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[.- INTROBUCCION. -

La presente investigacidon morfoldgica, se relaciona con
la Patologia experimental especificamente con el drea de Carcinogénesis, campo
que ha tenido gran auge en los Gltimos afios y se encamina hacia la deteccion -
de agentes quimicos & fisicos con accidn carcinogénica para el hombre, e indaga

sobre el mecanismo de accidn de los carcindgenos.

Son los datos epidemiolégicos los que han sehalado con
mayor certeza a 10s agentes carcinogénicos para el hombre ( 23, 83 ); sin em-
bargo se requiere un largo tiempo para la evaluacidn de los efectos en varias
generaciones de individuos, y solo pueden aplicarse a agentes a los que gran-

des poblaciones se encuentran expuestos { 93 ).

Por este motivo, muchos investigadores (Ames 1973; Pur
chase 1976; Ashby 1977; Soares 1979; Zeeland 1983 entre otros)s se han dedica
do a la bisqueda de modelos experimentales, que permitan 1a deteccifn de agen
tes de potencial accion carcinogénica para el hombre. La mayorfa de ellos se -
realizan en sistemas in-vitro y en organismos situados a diversos niveles taxo
némicos, por 10 que la principal objecion que se puede poner a su validez, es

la dificultad de extrapoiacién de sus resultados al hombre ( 22, 78 ).

Una clasificacidn de los principales modelos experimenta
les para la deteccién de agentes carcinogénicos se presenta en la Fig.l ( 2,13,

14,22,45,49,89,93,102 ).

Entre las pruebas de carcinogénesis a corto plazo, en -
mamiferos “in-vivo" destaca el modelo propuesto por A.J. Wyrobeck (1975), en
el que Ta elevacidon del porcentaje de espermatozoides de forma anormal, es indi
cativa del dafio al material genético de las céluias espermatogénicas expuestas
( 10,57,97,98 ). Esta prueba ha resultado ser de gran utilidad, y2 que su bajo

costo y corta duracidn permite su aplicacién a un gran ndmero de agentes ( 98 ).



La prueba descrita por Wyrobeck, se ha enfocado a la de
teccion del aumento en el numero de formas anormales de los espermatozoides: -
sin profundizar en los detalles estructurales de las células malformadas ni en
los de las células predecesoras. En vista de esto, se propone que los cambios
inducidos en 1a morfologia de los espermatozoides del ratdn, a consecuencia de
la administracién de agentes mutagénicos y/0 carcinogénicos, son antecedidos -
por cambios en la espermatogénesis cuyo aspecto morfoldégico puede ser estudiado
con microscopia de Juz y electrdnica. Ya Ggue esos cambios no han sido suficien-

temente analizados, los objetivos de ésta investigacion son:

1.- Describir los cambios morfoldgicos producidos por un agente mutagénico; el

etil-metano-sulfonato, sobre el epitelio seminifero en el testiculo del ratén.

2.~ Identificar los cambios ultraestructurales que conducen a la preduccidn de

espermatozoides de forma anormal.



Fig. No.l
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por incorporacion de Timidina tritiada.

Cambios en el aspecto de las colonias.
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intercambio de cromatides hermanas.

Micronicleos en reticulocitos
Alteraciones en la forma del espermato-
Z0ide.



IT.- ANTECEDENTES.

Dados los objetivos de 8sta investigacidon, es necesario presentar en éste
capitulo, primeramente una descripcidn de la espermatogénesis en el ratdn, asi
como de las caracteristicas morfoldgicas de las células espermatogénicas del -
Tubulo Seminifero en ésta especie. En segundo término se presentard, 1o que en
la bibliografia se reporta acerca de las alteraciones preoducidas & nivel del -
epitelio germinal masculino, en especial sobre las células espermatogénicas y

los espermatozoides del ratdn, por diversos agentes quimicas y fisicos.

A.- La Espermatogénesis en el Ratén.

La espermatogénesis en los mamiferos, es un proceso continuo de diferencia
cién celular, que comprende tres eventos principales: la proliferacién y renova
cién de las espermatogonias, la meiosis y la espermiogénesis, que conducen a la
formacion de céluias altamente especializadas: los espermatozoides.

Este proceso constituye un sistema particularmente favorable para el estu-
dio de los eventos de diferenciaci6n celular, por conducir a un solo tipo de cé
Tula, ser altamente sincrénico y localizarse en un 6rgano especifico, acompafdn
dose de notables cambios en 1a estructura y composicion quimica de éstas células
{7 B

La espermatogénesis se lleva a cabo en el testiculo, que en el ratén se lo
caliza en la region inguinal (66); la anatomia macroscépica y microscépica de -
esta gldndula, asi como su desarrollo embrionario han sido ampliamente descri--
tas en varias especies (5,58,66), por este motivo nos enfocaremos a la descrip-
cion del epitelio seminifero en el ratdén haciendo énfasis en la ultraestructura
de las células espermatogénicas. Por Gitimo citaremos brevemente la sintesis de
macromoléculas en la espermatogénesis, con la finalidad de explicarnos con ba-

ses moleculares, sus principales eventos morfolGgicos.

-



a).- Estructura del Tabulo Seminifero.

Los tibulos seminiferos constituyen l1a parte exfcrina del testiculo ( 5 );

cada tdbulo estd rodeado por una lamina propia 6 limitante, que a su vez consta

de dos hojas, interna y externa, con fibras de coldgena dispuestas paralelamente
al eje del tdbulo e incluidas en una substancia de moderada electrodensidad. Am

bas hojas encierran una capa de células aplanadas con grumos densos de heterocro
matina y agregados perinucleares de organelos citopldsmicos ( 29 ). Estas célu-

las se han descrito como células mioides 6 contractiles, por presentar caracte-

risticas de células musculares lisas ( 5 ).

La poblacidn celular del epitelio germinal del tdbulo seminifero, comprende
dos 1ineas celulares: las células sustentaculares de Sertoli y las células es-
permatogénicas. La organizacibn y estructura del tidbulo puede ser apreciada en
la Fig.2.

La Célula de Sertoli es de forma piramidal, y se extiende desde la lamina

propia hasta la luz del tibulo semin?fero, Su parte principal descansa sobre la
1dmina propia y contiene al nucleo, claro y de nucléolo muy caracteristico. La
porcion intermedia de ésta célula emite proyecciones citopldsmicas laterales en
tre las cuales quedan colocadas las células espermatogénicas; finalmente sus -
proyecciones apicales encierran a los espermdtides justo antes de que salgan a
la luz del tiibulo seminifero ( 5, 20 ).

La ultraestructura de la célula de Sertoli, se conoce bastante bien { 5,
20, 28 ) y se ilustra esquematicamente en la Fig.2. Los limites entre dos célu-
las de Sertoli adyacentes pueden distinguirse facilmente por la presencia de
especializaciones de unidn, sobre todo en la regidn basal. Se trata de uniones
estrechas modificadas, de gran resistencia, que alterran con uniones de nexo -
( 28,29,32,67 ).

En virtud de la presencia de tales uniones estrechas, la célula de Sertoli
cumple ademis de las funciones tradicionalmente sefialadas (soporte y nutricidn

de las células espermatogénicas), con el establecimiento de 1a barrera hemato-
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testicular y con la compartimentalizacion del) tabulo seminifero, en vista de
que impiden 1a 1legada de muchas substancias provenientes de la sangre a la

luz del tidbulo y de que se establece un compartimiento basal entre las unio-
nes ocluyentes de Ta célula de Sertoli y la lamina propia, y un compartimien

to luminal entre tas mismas uniones y la luz del tdbulo ( 5,20,29,73 ).

Las células que se sitlan en el compartimiento basal: espermatogonias y
espermatocitos preleptoténices, tienen acceso a las substancias provenientes
de la sangre, por la via del tejido conectivo intersticial y los espacios in
tercelulares de la tdnica propia; al parecer el proceso de renovacidn de célu
las madres puede ocurrir independientemente de la célula de Sertoli ( 16, 20 ).

Cuando las células germinales del testiculo inician 1la profase de la -
primera division meidtica, salen del compartimiento basal y entran al microanm
biente del compartimiento luminal, en donde no estdn expuestas directamente a
las substancias provenientes del plasma sanguineo {( 20,58,73 ). Para alcanzar
a las células germinales avanzadas tales materiales deben atravezar al cito-
plasma de la célula de Sertoli, en donde estdn sujetos a modificaciones { 16 ),
y parte del mismo quedard retenido en los cuerpos densos multiformes, del tipo
de los lisosomas, para su ulterior degradacidén ( 73 }.

La profase mei6tica y las dos divisiones de maduracifn, son procesos Gni
cos en la génada, que pueden requerir el ambiente especial provisto por los -
complejos de unién de Ta célula de Sertoli y la barrera heratotesticular ( 20 ).

Por otra parte, los fendmenos de expansién y retraccidn con pérdida del -
citoplasma apical, y reabsorcién de espermatozoides involutives y espermatogo-
niasen degeneracidn, son otras modificaciones morfoldgicas que en Tas c&julas

de Sertoli acompafian a la espermatogénesis ( 58 }.
b} E1 Ciclo del Epitelio Seminifero.

E1 1inaje del tlbulo seminifero de 10s mamiferos, compuesto de espermato-

gonias, espermatocitos, espermatides y células de Sertoli, sufre una rigida y
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Asociaciones celulares caracterisitcas en

cada etapa del ciclo del epitelio seminifero del ratén.



repetitiva serie de cambios, conocida como el Ciclo del Epitelio Seminifero -

(7).

Clermont {1969). Define al ciclo del epitelic seminifero como "una serie
compieta de asociaciones celulares sucesivas que aparecen en una drea dada de
un tibulo seminifero”, Las células espermatogénicas en diferentes etapas del -
desarrcllo no se encuentran distribuidas al azar en el epitelio seminifero, -
sino que se presentan en una serie de asociaciones @ combinaciones bien defini
das y facilmente identificables ( 5, 12 ).

En el ratdon, se han descrito 12 asociaciones celulares distintas, corres
pondientes cada una de ellas a las 12 etapas del ciclo del epitelio seminifero
( 68 }, y el aspecto de tdbulos seminiferos adyacentes. varia de acuerdo a di-
ferentes asociaciones celulares. Estas asociaciones celulares se muestran en -
ia Fig. 3, y fueron propuestas por primera vez por Oakberg (1955) quien hizo
una interpretacidon de 1a espermatogénesis en el raton, basada en estudios de
la espermiogénesis, en testiculos iradiados y con la Técnica de Shiff con Aci-
do Perybddico.

Las figuras 5, & y 7 muestran asociaciones celulares diferentes, vistas
en cortes semifinos de tibulos seminiferos de raton.

Un ciclo del epitelio seminifero tiene una duracidn de 8.63 + 0.26 dias,
y se requieren cuatro vueltas al cicio para que una espermatogonia llegue a -
ser espermatozoide que se 1ibera en la Juz del tdbulo seminifero; la duracidn
total de la espermatogénesis es por lo tanto de 33.5 a 35.5 dias ( 69 ). Estu
dios por captacidon de timidina tritiada y radiocautografia, permitieron cono-
cer la duracidon relativa de cada etapa del ciclo, basdndose en observacién de
secciones transversas de tibulos seminiferos, en Tas que la frecuencia de pre
sentacion de varias etapas, obtenidas del examen de un gran ndmero de seccio-
nes es indicativo de su duracidn relativa en porcentaje ( 12 ). Sin embargo,

ya que el ciclo es un proceso continuo, y sus etapas constituyentes son por-
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FIG. 4 DURACION

DE LA ESPERMATOGENESIS EN EL RATON

(OAKBERG 1957)

|
__

Intervalo para alcanzar la forma madura del
espermatozoide en el tibulo.

_

—

LS TADIO DURACION (Hs) MINIMO (dias) MAXIMO (dias)

= = = === 5= — =T e s T
Fispermatogonia A Siempre presente 33.5 35.5

[— SO e o e s s — - = = —f - = - — — e
Lspermatogonia intermedia 27.3 28.8 30

_I e —— —— —_ - — —_ == - o < S —
Cspermatogonia B 29.4 27,6 28.6
Lspermatocito Primario en reposo 31 26.3 27.6

s —— - —t +

Espermatocito Primario Leptoténico 31.2 25.3 26.3
Espermatocito Primario Zigoténico 37 .5 23.4 25
Lspermatocito Primario Paquiténico 175.3 16.1 23.4
Espermatocito Primario Diploténico 21.4 15.2 16.1
Diacinesis + metafase I 10.4 B 14.8 15.2
Espermatocito Secundario 10.4 1.4 14.8
Espermatides 229.2 0 14 .4
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Etapa VII del ciclo del epitelio semi
nifero del ratén. Se observan la lami
na basal circundante, espermatogonias
B, dos filas de espermatocitos paqui-
ténicos y espermdtides en fase de cas

quete. (Objetivo 100X).

Figura No. 6

12

Etapa II del ciclo del epitalio semi-
nifero: Se observan espermatocitos pa
quiténicos, espermatides en fase de -
Golgi, y una generacién mis avanzada
de espermatides alargados en madura-
cidn (estadio 13), incluidos en el ci
toplasma de la célula de Sertoli. Se

sefiala la ldmina basal.( Objetivo H0X)

Figura No.5
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Esquema gue rerrvsenta los modelos de
rcnovacién de esnermatogonias en el -
rardn; proruest.s por Bustos Obregon,
1968 (a) y wickins, 1971 (b), modifi-
cados de acuer . Nackperg, 1457,
(Ver explicacid- en el texto).
Los nimsros romaios indican las
etapas del ci.lo en que se divi
células,

den 1las

Tigura llo, 8

13

Etapa IX. del ciclo del epitelio se-
minifero del ratdén. Se observan es--
permatocitos leptoténicos, zigoténi-
cos, paguiténicos y espermdtides en

elongacidn. Sobre la lamina basal se
observan los nucleos de algunas célu

las de Sertoli. (&bjetivo HOX).
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raton prepuberal ( 4 ). Las espermatogonias A, miden unas 12 micras de didme-
tro, presentan una cromatina nuclear homogénea y nucléolos miiltiples y reticu
lados cerca de la envoltura nuclear. E1 citoplasma es escaso, finamente granu
lar, pobre en reticulo endopldsmico y pequefias mitocondrias ovoides & esféri-
cas vesiculares. Las espermatogonias B, son vistas con mds frecuencia y tienen
un didmetro de 8 a 9 micras. E1 nicleo presenta mayor cantidad de heterocroma-
tina en masas centrales y un fino borde de heterocromatina alrededor de la mem
brana nuclear ( 29 ); el nucléolo simple y reticulado es visto cerca del cen-
tro del ndcleo ( 4 ). E1 citopiasma y los organelos son similares a los descri
tos para las espermatogonias A { 5 ).

A pesar de varias investigaciones la forma exacta de renovacidn de las es
permatogonias A en roedores, aln no se define bien, y prevalecen dos puntos de
vista diferentes. Uno propuesto por Clermont y Bustos Obregén (1968), sugiere
la presencia de dos grandes categorias de espermatogonias A: las "células ma-
dres reserva" 6 tipo AO y las "células madres en renovacion" 6 tipo A1 a A4.

E1 tipo AO corresponde a espermatogonias A aisladas 6 por pares, de bajo 1ndi-
ce mitdsico (0.19) que aunque se encuentran presentes en todas las etapas del
ciclo, solo esporddicamente contribuyen a la formacion de nuevas espermatogo-

nias. Los tipos A, a A4 son mas numerosos, forman grupos lineales a 1o largo

1
de la membrana limitante del tdbulo, y se dividen durante el ciclo para aumen
tar su nimero y renovarse asi mismas. Segln este modelo las espermatogonias A
e I provienen de las espermatogonias A4.

E1 segundo modelo, propuesto por Huckins y Oakberg (1971) considera a -
las espermatogonias AO’ responsables de la renovacién y a los tipos Al a Aq,
asi como las espermatogonias I y B, células en diferenciacion. Estos dos mo-
delos de renovacidn se presentan en esquema de la Fig. 8, tomado de Bratmaska

y Clermont (1983), cuyos recientes estudios concuerdan con el primero de los

modelos que kemos descrito.
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A pesar de que no puede hacerse una clara distincidn entre los diferentes
tipos de espermatogonias A,basdndose en 1os datos aportados por varios autores
( 4,36,70 ) se presentan esquemdticamenta en la Fig. 9. Las diferencias morfo-
16gicas son minimas y referentes sobre todo a la tincidn nuclear, la presencia
y tamafio del nidcleo, y la cantidad y localizacién de pequeias masas de hetero-
cromatina. La identificacidn de] tipo de espermatogonia Al a A4 se hace sobre

todo por la etapa del ciclo en la que se presentan (indicados con nimeros ro-

manos en la Fig. 9).

d) Meiosis: Morfologia de los Espermatocitos.

