I.- INTRODUCCION, -

La presente investigacion morfoldgica, se relaciona con
la Patologia experimental especificamente con el rea de Carcinogénesis, campo
que ha tenido gran auge en los (1timos afios y se encamina hacia la deteccidn -
de agentes quimicos & fisicos con accidn carcinogénica para el hombre, e indaga

sobre el mecanismo de accidon de los carcindgenos.

Son los datos epidemioldgicos 1os que han sefalado con
mayor certeza a 1os agentes carcinogénicos para el hombre { 23, 83 ); sin en-
bargo se requiere un largo tiempo para la evaluacidn de los efectos en varias
generaciones de individuos, y sclo pueden aplicarse a agentes a 10s 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). se han dedica
do a 1a bisqueda de modelos experimentales, que permitan 1a deteccidn de agen
tes de potencial accion carcinogénica para el hombre. La mayoria de ellos se -
realizan en sistemas in-vitro y en organismos situados a diversos niveles taxo
némicos, por 1o que la principal objecién que se puede poner a su validez, es

la dificultad de extrapolacidn de sus resultados al hombre { 22, 78 ).

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

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

Entre las pruebas de carcinogénesis a corte plazo, en -
mamiferos “in-vivo" destaca el modelo propuesto por A.J. Wyrobeck (1975), en
el que Ta elevacidn 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 duracibn permite su aplicacidn a un gran ndmero de agentes { 98 }.



La prueba descrita por Wyrobeck, se ha enfocado a la de
teccidn 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 la morfologia de los espermatozoides del ratdn, a consecuencia de
Ta administracidn de agentes mutagénicos y/6 carcinogénicos, son antecedidos -
por cambios en la espermatogénesis cuyo aspecto morfoldgico puede ser estudiado
con microscopia de luz y electrdnica. Ya gue esos cambios no han sido suficien-

temente analizados, los objetivos de ésta investigacidn 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 produccidn de

espermatozoides de forma anormal.
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Zoide,



IT.- ANTECEDENTES.

Dados los objetivos de é&sta investigacion, 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 -
Tiubulo Seminifero en ésta especie. En segundo término se presentard, 1o que en
la bibliograffa se reporta acerca de las alteraciones producidas a 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 Ratodn.

La espermatogénesis en los mamiferes, es un proceso continuo de diferencia
cidn celular, que comprende tres eventos principales: la proliferacidn y renova
cién de las espermatogonias, 1a meiosis y la espermiogénesis, que conducen a la
formacidon de céluias altamente especializadas: 1os espermatozoides.

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

La espermatogénesis se 1leva a cabo en el testiculo, que en el ratén se lo
caliza en la regidon inguinal (66); la anatomia macroscépica y microscopica 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-
cidn del epitelio seminifero en el ratén haciendo énfasis en la ultraestructura
de las células espermatogénicas. Por ultimo citaremos brevemente la sintesis de
macromoléculas en l1a espermatogénesis, con la finalidad de explicarnos con ba-

ses moleculares, sus principales eventos morfoldgicos,

-



a).- Estructura del Tabulo Seminifero.

Los tibulos seminiferos constituyen 1a parte exdcrina del testiculo ( 5 );

cada tdbulo estd rodeado por unz 18mina 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 0 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 organizacidn y estructura del tlbulo puede ser apreciada en
la Fig.2.

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

propia hasta la luz del tibulo seminifero., Su parte principal descansa sobre la
1dmina propia y contiene al nicleo, claro y de nucléolo muy caracteristico. La
porcidn intermedia de ésta célula emite proyecciones citoplasmicas laterales en
tre las cuales quedan colocadas las células espermatogénicas; finalmente sus -
proyecciones apicales encierran a los espermdtides justoe antes de que salgan a
la luz deil tidbulo seminifero { 5, 20 ).

La ultraestructura de la célula de Sertoli, se conoce bastante bien ( 5,
20, 28 ) y se ilustra esquemdticamente en 1a Fig.Z2. 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 ademds de las funciones tradicionalmente sefialadas {soporte y nutricion

de las células espermatogénicas), con el establecimiento de la barrera hemato-
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testicular y con la compartimentalizacion del tidbulo 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 compartimiente basal entre las unio-
nes ocluyentes de la célula de Sertoli y la lamina propia, y un compartimien

to luminal entre las mismas uniones y la luz del tidbulo { 5,20,29,73 ).

