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INTRODUCCION
En las Gitimas dos décadas, los estudios sobre el efecto de agentes
quimicos en el epitelio seminiferc y las células germinales masculinas, han
sido relevantes en consideracién a la accidn esterilizante de algunos agentes
(Mc Leod, 1974; Sieber y Adamson, 1975), y al potenclal teratogénico y

mutagénico de otros (Wyrobeck y Bruce, 1975).

Ademas de interferir con la fertilidad, la produccion de
espermatozoides con alteraciones morfologicas, se ha utilizado como
parametro que indica la pcsible accién mutagénica de agentes fisicos y
quimicos. Este modelo fue propuesto por A. J. Wyrobeck en 1975,
sustentando que la deteccion de un aumento en el niomero de formas
anormales de espermatozoides era indicativa de dario al material genético de

las células espermatogénicas expuestas.

La prueba de la n.orfologia espermatica no profundiza en la
investigacién de los mecanismos implicados en la producciébn de
espermatozoides de forma anormal; de entre ellos nosotros consideramos
que el conocimiento de la accibn de esos agentes a nivel subcelular, se
encuentra en primer plano. Bajo éste punto de vista, se ha desarrollado una
linea de investigacion en éste laboratorio, para analizar primeramente el -
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proceso de morfogénesis del espermatozoide bajo la acclén de un mutageno

conocido (el etil metano sulfonato: EMS).

Se caracterizaron las alteraciones ultraestructurales que tienen fugar
principalmente en espermatides y son relativas a la formacién anormal del
nacleo y acrosoma, y a falla del proceso de citocineslis, pero para
correlacionar es:os hallazgos con el tipo de anormalidades morfoibgicas que
se detectan con microscopio de luz a nivel de los espermatozoides, falta atn

evidencia ultraestructural.

Ante esta situacién nos propusimos llevar a cabo este trabajo con el
OBJETIVO de: CARACTERIZAR ULTRAESTRUCTURALMENTE LOS
ESPERMATOZOIDES ANORMALES DE RATONES TRATADOS CON EL
AGENTE MUTAGENICO ETIL METANO SULFATO, suponiendo que los
cambios en la forma de los espermatozoides obtenidos de los ratones
tratados con el eti’ metano sulfonato (EMS) corresponden a alteraciones en
la uitraestructura del nicleo y acrosoma principalmente, que pueden ser

demostrados al microscopio electrénico.



'ANTECEDENTES

A) LA ESPERMATOGENESIS COMO MODELO EXPERIMENTAL

Bruce y Meistrich, en 1972, describleron la espermatogénesis como un
sistema particularmente favorable para el estudio de los eventos de
diferenciacién celular, destacando que este proceso conduce a un solo tipo
celular, es aitamente sincrénico y esté localizado en un érgano especifico,
ademas de que comprende notables cambios en la estructura y composicién
quimica de las células implicadas. El proceso de espermatogénesis como
cualquier otra secuencia de diferenciacién celular, esta bajo control genético
y comprende una multitud de modificaciones en el metabolismo celular, lo

cual obviamente ocasiona una susceptibilidad variable a agentes téxicos.

Debido a que la sintesis de DNA ocurre durante la espermatogénesis
solo a nivel de espermatogonias, y en espermatocitos preleptoténicos, son
estas células las mas sensibles a influencias toxicas de agentes ffsicos y
quimicos (Parvinen et al., 1984), aunque ef dafio puede llegar a ser evidente

solo en estadios posteriores.

Cualquiera que sea el mecanismo por el que se produzcan los
trastornos de la espermatogénesis, pueden traducirse como la disminucion
en la formacién de células germinales, aumento de muerte de las celulas
o malformaciones de las mismas; estas Gltimas se presentan como -
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espermatozoides morfolégicamente anormales en el eyaculado. Las
malformaciones de las células germinales pueden poseer detalles
histolégicos tan finos, que no sean observables con microscopla de luz
Estas malformaciones en los espermatozoides, podrian ser detectadas

unicamente con microscopia electrénica (Holstein y Shirren, 1977).

En la valoracién del efecto de tox'cos sobre la espermatogénesis, debe
considerarse ademas que pueden existir células germinales aisladas en
degeneracion, inclusive en los testiculos de cualquier hombre fértil. A esta
situacién, que ocurre en aproximadamente 35 % de las células durante el
desarrollo de la espermatogonia hasta espermatide, se le conoce como
pérdida fisiologica de células germinales (Holstein, 1986).

En cada uno de los estadios ce la espermatogénesis, pueden aparecer
células germinales malformadas. Las malformaciones en las espermatogonias
se manifiestan como multiples vesiculas marginales de ia membrana nuclear,
nacleos aumentados de velumen ¢ inclusive un aumento en el namero de
nicleos. Los espermatocitas anormales muestran la formacién de un nicleo
gigantesco, tal vez poliploide, edema nuclear, grumosidad del carioplasma,

ademas de nucleos en degeneraciéon (Holstein, 1978).
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En las espermétides se encuentran una gran variedad de
malformaclones, siendo las més frecuentes los defectos en ! acrosoma. 8¢
han descrito: engrosamiento, depésito de vesicules, elevacién del acrosoma,
desarrollo de plegamlentos, grumosidades, uniones nucleares muitiples de
esperméatides debido a vesiculas acrosémicas en la parte media etc. Existen
también modificaciones nucleares: formaciébn de vacuolas, depésito de
membranas y masas globulares amorfas asocladas a trastornos en la
condensacion nuclear. Las malformaciones del flagelo son extremadamente
complejas, pudiendo estar afectados el cuello, la pieza media o la pieza
principal. Pueden encontrarse ausencia de la vaina mitocondrial,
engrosamiento de la vaina fibrosa, separacién de la estructura tubular del
axonema, formacién doble de la cola o faita de alguno de los tabulos en la

estructura 9 + 2 del flagelo (Holstein y Schirren, 1977; Holstein, 1978).

B) LA ACCION DE MUTAGENOS Y CARCINOGENOS SOBRE LA
ESPERMATOGENESIS.

Como ya se menciond, la espermatogenesis comprende una serie de
eventos bioquimicos que la hacen extremadamente susceptible a la accién
t6xica de agentes quimicos y fisicos. Entre ellos son de particular importancia
los agentes genotdxicos, ya que no solo tienen efecto mutagénico sino

también carcinogénico (Working y Butterworth, 1982).
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Los agentes alquilantes de acclbn carcinogénica, favorecen los rompimlentos
cromosémicos por la alquilacibn de atomos de oxigeno nucieofilicos,
relativamente débiles en el DNA particularmente el O, de la guanina (Newbold

et al, 1980).