-

Como resultado de una serie de divisiones mitdSicas y fendmenos de dife-
renciacion celular, las espermatogonias producen un sincitio de espermatocitos
primarios ( 24 ), los cuales entran juntos a la fase final de sintesis de DNA
y después de un perfiodo de crecimiento celular, inician el proceso de meiosis
( N).

La meiosis es una forma de divisidon celular, cuyas finalidades son: redu-
cin a Ta mitad el ndmero de cromosomas de una célula, es decir producir la -
condicidn haploide en las células hijas, y permitir el intercambio del mate--
rial genético { 82 ). Esto se logra a través de dos divisiones: La meiosis I
que culmina con la formacion de los Espermatocitos Secundarios, que entran rd
pidamente a la Meiosis Il para formar espermdtides ( 4,52,82 }.

La profase de 1a meiosis I, es marcadamente larga, e incluye las etapas
de Leptoteno, Zigoteno, Paquiteno, Diploteno y Diacinesis. Los principales -
eventos que acontecen en ella son el apareamiento de 105 cromosomas homflogos
y el intercambio de segmentos de sus cromitides ( 4,82 ).

La siguiente descripcidn morfoi6gica de los espermatocitos esta basada -
escencialmente en los trabajos de Gardner (1964) y Beilvé (1977). Los esperma

tocitos primarios en etapa de preleptoteno y leptoteno estan presentes en el

ratén a los 10 dias después del nacimiento; en ratones adultos son observables
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en las etapas IX, X y XI temprana del ciclo del epitelio seminifero ( 4 ).
Los espermatocitos preleptoténicos son los mds pequenios de las células germi
nales, miden 7.5 a 8.2 micras de didmetro y estdn separados de la membrana -
basal por procesos citoplasmicos de la célula de Sertoli. Areas localizadas
de heterocromatina se presentan esparcidas en el nicleo y ocasionalmente cer
ca de la membrana nuclear. La cromatina restante estd dispersa en forma homo
génea pero es mds densamente granular que en las espermatogonias tipo B (Fig.
9).

Caracteristicamente el preleptoteno contiene una cantidad limitada de -
citoplasma. E1 Leptoteno se caracteriza por la aparicion de finos filamentos
longitudinales en el niGcleo que representan el inicio de la formacién de los
cromosomas. En otras dreas la cromatina de los espermatocitos leptotémicos es
homogénea y granular y la cromatina condensada vista en preleptoteno empieza
a comprimirse sobre la envoltura nuciear. Frecuentemente se observan fragmen-
tos de nucleonema. Estas células tienen un didmetro de 8 a 10 micras y son si
milares en tamafio a las Espermatogonias B (Figs. 9 y 10).

Los Espermatocitos primarios zigeténicos se observan por primera vez ha-

cia el dfa 12 después del nacimiento y una vez estahlecido el ciclo de la es-
permatogénesis del ratdn adulto, se presentan en las etapas XI y XII temprana
( 68 ). Se caracterizan morfoifgicamente por la presencia de segmentos cortos
de complejos sinaptonémicos. La condensacion de Tos cromosomas X y Y forma la
"vescula sexual" que también se inicia en &sta etapa de la profase meibtica.
Un nucléolo reticulado se observa situado tangencialmente 0 en la vecindad de
1a vesicula sexual. Estas células tienen un didmetro de 10 a 12 micras y son
por lo tanto mayores que los espermatocitos preleptoténicos. El citoplasma -
contiene cantidades crecientes de reticulo endoplasmico rugoso en pilas de -
cisternas estrechas. Las mitocondrias se vuelven mds alargadas con unas pocas
crestas diTatadas (Figs. 9 y 11). La transicidn de zigoteno a paquiteno es -

gradual; los autosomas estdn ahora apareados por los Complejos Sinaptonémi-
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Espermatocito zigoténico de la profa-
se meidtica . La cromatina empieza a
condensarse; pequenas porciones de ma
terial electrodenso estin en relacidn
a la vesicula sexual. El citoplasma -
es muy abundante y contiene mitocon--
drias vesiculosas y una gran cantidad
de pequefias vesiculas membranosas.

{5, 700 X)

FiguralNo. 1l
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Microfotografia electrdénica en la que
se observan espermatocitos leptoténi-
cos en el compartimiento yuxtaluminal
del tiibulo seminifero, separadas de -
la ldmina basal por el citoplasma de

una célula de Sertoli. Complejos de -
unién entre las células de Sertoli --
adyacentes, estdn sefialados con fle-

chas. (b, 6U0 X)

Figura No. 10




Espermatocito primario paquiténico.
Ll nucleo prescnta grumos mas grue-
sos de heterocromatina y se observan
los complejos sinaptonémicos (fle--
chas), asi como la envoltura nuclear.
En el citoplasma, gue es menos abun-
dante que en etapas anteriores, se -
observan mitocondrius y cisternas de
reticulo endopldsmico rugoso,

(8, 70V X}

Figura No.12

Espermatocito primario diploténico,

En el nlclec se observan segmentos de
crom.tina muy condensada que corres-—-
ponden a los cromosomas. La vesicula
sexual estd asociada & la envoltura -
nuclear, que en algunos sit:1os ha de-
siapareciao (flechas). Aln se observa
mater jal nu:leolar. L1 citoplasme es -«
muy escaso, presenta mitocondrias y
una red muy extensa de cisternas mem-
branosas, que se continfia con la cis-

terra perinuclear. Se sefialan la lami-

na basal y la célula de Sertoli. L ‘ﬁs*;igﬁ'l WX ol B tjf -
9,000 X) I o L ’S\{ F o
(4, Figura No. 13 F;?’;ﬂ”gﬁ . TP ” q
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En la Diacinesis el proceso de "terminalizacidn, por el que los sitios
de unidn entre los cromosomas anteriormente apareados se desplazan a 1os ex-
tremos, es lo mas prominente, ademds de la desaparicidén de la envoltura nu-

clear. ( 82 )

En 1a Anafase I los centrémeros de cada par homélogo se desplazan hacia
los polos opuestos del espermatocito, arrastrando con ellos ambos cromatides
( 82 ).

Espermatocitos en Diacinesis pueden ser vistos en la etapa XII det ciclo
del epitelio seminifero del ratdn, al igual que metafases de espermatocitos
primarios, espermatocitos secundarios y metafases meidticas II { 68 ) Figs.9,

14, 15.

Los estudios ultraestructurales, confirman la escasez de Espermatocitos

Secundarios; que tienden a ser mas pequefos que 103 espermatocitos primarios
tardios; su nicleo es esférico con agregados de substancia cromatinica central
mente Jocalizados. Las mitocondrias muestran similitud a las de los espermiti
des; grandes magnificaciones muestran que las paredes engrosadas de las mito-
condrias es debida a crestas que se disponen paralelamente a la membrana ex--
terna ( 29 ). En general existe poca informacion respecto a la morfologia del
espermatocito secundario; en la bibliografia disponible no se encontraron mas

detalles de su ultraestructura,

e) Espermiogénesis.

La espermiogénesis, fase final de la espermatogénesis, consiste en una -
compleja transformacidon morfoldgica de la células germinal haploide que culmi
na con la salida de espermatozoides maduros a la luz del tGbulo seminifero.

Aungue los fenomenos generales de la espermicgénesis pueden seguirse con
el microscopio fptico, los detalles mas finos y exactos han sido estudiados -
con microscopia electronica.

Los cambios morfoldgicos que conducen a la formacién de espermatozoides
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bspermatocito primaric durante la me-
tafase de la primera divisiin meidti-
ca. Los cromosomis se encuentran ali-
neadog en el ecuador de la célula.

(8, 900 X)

Figura No, 15
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Espermatocito primario en la etapa de
la Diacipesis de la profase meidtica
i. Aln se observa la envoltura nu--
clear, aunque el nucléolo y la vesi-
cula sexual no se aprecian en ésta se
ccion. La condensacidn del material -
cromatinico es mayor. Ll escaso cito
plasma presenta los organelos ya des
critos.

(6, 600 X)

Figura No. 14
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quedan comprendidos en cuatro grandes fases & etapas: la Fase de Golgi, la fa

se de Casquete, la Fase Acrosomal y Ja Fase de Maduracidn (5), que en el ratén
incluyen 16 estadios diferentes, descritos en base a cambios acrosomales y nu

cleares ( 68 ), observables en cortes de 5 micras de grosor, de tejido testi-

cular fijado en Zencker-Formol y tefhidos con PA-Schiff.

Estudios con microscopia electronica, analizando los cambios ultraestruc
turales comprendidos en este proceso de diferenciacion celular han sido repor
tados por diversos autores ( 13,15,25,30,41,43,80,85,86,100 y 101).

A continuacion presentamos una descripcidén de los principales eventos en

cada etapa, que se ilustran esquendticamente en la Fig., 16.

Fase de Golgi.- Se inicia con la aparicion de espermdtides redondos & piliédri
cos que resultan de la divisidn de los espermatocitos secundarios, (estadio 1),
los cudles pueden ser identificados con certeza, cuando uno & mds granulos pe
quenos se aprecian en el interior de Tos saculos del Aparato de Golgi de posi-
cion yuxtanuclear (estadio 2). Generalmente se trata de dos 6 tres grdnulos Ti
mitados por una membrana de Golgi; &stos granulos se tifien con el reactivo de
Schiff y su contenido €5 rice en carbohidrates { 5,30,68 ). La fusidn de los -
granulos proacrosoémicos en un gran grdnulo adyacente al nidcleo, marca el inicio
de 1a etapa 3; el granulo acrosémico queda contenido en una gran vesicula Timi
tada por una membrana que se adhiere a la envoltura nuclear en el estadio 4, -
Figs. 17 y 18. El punto de adherencia marca la futura punta anterior del esper

matozoide.

Durante 1a Fase de Golgi el nlcleo es esférico, grande y claro, con un -
carioplasma finamente particulado, de electrodensidad moderada; es comin ver
uno 6 mas g}umos de heterocromatina { 30 }. La evolucidn del retfculo endoplds
mico en la espermiogénesis fué descrita por Clermont (1978); en la Fig. 21 se
1lustra su disposicidn en etapa de casquete; se ha propuesto que la continui-

-

dad del reticulo endoplésmico a través de los puentes intercelulares pueda con
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Fig. 16. Espermiogénesis en el raton.
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Extremo anterior de umn espermatide en
fase de Gotgi taumentio de la regibn -
indicada en la Fig. anterior). Peque-
nas vesiculas se desprenden de la ca-
ra de maduracién ael Golgi y se diri-
gen haclia la vesigula acrosomal a la
que se fusionan agregdndole su conte-
n'is. La envoltura nuclear aparece en
grosada en el sitio doncde la vesicula
acro~omal se adhlere a ella, se sefia-
la con flechas.

(7, 300 X)

No. 18

bl

Espermdtiae en tase de Golgi. El ni-
cleo presenta una cromatina finamente
granular, y algunos grumos densos cen
trales., El1 citoplasma es abundante,
con numerosas mitocendrias vesiculo-
sas de paredes engrosadas. bl aparato
ae Golgi y la vesicula acrosimica ob
servan en el polo anterior de la célu
la. En una de las células se observa
el grinulo acrosdmico y en otra el -

cuerpo cromatoide.

(3, 60U X)

No. 17

Figunra
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tribuir a Ta sincronizacién del proceso de diferenciacion del espermatide. (94)
Las mitocondrias tienden a localizarse periféricamente ( 41 ), y grandes magni
ficaciones permiten observar dilatados espacios intracristicos, que a baja ~
magnificacién dan el aspecto de mitocondrias vacuoladas. En muchos casos las .
crestas se disponen paralelamente a 1a superficie mitocondrial ( 30 ). En e]
citoplasma yuxtanuclear presenta ademdas un corpisculo densamente tefiido y de

forma irregular, que ha sido 1lamado cuerpo cromatoide ( 76 ), Fig. 17,

Fase de Casquete.- La membrana limitante de Ta vesicula acrosdmica aumenta sy

zona de adherencia a la envoltura nuclear, formando un delgado pliegue que se
extiende sobre el polo del nicleo para recubrir todo su hemisferio anterior -
como un casquete cefdlico membranoso (estadio 5). Mientras tanto el grénulo -
acrosémico permanece localizado en el polo anterior del nicleo { 5 ). E1 Apa-
rato de Golgi es substituido completamente por vesiculas, las mas grandes de
las cuales se encuentran cerca de la vesicula acrosomal y se fusionan a ella
( 30 }, Figs. 19 y 20.

En el citoplasma los centriolos se desplazan al polo abacrosomal del ni
cleo, donde uno de ellos se dispone perpendicularmente a Ja superficie celular
y produce un flagelo, el cual crece en una estrecha hendidura extracelular -
que hay entre el espermdtide redondo 6 poliédrico y la célula de Sertoli adya
cente ( 25 ), Figs. 21 y 22. E1 cuerpo cromatoide emigra 1igeramente hacia el

polo centriolar y las mitocondrias continfian en posicidn periférica. ( 13 )

La fase de casquete corresponde a los estadios 5, 6 y 7 de 1a espermiogé

nesis en el ratdn ( Fig. 3 ).

Fase Acrosomal.- Se inicia en el estadio 8 de la espermiogénesis del ratdn,

cuando los espermatides jovenes se orientan a si mismos con el sistema acrosd
mico hacia la membrana basal y la elongacidon del nicleo comienza ( 68 ).
Durante esta fase se constituye el acrosoma, estructura limitada por una

membrana que ha sido comparada a un lisosoma, por su contenido rico en carbo-



Esyermatide en fase de casquete. El -

nlicleo muestra un agregado electroden
so de cromatina. En el extremeo ante--
rior del casquete se observa el granu
lo acrosdmice, cuyo material empiezc

a distribuirse en el interior de esta
estructura. En el citoplasma vecino el
aparato de Golpi sc encuentra en posi
cidén lateral al casquete. En el extre
mo posterior del acrosoma, entre &ste
y la envolturn nuclear, el citoplasma

muestra mayor densidad. (6,600 X).

Figura 20

el

Espermatide en fase de casquete. La
envoltura nuclear subyacente al cas
quete membranoso estd engrosada al

igual que en la fosa de implanta-=~-
cidn. En &ste sitio se observan el

par de centriolos, el annulus (fel-
cha) y el cuerpo cromatoide en rela
cion con el flagelo en formacidn. El
citoplasma es abundante y contiene

las mitocondrias ya descritasy gran
cantidad de vesiculas revestidas por

una unidad de membrana, de conteni-

do electrodenso. Se observa también

el canal flagelar. (4,300 X).

Figura 19




Dibujo esquemdtico en el que 3e ob-
Berva un espermftide en fase de sas
quete. El reticulo endoplimmico ge
dispone en una red tridimensional de
tibulos y esférulas conectadas entre
af, carentes de riboscmes. Se extien
de sobre la superficie convexa del
Aparato de Golgi, y delinea 1, membra
na continudndose a las c€lulas veci
nas a través de 105 puentes intergs
lulares. (Clermont 197g}.

FiguralNo. 21

Dibujo esquemédtico de un espermitide

en fase de dacrosomal, Se ilustra la
Posicidn del manchette ep relacién con
el apille nuclear, L1 citoplasma se des
plaza Caudalmente, para circundar 1a
Percidn proximal del flagelo, constj-
tuyendo el capal flagelar; éste as a~
bierto en sy extremo posterior, miep-
tras que en e anterior ge invagina y
refleja sobre e] flagelo,

(€lermont 1978).

F i g UralNo, 22
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hidrapos y enzimas hidroliticas ( 5 ). E1 acrosoma presenta una subestructura
ordenada y caracteristica, al parecer debido a la distribucion especifica por
regiones, de las enzimas que contiene, en arreglos paracristalinos { 77 ).
Aungue se encuentra presente en todos los mamiferos, el acrosoma varia de for
ma y tamafio segin la especie ( 5 ).

En el raton la Fase Acrosomal corresponde a Tos estadios 8, 9, 10 y 11 -
de 1a espermiogénesis ( 68 ), y durante ella el sistema acrosomal se extiende
para cubrir la superficie dorsal y apical del niicleo y su superficie externa
se aplica estrechamente a 1a membrana plasmatica ( 30 ), Figs. 11 y 12.

