50 mg/kg), mutagen
reference used as positive control. We could conclude that the NMRI mice, constitutes a
good model to use in the genotoxicology studies, given the drop spontaneous frequency
of important genotoxic indicative like they are those included in this work, and the

sensibility of the cyclophosphamide action.

Key words: Spontaneous, induced, head sperms morphology, NMRI mice,

cyclophosphamide.
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Introduccion

El estudio del potencial genotdxico de nuevos compuestos propuestos como
farmacos constituye una via para la determinaciéon del riesgo de dafio genético en las
personas expuestas. En este sentido la Toxicologia Genética tiene la responsabilidad de
determinar las sustancias que pueden ser potencialmente genotéxicas para el hombre, el
cual posteriormente evaluara su uso o no, en funciéon de la relacion riesgo-beneficio.

Las investigaciones relacionadas con el tema de la genotoxicidad adquieren cada
dia mayor importancia a nivel mundial, debido al creciente deterioro del ambiente al que
se encuentra expuesto el hombre moderno.>? Existen tres razones fundamentales que
justifican la preocupacion por la exposicion del hombre a los agentes mutagénicos.
Primero, el incremento en el grado de mutacion de las células germinales (6vulos,
espermatozoides y sus precursores) lo cual puede provocar el aumento de la incidencia
de las enfermedades genéticas en futuras generaciones. Segundo, la existencia de una
estrecha relacion entre la inestabilidad gendmica de células sométicas con el cancer y
las enfermedades degenerativas crénicas. Tercero, el origen ambiental del cancer.® *

Es conocido por la comunidad cientifica que la introducciéon en el mercado de un
gran numero de nuevos productos ha tenido una doble consecuencia en nuestro entorno.
Aunque muchos de estos compuestos han contribuido a mejorar la calidad de vida, otros
estan relacionados con determinados riesgos por su toxicidad. La legislacion actual exige
que, previamente al registro y comercializacion, se evalle la seguridad de todo tipo de
producto, por lo que resulta imprescindible utilizar ensayos de toxicidad predictivos, con
el fin de anular o minimizar el uso de compuestos en los que la relacion riesgo /
beneficio los declare indeseables para la sociedad.* ®

La gran cantidad de nuevos productos que son anualmente lanzados al mercado
dificulta su total evaluacion empleando ensayos en roedores por ser estas pruebas muy
largas y costosas. Ello orienta a la utilizacion de ensayos a corto plazo los cuales,
informan en poco tiempo acerca de la actividad mutagénica de dichas sustancias y en
algunos casos brindan informacion suficiente para establecer los niveles de seguridad
para el hombre.* ® En estos ensayos de genotoxicidad se emplea un gran nimero de
sistemas bioldgicos dentro de los cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos
de células eucariotas, plantas, insectos y mamiferos. Se han propuesto mas de 200
ensayos de genotoxicidad, de los cuales se ha obtenido mucha informacion importante.’

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide permite determinar la
induccion de dafio a nivel de las células germinales masculinas el cual en ocasiones se
recomienda incluir dentro de estudios toxicolégicos de larga duracién en los cuales la
sustancia a investigar se administre por periodos superiores a un ciclo espermaético

completo.
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La espermatogénesis, es un proceso eficiente e importante para la continuacion de

las especies, una de sus caracteristicas es que manifiesta gran resistencia al dafio. Esta
técnica a su vez es sensible, rapida y econémica lo cual justifica su uso. En el sistema
reproductivo de ratones se han descrito efectos sobre la espermatogénesis, proceso de
diferenciacion altamente especializado, que incluye una serie de cambios
transcripcionales y morfolégicos.®

Entre los sistemas que se emplean para evaluar los dafios ocurridos en las células
germinales se encuentra el ensayo basado en los criterios morfolégicos de Wyrobek y
Bruce y de la OMS, lo cual permite el estudio y la clasificacion de la cabeza del
espermatozoides al incluir dentro de las clasificaciones, cabezas normales, anormales y
dentro de este ultimo los que tienen morfologia en forma de banana, los amorfos, sin
gancho y con dos colas.® Dentro de los ensayos de genotoxicidad dada por su gran
sensibilidad esta herramienta permite evaluar cambios en la concentracion espermaéatica,
asi como el aumento de la frecuencia espontanea de cabezas de espermatozoides
morfolégicamente anormales ya que es capaz de detectar el dafo irreversible que queda
fijado por un periodo de tiempo relativamente largo.'® Una ventaja importante de este
sistema de ensayo es la posibilidad que brinda de poder comparar los resultados
experimentales obtenidos en humanos y mamiferos expuestos a los mismos compuestos,
lo cual resulta practicamente imposible con otras metodologias, lo que le otorga por esta
razon un considerable valor predictivo.*