Aunque se mencionan una amplia variedad de agentes que producen
estas mismas modificaciones quimicas, su potencia genotéxica variaré de
una especie a otra de mamiferos y ain entre individuos de la misma especie,
pero con campos ambientales o genéticos diferentes. Ademas,se observan
grandes diferencias en la susceptibilidad que los diferentes tipos de células
espermatogénicas tienen, para un mismo agente y los patrones de
suceptibilidad varian de un agente a otro (Roberts y Warwick, 1958; Cumming

y Waiton, 1979).

Por otra parte, en la extrapolacién de datos obtenidos de sigtemas de
ansayos de mutagenicidad in vitro al hombre debe recordarse, que hay una
barrera hematotesticular (BHT) que comprende un sistema multicelular
complejo formado por membranas que rodean a los tubulos seminiferos y las
varias capas de células espermatogénicas organizadas en dichos tabulos, los
cuales restringen la permeabilidad hacia las células germinales de varios

compuestos (Okumara et al., 1975).
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La barrera hematotesticular es Impermeable a grandes moléculas e
Inclusive a algunas pequefias, pero admite libremante otras, Incluyendo agua,
urea y etanol. Por lo tanto la accesibilldad de quimicos a las células
germinales depende de su capacidad para cruzar dicha barrera. Entre las
pequenas moléculas que no cruzan la barrera se encuentran la insulina, la
gacarosa y varios esteroides. La solubllidad en lipidos, mas que el tamario
molecular, determina la capacidad de barbituratos y sulfonamidas para
penetrar la barrera hematotesticular. Entre los mutagenos, el EMS, el metil
metano sulfonato y la dimetilnitrosamida son conocidos por pasar dicha
barrera, por lo tanto pueden actuar en periodos postmei6ticos (Okumara et

al., 1975; Zeeland et al., 1983).

C) EL EMS COMO MUTAGENO EXPERIMENTAL
El EMS se conoce desde 1958 (Roberts y Warwick) cuando se introdujo
como droga antineoplésica, pero por su alta toxicidad actualmente se utiliza

solo como mutageno experimental.

Cumming y Walton (1979) estudiaron el metabolismo del EMS, para lo
cual inyectaron EMS marcado con C'* intraperitonealmente a ratones macho,
y posteriormente cuantificaron la radioactividad presente en diferentes tejidos
homogenizados; estos autores encontraron que el EMS se distribuye

rapidamente en el organismo, ya que a los 15 minutos después de la -
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inyeccion se detecta radioactividad a nivel de los tejidos estudiados. 8in
embargo, en las primeras 4 horas el movimiento es relativamente lento,
después se acelera notablemente hasta alcanzar 108 testiculos, el epldidimo
y ol bazo en forma uniforme y activa, proporcionalmente a la dosls
administrada, e hidrolizandose después rapidamente. En los tefidos activos
para destoxificacion y eliminacion (Higado, Riiidn y Pulmén) se observa una
mayor concentracién de radioactividad que se conserva por periodos mas
largos. Un factor probablemente importante en la capacidad alquilante de
estos compuestos (EMS y MMS) “in vivo", es el grado al cual eilos son
hidrolizados bajo esas condiciones antes de que tengan la oportunidad de
alquilar moléculas de importancia biolégica. Puesto que la hidrélisis compite

con la reaccién de alquilacion, este es uno de los factores que la limita.

Entre los efectos producidos por el EMS que se conocen, estan:
Mutaciones letales dominantes, aberraciones cromosoémicas y mutaciones de
punto en células espermatogénicas, especificamente en espermatides y
espermatozoides, o cual parece estar relacionado con |a falta de sistemas
reparadores del dano genético en estos estadios (Cumming y Walton, 1979;

Lyon, 1981).

Generoso et al., (1974) midieron el dano génetico causado por el etil

metano sulfonato en ratones macho a dosis que variaron de 50 a 300 mg/Kg
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de peso, observando translocaciones hersdables y mutaciones lelales
dominantes, para ello se determiné la fertiiidad de los machos expuestos sl
mutédgeno por medio de la cruza con hembras normales a ias que 8o les
cuantificé la presencia de embriones muertos. Estos autores encontraron que
la frecuencia de mutaciones letales dominantes, fue comparable a cada una
de las dosis empleadas, con una reduccién significante en el niGmero de
embriones vivos y ur. incremento en la frecuencla de embriones muertos. La
dosis mas haja que indujo un incremento detectable de mutaciones letales
dominantes, fue de 150 mg/Kq, y a dosis mas aitas del mutageno (250-300
mg/Kg), se presentd un incremento notable de las mismas; sin embargo a
una dosis de 50 mg/Kg puede detectarse dano genético, como aumento en

el porcentaje de translocaciones heredables.

Los resuliados del analisis citogénetico en meiosis (Prueba de
espermatocitos en células germinales de ratébn C57BL X CDI),. muestran
aiteraciones que se relacionan con rompimientos cromosémicos y
corresponden a anillos y cadenas multivalentes, asi como fragmentos
cromosémicos en espermatocitos de los animales tratados con el mutageno

guimico EMS (Rodriguez et al, 1989).

Estudios bioquimicos han revelado que el DNA en la mayoria de los

espermatozoides de vertebrados, esta asociado con un solo tipo de -
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proteinas, las protaminas. Estas proteinas aon extremadamente basicas; entre
§5 y 70 % de los aminoécldos en las protaminas son arginina. Ademés,
todas las protaminas de mamiferos contlenen numerosos residuos cisteina
y estos aminoacidos son usados para generar uniones disuifuro entre
moléculas de protamina adyacentes durante las etapas finales de maduraclén
de la cromatina, cuando los espermatozoides dejan el testiculo y atraviesan

el epididimo (Palhorn, 1982).

En 1978, Sega y Owens determinaron que las protaminas son etiladas
por mutagenos diversos, entre ellos el EMS, inhibiendo la condensacién
normal de la cromatina al etilar los grupos sulfhidrilos de los aminoacidos
que los contienen. Se impide asi la formacién de los enlaces disulfure,
produciendose una gran presiéon del filamento de cromatina, lo cual
posteriormente puede provocar rompimiento cromosomico. En ei mismo
trabajo se determiné que la dosis promedio de EMS, necesaria para producir
éste dafio celuler, es de 200 mg/Kg, observandose el efecto a las dos

semanas de aplicacion.