En el nicleo, la cromatina se condensa formando grumos densamente empa-
quetados; por modificaciones en su forma el niicleo empieza a aplanarse, y de
ja de ser redondo para volverse primero ovoide y luego estrecharse en su ex-
tremo anterior alargandose y adquiriendo su extremo posterior una forma angu
lada ( 68 ), Figs. 23 y 24,

Simu1ténéamente a los dos eventos anteriores, se presenta un alargamien-
to del espermdtide, Cuando la condensacién de la cromatina se inicia aparecen
numerosos microtibulos que se asocian lateralmente circundando al extremo cau
dal del nicleo ( 25,43,62,80 ), Fig. 22. Se trata de un organelo transitorio,
el Manchette 6 Vaina Caudal, cuya formacién parece iniciarse en el espermiti-
de redondo & poliédrico, el cual contiene muchos microtibulos que predominan
en el extremo caudal del niicleo y se extienden por todo el citoplasma (estadio
7), Figs. 23 y 24, y en el que el margen posterior del casquete acrosomal estd
cubierto por una banda electrodensa aplanada: depdsito de material fibroso -
electrodenso en su lado citoplasmico que circunda al nicleo y recibe el nombre
de anillo nuclear ( 5,80 ), Fig. 24, En relacidn con ésta estructura 105 ele-
mentos microtubulares del manchette son rdpidamente polimerizados y se extien
den caudalmente hacia el citoplasma de la pieza del cuello en formacidn. Ini-
cialmente los-microtibulos del manchette tienen un trayecto oblicuo siguiendo

el contorno del nicleo, desde el anillo nuclear a la base del flagelo, pero su
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Lspermitide cn fase acrosomal. La elon
gacién del nlucleo es mis evidente, y

~u extremo , oterior ¢. de forma cua--
La

periferia

4rada. ~romatina condensada en la -
es nis abundante;en el extre
mo caudal del riicleo se observa la fo-
sa de implantacidn y lcs elementos pro
pios del cuello en formacién. En el -

citoplasma se ven claramente los micro

tdbulos del manchette de trayecto recto.~"

Se observan también el cuerpo cromatoi-
de, una porcidén del canal flag Lir y -
del flagelo.

(6750 X)

Figura HNo. 24
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Micrografia electrdnica de un esper-
matide en fase acrosomal. El cito--
plasma del polo anterior ha sido des
plazado caudalmente, y la membrana -
acrosomal externa estd adherida a la
membrana citopldsmica. El nficlec es
més alargado, y se observan masas de
he1evocroratina en la periferia.
(15, 000 X)

No.

Figura 23

/
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tendencia a ser rectos parece modificar la forma del extremo posterior del ni
cleo a la de una piramide de base truncada, extendiéndose paralelamente al -
eje longitudinal del espermdtide en elongacidn. Por su asociacidn lateral -
los microtiibulos forman una especie de cilindro alrededor del nlcleo en su po
1o caudal y la base del flagelo { 5,80 ). Los microtibulos del Manchette, au-
mentan de longitud y cuando el nidclec tiene forma elipsoide, se extienden a
varias micras de la regi6n del cuello (Figs. 25 y 26). Un estudio morfoldgico
y morfométrico, cuidadosamente realizado ha revelado las dimensiones de los -
microtibulos del Manchette y su relacidon con la envoltura nuclear, mediante -
"brazos" que se extienden hacia ésta ( 80 ).

Mientras ésto sucede y cuando el Acrosoma ha alcanzade su volimen defini
tivo, el Aparato de Golgi abandona su superficie y se desplaza hacia la region
caudal de la célula; el desplazamiento del Golgi parece ser parte del flujo -
citoplasmico en sentido anteroposterior. El cuerpo Cromatoide se sitlia en éste
momento entre el nicleo y el extremo proximal del flagelo ( 76 ), y al parecer
contribuye a 1a formacidon del Anulo, estructura que contribuye a la formacifdn

de 1a cola del espermatozoide como veremos después { 5,13 ), Figs. 22 y 24,

Fase de Maduracidn.- A diferencia del humano, durante ésta fase suceden pro-
fundas modificaciones en la forma del acrosoma que son caracteristicas en el

raton; comprendiendo los estadios 12 a 16 de la espermiogénesis en ésta espe-
cie ( 68 ). Asf en el estadio 12, cuando el espermitide alcanza su tamafio mi-
ximo, el acrosoma presenta un extremo anterior cuadrado (Figs. 7 y 24), y apa
rece comg una estructura en forma de cufia, subyacente al nlcleo, que crece mas
en su extremo y forma un pico muy agudo (Figs. 29,30 y 31). E1 nicleo a su vez
forma una expansidn anterior subyacente al acrosoma. En el estadio 13 se pre-
senta un abrupto acortamiento de Ta longitud del espermdtide de cerca del 20%.
Los dngulos caudales asumen la forma del espermatozoide maduro, que se mantie-

ne durante 10% estadios 14 y 15; el espermatozoide abandona el tibulo seminife

ro en el estadio 16 ( 67 ), Fig. 31.
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Fig. 25 Representacidn esquematica de un espermdtide del estadfo 14 mostrando la

configuracién del Reticulo Endopldsmico Rugoso, (Clermont 1978). En Ay

B se muestra la conformacién del Reticulo Endopldsmico a nivel de la
vaina caudal. En ¢ y D se ilustra la configuracidén a nivel del flagelo,

(descripcién mds detallada en el texto).
o
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Polo caudal de un espermdtide en elon
gacidén. Se observa la fosa de implan-
tacién en la que los centriolos se -
disponen perpendicularmente uno al -
otro. Adyacente a ellos puede verse
una masa de material electrodenso co
rrespondiente al cuerpo cromatoide.
Se observan también los microtdbulos
del manchette.

(39, 000 X)

Esquema)que maestra) 1a formacidm del

cuello y pileza intermedia del esperma-

tozoide. Se obserwva el capitulum y una

de las columnas estriadas de la pieza
de conexidn. El centriole distal ha de
saparecido y el proximal esté dispuesto
perpendicularmente al eje del flagelo.
Las mitocondrias rodean la vaina fibro

-

sa de la pieza intermedia. Puede vcrse

también la envoltura nuclear redundante.

(Bloom y Fawcett 1972).

Figura No. 27
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E1 manchette cilindrico excluye las mitocondrias de la regidn del aparato
centriolar, base del flagelo, y del citoplasma gue rodea al canal flagelar; -
sin embargo en secciones transversas, caudales al niucleo, se observan tibulos
de Reticulo Endopldsmico Liso que corren paralelas por dentro y por fuera de -
la vaina, conectadas por finas anastomosis { 13 ), Fig. 25.

La formacion de la cola del espermatozoide sucede durante la fase Acroso-
mal tardia y la fase de Maduracibn. Inicialmente el flagelo consta de un com-
plejo axil filamentoso & axonema tipico cuyos microtibulos periféricos se con-
tintan con la pared del centriolo posterior, mientras que el centriolo ante--
rior ocupa una hendidura poco profunda en el polo posterior del nicleo, 1lama-
da Fosa de Implantacidon (Fig. 19). En ésta etapa los centriolos estdn rodeados

de una estructura anular fibrosa laxa que hacia la membrana nuclear se relacio
na con un pequeno anillo fibroso denso, el Anulo, presente en el sitio donde -
la membrana citopldsmica se refleja sobre el flagelo y adherido tan fuertemente
a ella como lo esta el anillo nuclear a la membrana celular suprayacente al -
acrosoma ( 5,101 ), Fig. 21 y 22.

Ulterijormente se forman 9 columnas segmentadas fibrosas, orientadas longi
tudinalmente que se unen entre si y a la base del nlcleo para formar la pieza
de conexidn ( 101 ), Figs. 26 y 27.

En sentido distal las nueve columnas segmentadas se unen a nueve fibras -
densas longitudinales que se desarrollan en la periferia de 103 dobletes del
axonema. Cierta controversia existe con respecto al destino del centriolo dis-
tal; mientras que Zamboni (1971p) indica que persiste en forma modificada, Faw-
cett (1978), sefala que desaparece al igual que el anillo laxo, una vez que la
pieza de Conexidn y las fibras externas son formadas. Para Zamboni (1971b),e1
centriolo proximal, dispuesto perpendicularmente al flagelo, podria actuar co-
mo un cuerpo basal de orientacidn dnica, centro de la motilidad especial del
flagelo del espermatozoide.

Las fibras densas externas comienzan a desarrollarse al tiempo que el flu
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Seccidén oblicua de un espermdtide en
elongacidn. El nGcleo es muy largo y
estrecho. En &sta seccidn ambos extre
mos tienen forma aguda. La cromatina
estd mas condensada en el centro del
nicleo. El contenido acrosomal presen
ta un aspecto estratificado. El cito-
plasma de la célula de Sertoli vecino
al acrosoma muestra mayor electroden-
sidad que el resto de €l. Los micro-
tiibulos del manchette aparecen en se
ccidn transversa.

(25, 000 X)

Figur a No. 28
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Seccidn longitudinal de un espermati-
de en elongacidn. Las caracteristicas
acrosomales y nucleares corresponden a
las descritas en la T'ig. anterior. La
seccidn permite apreciar el trayecto -
recto de los microtGbulos del manchette
que se exticnden desde el anillo pu--
cledr, caudalmente hasta mds alli del
cuello en formacidn.

(25, 600 X)

F i_g uy a HNo. 29




Espermdtide en maduracidn. El niicleo
| resenta forma alargada, la cromatina
se ve muy condensada. El extremo ante
rior del acrosoma presenta una proyec
cién aguda. Los grumos electrodensos
del citoplasma de la cé&lula de Serto-
1i aln se observan. El anillo nuclear
... ha desnlarado caudalmente al igual
que los microtiibulos del manchette -
que excluyen a lac mitocondrias de la
regidn periflagelar.

(15, 000 X)

Figura No. 30

Espermdtide en =longacién. La conden-

sacion de 1la ¢r wat ' na aa alcanz 41y su
pradc ndximo. Ll material a.roconcl e.
" ¢108 electrooerco <n la vecindad del
n“cleo. Los grumos densos del citoplas
ma de 1a ¢ ul. "= Sertoli con mis ec-
casos. Se .boe¢ova también la pieza de
conexidn y lce microtCbulos de la vai-
na caudal de disposicidn helicoidal.
(30, 000 %)

Figura MNo. 31
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Espermatide que sg encuentra enla,0iti

ma etapa de maduracidn. El nficleo y el
acrosoma tienen su aspecto definitivo;
el cuello y la pieza principal estdn -
también completamente desarrollados.

En la pieza intermedia, el filamento -

axial aparece rodeado por la vaina

fi-

brosa y la vaina mitocondrial,

limitada

caudalmente por el &nulo, que se encuen

-

tra en su posicidn definitiva. En

sec-
ciones transversas se aprecian la pieza
principal y la terminal. Se sefialan -
(flechas) porcicnes de citoplasma resi-
dual.

(3, 600 X) Figura

Espermdtide en maduracidén. La orien-

tacién del corte permite observar la

cabeza del espermdtide y el acrosoma.
Este (iltimo se extiende casi desde el
extremo caudal del néicleo por el dor-
so para formar una proyeccidn ante--

rior y aguda. En el extremo caudal se
observa la implantacidén del flagelo.

Las mitocondrias se disponen alrede-

dor de éste. La mayor parte del cito
plasma se localiza en la regidén cau-

dal.

(7, 000 %)

FiguraNo. 32
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jo citoplasmico hace que el canal flagelar aumente de longitud, mientras la -

distancia entre el anillo nuclear y el adnulo permanece constante ( 5 ).
f) Sintesis de Macromoléculas Durante la Espermatogénesis.

Muchos de los conocimientos sobre eventos macromoleculares se han deriva
do de estudios citoquimicos { 7 ). La Figura 34 relne los datos sobre sintesis
de macromoléculas en la espermatogénesis, que a continuacidn describimos.

Sintesis de DNA.- Estudios radioautogridficos usando timidina H3, en tes-

ticulos de ratdn ( 64 ), han detallado los eventos de sintesis de DNA, duran-
te la espermatogénesis, indicando que dicha siptesis se 1leva a cabo durante
el recambio y proliferacidn de espermatogonias asi como en espermatocitos pri
marios, donde sucede justo antes de ser visible la profase meidtica. No hay,
en cambio, sintesis de DNA en las etapas tardias de la espermatogénesis.

Igualmente ha sido determinado por Monesi (1962), el tiempo de duracidn
del periodo de sintesis de DNA en las células en que sucede: En espermatogo-
nias A1 a A4, que tienen un promedio de vida y de duracién de la etapa presin
tética muy semejante (de 27 a 30 hrs. y 10.5 hrs. respectivamente), el perio-
do de sintesis de DNA y el postduplicacional son muy variables.

En espermatogonias B la sintesis de DNA es muy larga, tiene una duracidn
de 14.5 hrs.; igual que en espermatogonias I donde es de 12.5 y en espermato-
gonias A4, en las que la sintesis de DNA dura 13 hrs.; en cambio es mucho mas
corta en espermatogonias A3, A2 y Al, en las que dura de 7 a 8 hrs.

E1 periodo postduplicacional es por el contrario corto en espermatogonias
B (4.5 hrs.), mds largo en las I (11 hrs.), y mucho mds largo en A3, AZ y Al -
(14 hrs.).

Sintesis de RNA y Proteinas.- Estudios radioautogréficos empleando uridi-

na H° y aminodcidos marcados, en testfculo de ratén ( 65 ), han proporcionado
informacién sobre la sintesis de RNA y proteinas en las células espermatogéni-

cas y de Sertoli.
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ratén (citado por Bruce y Meistrich 1972).
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En espermategonias la tasa de sintesis de RNA y proteinas es mucho mis -
alta en células que son ipmaduras es decir tipo A que en las maduras, tipo B,
lo cual posiblemente estd en relacidn a su grade de diferenciacidon y condensa
cidén de cromatina. La sintesis de proteifnas nucleares y citoplasmicas ocurre
en todas las etapas del ciclo y en la divisién celular, mientras que la sinte
sis de RNA se detiene en metafase y anafase.

Durante l1a Meiosis, la sintesis de RNA en relacidn con los autosomas ce-
sa ¢ falla para alcanzar niveles significativos durante la profase temprana -
{1eptoteno y zigoteno) asi como en la profase tardia (diacinésis), alcanzando
su pico maximo en Paquiteno mediano. En cambio, en relacion con los ¢cromoso-
mas sexuales que permanecen como un cuerpo heteropicnftico, no se sintetiza -
RNA y permanecen invariablemente sin marcar a través de la profase meidtica.
La sintesis de proteinas por el contrario, continia durante los periodos de
depresidn de sintesis de RNA y estd presente también en 1os cromosomas Sexua-
les.

Durante la espermiogénesis, la sintesis de RNA se detiene tempranamente.
Aunque en espermatides redondos la tasa de RNA sintetizado puede ser compara-
ble con la producida en los momentos mas activos de transcripcion de la meio-
sis ( 92 ).

E1 RNA producido durante la Meiosis desaparece del nicleo ya sea por rup
tura 6 transferencia al citoplasma, y hacia la espermiogénesis media ya no es
posible ver RNA en el nlcleo. En el citoplasma puede verse RNA escaso, del -
que ha sido sintetizado en la profase meidtica.

La sintesis de proteinas que se ve en los espermdtides de los estadios -
9 al 15, es probablemente sostenida por el RNA producido en 1a meiosis. Esta
sintesis resulta esencial para los marcados cambios morfoldgicos que tienen
Tugar durante esas etapas de la espermiogénesis. Muchas de las proteinas re-
queridas para el ensamblaje de los componentes de la cola son sintetizados -

durante la espermiogénesis, igualmente muchas enzimas que incluyen la fosfo-
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gliceratocinasa especifica de testiculo, la hexocinasa tipo espermatozoide, -
la hialuronidasa y la beta-galactosidasa, aparecen por primera vez durante la
espermiogénesis ( 92 ).

Existen evidencias de que un RNAm de "larga duracién", es sintetizado en
paquiteno y se conserva a través de la espermiogénesis hasta sus etapas mds -
tardias. Se ha especulado mucho sobre la posibilidad de que el cuerpo cromatoi
de, que aparece en paquiteno y es prominente en espermiogénesis temprana (76),
sirva de sitio de almacenamiento para ese RNAm de larga duracion. Estudios de
marcacién con uridina tritiada en espermdtides tempranos, sugieren que el RNAm
sintetizado en espermatocitos paquiténicos y espermdtides redondos, pudiera -
ser almacenado en el Cuerpo Cromatoide, aportando una fuente de RNAm para la
diferenciacifn celular post-meiética ( 76 ).