Las células que se sitlan en el compartimiento basal: espermatogonias y
espermatocitos preleptoténicos, 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 1a célula de Sertoli ( 16, 20 ).

Cuando 1as células germinales del testiculo inician 1la profase de la -
primera divisidon meidtica, salen del ccmpartimiento basal y entran ai microam
biente del compartimiento Tuminal, en donde no estdn expuestas directamente a
las substancias provenientes del plasma sanguinec ( 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 degradacidn { 73 ).

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

Por otra parte, los fendmenos de expansidn y retraccidén con pérdida del -
citoplasma apical, y reabsorcidn de espermatozoides involutivos y espermatogo-
niasen degeneracidn, son otras modificaciones morfoldgicas que en Tas células

de Sertoli acompafian a la espermatogénesis ( 68 J.
b} E] Ciclo del Epitelio Seminifern.

E1 linaje del tlibulo seminifero de los mamiferos, compuesto de espermato-

gonias, espermatocitos, espermdtides y células de Sertoli, sufre una rigida v
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repetitiva serie de cambios, conocida como el Ciclo del Epitelio Seminiferg -
(7).

Clermont (1969). Define al ciclo del epitelio 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 -
desarrolio no se encuentran distribuidas al azar en el epitelio seminifero, -
5ino que se presentan en una serie de asociaciones 0 combinaciones bien defini
das y facilmente identificables { 5, 12 ).

En el ratdn, se han descrito 12 asociaciones celulares distintas, corres
pondientes cada una de ellas a2 Tas 12 etapas del ciclo del epitelio seminifero
{ 68 )}, y el aspectoc 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 interpretacidn de 1a espermatogénesis en el ratdn, basada en estudios de
la espermiogénesis, en testiculos iradiados y con la Técnica de Shiff con Aci-
do Peryddico.

Las figuras 5, 6 y 7 muestran asociaciones celulares diferentes, vistas
en cortes semifinos de tibulos seminiferos de ratén,

Un ciclo del epitelio seminifero tiene una duracion de 8.63 + 0.26 dfas,
y se requieren cuatro vueltas al ciclo para que una espermatogonia llegue a -
ser espermatozoide que se libera en la luz del tdbuio seminifero; 1a duracidn
total de la espermatogénesis es por lo tanto de 33.5 a 35.5 dfas { 69 ). Estu
dios por captacidn de timidina tritiada y radiocautografia, permitieron cono-
cer la duracidn relativa de cada etapa del ciclo, basdndose en observacién de
secciones transversas de tlGbulos seminiferos, en las que la frecuencia de pre
sentacidn de varias etapas, obtenidas del examen de un gran ndmero de seccio-
nes es indicativo de su duracién 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

ESTADIC
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Fepermatogonia A

DURACION DE LA ESPERMATOGENESIS EN EL

RATON

(OAKBERG 1957)

—_—— ——— .

DURACICN (Hs)

Siempre presente

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

MINIMO {dias) MAXIMO (dias)

—_——

- — ——— - - - — — - - .-
Lepermatogonia intermedia 27.3

F—— - — - -
Copermatogonia B 29 .4

| -
Espermatocito Primario en reposo 31
Espermatocito Primaric Leptoténiceo 31.2
Espermatocito Primario Zigoténico 37.5
Espermatocito Primario Paquiténice 175.3
Espermatocito Primario Diploténico 21.4

- _— —— o -
Diacinesis + metafase I 10.4
Espermatocito Secundario 10,4

2729.,2

Espermatides

] 33.5 35.5
28.8 30
27.6 28.6
26.3 27.6
- - —t
25.3 26.3
23.4 - 25
16.1 23.4
15.2 16,1
B I S B
1y .4 14.8
0 4.4




Etapa VII del ciclo del epitelic semi
nifero del ratdn. Se observan la 1lami
na basal circundante, espermatogonias
B, dos filas de espermatocitos paqui-
ténicos y espermdtides en fase de cas,

quete. (Objetivo 100X).

