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Resumen

La Ciclofosfamida (Cf) es un agente alquilante comUnmente utilizada como
farmaco anti-cancer e inmunosupresor. Es usado en el tratamiento de leucemia crénica y
aguda, mielomas multiples, linfomas, artritis reumaticas, trasplante de médula ésea,
entre otras enfermedades. Se utiliza como control positivo en diferentes ensayos de
mutagénesis. En este estudio fueron usadas dos dosis (50 y 100 mg/Kg) de Cf con el
objetivo de determinar su capacidad de inducir anormalidades en el espermatozoide del
raton NMRI. El Ensayo de Anormalidades de la Cabeza del Espermatozoide, descrito por
Wyrobek y Bruce en 1975 propone un sistema para detectar dafio citogenético en células
germinales. Permite cuantificar poblaciones de espermatozoides anormales y constituye
una prueba in vivo simple y rapida. La frecuencia de cabezas anormales analizadas
(cabezas amorfas, banana y sin gancho) aumenté significativamente en el tratamiento
con 100 mg/Kg de Cf, estos resultados evidencian que dicha sustancia provoca dafio

genotdxico en células germinales de ratén.
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Abstract

Effects of a ciclophosphamide on mouse sperm morphology.

Cyclophosphamide (CP) as an alkylating agent is the most commonly used
anticancer and immunosuppressant drug. It is used for the treatment of chronic and
acute leukemia, multiple myeloma, lymphomas, rheumatic arthritis, bone marrow
transplantation, among other diseases. It is used as positive control in different
mutagenesis tests. In this study, they were used two doses (50 y 100 mg/Kg) of CP, with
the objective to determinate the induced-abnormality capacity in the NMRI mouse sperm.
The Morphology of the Head of the Sperm Cell Test, described by Wyrobek and Bruce in
1975, proposed a system to detect cytogenetic damage in germ cells. It permits to
quantify abnormal sperm populations and constitutes a single and rapid in vivo test. The
frequency of abnormal heads (amorphous head, banana-shape and no hook) increased
significantly in the 100 mg/Kg CP, this results evidence that this substance induces

genotoxic damage in mouse germ cells.

Keywords: Cyclophosphamide, sperm morphology, mouse, genotoxicity
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Introduccion

La Ciclofosfamida (Cf) es comUnmente utilizada como farmaco anti-cancer e
inmunosupresor; en el tratamiento de leucemia crénica y aguda, mielomas multiples,
linfomas, artritis reumaticas, trasplante de médula dsea, entre otras enfermedades

(Rezvanfar et al., 2008).

A pesar de su amplio espectro de usos clinicos, se conoce que es un agente
alquilante nitrogenado con propiedades clastogénicas que provoca un incremento de las
roturas cromosdémicas, y que la toxicidad reproductiva de este compuesto es conocida
como el principal efecto adverso visto en humanos y animales (Rezvanfar et al., 2008).
Estudios en ratas o ratones han confirmado el potencial de la Cf para causar pérdida de
peso testicular, oligospermia transitoria, reduccién de sintesis de ADN y proteinas en
espermatogonia y espermatidas, y alteraciones histolégicas en testiculos y epididimos

(Anderson et al., 1995; Meistrich et al., 1995; Kaur et al., 1997).

Esta propuesta por la OECD como control positivo para diversos ensayos de
genotoxicidad, entre ellos para el ensayo de Aberraciones Cromosoémicas in vitro en
presencia de activacion metabdlica e in vivo; Micronlcleos en eritrocitos de mamifero in
vivo; Mutacion Inversa en bacterias y para el ensayo de Aberraciones Cromosomicas en
espermatogonias de mamifero; entre otros. Diferentes autores también reportan este
compuesto como control positivo en el ensayo de Morfologia de los Espermatozoides en
roedores (Wyrobek and Bruce, 1975; Gimmler-Luz and Erdtmann, 1998; Chauhan et al.,
2000; Bakare et al., 2005; Shahabuddin and Gopal, 2007; Wyrobek et al., 2007;

Arencibia et al., 2009).

Como objetivo de este trabajo se presenta: determinar en nuestras condiciones
experimentales, la respuesta de la Cf en células espermaticas a las dosis de 50 y 100

mg/Kg.
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Materiales y Métodos

La evaluacidon experimental fue realizada siguiendo los Principios de las Buenas
Practicas de Laboratorio no Clinico de Seguridad Sanitaria y Medioambiental (Regulacién
39/2004), por la Guia para el Cuidado, Uso y Reproduccion de los Animales para
Experimentacion en el CENPALAB y los Procedimientos Operacionales para la Toxicologia

Experimental (POT) del CETEX.

Se utilizaron 15 ratones machos Cenp:NMRI procedentes del CENPALAB con una
edad de 8 semanas y un rango de peso corporal entre 27 y 30 g. Fueron distribuidos en 3

grupos experimentales de 5 animales cada uno:

1. Sin tratamiento (S/T)
2. Cf 50 mg/Kg

3. Cf 100 mg/Kg

Todos los animales fueron alojados en cajas T2 de policarbonato con fondo y tapa
de rejilla y bandejas plasticas para la recoleccién de desechos (Tecniplast) y mantenidos
en condiciones controladas de temperatura (21,80 £+ 1,30 °C) y humedad relativa (76,20
+ 2,77 %). El fotoperiodo fue de 12 horas luz/oscuridad. Se les suministré a libertad el
agua en frascos de 500 mL y la dieta comercial granulada EMO:1002 (CENPALAB,

AlyCo®) para roedores, tanto el agua como el alimento fueron esterilizados previamente.