D) EL ESTUDIO DE LOS ESPERMATOZOIDES COMO PRUEBA DE
MUTAGENICIDAD
El reporte de Bruce y cols, (1974) sobre la induccién de la elevacion

en la fraccidon de espermatozoides de forma anormal a consecuencia de la
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exposicién de animales de experimentacién a radlacliones lonizantes, dib
lugar a estudlos posteriores que seialaron el mismo efecto para una gams
de substancias quimicas reconocidas por su efecto mutagénico, teratogénico
o carcinogénico. Este efecto generalmente no se presenta para otras drogas
sin accidn mutagénica. Con esta base Wyrobeck, Heddle y Bruce propusieron
en 1975 el estudio de la morfologia del espermatozoide como prueba que

indica el potencial genotdxico de drogas y agentes fisicos.

Posteriormente en 1978, Wyrobeck y Bruce senalaron que en ensayos
para induccién de teratozoospermia con drogas genotdxicas, es conveniente
empezar con un tratamiento subagudo en el cual los animales son inyectados
diariamente por 5 dias consecutivos, con dosis idénticas cada vez. Este
tratamiento parece dar resultados ligeramente mas reproducibles que cuando
se suministra en una gran dosis Gnica.

Ademas, se menciona que la exposicion celular a mutagenos durante
la espermiogénesis tardia (desarrollo de la espermatide), no parece producir
algin incremento sustancial de anormalidades en los espermatozoides. En
contraste, la exposicion de las células en las fases espermatogoniales
mas tempranas, frecuentemente ileva a incrementar las anormalidades en los
espermatozoides, aunque [a sensibilidad difiere de compuesto a compuesto

(Wyrobeck y Bruce, 1978).
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En la utllizacién de este ensayo de mutagenicidad, deben conslderarse
algunos factores como son: temperatura ambilental elevada, deficiencla
extrema de la dieta y clertas enfermedades que pueden afectar la produccién

de espermatozoides en los ratones (Wyrobeck y Bruce, 1978).

Otras caracteristicas fenotipicas del espermatozoide, han sido
consideradas por diferentes autores como indice de da?o genético, entre las
cuales estan la Reaccibn Proteolitica acrosomal (Ginsberg et al., 1981 y
Propping et al.,, 1978) un examen para la integridad de las membranas
plasméatica y acrosomal; en ella no se observaria actividad litica si el
acrosoma fuera completamente anormal o no existiera. Ademas de esta
prueba, se han utilizado como rasgos indicativos de dano génetico, la
disminucién en la concentracion de espermatozoides, la proporcién de
espermatozoides vivos y la disminucién en 1a motilidad (Ficsor y Ginsberg,

1980; Escalier, 1984).

E) MORFOLOGIA NORMAL DEL ESPERMATOZOIDE DE MAMIFERO.
Las descripciones detalladas de Fawcett (1975) acerca del
espermatozoide de mamifero, fueron una base importante para el andlisis

hecho en este trabajo de la ultrestructura del espermatozoide de raton.

Por considerario de utilidad para el anlisis de nuestros resuitados,
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haremos una descrlpclén, de la morfologia normal de loa espermatozoldes de
raton (Figura No. 1). En esta especle la cabeza tlene forma de hoz, esth
ocupada casl totalmente por el nicleo (Nu) alargado, con cromatina
condensada y limitado por su envoltura nuclear, adelgazado en su porclén

anterior y ligeramente ensanchado en su extremo posterior.

El ntcleo queda cubierto en !na gran extension por el Acrosoma (Ac),
estructura membranosa ocupada interiormente por un material de baja
densidad electrénica. En la porcion anterior apical del espermatozoide, el
acrosoma se extiende aiGn mas alld del ndcleo, para darle la forma

caracteristica a la cabeza de estos espermatozoides.

Como es ya sabido con respecto al flagelo del espermatozoide de
mamifero, éste presenta una estructura compleja, se inicia con una regién

sumamente estrecha que comprende la pieza de conexién, formada por una

region articular, el capitulum, adjunte a la placa basal, material electrodenso
que limita la fosa de implantacidén que es propiamente el sitio de union de
la cola con la cabeza. Hacia atras del capitulum se encuentran las 9 columnas
estriadas que en su extremo caudal se sobreponen a las 9 fibras densas del
flagelo. A excepcién del centriolo y una o dos mitocondrias, esta regidn esta

desprovista de organelos.
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La pleza Intermedia (Pi), esté caracterizada por una vaina de
mitocondrias (Vm), colocadas extremo a exiremo formando una héiice
apretada; la estructura interna de éstas no difiere significativamente de
mitocondrias en otros tipos celulares. En el centro de ia hélice mitocondrial
se encuentra el axonema (Ax), consistente en microtibulos centrales y una
hilera de 9 dobletes de microtibulos periféricos, rodeados por 9 fibras

densas (Fd), (pxtrén seccional 9 + 2).

La Pieza Principal (Pp) esta constituida por ¢l axonema (Ax), las 9
fibras densas externas y la vaina fibrosa. Este ultimo componente estructural
es caracteristico de la pieza principal para espermatozoides de mamifero y
consiste de una serie de costilias orientadas circunferencialmente alrededor
de la cola para terminar en dos columnas longitudinales, las cuales corren a
lo largo de los lados opuestos de la vaina en toda su extension. Tanto las
costillas como las columnas aparecen constituidas por pequenos agregados

electrodensos.

Como la cola disminuye en grosor a lo largo de su longitud las
columnas longitudinales llegan a ser mas pequenas y las costillas mas
delgadas. A varios micrones del extremo de la cola, la vaina fibrosa al igual
que las fibras densas terminan abruptamente, marcando la unién de la pieza

principal y la pieza terminal. La vaina fibrosa no ha sido adn aislada ni -
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caracterlzada quimicamente, pero al igual que las fibras densas externas de
la cola, parecen constar de proteinas que son altamente resistentes a la

solubtllzacién.

La porcidn terminal del flagelo, es de diametro muy pequeiio ya que
esta constituido unicamente por el axonema, cuyos elementos desaparecen
a distintos niveles, y una escasa cantidad de citoplasma rodeada por la

membrana celular.