Figura No. 8§
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Etapa II del ciclo del epitalio semi-
nifero: Se observan espermatocitos pa
quiténicos, espermidtides en fase de -
Golgi, y una generacién mis avanzada
de espermatides alargados en madura-
cién (estadio 13), incluidos en el ci
toplasma de la cé&lula de Serteoli. Se

sefiala la 1&mina basal.{ Objetivo 40X)

Figura No. b5
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Etapa IX. del ciclo del epitelio se-
minifero del ratén. Se observan es--
permatocitos leptoténicos, zigoténi-
cos, paquiténicos y espermitides en

elongacidn. Sebre la lamina basal se
observan 1los mucleos de algunas célg

las de Sertoli. {&bjetivo HOX).

IX |
I
v : A o Par.
A |
g ! i
X7 | i
] A ali.
; 0
L i l
i
A3 \ A
i 1
]
J i, l X
H
¥
! A;_)
A : X1
[i L]
1
I
Ay
l T
I AL;
II
TV
1
2
B 1 137
v1 B
VI
h

Cspermatocitos

{b)

Espermatocitos

(a)



14
raton prepuberal ( 4 ). Las espermatogonias A, miden unas 12 micras de di&me-
tro, presentan una cromatina nuclear homogénea y nucléolos miltiples y reticu
lados cerca de la envoltura nuclear. E1 citoplasma es escaso, finamente granu
lar, pobre en reticulo endopldsmico y pequeiias mitocondrias ovoides 6 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 citoplasma 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 rcedores, adn 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 A0 y las "células madres en renovacidén”" 6 tipo Al a A4.

E1 tipo AO corresponde a espermatogonias A aisladas 6 por pares, de bajo indi-
ce mit6sico (0.19) que aunque se encuentran presentes en todas las etapas del
¢iclo, solo esporadicamente contribuyen a la formacidn de nuevas espermatogo-
nias. Los tipos Al a A4 son mis numerosos, forman grupos lineales a 1o largo
de 1a membrana Timitante del tibulo, y se dividen durante el ciclo para aumen
tar su nimero y renovarse asi mismas. Segin 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 renovacidén y a los tipos Al a Aq,
asi como las espermatogonias I y B, células en diferenciacidn., 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.



F16.9 MORFOLOGIA DE ESPERMATOGONIAS Y ESPERMATOCITOS
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A pesar de que no puede hacerse una clara distincidon entre los diferentes
tipos de espermatogonias A,basdndose en los datos aportades 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 nicleo, y la cantidad y localizacidn de pequeias masas de hetero-
cromatina. La identificacidn del 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 fenbmenos de dife-
renciacidn celular, las espermatogonias producen un sincitio de espermatocitos
primarios { 24 ), Tos cuales entran juntos a la fase final de sintesis de DNA
y después de un periodo de crecimiento celular, inician el proceso de meiosis
(7).

La meiosis es una forma de divisién celular, cuyas finalidades son: redu-
cin a 1a 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 divisicnes: La meiosis I
que culmina con la formacidn de los Espermatocitos Secundarios, que entran rd
pidamente a la Meiosis Il para formar espermdtides ( 4,52,82 ).

La profase de 1a meiosis 1, 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 los cromosomas homdlogos
y el intercambio de segmentos de sus c¢romitides { 4,82 ),

La siguiente descripcidn morfoldgica de los espermatocitos estd basada -
escencialmente en los trabajos de Gardner {1964} y Bellvé (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 seminifere ( 4 ).
Los espermatocitos preleptoténicos son los mds pequeitos 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 nlicleo y ocasionalmente cer
ca de la membrana nuclear. La cromatina restante estd dispersa en forma homg
génea pero es mas densamente granular que en las espermatogenias tipo B (Fig.
9).

Caracteristicamente el preleptoteno contiene una cantidad limitada de -
citoplasma. E1 Leptoteno se caracteriza por 1a aparicién de finos filamentos
longitudinales en el niicleo que representan el inicio de la formacién de los
cromosomas. En otras dreas la cromatina de los espermatocitos leptoténicos 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 diametro de 8 a 10 micras y son si
milares en tamario a Tas Espermatogonias B (Figs. 9 y 10).