Sintesis de Proteinas Nucleares. Cambios Cromatinicos en Espermiogénesis.-

El niicleo de los espermdtides de los mamiferos, sufre profundos cambios morfo-
16gicos, los cuales ya hemos descrito, y ademds modificaciones bjoquimicas que
involucran a la cromatina, cambios que son claramente adjudicables al proceso
de citodiferenciacibn, y que ocurren con un contenido constante de DNA y sin -
actividad transcripcional (citado por Redi 1983).

La transicidon estructural de la cromatina, a una estructura altamente con
densada, se acompafia de profundos cambios en la composicién de las protefnas -
basicas nucleares. Durante el proceso de maduracién del espermatozoide, la for
macidn de puentes disulfuro entre los grupos tioles de Tas proteinas nucleares
y la eliminacién de RNA del nicleo sucede concomitantemente ( 81 ).

A nivel testicular,es particularmente notable la substitucién de histonas
ricas en Lisina por histonas ricas en arginina, con la aparicidn de proteinas
nucleares basicas especificas de testfculo ( 44 ). Estas proteinas nucleares,
las Protaminas, comienzan a sintetizarse en el estadio 12 de la espermiogéne-
sis; la substitucidn de histonas por protaminas, causa una condensacidn extre-

ma del genoma paterno ( 7,61 ).
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B.- Alteraciones Producidas en la Espermatogénesis del Ratdn por Agentes Ffi-

sicos y Quimicos.

Ademds de 1o descrito en la introduccién, con respecto a la induccidn de
anomalfas morfoldgicas de espermatozoides de ratdon, como prueba carcinogénica
el conocimiento acerca de la sensibilidad de las células espermatogénicas a -
la accidn de agentes mutagénicos fisicos y quimicos, determina la existencia
de una abundante literatura acerca de &ste tema. En esta seccin se expondrédn
separadamente las alteraciones producidas en espermatozoides y las producidas
en células espermatogénicas; en éste Gltimo caso se describirdn estudios de -
tipo citogenético asi como estudios morfolégicos con microscopia de luz y elec

tronica.

a).- Alteraciones en Espermatozoides.

Desde hace tiempo se ha indicado que tanto en el ratdén como en el hombre,
cierto porcentaje de espermatozoides muestra una morfologia anormal. La fre-
cuencia de anormalidades y el tipo de ellas, puede variar en diferentes cepas,
pero se mantiene constante para una cepa en particular. Se ha sugerido que 10s
tipos y frecuencias estdn bajo control genético (citado por Soares 1979).

Bruce y cols, (1974), cbservaron que la radiacién jonizante, a dosis ba-
Jas de 30 rads, aumenta la frecuencia de espermatozoides morfolégicamente anor
males, que se extiende por varias semanas, y propusieron que el estudio de las
anormalidades de los espermatozoides, podria ser usada como una prueba de muta
genicidad en mamiferos.

La induccion de alteraciones morfoldgicas en espermatozoides de ratdn ha
sido reportada por muchos investigadores ( 8,9,90,95,97,98,103 ), como prueba
del potencial mutagénico de agentes quimicos y radiaciones. Sin embargo, es -
“conveniente considerar los reportes hechos de incrementos en espermatozoides
anormales por hipertermia ( 58 ) y restricciones dietarias ( 46 ).

Agentes de conocida accidn mutagénica, teratogénica y carcinogénica, pro
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ducen una elevacidn en el porcentaje de formas anormales de espermatozoides -
(97), los cuales son presentados en la figura 35 . La induccibn de mutacio--
nes por radiacidn, que afectan la morfologia del espermatozoide, ha sido evi
denciada recientemente por Hugenholtz (1983).

La forma en que se inducen éstas anomalias aun no es clara, se han adju-
dicado a aberraciones cromosomales, aunque la blisqueda de translocaciones in-
dican que ésto es poco probable { 8 ); parece ser mas factible que 10s cambios
puedan deberse a alteraciones en 1os genes responsables de la espermatogénesis
( 97 ). También es factible que se induscan cambios en la expresi6n génica du
rante la transcripcién 6 el translado de 1a informacidn genética.

Sin embargo aun en ausencia de un claro entendimiento del mecanismo de -
induccidén de ancmalias morfolégicas de espermatozoides, ésta prueba ha resul-
tado ser de gran valor en 1a blsqueda de agentes que pudieran ser de efecto -
deletéreo para el hombre; ya que los gametos masculinos pueden ser examinados
rapidamente, en forma reproducible y en gran ndmero { 97 ).

E1 tiempo de aparicidn de las formas anormales de espermatozoides puede
ser indicativa de la etapa de la espermatogénesis 0 las células espermatogé--
nicas que son afectadas por el agente administrado. E1 Thiram (sulfuro de bis-
dimetil-tioxil-carbamoil), un agente fungicida, produce elevaciones del porcen
taje de espermatozoides anormates, 5 semanas después de la administracion del
toxico, indicando ésto que el dafio ha ocurrido en etapa premidtica, es decir -
en espermatogonias tardias 0 espermatocitos tempranos ( 103 ).

Aunque se ha sugerido por otros autores que muchos mutdgenos probados dan
lugar a incrementos de espermatozoides anormales a partir de espermatogonias -
tratadas, como es el caso de la Mitomicina C, ( 95 ), las anormaiidades en es-
permatozoides inducidas por agentes mutagénicos, son mds relevantes 5 semanas
después de la exposicion ( 97 ). Por otra parte la exposicién a mutdgenos du-
rante la espermatogénesis tardia (espermatide}, no parece conducir a ningln -

incremerito substancial en anomalias de espermatozoides ( 98 ).
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Fig., No. 35 Agentes quimicos que producen alteraciones morfo-
ldgicas en espermatozoides de ratdn.

(citados por Wyrobeck 1975).

Actividad Reportada:

Agente Quimico Mutagénica Teratogénica Carcinogénica
Actiomicina D + + +
Aminopterina + +
Benzo (2} pirenc + +
Colchicina + + +
Ciclcfosfamida + + +
Diclorvds + + +
Dietilestilbestrol +
Etilmetano Sulfonato + + +
Griseofulvina +

Hidroxiurea i i
Inmurén + +
5-Iodo-de-oxiuridina + +
Metil-colantreno + + +
Metil-metano-sulfonato + + +
Metepa + + +
Mitomicina C + + +

Myleran + * +
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Un aspecto mds importante sobre la induccidn de anomalias morfoldgicas -
en espermatozoides de ratdon, es el hecho de que éstas anomalias pueden ser -
heredables, ya que la progenie F1 y F2, de ratones tratados para inducir es--
permatozoides anormales, presentan incrementos de éstos ( 37,95 ); ésto con--
firma el hecho de que las frecuencias aumentadas de espermatozoides aberrantes,
es indicativa de mutagénesis ( 90 ) y que la prueba puede ser de utilidad para
la identificacion de compuestos que causen dano genético transmisible en mami-
feros ( 95 ).

A éste respecto, estudios citogenéticos indican que la forma del esperma-
tozoide es altamente heredable; que 1a fraccion de espermatozoides anormales -
estd controlada por una multitud de factores autosdmicos y que probablemente -
involucre a los cromosomas sexuales { 98 ).

E1l estudio de las formas anormales de espermatozoides ha sido hecho en -
frotis & extensiones del contenido del epididimo y conducto deferente de los
ratones trata&os, tefiidos con Eosina y examinados a 400 X ( 97 ). La mayorfia
de las alteraciones descritas por éste método corresponden a alteraciones de
la forma de la cabeza del] espermatozoide, entre las que se describen formas -
sin gancho, cabezas con forma de pldtano, cabezas amorfas, formas plegadas y
formas con doble flagelo, las cuales se presentan en la figura 36. Detalles -
mas finos 0 bien estudios ultraestructurales de estas formas andmalas de es--

permatozoides no han sido presentadas en la literatura.

Recientemente se ha propuesto otro método cuantitativo que determina la
produccidon de espermatozoides anormales para la evaluacidn téxica de agentes
contaminantes ( 11 ) basado en 1a obtencidn de espermatozoides testiculares -
por sonicacidn y para completar estudios histopatoldgicos del tracto reproduc
tor; ésta técnica ha sido propuesta para detectar efectos sutiles tales como
oligospermia en ausencia de lesiones histopatolodgicas.

El-estudio morfoldgico de los espermatozoides para la evaluacidn del --

efecto genotdxico de agentes quimicos, puede ser complementado con otros da-
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tos fenotipicos del espermatozoide como 1o son la motilidad, el ndmero de es-
permatozoides producidos y la actividad proteolitica acrosomal ( 26,27 ). Es-
tos tres pardmetros se ven afectados cuando el tratamiento con agentes mutagé
nicos (Mitomicina C), es dado a nivel del espermatocitos preleptoténicos y es
permatogonias. En cambio no se producen a consecuencia del tratamiento de es-
permidtides y espermatozoides ( 27 ). Se ha reportado disminucién de la motili-
dad de Tos espermatozoides a consecuencia de la administracién también de tera

tégenos ( 26 ).
b) Alteraciones en Células Espermatogénicas.

La blisqueda de modelos experimentales apropiados en los que el potencial
mutagénico de substancias quimicas pueda ser medido, ha conducido a la utiliza
cidon de las células gonadales de mamiferos. E1 estudio de los gametos se ha -
complementado con estudios citogenéticos en las células espermatogénicas del
epitelio germinal en ratones, donde los cambios cromosdmicos pueden ser deter-
minados directamente ( 79 ). Los quimicos y las radiaciones producen en general
muerte de las células germinales, esterilidad temprana, mutaciones y rupturas-
cromosémicas ( 72 ).

La importancia de alteraciones cromosdmicas en espermatogonias, ha sido
reconocida en vista de que las espermatogonias constituyen la poblacidn celu-
lar permanente del testiculo y el dano genético inducido en ésta etapa, puede
ser de gran significado (19,59 y 88).

Se ha reportado que la administracidn de Mitomicina C a dosis de 5 mg/Kg.
de peso produce rupturas en la cromatina pericentromérica de espermatogonias -
en divisidn, asi como recambio de cromatides hermanas; igualmente Ciclofosfa-
mida, una droga antineoplasica, produce elevaciones del porcentaje de formas
anormales de espermatozoides ( 97 ), y citogenéticamente se ha comprobado que
produce rupturas cromosOmicas en espermatogonias I y B, ademds de falta de --

disyunciéh en diacinesis con aparicidn de univalentes (1.74,79). Un agente --
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antineopldsico,el sulfuro de tris (2 metil-1 aziridil) fosfina 6 THIOTEPA, -
produce translocaciones en espermatocitos primarios.

E1 dafio genético y somdtico inducido por agentes quimicos muestra especi
ficidad y es selectivo para diferentes etapas de las células germinales mascu
linas { 71 ). En la figura 37 , se resumen los cambios inducidos por diversos
agentes quimicos, reportados en la literatura, y el tipo de célula espermato-
génica especifica que afectan. Cabe destacar entre ellos el Etilmetanosulfona
to, por ser el agente quimico que utilizamos en nuestro estudio, el cual como
se indica, produce mutaciones letales dominantes en espermatides y espermato-
zoides asi como mutaciones especificas de locus, en estadios postgoniales, y
translocaciones en 8sta misma etapa ( 57 ).

Cambios testiculares en ratones expuestos a radiacifn jonizante (1000 -
rads), y a agentes mutagénicos (Mitomicina C a dosis de 5 mg/Kg de peso), han
sido reportados desde hace tiempo ( 31,53 ). Ambos agentes tienen efectos si-
milares: disminucidn del peso testicular, disminucidn de espermatogonias hasta
un 10%, de 7 a 14 dias después del tratamiento; disminucion de espermatocitos
14 a 28 dias después y de espermdtides a Tos 35 dias. Estos cambios son produ
cidos por muerte de las espermatogonias, con desaparicidn de espermatocitos y
espermidtides, por falta de substitucidn por parte de las espermatogonias en -
las que la sintesis de DNA estd deprimida.

Como se ha podido observar en lo presentado hasta el momento, el aspecto
morfoldgico de los dafios inducidos por agentes fisicos 6 quimicos en el epite
1io seminiferc y sobre las células espermatogénicas en particular, ha sido --
tratado muy someramente en la bibliografia disponible al respecto, y de hecho,
pocos estudios se han referido a los cambios estructurales que suceden en la -
espermatogénesis a consecuencia de agentes mutagénicos.

Parvinen (1979a) reporta los efectos tempranos de la Procarbazina, en --
segmentos-de tdbulos seminiferos danados, analizados con microscopia de contras

te de fase. Las alteraciones tempranas se vieron en espermatocitos zigoténicos
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Fig. 37 Efecto de agentes quimicos sobre las células espermatogénicas en roedores, rencrtila en lu

(1,9,26,27,31,53,54,57,63,71,72,74,75,79,87,88,97 y 1,3)

grafia por varios autores.

(a) En Espermatogonias; (b) En Espermatocitos; (¢) En Espermatides; (d) En Espermatozoidc .
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(contingacién Fig. 37}
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Propilmetanosulfonato

Trietilenmelamina

Sulfuro de tris(2 metil-1 aziridil)-fosfina

Sulfuro de(Bis-dimetil-tioxil-carbamoil)
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.y medios paquiténicos, especialmente en sus cromosomas. A dosis altas la Pro-
carbazina produjo dafio también en espermatides redondos, y retardo en 12 es--
permiacidn probablemente a consecuencia de accidn primaria a nivel de la célu
1a de Sertoli.

Un estudio sobre 1a morfolagia testicular en casos de atrofia inducida -
por quimicos no relacionados entre si (Acido ftdlico, Oxido de etileno, Hexa-
fluoroacetona y acrilamida), proporciona mds detalles sobre los cambjos histo
patol6gicos, sehalando 1a aparicidn de tdbulos atrdéficos, con disminucidn del
didmetro y deplecidn del epitelio germinal, donde los espermatides en madura-
cion fueron los méds dafiados, y con la aparicion de células gigantes multinu--
cleadas ocasionalmente; en tlbulos mds severamente dafiados 10s espermatozoides
y espermatides desaparecieron, y el epitelio germinal comprendia sdlo una capa
delgada de espermatocitos y espermatogonias 6 bien s6lo una capa de espermato~
gonias y células de Sertoli; éstas al igual que las células de Leydig, no mos
traron alteraciones. Tlibulos menos dafiados presentaron degeneracidn de esper-
matides en maduracidn y numerosos gldébulos eosindfilos que contienen espermd-
tides maduros picndticos; ya que las espermatogonias no presentaban cambios -
degenerativos ni necrdticos, la atrofia testicular producida por éstos agentes
quimicos se considera reversible ( 33 ).

En nuestra busqueda de alteraciones ultraestructurales en células esper-
matogénicas a consecuencia del tratamiento con agentes fisicos 6 quimicos, So
lamente encontramos las alteraciones histolégicas y ultraestructurales en tes
ticulos de rata sometidos a jnhalacidn crdnica de adelgazador de pinturas (60);
dicho estudio sefala la pérdida de peso testicular y del tejide adiposo vecino,
disminucidn en la cuenta de espermatozoides en suspensidn y en cortes de testfy
culo, retraccidn y vacuolizacidn del citoplasma de las células espermatogéni--
cas en el estudio con microscopia de Tuz y la aparicidn de granulos electroden
s0s, vacuolas abundantes e irregulares de contenido electrodenso y mitocondrias

dispersas, en espermatogonias, espermatocitos y espermdtides, a nivel ultraes-
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tructural. Igualmente con microscopia electrénica se observaron abundantes es
permdtides inmaduros y anormales de localizacién anormal. Las anomalias encon
tradas en los espermdtides se Tocalizaron sobre todo a nivel del acrosoma. En
células de Sertoli se observaron retraccién y disminucidn del tamafo, aumento

en el nidmero de 11sosomas, vacuolas de material electrodenso y cuerpos mult

vesiculares.

1020127848
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I1T1. MATERIAL Y METODQS

Se utilizé como material bioldgico, 24 ratones machos de genotipo hibri
do (C57 BL X C3H) F1, de 8 a 12 semanas de edad. La seleccidén de ésta cepa -
de animales se bas® en reportes previos de la literatura, que la sefialan co-
mo una de las mejores para éste tipo de ensayos por presentar un porcentaje
muy bajo de anomalfas morfolégicas de espermatozoides. Los ratones fueron ob
tenidos de Charles River, Breeding Laboratories Inc.

Para 1a induccién de anomalias morfoldgicas en espermatozoides se em--
pled una agente mutagénico: E1 etilmetanosulfonato (de Sigma Che. Co.), el
cudl ha sido reportado junto con el metilmetanosulfonato como quimicos de -
una potente accidn sobre laforma del espermatozoide ( 97 ).