FIGURA No. 1

MORFOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE NORMAL DE RATON
A) Cabeza (Forma de hoz); B) cola

(Ac) Acrosoma, {(Nu) Nacleo, (Fi) Fosa de implantacion;

(Pb) Placa basal; (Ca) Capitulum; (Cs) Columnas estriacas; (Co) Cuelio; (Pi)
Pieza intermedia; (Vm) Vaina mitocondrial; (Ax) Axonema; (Fd) Fibras densas;
(Vi) Vaina fibrosa;

a) Corte Transversal de la Pieza intermedia.

b) y ¢) Corte transversal de la Pieza principal.

16



MATERIAL Y METODO

Para alcanzar los objetivos, llevamos a cabo un estudio experimental,
prospectivo y transversal en el que se utilizaron como material blolégico, 12

ratones de la linea hibrida C57BL X CDIi, de 8 a 12 semanas de edad.

Para inducir anomalias morfolégicas en los espermatozoides se

empled, el Etilmetanosulfonato (EMS), (cbtenido de Sigma Chem. Co.).

Se formaron cuatro grupos de tres ratones cada uno; tres de ellos
fueron tratados con el Etiimetanosulfonato por via intraperitoneal, a dosis de
200 mg/Kg de peso, diariamente por 5 dias consecutivos. El cuarto grupo fue
manejado como control, aplicandole 0.2 ml de agua tridestilada (vehiculo del

EMS) por la misma via en el mismo periodo de tiempo.

Después de aplicar la ultima dosis de tratamiento, los rtatones se
mantuvieron a temperatura de 25 °C, con periodos luz-oscuridad de 12 horas

cada uno, y alimentacion y suministro de agua "ad libitum”.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical a las tres,
cuatro y cinco semanas de terminado el tratamiento (grupos 1, 2 y 3
respectivamente). El grupo control se sacrifico a las cuatro semanas.

17
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Posteriormente se disecaron epididimos y conductos deferentes, ios cuales
se fragmentaron con tijeras y pinzas en 1.5 ml. de solucién salina lsotbnica.
La solucion se filtr6 con una malla de cobre para sliminar fragmentos de

telido.

El filtrado se utilizé para lo siguiente:

1).- Elaboracion de 10 frotis por raton para la determinaciéon del
porcentaje de espermatozoides anormales, por observacion directa, a través
del siguiente procedimiento:

a) Secado al aire.

b) Fijacion en una solucion de: 85 % Metano! Absoluto, 10 %
Formaldehido y 5 % acido acético durante una hora.

¢) Lavado en agua. . =

d) Tinciébn con Eosina "Y" acuosa al 5 % por una hora.

e) Lavado en agua. .

f) Secado al aire.

Las laminillas se observaron al microscopio de luz (Zeiss K7) a 40X, y
en cada una de ellas se contaron 100 células (1000 células en total por cada
ratébn) para establecer el porcentaje de espermatozoides con anomalias

morfolégicas.
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2).- Conteo de espermatozoldes por mi. de fiitrado en la cdmere de
Neubauer de la manera convencianal. Del filtrado epididimario se tomé una
muestra con [a pipeta de Thoma (plpeta de dilucién para glébulos biancos),
y se diluyé (1:20) y homogeneizé en una soluclén de Bicarbonato de sodio,
Formalina neutra y agua destilada; se desecharon las primeras 3 gotas y la
siguiente gota se colocé en un extremo de la camara de Neubauer; se dejd
reposar unos minutos con el cubreaobjetos encima y se observé al
microscopio de luz a 40X, procediendo a realizar el conteo espermético en las

regiones correspondientes de la cuadricula de la camara de Neubauer.

3).- Analisis de la motilidad de los espermatozoides en un portaobjeto,
mezclando lo mas rapidamente posible después de sacrificar al animal, una
gota de la muestra con una gota‘de solucién de cloruro de sodic al 0.9 %. Se
contaron 100 células en cada muestra y se clasifico la motilidad por grados

en: Mbéviles, Torpes e Inméviles. .

4).- El resto de la muestra se proceso6 para microscopia electronica por
el método de Hayat (M. A. Hayat, 1972) para el procesamiento de
espermatozoides, con algunas modificaciones. EI método consiste en lo

siguiente:
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- Fijaciéon con una mezcia de Paraformaldehido 3 %, Glutaraldehido
2.5% y acido picrico 0.002 mg, por una a dos horas a temperatura
ambiente.
- Centrifugacién a 1000 rpm por 7 a 10 minutos. (Se decanta el
sobrenadante).
- Lavado en la solucion fijadora, centrifugacién y decantacién del
sobrenadante.
- Lavado en buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.2) y centrifugacién a 1000
rpm por 10 minutos (se repite 3 veces).
- Post-fijacion con tetroxido de osmioc al 1 %, 0.1 M (pH 7.2) por 15
minutos.
- Lavado con Buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.2), dos cambios.
- Deshidratacion con etanol a diferentes concentraciones. Alcohol 60
%, 70 %, 80 %, 90 %, 15 minutos ¢/u y en alcohol 100 %, dos cambios
de 15 minutos cada uno. -
- Oxido de propileno - tres cambios de 15 minutos cada uno.
- Infiltracibn en una mezcla de oxido de Propileno-Resina Epéxica
(MEDCAST), en una proporcion de 2:1, (1-3 horas); 1:1, (toda la
noche); 1:3, (1-3 horas); a temperatura ambiente.
- Preinclusién con Resina Epobxica (MEDCAST), efectuandose 2
cambios de una hora a 60° C.

- Inclusién en Resina Epoxica (MEDCAST) de 18 a 72 horas a 60° C.
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Una vez obtenidos los bloques con la muestra, se reallzaron cortes
semifinos de 0.5 a 1 micra de grosor, que se tlifieron con azul de toluidina al
1 % en una soluclén de bérax al 5 %; estas secciones se observaron al
microscopio de luz (Zelss K7) a 100X para localizar los espermatozoides de
forma alterada. Una vez encontrados, se tomaron fotografias y se procedié
enseguida a la obtencibn de cortes finos de 90 nm de grosor en el
ultramicrotomo Sorval MT-1. Estos cortes fueron montados en rejillas de
cobre y contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo, para la

observacién y andlisis al microscopio electrénico.



RESULTADOS.
A) MICROSCOPICA DE LUZ
Los pardmetros evaluados a Microscopia de luz para corroborar el
efecta dariino del EMS sobre ia Espermatogénesis fueron:
1) Determinacién del Porcentaje de Formas Anormales.
2) Numero de espermatozoides por mi.