Los Espermatocitos primarios zigoténicos se observan por primera vez ha-

cia el dia 12 después del nacimiento y una vez establecidc el ciclo de la es-
permatogénesis del ratdn adulto, se presentan en las etapas X! y XII temprana
{ 68 ). Se caracterizan morfoifgicamente por la presencia de segmentos cortos
de complejos sinaptonémicos. La condensacidén de los cromosomas X v Y forma la
"vesicula sexual" que también se inicia en ésta etapa de la profase meibtica.
Un nucléolo reticulado se observa situado tangencialmente 6 en la vecindad de
la vesicula sexual. Estas células tienen un diametro de 10 a 12 micras y son
por 1o tanto mayores que los espermatocitos preieptoténicos. E1 citoplasma -
contiene cantidades crecientes de reticulo endoplasmico rugosc en pilas de -
cisternas estrechas. Las mitocondrias se vuelven mds alargadas ¢on unas pocas
crestas diTatadas (Figs. 9 y 11). La transicifn de zigoteno a paquiteno es -

gradual; los autosomas estdn ahora apareados por los Complejos Sinaptonémi-
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drias vesiculosas y una gran cantidad
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Microfotografia electrdnica 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 c&lula de Sertoli. Complejos de -
unidén cntre las cé&lulas de Sertoli --
adyacentes, estin sefialados con fle-

chas. {o, Bub X)

FiguraNo. 10
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i Espermatocito primaric paguiténico.
Ll nbcleo prescnta grumos M&s grue-
sos de heterocromatina y se observan
los complejos sinaptonémicos (fle-~
chas), asi como la envoltura nuclear.
En el citoplasma, que es menos abun-
dante que en etapas anteriores, se =
cbservan mitocondrias y cisternas de
reticulo endopldsmico rugoso,

{3, 700 X}

Figura Neo. 12

Espermatocito primario diploténico,

En el nficleo se observan segmentos de
crom.tina muy condensada que corres--
ponden a los crcmoscmas. La vesicula
sexual estd asoclada a la envoltura -
nuclear, que en algunos sitics ha de-
siparecido (flechas). Aln se observa
mater ial npu:leolar. L1 citoplasme es -
muy escaso, presenta mitocondrias vy
una red muy extensa de cisternas mem-
branosas, que se continfa con la cis-
terra perinuclear. Se sefialan la lami-

na basal v la 2&lula de Sertoli.

(3,000 X F i ra No. 13 3ﬁf§a>}h
£.1 daik ﬁ;“ﬁ.‘% ﬁ_w
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En 1a Diacinesis el proceso de "terminalizacién, por el que los sitios

de unidn entre los cromgosomas anteriormente apareados se desplazan a los ex-
tremos, s lo mas prominente, ademds de )a desaparicidn de la envoltura nu-

clear. ( 82 )

En la Anafase I los centrdmeros de cada par homGiogo se desplazan hacia
los polos opuestos del espermatocito, arrastrande con ellos ambos cromdtides
{ 82 ).

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

14, 15.

Los estudios ultraestructurales, <c¢onfirman la escasez de Espermatocitos

Secundarios; que tienden a ser mas pequefios que los espermatocitos primarios
tardios; su ndcleo es esférico con agregados de substancia cromatinica central
mente localizados. Las mitocondrias muestran similitud a las de los espermdti
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 transformacidn morfoldgica de la células germinal haploide que culmi
na con la salida de espermatozoides maduros a la luz del tdbulo seminifero.

Aunque los fendmenos generales de la espermiogénesis pueden seguirse con
el microscopio bdptico, los detalles mis finos y exactos han sido estudiados -
con microscopia electrdnica.

Los cambios morfoldgicos que conducen a la formacidn de espermatozoides
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tspermatocits primaric durante la me-
tafase de la primera divisiin m~idti-
ca. Los cromosomis se encuentran ali-
neados en el ecuador de la célula.

(8, 900 X)

Figura Neo. 1%
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Espermatocito primario en la etapa de
la Diacinesis de la profase meibtica
1. Alin se observa la envoltura nu--
¢lear, aunque el nucléolo y la vesi-
cula sexual no se aprecian en ésta se
ccidn. La condensacidn del material -
cromatinico es mayor. Ll escaso cite
plasma presenta los organelos ya des
critos.