Se realizaron diariamente las observaciones a los animales, una vez en el horario
de la mafana y se pesaron de forma individual antes de efectuar cada una de las

administraciones correspondientes y antes del sacrificio.

La Ciclofosfamida utilizada (Fluka, lote: 29875) fue administrada en un volumen
de 1 mL por animal empleando la via intraperitoneal, y las dosis correspondieron a 50 y

100 mg/Kg de peso corporal.

Se realizaron 5 administraciones consecutivas separadas por 24 horas y el

sacrificio fue por dislocacion cervical a los 35 dias de la 1ra administracion. Se extrajeron
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las colas de los epididimos que se fragmentaron en 1 mL de Solucién Salina Fisioldgica

(SSF) al 0.9 % para la obtencion de la suspensidon espermatica. De las muestras fueron
tomados 0.5 mL para el analisis de la morfologia de la cabeza de los espermatozoides, a
los que se les afadié previamente Eosina al 1% para la tincion de las células
espermaticas. Se cuantificaron 1000 células por animal las cuales se clasificaron en
espermatozoides normales y anormales, estos ultimos clasificados en amorfos, banana y
sin ganchos (Wyrobek y Bruce en 1975). Los restantes 0.5 mL se utilizaron para el

conteo espermatico empleando la Cdmara de Newbauer.

El analisis estadistico de los datos fue realizado mediante el paquete SPSS versidn
11.5.1, tomando un nivel de significacion p<0.05. Los datos que cumplieron las premisas
de normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianza (Prueba de
Levene) fueron analizados mediante un Analisis de Varianza univariante seguido de la
prueba DMS (Diferencia menos significativa). Los restantes datos se analizaron por la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Resultados y Discusion

La supervivencia en el trabajo fue del 100%, al no reportarse la muerte de ningln
animal durante el ensayo. Se determind la media y la desviacion estandar del peso
corporal por grupo de tratamiento, no evidenciandose diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos tratados con Cf y el grupo S/T.

Al analizar la morfologia de la cabeza de los espermatozoides se observaron
diferencias estadisticamente significativas para el total de espermatozoides anémalos,
(comparacién con el control negativo, ANOVA, nivel de significacion p<0.05 (X£DE))
entre los dos grupos tratados con Cf y el grupo control (X=4.35+2.01), ademas se
mostroé diferencias significativas entre el grupo Cf 50 mg/Kg (X=10.3+2.89) y el grupo Cf
100 mg/Kg (X=28.58+5.57). Los resultados para cada anomalia analizada y el total de

espermatozoides anormales, en todos los grupos experimentales, se reflejan en el
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Grafico 1. La literatura muestra valores comparables con los nuestros a la dosis de 50

mg/Kg de Cf (Arencibia et al., 2009) y otros autores reportan valores similares aunque
empleando otras lineas de raton para la Cf-100 mg/Kg (Gimmler-Luz and Erdtmann,
1998) y para Cf-50 mg/Kg (Shahabuddin and Gopal, 2007). Se plantea que a pesar de
que no esta definido el mecanismo exacto por el cual la Cf causa toxicidad testicular; se
conoce que la misma desestabiliza el balance redox provocando estrés oxidativo (Das et
al., 2002; Ghosh et al., 2002; Manda and Bhatia, 2003) y que los dafos oxidativos al
ADN son causados por hidroperoxido derivado de la Cf a través de la generacion de H,0,
(Murata et al., 2004). Rezvanfar y col. consideran que la toxicidad reproductiva de la Cf
es mediada por estrés oxidativo y que danos al ADN pueden ser los responsables del
incremento en el porcentaje de espermatozoides con formas anormales, demostrandose
por tincién de naranja acridina, que la exposicion a Cf causa roturas de simple y doble

cadena en ADN de espermatozoides (Rezvanfar et al., 2008). (Ver grafico 1)

El Grafico 2 muestra el comportamiento del conteo espermatico, observandose
como disminuye significativamente esta variable en los grupos tratados con Cf (X¢f so
mg/kg=15.3£4.39 ¥y Xcr 100 mgkg=12.72£3.53) a medida que aumenta la dosis y con
respecto al grupo sin tratamiento (X=25.66+3.24). Arencibia y col. reportan para la linea
NMRI una media de conteo espermatico de 18.7 para la dosis de 50 mg/Kg de Cf
(Arencibia et al., 2009), siendo nuestro rango para este nivel de dosis de 12.3 - 21.7,
para una media de 15.30. Este parametro también se ve afectado por la Cf; Katoh y col.
detectaron una marcada reducciéon en el peso testicular en los animales tratados con Cf,

la cual fue explicada por el disminuido nimero de células germinales (Katoh et al., 2002)

Conclusiones

La Ciclofosfamida provoca dafio genotdxico y citotdxico en células espermatica de
raton a las dosis de 50 y 100 mg/Kg de peso corporal, en nuestras condiciones

experimentales.
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Grafico 1. Anormalidades de la cabeza de los espermatozoides en los tres

grupos experimentales.
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Grafico 2. Conteo espermatico en ratones Cenp:NMRI.
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