En este articulo se reporta la concentracion de espermatozoides y la frecuencia
basal de aparicion de anomalias en la cabeza del espermatozoides en ratones NMRI
machos, asi como la frecuencia inducida de eventos, tras la administracion de
ciclofosfamida (CF) por via intraperitoneal, mutageno de referencia utilizado como control

positivo.*?
Materiales y Métodos

- Animales.

Se utilizaron ratones machos NMRI adultos jovenes (6-7 semanas), cuyo peso corporal
oscilaba entre 25 y 30 g al termino de la cuarentena, donde se mantuvieron en
condiciones controladas: temperatura (25 + 2° C), humedad relativa (60 % + 10 %) y
ciclos de luz- oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento (pienso estandar para
esta especie suministrado por el CENPALAB), fue ad libitum. Estas caracteristicas fueron
comunes para todos los grupos experimentales evaluados en este ensayo. Toda la
manipulacién de los animales se realiz6 de acuerdo con los principios éticos para el uso
de los animales de Laboratorio de la Republica de Cuba.

- Administracién y dosificacion.
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Ver Tabla 1

- Grupos experimentales incluidos:

En todos los grupos experimentales, la sustancia se administraba en el horario de 10:30-
11:30 a.m, y las concentraciones se ajustaron semanalmente en funcion del aumento del
peso corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente (10 ratones/grupo) en cada
una de las tres series realizadas para un total de 30 ratones/grupo.

1En el grupo experimental 1 utilizamos animales no tratados como control negativo, a los
cuales se les realizaba la técnica de entubacién gastrica para que estuvieran expuestos a
las mismas condiciones de manejo que los demas grupos, durante un periodo de 35 dias
(duracién del ciclo espermatico del raton).*?

2En el grupo experimental 2 utilizamos el tween 65 al 2%, el cual es un vehiculo utilizado
en la mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas, Util como agente tensoactivo,
1315 administrado por via oral durante un periodo de 35 dias (duracion del ciclo
espermatico del ratén), ** preparado 2 horas antes de la administracion.

3En el grupo experimental 3 utilizamos el NaCl al 0,9%, ya que esta demostrado que el

mismo es el disolvente de la mayoria de las sustancias a preparar, ¢’

administrado por
via oral durante un periodo de 35 dias (duracién del ciclo espermatico del ratén), *?
preparado 2 horas antes de la administracion.

“En el grupo experimental 4 utilizamos como control positivo la CF a una dosis de 50
mg/kg, por via i.p, Ciclofosfamida: n,n-bis-(-cloruro de etilo)-n", o-esterdiamida del
acido fosférico propinel (C;7H15C2N,OsP) fue adquirida a la firma comercial mexicana
Lemri SA bajo la marca LEDOXINA, la cual se diluyé en disolucion salina (NaCl) al
0,9%.'® La disolucién se administré6 inmediatamente después de ser preparada,
administrada a los animales durante 5 dias consecutivos y luego se dejo de administrar
durante 35 dias (tiempo de reposo, el cual coincide con la duraciéon del ciclo espermatico
del ratén).*®

- Observaciones clinicas.

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el horario comprendido entre las
8:30-10:30 a.m y en el horario de la tarde 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacion se
tuvo en cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluy6 la palpacién para la
deteccion de lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso,
cardiovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloracidon de las mucosas y 0jos.
- Sacrificio.

Todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical en previa atmodsfera de
éter, en el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 3 el sacrificio fue 24 h después de la
ultima administracion pasados los 35 dias, en el caso del grupo experimental 4 tratado

con CF, el sacrificio se realizé 24 horas después de concluido los 35 dias sin administrar,
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para que de esta forma los espermatozoides a analizar fuesen los que estuvieron

expuestos al mutadgeno, haciendo coincidir el dia del sacrificio en todos los casos en cada
una de las series montadas.*®

- Examenes realizados.

Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide.

Una vez sacrificado los animales se realiz6 la extracciéon de ambos epididimos, los cuales
se redujeron a pequefios fragmentos mediante unas tijeras y fueron depositados en
placas Petri que contenian 3 mL de solucion isoténica de NaCl 0,9 %. La muestra se
homogeniz6 con pipetas Pasteur.

Conteo de espermatozoides.

El contenido de la placa se coloc6é en un tubo graduado, al cual se le afiadié 0,05 mL de
tripsina al 0,25 %, transcurridos cinco minutos de tripsinizacion se le afiadié 2 mL mas
de NaCl 0,9 %, quedando como volumen final 5 ml, luego se realiz6 una dilucién del
homogenato tripsinizado en NaCl - Formol al 1 % (1:10) y se colocé en una camara de
Neubauer, contandose ambos lados de la cdAmara al microscopio Olympus BH-2.2% 2%
Morfologia del espermatozoide.

Al tubo que contenia la dilucién del homogenato ya diluido se le afiadié cinco gotas de
eosina al 1 %, dejandolo reposar por cinco minutos. Posteriormente, se extendié una
gota sobre una ldmina seca y se colocé el cubreobjeto. Se prepararon dos laminas por
animal y se analizaron 500 espermatozoides, las observaciones fueron realizadas por tres
observadores independientes para luego establecer un promedio entre los tres, las
mismas fueron realizadas “a ciegas”. El criterio de clasificacion se basdé en cabezas
normales y anormales que incluye amorfas, banana y sin gancho, asi como
espermatozoides con dos colas.?® %2

Andlisis estadistico

Se procedié a verificar los supuestos para realizar el andlisis de varianza, los resultados
obtenidos estan distribuidos normalmente (normalidad, segun el test de Kolmogorov-
Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y presentan homogeneidad de
varianzas (test de levene). Por lo cual todos los resultados se analizaron mediante el
meétodo de analisis de varianza (ANOVA). El nivel de significacion, establecido fue a 0.05.
Todos los andlisis se realizaron empleando el paquete estadistico Statsoft for windows.
StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.

Resultados y Discusion
En ninguna de las series experimentales tanto en los grupos control negativo
como en los grupos tratados con las sustancias solventes 1 y 2 se encontraron animales

con signos clinicos indicativos de toxicidad, no siendo asi para los tratados con el control
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positivo CF, ya que de un total de 30 animales se observaron 10 animales (33,3%), con

pilo-ereccion a partir de los 20 dias de administracion.

Ver Tabla 2

Tal como se puede observar en la (Tabla 2), el tratamiento con Tween 65 al 2% y
NaCl al 0,9% no indujo diferencias significativas al ser comparados con el control
negativo en cuanto a la concentraciéon espermatica, tales sustancias se comportan
similarmente a dicho control negativo en las tres series evaluadas obteniéndose una
media entre la concentracién de estos tres grupos de 2,06+0,4X10° células/mL,
afirmando que en nuestro caso y por resultados dados por diversos autores en ratones
NMRI y OF-1, 8122325 astos valores constituyen los rangos de frecuencia espontanea en
que se mueve la concentracién espermatica en esta especie de ratones, a su vez
pudimos llegar a la conclusibn de que estas sustancias utilizadas como solvente no
afectaron la proliferacion de células germinales, no observandose tendencia a modificar
este indicador. A diferencia de lo observado en los grupos tratados con las sustancias
vehiculo 1 y 2, la CF si indujo una disminucion de la concentracion de espermatozoides
obteniéndose una media entre las tres series experimentales de 0,93+0,3X10%células/mL,
tales resultados concuerda con los obtenidos en el uso de este mutageno por nosotros y
otros autores en ensayos realizados con ratas SD y ratones OF-1,'°'? dados por
resultados inducidos por sustancias altamente mutagénicas como la CF, ya que sus
metabolitos logran interactuar con las células de Sertoli y directamente con las células
germinales, disminuyendo la produccién y maduracion de estas, reportado por todos los
investigadores que usan este reconocido mutageno como control positivo en este
ensayo.'1'?2® | 3 dosis de CF empleada en los ensayos para evaluar el dafio genotoxico,
no es letal y ha demostrado su poder clastogénico y citotoxico en diferentes estudios
realizados tanto en células somaticas como germinales.®:1912:18.27-30