3) Motilidad espermaética.

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE FORMAS ANORMALES:

En esta prueba se presentd en general, una elevacién en el porcentaje
de formas anormales en los 3 grupos de ratones tratados con el agente
mutagénico, siendo éste de un 7 % en promedio, mientras que en el grupo

control fue de un 2.63 %. (Tabla No. 1).

Se identificaron las siguier;tes formas al:!ormales de espermatozoides:
Amorfo, Filamentoso, Sin gancho, con Defecto del gancho, con Doble cola,
con Flagelo anormalmente implantado, Microcéfalo y Macrocéfalo (I;igura No.
2).

Hubo diferencias en cuanto a la frecuencia de presentacion de cada
una de las formas anormales ya mencionadas en los 3 grupos de ratones
tratados. Siendo las formas mas abundantes, el tipo amorfo (Grupo I, 2.5%)

22
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sin gancho (Grupo |, 2.3%), y las de defecto de gancho (Grupo I, 1.96%),

el resto de las formas fueron menos frecuentes (Tabia No. 2).

En los frotis de espermatozoides, ademas de detectar la cantidad y
tipo de anomalias (% de espermatozoides anormales), 8e pudieron distingulr
alteraciones no cuantificadas en esta prueba como son: un cuello largo en

algunos casos, pieza intermedia engrosada y colas plegadas o enrrolladas.

En el grupo control, no se observé ningan espermatozoide filamentoso,
bicéfalo y macrocéfalo, el resto de las formas anormales fueron escasas

(Tabla No. 2).

RECUENTO TOTAL DE ESPERMATOZOIDES:

En el conteo espermético,'se presenté L;na gran variabitidad dentro de
los grupos. El nimero de espermatozoides fue bajo (23.67 x 10® en promedio)
en los 3 grupos de ratones tratados, comparados con el control (4-1 4 X 105);
en el grupo | (3 semanas de tratamiento), se presentdé el numero de
espermatozoides mas bajo, (16.73 x 10® en promedio), mientras que en el
grupo Il (4 semanas de tratamiento) y [Il (5 semanas de tratamiento) el
nimero de espermatozoides/cc entre eflos fue semejante (26.77 y 27.53 x [0°,

repectivamente).
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ANALISIS DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA;

Al hacer la observacién de los espermatozoides en fresco, se
clasificaron segtn el grado de motilidad en: Méviles, Torpes e Inmébviles.
Encontrandose un numero elevado de espermatozoides inméviles en los 3
grupos de ratones tratados con el EMS (De 900 células contadas 600 fueron
inmoéviles), mientras que el nimero de espermatozoides moviles (130) y
torpes (170) fue bajo. Los tres ratones que fueron tratados con agua
bidestilada presentaron cifras bajas de espermatozoides inméviles (155) y
torpes (55), en comparacién con los tratados, y un nimero relativamente
mayor de espermatozoides moviles (90) en las 300 células contadas. Tabla

No. 3.
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B) OBSERVACIONES A MICROSCOPIA ELECTRONICA.
En los cortes finos de la "Pastllla® de espermatozoldes revisados con
microscopia electrénica, se anallzaron tanto células de forma normal como

alterada.

Muchas de las formas anormales de espermatozoides, vistas a este
nivel, coincidieron con la descripcion hecha previamente a microscopia de
luz; entre estas formas se encontraron: espermatozoides amorfos,

filamentosos y con alteraciones del gancho.

Las alteraciones ultraestucturales sncontradas en la cabeza de los

espermatozoides correspondieron a cambios nucleares y acrosomales.

A nivel del niicleo se observaron:

1) Modificaciones en la forma del nucleo: por Ia aparicién de pliegues,
prominencias o prolongaciones, que originaron una forma muyvirregular,
incluso de aspecto bilobulado como es el caso de espermatozoides amorfos

(Lamina No.1: A, B, C, y D; Lamina 2: A y D).

2) Medificaciones en el volumen nuclear; en algunos casos se presentd

un incremento y en otros una disminucién. Pudo observarse fragmentacién
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on los espermatozoides amorfos, fllamentosos y macrocéfalos (Lamina 2:

Ay D;Lémine 3: Ay C).

3) Defectos en la condensaclén cromatinica, dando al néacieo un
aspecto grumoso y a veces hasta vacuolado, observado esto en varios de los

tipos anormales de espermatozoides analizados (Lamina 1: C; Lamina 2: A).

4) Persistencia de abundante citoplasma perinuciear, conteniendo
elementos membranosos y estructuras flagelares, en espermatozoides de tipo

amorfo y en células en degeneracién (Lamina 1: C; Lamina 2: A).

Respecto a las alteraciones Acrosomales analizadas, se presentaron
modificaciones de la forma correspondientes a: 1) Alargamiento,
como ocurre en espermatozoides de tipo . filamentoso (Lamina 3: C).
Aplanamiento o Ensanchamiento y Prolongaciones zpicales, observado en
espermatozoides sin gancho o con defecto del mismo (Lamina 3: 1\, B yD);
en alguncs otros casos, se presentd un incremento del volumen acrosomal
el cual pudo apreciarse en espermatozoides amorfos, con defecto de gancho
o sin el (Lamina: 2, D; LAmina 4: Ay B). En ninguno de los casos se observ6

ausencia del Acrosoma.
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En cuanto a la region del cueflo, fue dificll localizar las suficlentes
ImAgenes para poder establecer una interpretaciéon clara; pero en las que se
analizaron se observé una apariencia normal, salvo en los casos en que la
cabeza esta totalmente dobtada sobre la cola, en donde probablemente los

elementos de la pieza de conexion tienen diferente orientacién (Lamina 2: B).

En lo referente a la cola del espermatozoide, se analizaron piezas
intermedias y principales. En la mayoria de las observaciones de la pieza
intermedia, se aprecié la estructura tipica, encontrandose el axonema
rodeado por las 9 fibras densas y las mitocondrias c¢on un patrdn
conformacional comun para este tipo de células, sin embargo en algunos
casos se presentd una cantidad relativamente abundante de citoplasma
(Lamina 6: A, B, C y D, Figura No. 3), el patron conformacional de las
mitocondrias fue distinto del comin para este t-ipo celular, mostrando en gran
parte extraccion de la matriz mitocondrial, permaneciendo en algunas areas
como grumos densos, {as crestas mitocondriales son mas abundéntes y los

espacios intracrestales mas notorios (Lamina 5: B y D).