Se 1levaron a cabo dos experimentos similares, en cada uno de los cudles
se formaron cuatro grupos de 3 ratones cada uno. E1 etilmetanosulfonato se ad
ministrd por via intraperitoneal a dosis de 200 mg/Kg. de peso, diariamente,
durante 5 dias consecutivos. Uno de los grupos fué usadoe como control, inyec
tandosele unicamente el vehiculoy 0.3 ml. de agua tridestilada.

Después de la administracion del etilmetanosulfonato, los ratones se man
tuvieron en cuarto a temperatura de 25°C, con ciclos controlados de luz-obscu
ridad, y alimentados con Purina Lab. Chow.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical; el primer gru
po de ratones se sacrificé 3 semanas después de la (1tima inyeccidn de etil-
metanosulfoanto; el segundo grupo y el grupo control se sacrificaron a las 4
semanas y el tercer grupo a las 5 semanas; de ésta forma se cubrid toda la -
duracidn del ciclo del Epitelio Seminifero, reportada por Oakberg (1957) co-

mo de 35 dias.

Una vez sacrificados 1os ratones, se disecaron; testiculeos, epididimos
y conductos deferentes.

Los epididimos y conductos deferentes, de cada ratén, se fragmentaron -
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con tijeras y pinzas y se suspendieron en 0.6 ml. de solucidn amortiguadora de
fosfatos, 0.2 molar, de pH 7.3. La suspensidn se filtrdé dos veces, con rejillas
de 200 mesh para eliminar fragmentos de tejidos, y se hicieron con ella 10 fro
tis 0 extensiones, los cudles se trataron de la siguiente manera:
1) Secado al aire por 12 horas.
2) Fijacidén en una soluci6n de: Metanol absoluto 85%
Formaldehido 10%
Acido acético 5%
durante una hora.
3) Lavado en agua (10 inmersiones).
4) Tincion con Eosina "Y" acuosa al 5%, por una hora.
5) Secado a temperatura ambiente por 24 horas.
6) Lavado en Etanol para retirar el exceso de colorante.
7) Secado al aire.

Las laminillas se analizaron con microscopio de luz (Zeiss K7) a 600 X,

y en cada una de ellas, se contaron 100 espermatozoides para establecer el --
porcentaje de anomalias morfologicas.

De 1os testiculos disecados en cada ratén, uno de ellos se fijé en Liqui
do de Zenker por 12 horas, después de incidir la albuginea; se lavd con agua
corriente por 24 horas, y se deshidratd con cambios de alcohol en grados as-
cendentes, para incluirse en parafina por los métodos convencionales.

Del otro testiculo se obtuvieron fragmentos de 1 a 2 mm. de espesor, gque
se fijaron de inmediato por el método recomendado por Hayat (1972), para el -
estudio ultramicroscépico de espermatides.

Las soluciones empleadas y el método se detallan a continuacién:

Solucidn A. Glutaraldehido al 25% 25 ml.
Buffer de cacodilatos 0.1 M, pH 7.2 75 ml.
Solucidn B. Sacarosa 7.5 grs,

Buffer de cacodilatos 0.1 M. pH 7.2 100 ml.
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Solucidn C. Dicromato de Potasio al 5% 16 ml.
Hidroxido de Potasio 2.5 N. 2 ml,
Agua destilada 2 mi.
Buffer de cacodilatos 0.1 M. pH 7.2 20 mi.
Solucidn D. Tetradxido de Osmio 1 grs.,
Buffer de cacodilatos 0.1 M. 100 wmi,
Sacarosa A4 M,
METODO:

1.- Fijar piezas pequefas de testiculos en la sol. A por 1 hora a 4°C.
2.- Lavar y gquardar los especimenes en la Sol. B por 30 hrs. a 4°C.
3.- Pasar a la Solucidén C por 30 minutos a 4°C.

4.- Lavar en la solucidon B y post-fijar en la solucion D por 80 minutos a 4°C.

Una vez fijados 1os fragmentos de tejidos, se lavaron con la solucién B,
se deshidrataron e incluyeron en Epoxiresina LX112, por la técnica habitual-
N3

E1 tejido testicular incluide en parafina se utilizé para estudio histol§
gico con microscopia de luz, para lo cudl se obtuvieron secciones de 3 micras
de groser, que fueron tratadas con solucidn Yodo-yodurada de Lugol, para evi-
tar precipitados de cloruro mercirico componente del 1iquido de Zenker., LoOs -
cortes se tifieron por los métodos de Hematoxilina y Eosina, reaccion de Schiff
y método de Gomori para fibras reticulares ( 56 ).

El G1timo de éstos métodos, se utilizé en vista de que demuestra en forma
rdpida y exacta informacidn sobre la organizacidn del tdbulo seminifero y aso-
ciaciones celulares, caracteristicas de cada etapa del ciclo del epitelio semi
nifero.

Se estudiaron 3 lTaminillas con secciones seriadas del tejido de cada ra-
ton, es decir 9 laminillas por grupo y un total de 72 en los dos experimentos.

Por otra parte del tejido incluido en LX112 se hicieron cortes de .25 mi-

cras de grosor, que se tifieron con Azul de Toluidina y cortes de 900 amstrongs
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obtenidos con cuchilla de diamante, en el ultramicrotomo Sorvall MT-1, que se
tifieron con citrato de plome y acetato de uranilo ( 35 ).

Los cortes del tejido incluido en Parafina, asi como los de .25 micras -
de grosor se estudiaron en Microscopio Zeiss K7. E) estudio de Microscopfa --
Electrénica se 1levé a cabo con microscopio electrénico de transmisidn Zeiss
EM 109; de las dreas mds representativas se tomaron fotografias con pelicula

Agfa-Pan Profesional que se ampliaron e imprimieron en papel Kodabromide. F3.
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Iv.-RESULTADOS.

A.- Induccidon de alteraciones en la forma del espermatozoide de ratén por Etil

metanosulfonato. (EMS).

En una etapa preliminar a nuestro estudio, se establecieron los porcenta-
jes de formas anormales de espermatozoides y el tipo de anomalias para la cepa
de ratones utilizada en éste estudio y las cepas progenitoras.

En 1a cepa C57BL/6n se presentaron 10.65% de espermatozoides de forma --
anormal; en C3H el porcentaje fué de 11.6 y para 1a cepa hibrida (C57BL X C3H)
F1 fué de 1.65. Esta notable disminucion en el porcentaje de espermatozoides -
de forma anormal, resultd muy propicia para la deteccidon del efecto del EMS a
éste nivel.

Las alteraciones morfolégicas encontradas se clasificaron en cuatro gru-
pos, que se ilustran en la figura 38, y corresponden a defectos del gancho, -
formas filamentosas, formas con doble cabeza & doble cola y espermatozoides -
amorfos. Hubo diferencias en cuanto al tipo de alteracion morfoldgica prevale
ciente, siendo para C57BL mas frecuente el tipo amorfo, para C3H la forma fi-
lamentosa y para el hibrido (C57BL X C3H)F1, el tipo amorfo y los defectos del
gancho. Los porcentajes correspondientes se presentan en 1a figura 39.

No se observaron efectos tdxicos en los ratones a consecuencia de 1a admi
nistracion del EMS a las dosis indicadas, ya que siguieron comiendo y bebiendo
normaimente, aunque se vid disminucion de la actividad fisica en los dias si-
guientes al tratamiento e irritacién en el sitio de la inyeccidn. No se regis
trd muerte de los animales en ninguno de 10s experimentos.

Se produjo en general wuna elevacion en el porcentaje de formas anormales
en los ratones tratados con el agente mutagénico, que no se observd en los ra
tones del grupo control a Tos que solo se les administrd agua tridestilada.

Se presentaron diferencias en 10s incrementos detectados a 3,4 y 5 sema-
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Fig. 38 Formas anormales de espermatozoides inducidas por EMS en ¢l raton.

NORMAYL DEFECTO DEL GANCHO AMORFO FILAMENTOSO BICEFALD




FIG, 39

INDUCCION DE ALTERACIONES EN LA FORMA DE ESPERMATOZOIDES DE RATON POR EMS.

3
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nas del tratamiento, 1o mismo que en el tipo de alteraciones mas frecuentes.
La maxima elevacién en el porcentaje de formas anormales se observé a las cua
tro semanas del tratamiento, encontrdndose 12.35% de formas anormales de es--
permatozoides y fueron mas comunes 1as formas filamentosas y los espermatozoi
des amorfos tanto a 1las 3 como a las 4 semanas, mientras que a las 5 se vie-
ron mds los defectos del gancho. Los porcentajes correspondientes se presen--
tan en la figura 40, en el que puede apreciarse que los resultados del segundo
experimento son ¢onsistentes con los del primero. La prueba estadistica aplica
da indica que existe un 95% de grado de confiabilidad para los resultados de -

éste ensayo (figura 40).

B.~ Alteraciones presentadas en el epitelio seminifero de ratones tratados con
EMS.

E1 estudio morfoldgico de 1as alteraciones producidas en el epitelio se-
minifero de ratones tratados con el agente mutagénico, fué realizado sobre tg
do en cortes histolégicos de 3 micras de grosor en los que un gran nimero de -
tibulos seminiferos pudo ser estudiado comparativamente. Aunque 1o0s cortes de
.25 micras de grosor del tejido incluido en resipna LX112, ofrecen una mejor re
solucidn, su desventaja fué que 5610 unos pocos tibulos pudieran analizarse com
parativamente en un corte; sin embargo fueron de utilidad para corroborar y de
tallar 10s hallazgos hechos en cortes de 3 micras, para la localizacién de es-
permdtides anormales y en la seleccidn de dreas con dafio minimo para el estudio

ultraestructural,

OBSERVACIONES GENERALES, -

Aunque el tamafo y el peso testicular no fueron precisados en éste estu-
dio, no se apreciaron hipotrofia 0 atrofia testicular en las secciones histo-

16gicas. La albuginea aparecié integra, asi como los tabiques de tejide conec
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Fig. 40 Determinacidn estadistica del grado de confiabilidad

de los resultados.

N it (donde)

cte, = 1.96 X 2

% de formas normales

% de formas anormales

oo
[]

= % de significacién
(100% - % de Significacidén = Grado de Confiabilidad),.

De nuestros datos:

(22) (P) Q)

(5%
(4) (94.5) (6.2)

25

N= 93.7 (nGmeroc de células que deben
contarse para obtener un gra
do de confiabilidad de 95%
en nuestros resultados).

Fig. u1 Porcentaje de tlbulos alterados por el EMS

Tiempo de % de tibulos % de Tibulos % de tdbulos Total

sacrificio con dafio con dafio con dafico de tibulos
leve. moderado severo lesionados.

3 semanas 23 30 ) = 58%

4 semanas 32 40 9 = B1%

5 semanas 28 14 12 = 54%
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tivo intersticial, vasos sanguineos y células de Leydig. Comparados con 10s -
controles, los tibulos seminiferos mostraron mayor fragilidad apareciendo con
frecuencia distorsionados a causa del efecto mecanico del procesamiento.

El dafio tubular fué muy evidente aunque no uniforme, encontrindose tibu-
los de apariencia normal y otros con diferente grado de lesidn. Para facilitar
ésta descripcidn los tidbulos lesionados se clasificaron de la siguiente manera:
a) Lesidn tubular leve.- En tidbulos con membrana basal Tntegra, y en los que -
fattan células en pequefias areas y la organizacién es de aspecto normal, asi -
como la tincion general del tlbulo,

b) Lesion tubular moderada.- Cuando la membrana basal aparece fntegra pero el
epitelio se ve afectado con disminucidn de la celularidad y pérdida del orde-
namiento normal de las células; la tincidn general del tibulo se ve disminuida
y la fragilidad de) epitelio es mayor. (Figs, 43,45 y 46).

¢) Lesibn tubular severa.- La membrana basal sigue siendo normal aunque por -
la mayor fragilidad de los tdbulos con frecuencia se observan rupturas en ella;
el tibulo se ve francamente alterado, el epitelic se reduce a una 6 dos capas
de células & bien falta por completo, por 1o que la tincidn general es pdlida.

(Fig. 47).

PORCENTAJE DE TUBULOS LESIONADOS.

Un recuento de los tibulos dahados nos permitid determinar que el grado
de lesidén varid segin el diferente tiempo transcurrido después de la adminis-
tracidn del EMS. A las treslsemanas el 58% de los tiabulos presentaron dano, la
mayor parte de ellos moderado a leve y sélo el 5% mostrd daiio marcado; a las
cuatro semanas el daio fué mds extenso, el 81i% de los tibulos presentaron le-
sién, 40% dano moderado y 9% mostraron dafo marcado; a las cincc semanas 44-
de los tdbulos presentaron lesidn, 28% con dano Teve y 12% con lesidn marcada,

Estos datos se presentaron en la Fig. 41, Los cambios producidos a nivel de -
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cada tipo celular en el tibulo seminifero, se describirdn a continuacién, sefa

lando a fa vez las observaciones hechas con microscopia electrdnica.

ALTERACIONES EN ESPERMATOGONIAS.

Los cambios producidos en espermatogonias fueron minimos y éste parece -
ser el tipo celular menos afectado de las células espermatogénicas.
a) Nimero.- Hubo disminucién en el nimero de espermatogonias ostensible sobre
todo en tdbulos de dafio moderado a severo en éstos Ultimos algunas zonas apa-
recian desprovistas de espermatogonias (Fig. 43). En los ratones sacrificados
a las tres semanas, la disminucidon fué poco marcada y visible en las primeras
etapas del ciclo del epitelio seminifero. A las cuatro semanas la falta de es
permatogonias se observd por igual en las primeras y las {iltimas etapas del -
ciclo, mientras que a las cinco semanas la disminucion de espermatogonias se
notd mas en las dltimas etapas del ciclo del epitelio seminifero.
b) Mitosis.- Salvo en las etapas IX a XII, se vieron pocas espermatogonias en
division, S6lo ocasionalmente se vieron células de éste tipo en degeneracion,
y especificamente en tubulos con dafo leve.
c) Localizacién.- En éste aspecto no se observaron cambios, ya que las esper-
matogonias permanecieron siempre en el compartimiento basal del epitelio semi
nifero.
d) Morfologia.~ No se detectaron cambios morfoldgicos a nivel de microscopia

de luz y electrdnica.

CAMBIOS EN ESPERMATOCITOS.

Este fué uno de los tipos celulares mas danados, encontrdndose cambios -
sobre todo en espermatocitos paquitenicos medianos y tardios. No se observaron
cambios en zigoteno, y se vieron pocos espermatocitos primarios en diploteno y

diacinesis asi como espermatocitos secundarios. Los cambigs observados en es-



Tdbulos seminiferos normales del gru
po control. El tGbulo superior mues-
tra una asociacidn celular correspon
diente a la etapa III del ciclo del -
epitelio seminifero. La pared del td
bulo muestra espermatogonias B, célu
las de Sertoli, espermatocitos paqui
ténicos, espermitides redondos y es-
permd*ides 13. L1 tdbulo inferior pre
senta una asociacién celular compati-
ble con la etapa V del ciclo del epi-

telio seminifero. Objetivo 40 X.
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Dos tlibulos seminiferos de las etapas
III y IV que presentan lesiones de gra
do moderado a consecuencia de la admi-
nistracién de IMS. En ambos tdbulos se
observa una notable disminucidn de la
poblacidén celular a expensas Je las cé
lulas espermato-~@nicas. Li disminucidn
es marcadd «n cuanto 1 espermdtogonias
Yy espermatocitos primarios. El niimero
de espermdtiies tempranos es tambidn -
mucho menor. (compirese con la foto-

grafia anterior). Objetivo 40 X.

' gura No, 43
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permatocitos paquiténicos fueron los siguientes:

a) Nimero.- Se observd una disminucién de éstas células en todas las etapas -

del ciclo del epitelio seminifero, adn en tibulos con dano leve, donde falta-

ban espermatocitos en pequefios segmentos, dejando huecos en los sitios corres

pondientes. Las dreas afectadas por éste cambio fueron mayores en tibulos de

dafio moderado, y en los de lesidn severa, en los que 1legaron a desaparecer -

por completo en grandes areas.

b) Localizacidn.- En tdbulos con'lesién leve no se observaron cambios en el -

acomoao normal de las células, que se presentaron acompafando a los defectos

en el namero de las células, encontrdndose espermatocitos aln en la luz del -

tibulo seminifero,

c) Morfologia.- Se presentaron cambios nucleares y citoplasmdticos que indican

lesidn celular severa gue culmindé con muerte y desaparicidn de muchos esperma-
|

tocitos. Estqs cambios se observaron aln en tibulos con dafio leve, y en todas

las etapas del ciclo del epitelio seminifero, y no se observaron diferencias

a intervalos distintos de exposicidon al EMS.