En cuanto a la morfologia de la cabeza del espermatozoides observados en la
(Tabla 3), en cada serie se analizaron 5 000 espermatozoides por grupo, para un total de
15 000 espermatozoides totales analizados en las tres series, dada la gran semejanza
entre las medias y la no diferencia significativa existente entre el control negativo y las
sustancias solventes 1 y 2 en cuanto al numero de cabezas anOmalas y sus
clasificaciones, aparejado a la n analizada tan amplia podemos afirmar que el rango de
cabezas andmalas en los espermatozoides de ratones NMRI bajo nuestras condiciones
experimentales se encuentra entre 24,6-29,3 en conteo de 500 espermatozoides totales
con una desviacion entre 4,6-7,1 respectivamente, datos que concuerdan con los
hallados por Pifia y Aubele tras resultados obtenidos en sus investigaciones en el afo
2005.3%32 E| tratamiento con CF, por su parte, indujo un incremento significativo de las
formas andmalas de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, tal y como esta

descrita para este mutdgeno, estando en el rango de 99,246,2 espermatozoides
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anormales como promedio en las tres series experimentales, resultado que corrobora su

9,33

uso como compuesto citotoxico y genotdxico en este modelo, a la par que valida la

conduccién de este ensayo en nuestras condiciones experimentales.
Conclusiones

Se pudo concluir que la linea de ratébn NMRI, constituye un buen modelo a
emplear en los estudios genotoxicolégicos, dada la baja frecuencia espontanea de
importantes indicadores genotéxicos como son los incluidos en este trabajo tales como la
concentracion espermatica en epididimos y la evaluacion de la morfologia de la cabeza
del espermatozoide, asi como se destacé la sensibilidad a la accion de la ciclofosfamida

administrada en dosis de 50 mg/kg por via i.p durante 5 dias consecutivos.
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Tabla 1. Grupos experimentales en el ensayo de la morfologia de la cabeza del

espermatozoide de ratones NMRI machos para las tres series, via gastrica.

1Control negativo 10 No tratado Oral (Simulacro) -
2Sustancia vehiculo 1 10 (Tween 65, al 2%) Oral 2
®Sustancia vehiculo 2 10 (NaCl 0,9% ) Oral 2
“Control positivo 10 (Ciclofosfamida, 50 mg/kg) i.p 15

Tabla 2. Concentracion de espermatozoides en la camara de Neubauer
de ratones NMRI machos, via géastrica.

Control negativo 30 42,5+ 3,1 2,13+0,1
Sustancia vehiculo 1 30 40,8 £+ 4,3 2,04 +0,2
Sustancia vehiculo 2 30 40,3+ 2,9 2,01 +0,2
Control positivo (CF) ? 30 18,7 + 4,3* 0,93 + 0,3*

CF (Ciclofosfamida).
& Administracién por via i.p, durante 5 dias.
*p<0.05 (comparaciéon con el control negativo, ANOVA), (X media; DE desviacién estandar, para las

tres series analizadas).

Tabla 3. Morfologia de la cabeza del espermatozoide de ratones NMRI machos,
via gastrica.

Control negativo 30 475,4+4,6 24,6+4,6 13,1+4,5 1,3+0,5 10,0+2,6 0,3+0,3
Sustancia vehiculo 1 30 473,247,1 26,8+7,1 13,1+3,6 1,4+0,9 12,345,3 0,1+0,2
30 470,8 + 10,0 29,3+5,0 12,6 £ 5,6 3,3+3,4 12,9+ 4,0 0,5+0,2

Sustancia vehiculo 2
Control positivo (CF)* 30 400,8 + 6,2* 99,2 + 6,2* 26,6 £ 7,5* 37,0 £ 3,1* 30,5 + 7,3* 5,1 +0,6*

CF (Ciclofosfamida).

& Administracién por via i.p, durante 5 dias.

Determinaciones en 500 células/animal.

*p<0.05 (comparacién con el control negativo, ANOVA), (X media; DE desviacién estandar, para las tres series

analizadas).
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