Las observaciones realizadas a nivel de la cola espermatica, fueron
principaimente llevadas a cabo en cortes transversales, los cuales permiten
una observacion clara de todos los elementos que la constituyen (Lamina 9:

C): El Axonema, formado por un par de microtibulos centrales y un -
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anillo de 9 dobletes perlférlcbs, las 9 fibras densas a su alrededor y la vaina
fiborosa. En los espermatozoldes de ratones tratados con EMS, pudieron
detectarse alteraciones en el patrédn microtubular de! axonema a nivel de la
pleza intermedia y principal, consistiendo estas en una desorganizacién
microtubular y/o ausencla parclal ¢ completa de los mismos (Lamina 7,8y

9, Figura 4 y 5).

Con bastante frecuencia, pudimos apreciar combinaciones de las
aiteraciones, por ejemplo, defectos nucleares y acrosomales, (Lamina 2: Ay
D; Lamina 3: A, B, C y D); leves o graves deformidades de la cabeza

relacionadas con alteraciones de la cola {Lamina 1: B y 2: C).

En algunas ocasiones, se detecto tanto en los grupos control como en

los tratados, porciones faltantes de la vaina fibrosa.

Se encontraron también células maiformadas en degeneracién, con
mayor frecuencia en los grupos tratados, que presentaron disgregacion de
las membranas con pérdida de los limites celulares, disolucién de la matriz

citoplasmica con gran cantidad de vesiculas membranosas (Lamina 1: C).



LAMINA No 1 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE
ESPERMATOZOIDES ANORMALES.

A) Espermatozoide amorfo con la cabeza ligeramente doblada sobre el
flagelo, el nicleo (Nu) cuadrado esta rodeado por el acrosoma. La Pieza
intermedia (Pl) en seccién longitudina! es de aspecto normal. Se observan

algunas piezas intermedias y principales en sentido transversal. (3000X)

B) Espermatozoide anormal en el cual se presenta por un lado una
escotadura y por el otro una jiba. En la pieza intermedia (Pi) se aprecia

ausencia de microtlubulos (flecha) (9,256X).

C) Espermatozoide anormal en degeneraciéon. £l nacleo (Nu) con
defecto en la condensacion .cromatinica,. presenta una excavacién y
adelgazamiento en uno de sus extremos, a su alrededor se observa
abundante citoplasma en disolucién, que contiene estructuras membranosas

y flagelares (12,000X).

D) Espermatozoide amorfo con dos prolongaciones nucleares muy

adelgazadas como ganchos, rodeados por el acrosoma (12,000 X ).

33
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LAMINA No 2 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE
ESPERMATOZOIDES ANORMALES.

A) Espermatozolde amorfo que ha perdido por completo la forma
caracteristica que presentan los espermatozoldes de ratén. NGcieo (Nu) muy
grande de aspecto bilobulado o con dos agregados nucieares, uno de mayor
tamafno que el otro; defecto en la condensacién cromatinica que da aspecto
grumoso, la superficie nuclear es irregular. El Acrosoma (Ac)mal definido.
Alrededor del ndacleo hay una cantidad relativamente abundante de
citoplasma, con elementos membranosos (flecha) y flagelares (cabeza de

fiecha) (12,000X).

B) Espermatozoide con la cabeza pequena, completamente doblada
sobre el flagelo; abundante citoplasma. La seccién da la apariencia de que
son 2 piezas intermedias (Pi), en una de las cuales no se presenta el

axonema (flecha) (12,000X).
C) Espermatozoide con cabeza de aspecto normal, con 2 piezas

intermedias (posiblemente biflagelado), una con sus elementos internos

completos y otra con ausencia de microtubulos (flecha) (7,000X).
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LAMINA No. 2 Continuaclén ....

D) Espermatozoide amorfo con un pequeio fragmento nuclear (flecha)
separado del nicleo (pudiendo corresponder a una cabeza bifurcada). Entre
las dos porciones nucleares se observa un material de electrodensidad

variable que semeja al acrosomal (*) (12,000X).
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LAMINA No 3 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS OE
ESPERMATOZOIDES ANORMALES.

A) Espermatozoide anormal con Acrosoma aplanado por un extremo

(flecha) y por el otro alargado y adelgazado (*) (9,200X).

B) Espermatozoide con extremo anterior engrosado y ligero
encorvamiento. El Acrosoma presenta una prolongacion apical (flecha)

(9,200X).

C) Espermatozoide filamentoso, que presenta un niicleo muy alargado
{(Nu) y un pequeno fragmento nuclear adicional (flecha) en su porcién apical.
El Acrosoma también presenta un alargamiento (cabeza de flecha)
pronunciado hacia la region api;:al, rodeandc; al pequeno fragmento nuclear

(9,200X).

D) Espermatozoide anormal con aplanamiento y ensanchamiento del

Acrosoma (Ac). El nilicleo presenta una angulacion de casi 90° (9,200X).
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LAMINANc4 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE
ESPERMATOZOIDES CON ANOMALIAS DEL
ACROMOSOMA.

A) Espermatozoide con Acrosoma apianado y ensanchado (flecha).
Se observan tamblién una Pleza intermedia (Pi) y Piezas principales (Pp) en

sacclon transversal (7,000X).

B) Espermatozoide con aplanamiento e hiperdesarrollo del Acrosoma

{Ac), que aparece ademas doblado sobre el nlcleo. Se observan también

alrededor del nicleo ondulaciones del Acrosoma (20,000X).
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LAMINA No & MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE PIEZAS
INTERMEDIAS NORMALES Y ANORMALES.

A) Seccibn transversal de Pieza intermedia normal, donde se observa
el Axonema (Ax), las 9 flbras densas, externas (Fd) y las mitocondrias (m)

(20,000X).

B) Seccibn longitudinal de dos flagelos a nivel de la Pieza intermedia.
Una de ellas es de aspecto atipico (flecha): donde {as mitocondrias (mj)
muestran extraccion de la matriz mitocondrial y en algunas areas grumos
densos, las crestas mitocondriales son abundantes y los espacios
intracrestales notorios. La otra es de apariencia “"normal® (*): la matriz
mitocondrial es muy electrodensa. Hay pocas crestas mitocondriaies, no se

observan los espacios intracrestales (12,000X).