Con microscopia de luz el citoplasma presentd un aspecto filamentoso y -
disgregado; que en secciones de .25 micras fué mds evidente, apreciandose -
ademds pérdida de las granulaciones propias del citoplasma asi como desapari-
cidn de la membrana nuclear y plasmatica. (Fig. 47).

En tibulos con daho leve éstos cambios fueron segmentarios observdndose
espermatocitos con diverso grado de lesidn alternando con espermatocitos de -
aspecto normal. En tdbulos con lesién moderada a marcada el dafo fué mas ex-
tenso y la totalidad de los espermatocitos mostraron éstos cambios.

Con microscopia electrdnica se vieron espermatocitos con francos signos
de muerte celular: desaparicidn de organelos y membranas; otros espermatocitos
no mostraron ningin cambio ultraestructural. En el nicleo, coincidiendo con -
éstos cambios citopldsmicos, se observd caridlisis; apareciendo con microsco-

pia de luz mal delimitados. Se observé disolucidn de la cromatina hasta desa-
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Tibulo seminifero normal, del grupo
control, correspondiente a la etapa
V 6 VI de ciclo del epitelio semini
fero. La pared del tGbulo aparece -
constituida por espermatogonias, es
permatocitos paquiténicos, espermdti
des poligonales y una generacidn mis
avanzada de espermatides del estadio
15 de la espermiogénesis. Observese

la gran cantidad de colas que ocupan

~la luz del tidbulo seminifero.Objeti-
e
: vo 40 X.

“®

t‘_‘
F; Figura HNo, b
&

.
Microfotografia que muestra varios ti .‘ﬂF
bulos seminiferos en los que el dafio  ®4%"°.° 3
producido por el EMS es evidente. El
tibuleo sefialaic (flecha), aparece en
seccidn longitudinal, lo que permite
observar la extensidn del dafio. La dis
minucidn de cofein.togonias y esjerma- o

tocitos es muy miarcadl; pocas colas de » 2

espermatides avanzados se ven en la luz ™ .
de éste tbulo. (Comrdresc con la }Vig.

anterior). Objetivo 25 X,

Ficura No.u5
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parecer por completo. la desaparicidon de la envoltura nuclear fué confirmada

con microscopia electronica.

CAMBIOS ESPERMATIDES.

Con microscopia de luz se detectaron facilmente cambios en espermdtides
tempranos y algunas formas anormales de espermdtides avanzados pudieron obser
varse en cortes de .25 micras.

a) Nimero.- Se observd claramente disminucién en el niimero de espermdtides en
todas las etapas del ciclo del epitelio seminifero poco notable en tlbulos de
dafio leve, pero francamente evidente en tibulos de lesidn moderada a severa,
en algunos de los cuales los espermdtides desaparecieron por completo. Los -
espermdtides faltantes correspondieron en su mayor parte a la Fase de Golgi y
de Casquete; la falta de éstas células did un aspecto desorganizado al epite-
lio seminifero. Estos cambios numéricos fueron mds evidentes a las 4 y 5 se-
manas después de la administraqion del EMS, cuando se observd alin en tibulos
con dafio leve,

b) Localizacién.- En tlbulos de dafio moderado la falta de espermatocitos oca
siond una separacidon aparente entre 10s compartimientos basal y adluminal; se
observaron espermatides tempranos en sitios anormales, como la luz del tibu
l1o seminifero, y ramilletes de espermdtides se observaron desprendidos del -
epitelio. Estos cambios se presentaron siempre acompafando a la disminucidn
de la pob]acién'de espermdtides y espermatocitos.

c) Morfologfa.- En espermdtide en Fase de Golgi y de Casquete {redondos y po
ligonales), se observaron cambios concordantes con muerte de las células, se
mejantes a los vistos en espermatocitos paquiténicos: el citoplasma mostré -
un aspecto filamentoso y disgregado, con pérdida de los 1imites celulares y
de las granulaciones propias del citoplasma, como se pudo observar en cortes

de .25 ficras {(Figs. 45 y 46). Algunas células mostraron franca acidofilia -

citopldasmica.



Corte semifino del tejido testicular

incluido en resina LXil. Se observan
espermatogcnias A y B sin alteraciones
aparentes. 1< porcila bisal de la célu
la de Sertoli no muestra alteraciones,
pero su citopl-sna medio y apicil ha
desaparecidc. Va-~ios espermatocitos -
paguitinicos mwuastr n disolucién cito
plésmica y caridlisis. Ne se obse. var
vacuolizacidn ci sp.&sri.q ni picioris

nuclear. Obietivo 110 X,

i~ uyry a ke,

6f

Microfotografia en la que se observan
tibulos seminiferos de las etapas IX
y X'del ciclo del epitelioc seminifero.
A este aumento resulta evidente la -
dislucidn y disgregacidn del citoplas
ma de los espermatocitos primarios y
la resistencia de los espermitides -
avanzdados al efecto téxico del EMS.

Objetivo 40 X.

No. 46
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Cambios en la morfologia nuclear acompanaron a las alteraciones citoplds
micas en éstas células. Los finos grumos de cromatina desaparecieron dando lu
gar a la retraccidén y condensacién de la cromatina (picnosis nuclear). Con fre
cuencia se observaron grupos de espermatocitos con éstos cambios, en la luz -
del tabulo seminifero, Conmicroscopia electrénica se pudieron comprobar los -
cambios necrdticos en las células lesionadas.

Pocas células presentaron éstos cambios morfoldgicos en tibulos con dafio
leve, y fueron mds difusos y marcados en tdbulos con dafio moderado-severo y -
sobre todo a las 4 y 5 semanas de la administracion del EMS.

No se observaron cambios morfoldégicos en espermdtides en elongacidn y -
avanzados, a nivel de microscopia de luz. En algunos casos se observd picno--
sis, pero por las caracteristicas normales de éstas células, éste cambio fué
dificil de evaluar (Fig. 46).

En cortes semifinos se pudieron observar espermdtides en maduracion de -
forma anonnél, frecuentes a las tres semanas del tratamiento. Estos tiibulos -
fueron seleccionados para el estudio ultraestructural de espermdtides avanza-
dos con la finalidad de indagar los cambios conducentes a la aparicidn de es-

permdtides de forma anormal.

CAMBIOS EN LA CELULA DE SERTOLI

Pocos cambios fueron vistos en éstas células que estuvieron presentes en
todas las etapas del ciclo del epitelio seminifero y a las 3, 4 y 5 semanas -
de la administracion del EMS. No se apreciaron cambios en su ndmero ni en su
localizacién.

No se observaron cambios morfoldgicos en su porcion basal donde el nicleo
tipico y el citoplasma perinuclear fueron de aspecto normal. En las porciones
media y apical se observd pérdida del citoplasma en relacidn con las células
espermatogénicas en disolucién; ésto fué mids notable en el citoplasma apical

en relacion con grupos de espermiatides que se vieron libres en la luz del ti-
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bulo (Fig. 47). No se observaron cambios ultraestructurales en éstas células
en tibulos de aspecto normal, excepto la presencia de material electrodenso -

filamentoso y radiado en relacidon al acrosoma de espermdtides tardios.

Otros cambios.- Masas acidofilas conteniendo miltiples nidcleos pic¢cndticos se
vieron en 1a luz del tidbulo seminifero con dafioc moderado a marcado, y sobre
todo a las 4 y 5 semanas de la exposicidn al agente mutagénico. Estas masas
se observaron en relacidn con areas donde se observaron espermatides que mos
traban picnosis nuclear.

C.- Alteraciones ultraestructurales en la espermatogénesis inducidas por EMS.

Se hizo un andlisis con microscopia electrénica del tejido testicular -
de los ratones tratados con EMS, para indagar sobre los cambios morfoldgices
conducentes a la aparicion de espermatozoides de forma anormal.

Para éste efecto, se seleccionaron por examen del tejido con microscopio
de luz, en cortes de ,25 micras, Tos tdbulos en los que no habia dafio aparen-
te y aquellos en los que fué posible identificar espermatides avanzados de --
forma anormal.

En el examen con microscopio electrdnico de los tidbulos seleccionados, -
las células espermatogénicas que mostraron cambios morfoldégicos correspondie-
ron & espermdtides avanzados.

No se detectaron cambios a nivel de espermatogonias, espermatocitos pri-
marios y secundarios; tampoco hubo cambios morfoldgicos durante la espermio--
génesis temprana; las Fases de Golgi y de Casquete no presentaron alteraciones;
al igual que en la fase acrosomal temprana no hubo diferencias entre el tejido
tubular de los animales de control y los tratados.

Los cambios morfoldgicos vistos durante 1a espermiogénesis fueron refe--
rentes a la modelacidn del acrosoma, la condensacifn de Ta cromatina, la mode
lacidon del nicleo; la organizacion de los microtibulos y la implantacidn del

flagelo. Fambién se observaron fendmenos de duplicacidn a diversos niveles.
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Espermétides anormales del estadio 9.

El nGcleo estd aplanado en su polo an
terior y el arrosoma se limita a &ste
extremo sin denplazarse caudalmente.

Los microtiibulos del manchette no pre
sentan su organizacién tipica. La po-
sicidén de la fosa de implantacidn tam
bién es anormal. (Corpdirese con las -

Figs. 24, 25 y 26). (24, 0ro X).

Figura No. !9
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Microfotografia electrdénica que mues-
tra espermdtides anormales del esta-
dio 9. Al centro aparece uno en sec-
cidn longitudinal; su niicleo es peque
fo. A la izquierda, otro espermitide
anormal presenta defecto en la elonga
cidén de la cabezaj; el acrosoma se ve
asociado a un material electrodenso -
de aspecto filamentoso y radiado.

(7, 200 X)

Figura No.ud
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A continuacidn se describirdn las formas de espermitides observados, en
los tdbulos seminiferos seleccionados para estudio ultraestructural.

Espermdtides de 1os estadios 9 y 10: Fueron identificados por el tipo

de asociacidon del que forman parte. En muchos de ellos el defecto principal
correspondid al aplanamiento del polo anterior del ndcleo y a 1a falta de --
elongacidn nuclear, que normalmente se presenta en 8sta etapa (Figs. 48,49 y
50). También se presentaron en éstos estadios, alteraciones acrosomaies; en
muchos casos el acrosoma se 1imitd a cubrir el extremo anterior aplanado del
nicleo (Figs. 49 y 50}, conservando su aspecto estratificado normal. Con fre
cuencia se observd la asociacidn del material acrosomal a.gruesas estriacio-
nes electrodensas de disposicidén radiada, (Figs. 49 y 51}, que parecen estar
localizadas en el citoplasma de 1a célula de Sertoli.

En 1a Fig. 48 uno de los espermatides aparece en seccidn longitudinal;
el nicleo es pequeio y la condensacion de la cromatina es ligeramente mayor
que en los espermdtides de la derecha, de aspecto normal. Tal vez debido al
plano de seccidon en la regidén de la cabeza no se observa acrosoma, y 10s mi-
crotibulos presentan un trayecto oblicuo, aunque en el extremo caudal no pre
sentan el arreglo longitudinal caracteristico del Manchette. Se observa la -
formacidn del cuello y la pieza intermedia del flagelo, de aspecto normal.

En el cuello es posible observar a Tos centriolos proximal y distal, -
as? como el &anulo. E1 flagelo se observa en gran parte de su longitud, inclui
do en el canal flagelar. E1 citoplasma es muy abundante y presenta gran canti
dad de mitocondrias vesiculosas tipicas.

Arriba y a Ja izquierda en ésta misma fotografia se observa un espermd
tide también anormal, en el que la elongacién del nicleo ha fallado y el acro
soma localizado al rostrum, se asocia a un material filamentoso y electroden-
so que se irradia hacia el citoplasma de la célula de Sertoli del que parece
formar parte.

En algunos espermdtides como el que se muestra en la figura 50, se ob--
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Espermétide anormal del estadio 10.

La seccidn corresponde al polo caudal
del niicleo, en el cual se observan dos
escotaduras. "n una de ellas se obser
van los centriolos y el flagelo, y o)
rresponde a la to~a de implantacidn -
que es mis profunda y asimétrica. En
la otra excavacifén .e observa una gran
vesicula que [odria corresponder a la

envoltura nuclear redundante (flechas).

El resto de la célula no presenta alte !

raciones. (26, 000 X)

Figura No. 51
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Espermdtide anormal del estadio 9.
El extremo anterior de la cabeza apa
rece aplanado en sentido perpendicu-
lar al eje del espermatozoide. El --
alargamiento nuclear es defectuoso.
La cromatina periférica se presenta
en agregados irregulares. En algunos
sitios la envoltura nuclear no se ob
serva y los microtiibulos del manche-
tte parecen ponerse en contacto direc
tamente con la cromatina (flechas).
(20, 800 X)

Figura No. 50
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servg fragmentacifn de Ta cromatina periférica. En éste caso la envoltura pa-
rece haber desaparecide en algunos tramos en los que 1a cromatina nuclear --
queda expuesta directamente a los microtubulos del citoplasma.

Otra observacion hecha en éstos espermdtides, es la desorganizacifn de
Tos microtdbulos del manchette. En algunos casos, como en la figura 49, mos-
traron un trayecto oblicuo anormal, En ésta misma micrografia la posicion de
la fosa de implantacidn parece ser anarmal.

En muchos casos la direccidon del plano de seccidon es dificil de esta--
blecer; sin embargo espermétides como los que se observan en las Figs. 51 y
52, no se observaron en el grupo contrael, €} grado de condensacidn cromatini
ca y el tipo de asociacidn de la que forman parte indican que corresponden -
al estadio 10 de la espermiogénesis. En la Fig. 51 no se observa el acrosoma,
el niicleo tiende a ser de forma eliptica, y presenta en uno de sus lados una
doble excavacidn, separadas entre si por una proyeccidn estrecha. En una de
las excavaciones se observan unas estructuras que parecen corresponder al par
de centriolos y al flagelo. En la otra excavacidn se observa umna formacidén -
vesicular membranosa que contiene un material de escasa electrodensidad y que
recuerda a la envoltura nuclear redundante (ver Fig.27). Los microtdbulos apa
recen en secciones oblicuas y transversas; el citoplasma vecino es muy abun-
dante y presenta algunas mitocondrias vesiculares tipicas.

En la Fig. 52, se presenta una espermdtide que en ésta seccidn muestra
una forma eliptica, en el que la envoitura nuciear no puede ser precisada. En
uno de los extremos se observa un centrfolo en seccidn transversa, que podria
sefialar el extremo caudal de la célula, sin embargo, los microtibulos del man
chette parecen tener una direccidon opuesta. E1 acrosoma y la fosa de implanta

¢idn no se observan, 10 que puede ser explicado quizd por el plano de seccidn,

Espermdtides del estadfo 12: Se observaron numerosas espermdtides del -

estadio_12 con gran variedad de alteraciones, como 105 que se muestran en la

figura 53. En muchos de ellos se observd de nuevo falta de elongacidn nuclear,



Espermitide anormal del estadio 10.
El nficleo es pequefio y eliptico, pre
senta disgregacidn de los agregados
densos de cromatina periférica. La en
voltura nuclear no se observa. Un cen
triclo aparece cortado transversalmen
te en uno de los extremos del nficleo,
pero los microtibulos que aparecen en
seccidn oblicua, se dirigen hacia el
extremoc opuesto.

(26, 000 X)

Figura No, 52

Espermatides del estadio 12 normales

(N) y anormales (An), algunos de ellos
se presentan a mayor aumento en las si
guientes figuras. Una forma extremada-
mente anomel se observa en la parte -
superior de 11 icrof.tografia (flecha)

(6, 000 X)

t igura N. 53
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aunque la condensacién de la cromatina fué de aspecto normal en algunos y en
otros fué defectuosa. Estas células mostraban también aplanamiento del extre
mo anterior (rostrum) de la cabeza, como se observa en el espermitide de la -
figura 54. E1 acrosoma permanecid cubriendo sdlo el extremo anterior aplanado
del nicleo sin extenderse caudalmente como sucede normalmente; ésta altera--
cidn se viGé asociada a una posicidon muy anterior por falta de desplazamiento
caudal, del anillo nuclear. En &stas formas de espermdtides anormales, los -
microtiGbulos del manchette parten en direccidn posterior desde el anillo nu-
clear pero su trayecto es oblicuo y no recto; ademids en el extremo caudal de
1a célula con frecuencia no es posible observar la fosa de implantacién, aun
que el flagelo, aparece cortado transversalmente y a cierta distancia de &1 -
se observa un agregado de material electrodenso que pudiera corresponder al
cuerpo cromatoide.