(6, 600 X)

Figura No. 14

<

o
T ?5-'
o

. a

!
I
-

A

:'% [
“

!‘.:

E

%
¥

»t
ot W



23

guedan comprendidos en cuatro grandes fases 0 etapas: la Fase de Golgi, la Fa
se de Casquete, la Fase Acrosomal y la Fase de Maduracidn (5), que en el raton
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 tefiidos con PA-Schiff,

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

A continuacidn presentamos una descripcién de los principales eventos en

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

Fase de Golgi.- Se inicia con la aparicidn de espermdtides redondos & piliédri
cos que resultan de la divisidén de los espermatocitos secundarios, (estadio 1),
los cudles pueden ser identificados con certeza, cuando uno § mds granulos pe
quefios se aprecian en el interijor de los sdculos del Aparato de Golgi de posi-
¢idn yuxtanuclear (estadio 2). Generalmente se trata de dos 6 tres grdnulos 1i
mitados por una membrana de Golgi; &stos grdnulos se tifien con el reactivo de
Schiff y su contenido es rico en carbohidratos { 5,30,68 ). La fusifn de los -
granulos proacrosémicos en un gran grdnulo adyacente al nicleec, marca el inicio
de la etapa 3; el granulo acrosdmico queda contenido en una gran vesicula limi
tada por una membrana que se adhiere a la envoltura nuclear en el estadioc 4, -
Figs. 17 y 18. E1 punto de adherencia marca la futura punta anterior del esper

matozoide.

Durante la Fase de Golgi el nlcleo es esférico, grande y claro, con un -
carioplasma finamente particulado, de electrodensidad moderada; es comiin ver
uno & mas g;umos de heterocromatina ( 30 ). La evolucidn del reticulo endoplds
mice en la espermiogénesis fué descrita por Clermont (1978); en la Fig. 21 se
iTustra su disposicion en etapa de casquete; se ha propuesto que la continui-

-

dad del reticulo endopldsmico a través de Tos puentes intercelulares pueda con
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Fig. 16. Espermiogénesis en el raton.
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Extremo anterior de un espermitide en
fase de Golgi taumenio de la regidn -
indicada en la Fig. anterior). Peque-
fnas veslculas se desprenden de la ca-
ra de macduracibn ael Golgi y se diri-
gen hacia la vesiqula acrosomzal a la

que se fusionan agregindole su conte-
n“io. La envoltura nuclear aparece en
gresada en el sitio donde la vesicula
acro<omal se adhiere a ella, se sefia-
la con flechas.

(7, 200 ¥)

Figuralblo, 18

L ]

Espermdtiae en fase de Gelgi. El ni-
cleo presenta una cromatina finamente
granular, y algunos grumos densos cen
trales., El citoplasma es abundante,
con numerosas mitocondrias vesiculo-
sas de paredes engrosadas. nl aparato
ae Golgl y la vesicula acrosémica ob
servan en el polo anterior de la célu
la. En una de las células se observa
el grinulo acrosdmico y en cotra el -

cuerpo cromatoide.

(3, 60u X)

No. 17

Figura
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tribuir a Ta sincronizacidn del proceso de diferenciacidn del espermdtide. (94)
Las mitocondrias tienden a localizarse periféricamente ( 41 ), y grandes magni
ficaciones permiten observar dilatados espacios intracristicos, que a baja -
magnificacidn dan el aspecto de mitocondrias vacuoladas. En muchos casos las .
crestas se disponen paralelamente a la superficie mitocondrial ( 30 ). En e]
citoplasma yuxtanuclear presenta ademds un corpilsculo 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 niicleo para recubrir todo su hemisferio anterior -
como un casquete cefdlico membranoso (estadio 5). Mientras tanto el granulo -
acrosdmico permanece localizado en el polo anterior del niicleo { 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 nd
cleo, donde uno de ellos se dispone perpendicularmente a la superficie celular
y produce un flagelo, el cual crece en una estrecha hendidura extracelular -
que hay entre el espermdtide redonde 0 poliédrico y la célula de Sertoli adya
cente ( 25 ), Figs. 21 y 22, E] cuerpo cromatoide emigra 1igeramente hacia el

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

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

nesis en el ratdén { Fig. 3 ).

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

cuando Tos espermdtides jOvenes se orientan a si mismos con el sistema acrosd
mico hacia la membrana basal y 1a elongacidn 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-
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Es; ermatide en fase de casquete. El -
nicleo muestra un agregado electroden
so de cromatina. En el extremc ante--
ricr del casquete se observa el grénu
lo acrosdmico, cuyo material empieza

a distribuirse en el interior de esta
estructura. En el citoplasma vecinocel
aparato de Gelpi sc encuentra en posi
cidn lateral al casquete. En el extre
moe posterior del acrosoma, entre &ste
y la envolturn nuclear, el citoplasma

muestra mayor densidad. (6,600 X).