C) Seccion longitudinal de Pieza intermedia (Pi) en continuacién con la

Pieza principal (Pp), ambas de aspecto normal (12,000X).

D) Pieza intermedia en seccion longitudinal donde se observa el
aspecto de las mitocondrias (m) distinto del patrén comuin, como se describe
en el inciso B (12,000X).
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LAMINA No 6 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE

PIEZASINTERMEDIAS CON ABUNDANTE CITOPLASMA
(C).

Aumentos:

A) 7,000X B) 12,000X C) 7,060X y D) 12,000X
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LAMINA No 7 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE PIEZAS

PRINCIPALES NORMALES Y ANORMALES.

A) Seccibn transversal de piezas principales con ausencia de axonema

{flecha) y con ausencla parcial y desorganizacién de microtGbulos (*)

(12,000X).

B) Pleza principal en seccidn transversal con ausencia completa del

axonema (20,000X).

C) Seccién transversal de piezas principales con axonema completo
(flechas) y con ausencia parcial de microtibulos (*) (7,000X).
D) Pieza principal en seccion transversal con una desorganizacién

microtubular (*) (50,000X).

LAMINA No 8 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE SECCIONES
TRANSVERSALES DE PIEZAS PRINCIPALES DE

ESPERMATOZOIDES.

A y B) Piezas principales con axonema completo {cabeza de flecha), e
incompleto (ausencia parcial y desorganizacién de microtubulos (*) y ausente
(flecha). A) 7,000X B) 20,000X.
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LAMINA No 8 MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE PIEZAS
INTERMEDIAS Y PRINCIPALES DE ESPERMATOZOIDES.

A) Secciébn transversal de pleza intermedia (Pl) de aspecto normal y
pleza principal con axonema Incompleto y desorganizacién microtubular (*)

(12,000X).

B) Secclién longitudinal de pieza intermedia (Pi) de aspecto normal y

pieza principal con una desorganizacién micro tubular (*) (12,000X).

C) Pieza principal en seccion transversal con axonema completo, (Ax)

Axonema, (Vf) Vaina fibrosa. (12,000X).

D) Seccion transversal de piezas intermedias (Pi) de aspecto normal y
piezas principales completas (cabeza de flecha) y ausencia de axonema

(flecha) (9,200X).
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FIGURA No. 3

ESPERMATOZOIDE DE RATON CON UNA CANTIDAD RELATIVAMENTE
ABUNDANTE DE CITOPLASMA A NIVEL DE LA PIEZA INTERMEDIA
(Ac) Acrosoma, (Nu) Nucleo;
(Co) Cuello; (Pi) Pieza intermedia; (Ci) Citoplasma;
(Ax) Axonema; (Fd) Fibras densas; (Vm) Vaina mitocondrial; (Pp) Pieza
principal; (Pt) Pieza terminal
a) Corte Transversal de la Pieza intermedia.
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FIGURA No. 4

ESPERMATOZOIDE DE RATON QUE PRESENTA ALTERACION DEL

AXONEMA (DESORGANIZACION Y FALTA PARCIAL DE
MICROTUBULOS)

(Ax) Axonema a) Corte transversal de la pieza principal.
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FIGURA No. 5

ESPERMATOZOIDE DE RATON QUE PRESENTA AUSENCIA DE

AXONEMA

Aspecto de la cola en seccion longitudinal y corte transversal de la pleza

principal.
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GISCUSION Y CONCLUSIONES

Se sabe que tanto ia forma normal ¢de los espermatozoides como la
fracciébn y tipo de formas anormales presentes, es una caracteristica del
genotipo de las células espermatogénicas; sl éste de alguna manera se ve
modificado, también lo estaran las células finales resuitantes del proceso de
espermatogénesis (Wyrobeck y Bruce, 1978). La utilizacibn de una linea
hibrida de ratones (C57 BL X CDIl) en este trabajo, tiene la ventaja de
presentar un porcentaje bajo de espermatozoides de forma anormal, como

efecto de la cruza de lineas genéticas.

En nuestro estudio cbservamos una disminucién en la cuenta total y
una elevacion en el nimero de espermatozoicles anormales ya esperadas, a
consecuencia de la inyeccion del mutdgeno quimico, etil-metano-suifato
(EMS). Esta parte de nuestro estl;dio, tuvo la ﬁl"talidad de corroborar el efecto
danino de dicha substancia sobre la espermatogénesis, verificando 1a eficacia
del tratamiento y susceptibilidad de los animales de experir}]entaclbn

(Wyrobeek et al., 1975; Wyroheek y Bruce, 1978; Casidy et al., 1983).

En principio, corroboramos nuestra hip6tesis al constatar que la forma
anormal de la cabeza del espermatozoide, se asocia consgistentemente con
cambios nucleares y acrosomales, que seguramente son consecuencia de los
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defectos que el EMS causa en la espermlogénesis murina.

El anédlisis al ME de los espermatozoldes de forma anormal en ratones
tratados con EMS, permitié encontrar grandes simifitudes entre el tipo de
alteracién que con anterioridad se observaron en espermétides (Gallegos de

L., et al 1987) y las que presentan los gametos maduros.

Sin embargo, aunados a las alteraciones nucleares y acrosomales, se
observaron otras modificaciones referentes a la implantacién del flagelo y a
la organizacién de sus elementos. Estas aiteraciones en ia ultraestructura
flagelar que fueron frecuentemente vistas al ME, pueden estar relacionadas
con el alto porcentaje de espermatozoides inmoéviles, detectados en el
examen en fresco del contenido epididimario de los ratones tratados con
EMS. Respecto a esto, resultados similares ha.n sido reportados por diversos
autores. Haidl et al (1987), encontraron una correlacion altamente significante
entre los hallazgos morfolégicos de las piezas intermedias vy colas y la
motilidad total, <si como con la motilidad progresiva de los espermatozoides.
Anteriormente se habia visto que los espermatozoides morfolégicamente
normales se desplazan mas rapido y derecho, con frecuencias mas altas en
el nimero de latigazos del flagelo, que Ilos espermatozoides

morfolbgicamente anormales (Katz et al., 1977).
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Las diversas aiteraciones de la estructura axonemal (ausencla de
axonema, de brazos 6 estructuras centrales), se han asociado también a
deficlencias enzimaticas en espermatozoides inméviles (Bacceti, et al, 1981).
Escalier (1984) describié igualmente defectos en la estructura de la cola del
espermatozoide a nivel del cuello, axonema y vaina fibrosa y los relaciond

con alteraciones en la motilidad, en ratones mutantes estériles.