Otros espermatides del mismo estadio 12 presentaron cambios mucho mids -
severos. E1 espermdtide presentado en la figura 55, que corresponde a una am-
plificacidn de la zona indicada en la figura 53, la seccidn parece ser longi
tudinal, y el ndcleo muestra una profunda escotadura que en su extremo caudal
aloja a los elementos propios de la fosa de implantacién. Compardndolo con -
espermdtides del estadio 12 normales, resulta evidente que la condensacidn de

la cromatina es defectuosa, por 10 que el nicleo aparece menos electrodenso,

Los microtibulos presentan un patrén desorganizado y trayecto oblicuo -
por 1o que parecen tener una direccion perpendicular al eje longitudinal de
la célula.

Por el contrario en algunas otras formas anormales de éste estadio la
cromatina presentd condensacifn extrema, asociada a otros defectos como el -
ya mencionado aplanamiento anterior de la cabeza (Fig.56) 6 bien deformidades
graves como la observada en el espermitide de la figura 57, en el que de nue
vo se observa el material filamentoso electrodenso que en éste caso rodea ca

si por completo al espermdtide, y parece localizarse en el citoplasma vecino
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Espermdtide anormal del estadio 12.
Los defectos son milltiples; el ndcleo
es muy corto, el acrosoma se limita -
al extremo anterior del niicleo y su
forma es irregular; el anillo nuclear
permanece en posicidn muy anterior.

Los microtibulos presentan un trayec

to oblicuo. No se observa la fosa de

implantacién; el cuerpo cromatoide -

se ve en el extremo caudal de la cé
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Ecpermatide anornal del estadio 12.

El nicleo presenta una profunda esco- i&iz
tadura, en cuy> extremo caudal se iden ffl'
tifica la fosa ‘l¢ “wplanticifn, le po '
sicidn anorral. L1 citcplacmi es abun ??
dante. i
(22, 800 X)
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Figura No, 55
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Espermétide arormal del estadio 12.
El extremo antevior .e ~sfala con uuil
tlecha, donde se observa que el icro-
sona y el nd 123 ecrin 3pl .nados. 0
ajrec’a dv ruevo el mute. ial fila vi.
toso descrito antericrmente en rel (-
cidn con -1 = rosona. na proyec:zidn
lateral que [drece cer.eoronder uni
camente al material acrorcmal e3 s1
memente anor ial.

(23, 200 %)
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Erperméitide anormal del estadio 12.
El nicleo es muy corto y la cromatina
e¢std muy condensada. El1 acrosoma cu-
bre s6lo el extremo anterior del nfi-
cleo y en sus extremos se asocia a -
mater.al electrodenso y filamentoso
irradiado hacia la célula de Sertoli.
El anillo nuclear apirece en posicidn
muy anteoricr; los microtibulos presen
Lin 1 trayecto anormal,

(ib, 000 X)

Figura No. 5%
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. o Espermétides del estadio 13. Uno de
J . ellos normal (N) y otro anormal (An).
’ t' En &ste ltimo se observan alteracio
: 3 nes ya descritas como lo son el apla
R i - namiento del pole anterior y la falta

:\ "y ‘iz o .H,i de desplazamiento del acrosoma y del

anillo nuclear. Se observa también un

s - estrechamiento del nlicleo en su parte

; media. Los microtfibulos del manchette
! oA N . : presentan un trayecto oblicuo anormal
(b, 00 X).

: =, o Figura No. 58

Espermdtide anormal del estadic 13.

El ‘nlicleo es muy largo; un | equefio .rag
mento ruclear aparece separads de la -- |
parte principal del ndcleo. liaterial -
electrodenco del -itoplisma de la célu
la de Sertoli sc ve en relacidn con el
extremo anterior del acrosoma (flecha).

(17, 000 X)

Figura No., 59
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de 1a célula de Sertoli.

Espermatides del estadio 13: En muchas células de éste estadio, pudo

observarse que el aplanamiento rostral descrito en etapas anteriores persis-
te y el acrosoma sigue limitado al extremo anterior del nicleo; sin emnbargo,
la elongacidn del resto del nicleo pudo 1levarse acabo. Esto se observa en la
figura 58 donde pueden compararse dos espermdtides de éste estadio, uno de --
aparjencia normal y otro francamente anormal. El espermatide ancrmal presenta
ademds, un estrechamiento 0 escotadura longitudinal hacia la parte media del
nicleo, asociada a microtdbulos de direccidn anormal. En otras formas del mis
mo estadio (Fig.59) el nicleo aparecid dividido en dos segmentos: un pequeno
fragmento anterior rodeado de material acrosomal y un fragmento mayor alarga
do de posicion caudal, separado del primero por un fino filamento constituide
por el material acrosomal y el escaso citoplasma perinuclear. Al parecer és-
tos espermdtides alargados podrian ser precursores de las formas filamentosas
de espermatozoides vistas al microscopio de luz,

Otro tipo de defecto acrosomal se observd en espermdtides del estadfio
13: una larga proyeccién del acrosoma con aparicidon de una gran zona central
vacia, 10 cual se observa en la figura 60, y se ve asociada al material elec-
trodenso; que forma grumos 6 filamentos irradiados hacia la célula de Sertoli.
La pared de ésta proyeccidn acrosomal es muy densa. Por su aspecto la proyec-
cion descrita sefiala el extremo anterior de la célula, y la posicidn de los -
espermdtides vecinos indica que ésta célula estd invertida.

Espermatides de los estadjos 14, 15 v 16: Aunque en los espermatides de

éstos estadios ya no se observan microtubulos, las deformaciones acrosomales
y nucleares siguieron observdndose. Algunos espermdtides presentaron una ca-
beza corta de polo anterior aplanado, en los que el acrosoma se viQ también

alterado por su forma irregular y de localizacidn rostral. Estos cambios pue
den verse en uno de los espermitides de la figura €1, el cual presenta ademds

una gran vacuola intranuclear que aunque pudiera resultar de la seccidn en un
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Espermdtides del estadio 12 & 13.

Uno de ellos es anormal (An), por pre
sentar en uno de sus extremos una lar
ga proyeccidén acrosomal que ademds es
vacuolada, y se ve también asociada -
11 material electrodenso de la célula
de Sertoli, descrito en otros defec-
tos acrosomales.

(10, 000 X)

Figura No. 60
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Espermdtides .el estaiio 1%, uno normal
- - - g'
(N) y otro anormal (An). In éste filtimo".
el nlicleo es corto y aplanado en su ex
tremo an*erior. Se observa también una
estructura vesiculae de contenido amor
fo, localizada er. el nivcle , que pudie
ra corresponder a un sitio de flexidn

extrema que no > observa en esperni-

tides ncrmales. El acrosoma estda lini

tado al extremu anterior del nidcleo y G>

es de forma anormal. @ .
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(6, 000 X) :3
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sitio de flexidn nuclear extrema, en ésta especie no se observa normalmente.

En otros espermdtides los defectos fueron menos marcados, localizandose
sobre todo a nivel del acrosoma, el cual presentd proyecciones anormales que
casi siempre acompafaron a modificaciones leves en la forma del nicleo; alte
raciones de éste tipo pueden observarse en la figura 62, en la que uno de los
espermdtides muestra una excavacion nuclear en el dorso y una implantacidn -
del flagelo de situacidén anormal.

Con frecuencia se observd también el material acrosomal de aspecto es-
tratificado normal asociado a finas proyecciones radiadas del citoplasma ve-
cino de la célula de Sertoli., Esto es evidente en los espermdtides observados
en la figura 64.

La falta de formacidn del ganchc 6 cuerno anterior, fué otro de los de
fectos minimos observados en espermdtides muy avanzados en su desarrollo (es
tadios 15 y 16). Generaimente fué acompainado de defectos en 1a modelacidn de
la forma del acrosoma,observdndose en ocasiones proyecciones del material -
acrosomal de posicidn anormal. En la figura 63 se observa un espermitide del
estadio 15 que muestra una prolongacién ventral completamente anormal. En -
éstos espermdtides con defectos acrosomales y nucleares minimos Ja formacién
del cuello y pieza intermedia de la cola del espermatozoide, fueron aparente-
mente normales, como puede verse en la figura 64. Pero los defectos graves -
del acrosoma y nlicieo se acompanaron de defectos en l1a implantacidn y direc-

cién del flagelo.

Fendmenos de duplicacidn: Estos fueron observados en espermdtides de -

diferentes estadios y fueron mucho mds frecuentes que en los del grupo con--
trol donde no se observaron &ste tipo de fendmenos.

En la figura 65, se muestra una espermatide del estadio 9 que posee 2
nicleos, los cuales aparecen fusionados por su lado dorsal, mediante el mate

rial acrosomal que se encuentran compartiendo, E1 extremo anterior de ambos
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Espermdtide anormal del estadio 15
(An), que presenta una flexién dorsal
anormal (flecha). El acrosoma se aso
cia al material electrodenso ya des-
crito. En el extremo caudal del nfi--
cleo la implantacidn del flagelo y
direccién del mismo es anormal.

(4, 600 X)

Figura No. 62

-]

Espermdtide anormal del estadio 15 yue

presenta defectos acrosomales. La pro-
yeccidn dorsal estd muy acentuada, y pre . .*

=p
senta una proyeccidén ventral que es com |

AT

pletamente anormal (ilecha). Se obser-- -

van también microfilamentos del citoplqgi ‘
ma de la célula de Sertoli asociados a E%“
algunas de &stas malformaciones. Compd
rese con la Fig. 32.

(15, 000 X)

Figura No.f3




Lspermdtide anormal del estadio 9, en

el que se observan dos nficleos fusio-
nados por unu de sus lados mediante el
material acrosomil. E1 extremo ante--
rior del nicleo es 4 lanado. La croma
tina nucleir muestri aoregzdus devsos
en el interior y wun la periferia. El

extremo cauldal dc cada niicleo presen-
ta una extavac’'dn, y juntos constitu-
yen la fosa de implantacidn; en el ci
toplasma abundante se observan mito--
condrias y 2astructuras vesiculares 13
mitadas por una unidid de membrana.

(1,C00 X).

FiguraNo65
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Espermdtide anormal del estadio 16 en
beeeidn longitudinal. E1 material acro
somal estratificado se ve asociado a

los filamentos electrodensos que se -
irradian al citoplasma de la célulade
Sertoli, descrito para formas anorma-
les d& estadios anteriores (flecha).

El polo caudal del nlicleo es muy pro-
nunciado y la fosa de implantacién es
muy profunda. Se observa un puente ci
topldsmico entre el espermitide des--

crito y uno vecino. (11,200 X).

Figur aNo. 64
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nicleos estd aplanado y en uno de ellos el acrosoma se limita al rostro del
niclec. En el extremo caudal se observa una sola fosa de implantacidn que es
compartida por los dos nicleos.

En etapas mds avanzadas se vieron espermatides del estadio 14 6 15, con
sideradas asi segin el grado de condensacidn de su cromatina, que presentaban
también dos nicleos. En el que se observa en la figura 66, los nicleos apare-
cen fusionados por uno de sus lados; asociados a la duplicacidn nuclear se -
observan en &8ste espermdtide defectos de elongacidn y acrosomales., El mate--
rial acrosomal es muy poco denso y en uno de ellos se puede observar una gran
dilatacion del acrosoma, cuyo aspecto recuerda las primeras etapas de forma--
¢ién acrosomal.

En la figura 67 se observa otra forma de espermatide anormal correspon
diente al estadfo 16. E1 espermdtide es bicéfalo, y las dos cabezas aparecen
fusionadas por su extremo caudal, E1 acrosoma no parece estar bien desarrolla
do y el citoplasma perinuclear es muy abundante. La formacidn del flagelo, -
gque aparece en seccidn transversa, es también aparentemente defectuosa ya -
que carece de vaina mitocondrial; 1a mayor parte del citoplasma ocupa la re-
gidn caudal y en é1 pueden identificarse un grupo de microtibulos, algunas -
estructuras vesiculares y un agregado de material electrodenso, perc no se -

observan mitocondrias.



Espermitides anormales del estadio 16

que presentan dos nlcleos en un sdle -
flagelo cortado transversalmente que
carece de vaina fibrosa y mitocondrial
El citoplasma es muy abundante. Los -
microt@bulos del manchette, el cuerpo
cromatoide y alsunas.estructuras mem-
branosas vesiculeres se localizan en
el extremo caudal. z

(26, 000 X).

Figeguyra No. 67
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Espermdtide anormal en el que se ob
servan dos masas nucleares que apare
cen fusionadas lateralmente. El acro
soma tiene aspecto vacuolar de conte
nide flocular de poca electrodensidad
y semeja la vesicula acrosomal de es
tadios tempranos del espermiogénesis.
En el citoplasma vecino se observan
microtbulos en corte transversal.
(24, 700 X)

Figura No. 66
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V.DISCUSTION.

La cepa hibrida utilizada en éste estudio resultd de mucha utilidad por
presentar un porcentaje sumamente bajo de espermatozoides de forma anormal.
As1, observamos el efecto que la cruza de las cepas endogamicas produce so-
bre el porcentaje de formas anormales; coincidiendo con To descrito por Kra
zanowska (1968 y 1976) en sus estudios de heterosis, y de acuerdo a 1o pro-
puesto por Wyrobeck (1979), el porcentaje de formas anormales de espermato-
zoides resultd ser en éste experimento, menor que en los genotipos paternos.

El efecto del EMS, sobre la espermatogénesis, fué facilmente detectado
por las elevaciones producidas en el ndmero de espermatozoides anormales, A
éste respecto las observaciones hechas en éste experimento concuerdan con -
lo reportado por Wyrobeck (19?5); aunque las elevaciones en el porcentaje de
formas ancrmales fueron en nuestro estudio menores (12%)} que las reportadas
por wyrobeck,.a désis y tiempo de exposicibn comparable (mis del 20%); la -
elevacion mdxima se produjo a las cuatro semanas. Por otra parte, los tipos
de alteraciones morfolégicas vistas correspondieron en general a los descri
tos por otros autores ( 8,9 ) pero 1a forma filamentosa descrita en éste es
tudio no habia sido reportada.

El intervalo entre el tratamiento y el tiempo de muestreo de los esper
matozoides indican cuales etapas han sido afectadas con base a la vida media
de las células espermatogénicas (12,69,98). Considerando lo anterior, a las
tres semanas de tratamiento estaremos observando los cambios producidos en
espermatides tempranos; a las cuatro semanas se observara el efecto del tra-
tamiento sobre espermatocitos y é las cinco semanas sobre espermatogonias.

Las formas anormales de espermatozoidesinducidas a las cuatro semanas
y Tos espermdtides anormales observados a las tres semanas del tratamiento -
representaran por lo tanto a células que fueron expuestas al EMS en etapa de

espermatocito primario.
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E1 mecanismo de produccidon de éstas anomalfas aln se discute. Se ha su
gerido que en general las etapas de espermatogonias tardias a espermatocitos
tempranos son los estadios celulares mas sensibles a la accidn de los agentes
quimicos, en la produccidn de espermatozoides anormales (98). Sin embargo el
EMS tiene la capacidad de atravezar la barrera hematotesticular, por lo cual
puede actuar sobre estadfos postmeibéticos (73,102)}. Se ha reportado que éste
agente produce mutaciones letales dominantes, aberraciones cromosomales y mu
taciones de punto en células espermatogénicas, especificamente en espermdtides
y espermatozoides.Esto parece estar relacionado con la falta de sistemas re-
paradores del dafio genético en éstos estadios ( 57 ).

En cuanto a las alteraciones gruesas producidas por el EMS en el epite
1io seminifero del ratdn, el principal cambio observado fué la disminucidn de
la poblacidn celular., A diferencia de lo reportado para la Mitomicina C y las
radiaciones jonizantes por Leonard y Guilljavod (1973), la disminucién sucede
a expensas dé los espermatocitos y no de las espermatogonias.

Aunque se observé disminucién en el nimero de espermatogonias, éste cam
bio fué discreto y pudiera deberse a la falta de mitosis, ya que éste agente
afecta la sintesis de DNA (102) y ya que no se apreciaron cambios indicativos
de muerte en éstas células. E1 efecto citotoxico de 1a Mitomicina C sobre las
espermatogonias no fué visto a consecuencia del EMS; los espermdtides avanza-
dos tampoco fueron susceptibles al efecto tdxico de ésta droga. Resultaron ser
mas susceptibles a éste efecto, los espermatocitos y espermdtides tempranos, -
en los que se produjo la muerte a la dosis administrada de EMS. También se ha
reportado muerte de espermatocitos y espermatides por 5-fluorouracilo, Cis-pla
tinum (63) y por hexafluoroacetona (33).

Los cambios observados mds frecuentemente en las células afectadas por
el EMS, fueron cariolisis y citolisis. La picnosis nuclear no parece ser un
cambio indicador de muerte en los espermatocitos. Tampoco se observd la franca

vacuolizacién del citoplasma, descrita para otros agentes tdéxicos en éstas cé
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lulas ( 60 ).

Un aspecto morfolégico importante que influye sobre el efecto de los -
agentes mutagénicos sobre las células espermatogénicas, es la presencia de -
puentes intercelulares entre espermatogonias y espermatocitos, asi como el -
englobamiento de espermdtides por las células de Sertoli (24); por éste moti
vo es posible que en cualquiera de éstas etapas el dafio producido a una célu
la pueda transmitirse a todo el grupo, como se ha visto después de la aplica
cidn de radiaciones ionizantes ( 37 ). La extensidn del dafio producido ini--
cialmente en espermatocitos aislados a los de las regiones vecinas, observa-
do en éste experimento, pudiera ser explicado igualmente por la presencia de
tales puentes intercelulares,

. Para el estudio ultraestructural de los cambios inducidos en células -
espermatogénicas del ratén, a consecuencia del EMS, se descartaron los tlbu-
1os en Tos que el efecto t6xico de éste agente causé graves alteraciones y
muerte de las células. La seleccidon de tibulos con dafig mipime 6 sin é1, tu-
vo el propésito de detectar cambios sutiles en la morfologia de las células
espermatogénicas, que pudieran dar informacidn relacionada con los mecanismos
que condujeron a las formas anormales de espermatozoides.

Los resultados de éste estudio indican que el dano causado por el EMS,
sea cual fuere su indole se manifiesta en la espermiogénesis avanzada.

En la literatura se encontraron pocos estudios ultraestructurales sobre
1os cambips inducidos en la espermategénesis a consecuencia de diferentes ti-
pos de drogas. Parvinen (197%a), reporta alteraciones en espermatocitos zigo-
ténicos y paquiténicos medios, asi como en espermdtides redondos, a consecuen
cia de la administracidn de Procarbazina. En nuestro estudio no se detectaron
cambios en ninguna etapa previa a los estadios 9 y 10 de la espermiogénesis.

Nuestros hallazgos concuerdan con las alteraciones reportadas en rato-
nes mutantes estériles, que presentan un porcentaje elevado de formas anorma-

-

les de espermatozoides (17,18,38,40). Alteraciones en el arreglo de los micro
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“tldbulos, indentaciones nucleares anormales y fallas en la elongacidn nuclear,
semejantes a las observadas en éste experimento para el EMS, se han reportado
en un ratén estéril, homocigoto para el alelo T (17,18).

Igualmente se han descrito malformaciones acrosomales y defectos de la
citocinesis que conducen a la formacién de espermatozoides bicéfalos, en rate
nes estériles con un gen mutante que ocasiona ademds marcha a saltos, polidac
tilia y esterilidad ( 38 ).

Otro ratdn mutante, con esterilidad y ojo rosa, también presenta esper
miogénesis alterada, encontrdndose en éste caso defectos en el proacrosoma -
de espermatides tempranos y formacidén de colas mdltiples ( 40 ).

Segiin los cambios observados en espermiogénesis avanzada en nuestro ex
perimento, podriamos deducir que los espermatozoides amorfos vistos con eie-
vada frecuencia a las cuatro semanas del tratamiento con EMS, son producidos
por falla principalmente en los mecanismos de elongacion en espermdtides de
Tos estadfos 9 y 10; la falta de desplazamiento del anillo nuclear puede ser
el cambio inicial aunado a defectos de condensacidén de la cromatina. Se ha -
sugerido que en el caso del EMS, la alquilacién de la cisteina podria evitar
la formacion de puentes disulfuro e interferir con 1a condensacidén de 1a cro
matina (citado por Lyon 1981),

La formacidon de los microtidbulos del manchette parece iniciarse normal
mente, pero en algunos casos se vi6 desorganizacidn en relacidn a defectos -
de 1a envoltura nuclear. Se ha propuesto que ésta falla en e] mantenimiento
en el arreglo de los microtubulos podria reflejar una anomalia subyacente en
tas caracteristicas estructurales y bioquimicas de las membranas con las que
se asocian (17). E1 papel de los microtibulos en la morfogénesis de espermato
zoides anormales se ha evidenciado también con la aplicacidn de colchicina -
(34).

Las formas filamentosas observadas con microscopia de luz; podrian ori

ginarse por las segmentaciones nucleares que se presentaron en espermatides -



91

Avanzadas. En éstos casos de nuevo se observa una estrecha relacidén con la -
presencia de microtldbulos de direccidn anormal,que parecen ser los causantes
de ésta malformacidn.

Las alteraciones minimas del gancho de los espermatozoides detectadas -
con el microscopio de luz, corresponden ultraestructuralmente a malformaciones
en el acrosoma y en el polo anterior del nicleo, que se ven en esparmatides -
por lo demds de aspecto normal, Otros cambios que al igual éstas alteraciones
parecen ser independientes del patrdon microtubular alterado, son las vacuolas
acrosomales y nucleares y los defectos en la implantacidn del flagelo. Las --
formas bicéfalas y fendmenos de duplicacidn nuclear vistas al microscopio ---
electrdnico, podrian originarse en falla en la c¢citocinesis.

. Desde hace tiempo se ha sugerido que la morfogénesis del espermatozoide
se encuentra bajo un estricto control genético (48,65). La complejidad del -
proceso de espermiogénesis y la multiplicidad de organelos involucrados suge
rian que la forma del espermatozoide era controlada por varios genes diferen-
tes { 98 ). Estudios genéticos han identificado cerca de 10 regiones génicas
que afectan 1a morfologTa del espermatozoide, y estdn distribuidos en los cro
mosomas X y Y, asi como en los autosomas (8,17,38,40,48). Estos genes represen
tan sin duda un gran blanco para los agentes mutagénicos.

Los factores genéticos que controlan el nivel y tipo de formas anorma-
les de espermatozoides, tienen un patrén de herencia recesiva, aunque efectos
aditivos parecen estar involucrados en la determinacién del nivel de formas -
anormales ( 98 ).

Las anomalias morfolégicas inducidas por agentes quimicos & fisicos so-
bre 1os espermatozoides pueden ser transmitidas como una mutacién genética do
minante que puede 0 no afectar la fertilidad 6 asociarse con aberraciones cro
mosomales gruesas (10,95). Sin embargo las alteraciones en la morfologia de]
espermatozoide no parecen estar 1igadas a la integridad de los cromosomas ni

al contenido de DNA (98).
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Algunos autores han sefialado que las mutaciones letales dominantes pro
ducidas por el EMS, se presentan por dafo al DNA en la etapa de transicifn -
de histonas a protaminas (citado por Lyon 1981). Sega {1978) sefiala que el -
EMS produce etilacién del DNA y de las protaminas (87); sin embargo no pare-
cen ser éstos los cambios que originan las alteraciones morfoldgicas que con-
ducen a espermatozoides anormales.

Se ha postulado que errores en la produccién, modificacién 6 degrada--
cion de las proteinas nucleares, puedan conducir a alteraciones en la cabeza
del espermatoioide (10,90).

Los resultados de ésta investigacidn parecen indicar que siendo los cam
bios morfoldgicos evidentes en espermidtides de los estadios ¢, 10 y estadios
posteriores, el dafio producido por el EMS, tendrd lugar en estadios previos.
Dado que 1a elevacidon producida en el nivel de espermatozoides anormales ha -
sido mayor a las cuatro semanas, parece ser que las alteraciones morfoldgicas
tendrian su origen en el dano ocasionado a nivel de espermatocitos primarios
y espermatogonias diferenciadas, independientemente de que el dafic sea & no
de naturaleza genética.

En vista de que los cambios ultraestructurales en la espermiogénesis,
son muy semejantes a los reportados para mutaciones genéticas que causan es-
terilidad en ratones, las alteraciones morfoldgicas producidas por el EMS, -
podrian ser originadas en el dafio al DNA y no a las proteinas nucleares.

Al margen de todo ésto debemos considerar aqui, que la célula de Sertoli
posiblemente jueqgue un papel importante en la génesis, de al menos, algunas -
de las alteraciones observadas. Desde hace tiempo se reconoce la importancia
de 1a célula de Sertoli en el porceso de espermiogénesis (25).

La consistente observacién de la relacion entre malformaciones acroso-
males y la presencia de material electrodenso filamentoso de aspecto radiado,

en el citoplasma vecino, sugiere que tales defectos acrosomales podrian ser -



consecuencia de alteraciones producidas en la célula de Sertoli.
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VI,RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Se administrd un agente mutagénico: Etilmetanosulfonato, a ddsis de
200 mg/Kg de peso, a ratones de la cepa {C57BL X C3H)F1, diariamente duran
te 5 dias consecutivos, por via intraperitoneal; a consecuencia de &ste tra
tamiento,se presentd en 105 ratones una elevacidn en el porcentaje de formas
anormales de espermatozoides que fué mayor a las 4 semanas del tratamiento -
(de 1.8 hasta 14.6);entre éstas formas anormales de espermatozoides se encon
traron formas sin gancho, espermatozoides amorfos, bicéfalos y filamentosos.
Este filtimo tipo de espermatozoide anormal no habia sido reportado en la li-
teratura a consecuencia de la administracion de agentes quimicos 0 de radia-
ciones ionizantes.

Péra indagar sobre la forma de produccidén de éstas alteraciones se hi-
20 un estudio morfoldgico con microscopia de luz y electrdnica de los tibulos
seminiferos de los ratones tratados con EMS.

E1 estudio con microscopia de Tuz demostrd diversos grados de lesidn
tubular, observdndose mayor nimero de tibulos lesionados a las 4 semanas des
pués del tratamiento. Se produjeron notables cambios en 1a morfologia del epi
telio seminifero; la poblacidn celular disminuyd considerablemente a conse---
cuencia del efecto citotéxico del EMS sobre todo a nivel de espermatocitos
y espermdtides tempranos, que mostraron caridlisis y citélisis. Se observd -
también una disminucidn discreta sobre el nimero de espermatogonias y su in-
dice mitdsico, 1o cual refleja la falta de sintesis de DNA producida por el
agente mutagénico. Por el contrario, pocas alteraciones se observaron en es
permdtides avanzados (localizacién anormal) y en células de Sertoli (disrup-
cion del citoplasma) y fueron consecutivas a la desorganizacién del epitelio

seminifero, por la falta de otros tipos celulares.

-
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A nivel ultraestructural, los cambios que conducen a la preduccidn de
espermatozoides anormales, si bien pudieran tener su origen en alteraciones
genéticas tempranas, se manifiestan sélo tardiamente en la espermatogénesis
observdndose en nuestro estudio solamente cambios en Tos espermatides de --
los estadios 9 a 16,

Estos cambios en la espermiogénesis implican una gran cantidad de es-
tructuras. Se observaron cambios nucleares referentes a 1a condensacifn cro
matinica que fué mayor de 1o normal en algunas formas de espermdtides anor-
males. Otros cambios cromatinicos vistos, fueron la formacidn de agregados
densos e irregulares en la periferia, asi como modificaciones en la forma -
del nucléo, que con frecuencia se observd muy corto y aplanado en su extre
mo anterior. Por lo general éstos defectos nucleares se presentaron acompa-
fiados de cambios del acrosoma, gue en éstas formas permanecia cubriendo so-
lamente el extremo anterior del nicleo.

Sin embargo se observaron otros defectos acrosomales independientes de
las alteraciones nucleares y relacionadas en cambio con alteraciones en el -

citoplasma de 1a célula de Sertoli. Los defectos acrosomales mas graves (for

mas vacuoladas), parecen corresponder a fallas en estadios tempranos del de
sarrollo de éstas estrucutras.

Los defectos en la elongacidén nuciear parecen ser los determinantes -
de la produccidn de espermatozoides amorfos; la falta de desplazamiento cau
dal dei anillo nuclear podria ser uno de los mecanismos implicados en ésta
mal formacidn.

Los microtibulos del manchette, son importantes en i1a produccidn de -
espermdtides sumamente largos; el trayecto oblicuo en algunos cases, es res
ponsable ademds de segmentacidn nuclear; éstos cambios fueron vistos en es-

permatides del estadio 13 y son seguramente antecesores de las tormas tila-

mertosas de espermatozoides.

Las formas de espermatozoides con defectos minimos, observados con m1
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croscopia de luz, corresponden a espermdtides con alteraciones leves, sobre
todo defectos en la formacidn del gancho y modelacién del acrosoma & defec-
tos lTeves en la forma del nicleo.

Finalmente observamos espermatides con dos nicleos que presentaron di

versos grados de fusion 6 separacién. Generalmente éstos fendmenas de dupli
cacidn nuclear se acompafiaron de alteraciones en el desarrollo de otras es-
tructuras.

Se cuestiona sobre el papel de la célula de Sertoli en la produccidn
de defectos acrosomales en los que se vid constantemente la asociacién en-
tre el material acrosomal y material electrodenso de aspecto anormal de la

¢€élula de Sertoli.
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VIL. PERSPECTIVAS.

A pesar de que en la presente investigacidn no se hayan detectado, es

posible que los cambios morfolfgicos que culminan con la produccidon de esper

matozoides de forma anormal se inicien tempranamente en la espersniogénesis
y sean evidentes ailn en fase de Goigi. Un estudio ultraestructural de los -
tabulos seminiferos dos semanas después del tratamiento con EMS, pudiera per
mitir la deteccidn de dichas alteraciones.

De acuerdo con ios resultados de éste estudio y con otros reportes (42,
62), los microtibulos constituyen un factor muy importante en la produccitn
de alteraciones en la espermiogénesis. Un estudio mds minucioso con métodos
que permiten una observacion mas detallada de los microtdbulos, €n espermi-
tides expuestos al EMS, podria proporcionar mayor i1nformacién sobre la for-
macién, nimero, direccidn y distribucidn de éstas estructuras.

E1l modelo experimental utilizado podria servir también para estudios-
ultraestructurales enfocados al andlisis de la evolucién de las alteraciones
acrosomales, de 1a envoltura nuclear ¢ de la heterocromatina sefialadas en
éste estudio como elementos que intervienen en la produccién de espermatozoi
des anormales morfoldgicamente. Un estudio dei comportamiento del reticulo
endopldsmico, recientemente sefialado como uno de los elementos responsables
de la diferenciacién sincrénica en éstas céluias (13), podria indicar su pa
pel en la produccion de espermatozoides anormales, producidos por el EMS.

Igqualmente el estudio con microscopia electrénica enfocado a la célula

de Sertoli, sobre todo en lo referente al citoesqueleto, permitiria estable
cer su importancia en la induccidn de espermatozoides de forma anormal.

Los mecanismos implicados en la produccion de espermatozoides anorma-
les, por diferentes tipos de drogas podrian ser semejantes 6 diferentes en-
tre s7. Un estudio morfolégico comparativo, con microscopia de iuz y elec--

-

tronica de tdbulos seminiferos de ratones tratados con distintos agentes qui



98

micos, reportados como inductores de espermatozoides anormales (92,95,103),
podria proporcionar informacidn sobre &stos mecanismos.

En el campo de Ta aplicacion ciinica, Tos hallazgos de nuestra investi
gacidn, podrian servir como punto de comparacidn en el estudio con microsco

pia electrénica de biopsias testiculares en:

a) Pacientes sometidos a tratamiento con drogas oncoliticas 6 farmacos en -
los que se sospecha la induccidon de dafio en Tas células espermatogénicas, SO

bre todo en individuos en edad reproductora.

b) Personas expuestas a agentes contaminantes del ambiente 6 del lugar de --
trabajo (50,51,84,91), en los que la potencia genotéxica de tales agentes pa

dria ser estabiecida por éste tipo de estudios.
¢) Pacientes con infertilidad (21) 6 bien en:

d) La investigacidn del factor masculino en los casos de aborto habitual --
(39). En éstos dos dltimos casos, las alteraciones ultraestructurales en la
espermiogénesis, podrian ser factores determinantes de tales problemas, y -

semejantes a 1os producidos por agentes mutagénicos en otros mamiferos.
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