En su totalidad, todos estos autores se han referido a defectos
microtubulares y de las estructuras fibrosas del flagelo, semejantes a los que
nosotros observamos en nuestro estudio, pero los cambios mitocondriales
que aqui referimos no han sido reportados. L.a conformacion peculiar de las
mitocondrias en los espermatozides, de ratones inyectados con EMS, se
puede ver también en espermatides anormales. (Gallegos de L Comunicacion
personal) y es posible que también se relacione a la motilidad defectuosa de

los espermatozoides.

Aunque no se registrd el niGmero, se observaron en los frotis de
espermatozoides al ML, colas plegadas y engrosadas a nivel de la porcién
intermedia, que seguramente se relacionan también con los defectos

vitraestructurales senalados.
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Todas las maiformaciones descritas para los espermatozoides en este
trabajo, se presentaron de manera aislada o en comblnacién, slendo dificil de
establecer su interdependencia. Esto colncide con lo que menciona Holstein
(1978), para las espermétides malformadas de tlbulos seminiferos del
humano bajo condiciones normales; en pacientes con trastornos de la
fertiidad y en los ancianos, donde no hay dominio de alguna de las
malformaciones de las espermatides, encontréndose involucrados de igual

manera todas las estructuras celulares {(Holstein 1986).

Observamos también, células germinales malformadas en
degeneracion, con mayor frecuencia en los grupos tratados con el EMS. No
sabemos si esto, se encuentra dentro del porcentaje normal de pérdida
fisiologica de células germinates, o si tal vez los espermatozoides
malformados pudieran ser mas susceptibles ;l efecto toéxico de este tipo de
sustancias. Otra posibilidad es que estas células tuvieran un tiempo de vida
méas corto que células normales, por lo cual se desintebran mas
rapidamente. Se ha visto que tejido testicular de ancianos con buena
actividad espermatogénica y cantidad normal de espermatides, presenta un
aumento de cambios degenerativos en éstas y un menor tiempo de vida
(Holstein, 1986). Parvinen et al. (1984), mencionan el efecto de drogas

anticancerosas, las cuales causaron cambios degenerativos en células que



son més activas on sintesis de RNA como los espermatocitos paquiténicos,
as{ también en la divislon melbtica. Ante esta situaclén, conslderamos
conveniente en ensayos posteriores Incluir una prueba de viabilidad
esperméatica que permita detectar tiempo de sobrevida y distinguir

espermatozoldes muertos de los vivos inméviles.

En conclusibn podemos afirmar que:

1.- Nuestros resultados confirman la hipotesis propuesta en este
trabajo, ya que la forma alterada de la cabeza de los espermatozoides
anormales de ratones tratados con EMS, corresponde a camblos presentados
en la forma del nicleo y/o acrosoma.

2.- Los cambios morfologicos de los es:permatozoides de los ratones
a los que se les administré6 EMS, no son unicamente a nivel de la cabeza. A
nivel de microscopia de luz, se detectaron cambios flagelareé como la
duplicacion y plegamiento frecuente de las colas espermaticas. Por el examen
al microscopio electrénico, se identificaron modificaciones estructurales tanto
en la pieza intermedia coma principal: cantidad relativamente abundante de
citoplasma en la pieza intermedia; diferencias en el patron conformacional
de tas mitocondrias y alteracion a nivel de los microtubulos que componen

el axonema (desorganizacién, ausencia parcial 6 completa).
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3.- Ademas de los camblos en la morfologia de los espermatozoldes,

los ratones tratados con EMS presentaron trastornos de la motilldad
espermatica que seguramente tlenen su base, al menos en parte, en las

alteraciones de la ultraestructura flagelar registrados.

4.- Se registré un incremento en el nimero de células en degeneracién,
lo cual puede ser considerado como evidencia de los trastornos de la
espermatogénesis como declara Holstein y Schirren (1977), para e} aumento

en la taza de muerte celular.



RESUMEN
Se realizd un estudlo con microscopla electrénica para describir las
alteraclones en la estructura fina de espermatozoldes morfolégicamente
anormales. Se utilizé un modelo experimental consistente en ratones de linea
hibrida (C57BL X CDI) sometido a la acclén del mutégeno EMS (Etil metano
sulfonato) con la finalidad de tener una fraccién aita de espermatozoides de

forma anormal.

En la primera parte de este estudio corroboramos el efecto del EMS sobre
la Espermatogénesis de los animales tratados, registrando una disminucién
del nimero total de espermatozoides, con aumento del porcentaje de formas

anormales y disminucién de fa motilidad.

Las formas anormales de espermatozoides encontradas en este estudio
por examen de frotis a Microscopia de luz, fueron las siguientes:
Espermatozoides Amorfos, Filamentosos, Sin Gancho, Defecto de gancho,

Doble cola, Flagelo anormalmente implantado, Microcéfalos y Macrocéfalos.

Para el estudio Ultraestructural de estas formas de espermatozoides se
analizaron los cortes finos a ME de transmision y se observaron tanto
espermatozoides de forma normal como anormal, entre estos ultimos se
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encontraron Espermatozoides amorfos, filamentosos y con defecto de
gancho. En los espermatozoldes de forma alterada se detectaron alteraciones
nucleares y/o acrosomales en la cabeza y modificaciones mitocondriales

ademas de defectos del axonema y fibras de la cola espermaética.

Los cambios nucleares consistieron en: 1)Modificaciones en la forma
del nicleo, 2) Modificaciones en el volumen nuclear, 3) Defectos en la
condensacién cromatinica y 4) Persistencia de citoplasma perinuclear

abundante, conteniendo elementos membranosos y estructuras flagelares.

Mientras que el Acrosoma presento: 1) Alargamiento, 2) Aplanamiento
o Ensanchamiento y 3) Prolongaciones apicales, en algunos casos un

hiperdesarrollo.

En la cola espermatica se presenté una desorganizacién y/o ausencia
parcial o completa de los microtibulos, de las fibras densas exte;nas y de la
vaina fibrosa.

Los cambios presentados en los espermatozoides, mencionados en
este trabajo son similares a lo reportado por diferentes autores en casos de
pacientes infértiles y ademas se correlacionan directamente con las
alteraclones en la espermiogénesis descritas anteriormente, en animales

tratados con el mismo mutageno.
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