Figura 20

el

Espermdtide 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
c¢idén 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 g¢ ob~-
Berva un espermitide en fage de cas
quete. El reticulo endoplismico se
dispone en una red tridimensional de
tdbulos y esférulas conectadag sntire

! si, carentes de ribosomas, Se extien
de sobre la superficie convexa del
Aparate de Golgi, ¥y delinea 14 membra
na continudndose a las célulag veci
nas a través de los puentes inter;s

lulares. (Clermont 1978},

FiguralNo. 71

Dibujo esquemdtico de un espermitide
en fese de acrosomal, Se ilustra la
pPosicidn del manchette en relacidn con
el anjlle nuclear, L1 citoplasma ge des
plaza Caudalmente, pPara <ircundar 1z
pPorcién proximal del flagelo, constj-
tuyendo el canal flagelar; éste ag a~
bierto en sy extremo posterior, miep-
tras que en e] anterior se invagina y
refleja sobre e] flagelo,

{€lermont 1978),

FigurabNo. 22
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hidratos y enzimas hidroliticas ( 5 ). E1 acrosoma presenta una subestructura
ordenada y caracteristica, al parecer debido a la distribucidon especifica por
regiones, de las enzimas que contiene, en arreglos paracristalinos ( 77 ).
Aungue se encuentra presente en todos Tos mamiferos, el acrosoma varia de for
ma y tamafio segin la especie ( 5 ).

En el ratén la Fase Acrosomal corresponde a Tos estadios 8, 9, 10 y 11 -
de la 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 la membrana plasmitica { 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,

Simu]ténéamente a los dos eventos anteriores, se presenta un alargamien-
to del espermdtide. Cuando la condensacidn 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 & Vaina Caudal, cuya formacidn parece iniciarse en el espermiti-
de redondo & poliédrico, el cual contiene muchos microtiibulos 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 esta
cubierto por una banda electrodensa aplanada: depésito de material fibroso -
electrodenso en su lado citopldsmico que circunda al nicleo y recibe el nombre
de aniilo nuclear { 5,80 ), Fig. 24, En relacidn con ésta estructura los 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 niicleo, desde el anillo nuclear a la base del flagelo, pero su



Lspermitide ¢n [ase acrosomal. La clon

gacién del nlucleo es mas evidente, y
cu extremo sterior ¢, de forma cua--

Arada. La -romalina condensada en la -

periferia e¢s nis alundantejen el extre
mo caudal del ricleo se observa la fo-
sa de implantacidn y lecs elementos pro
pios del cuello en formacidn. En el -

citoplasma se ven claramente los micre

tiibulos del manchette de trayecto recto.~"

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

(G750 X)

Ho. 24

Figura

30

Micrografia electrdnica de un esper-
mitide en fase acrosomal. EL cito--
plasma del pplo anterior ha sido des
plazado caudalmente, y la membrana -
acrosomal externa estd adherida a la
membrana citopldsmica. El nficlec es
mis alargado, y se observan masas de
hetevocroratina en la periferia.
(15, 000 X)

Figura No. 23
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tendencia a ser rectos parece modificar la forma del extremo posterior del nd
c¢leo a la de una pirdmide de base truncada, extendiéndose paralelamente al -
eje longitudinal del espermdtide en elongacidn. Por su asociacién lateral -
Tos microtibulos forman una especie de cilindro alrededor del nlicleo en su po
1o caudal y la base del flagelo {( 5,80 ). Los microtibulos del Manchette, au-
mentan de longitud y cuando el niclec tiene forma elipsoide, se extienden a
varias micras de la regién del cuelio (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 alcanzado su volimen defini
tivo, el Aparato de Golgi abandona su superficie y se desplaza hacia la regién
caudal de la célula; el desplazamiento del Golgi parece ser parte del flujo -
citoplasmico en sentido anteroposterior. E1 cuerpo Cromatoide se sitla en éste
momento entre el nicleo y el extremo proximal del flagelo ( 76 ), y al parecer
contribuye a 1a formacidn del Anulo, estructura que contribuye a la formacidn

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
ratdn; comprendiendo los estadios 12 a 16 de la espermiogénesis en &sta espe-
cie ( 68 ). AsT 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 como una estructura en forma de cufia, subyacente al nicleo, que crece mis
en su extremo y forma un pico muy agudo (Figs. 29,30 y 31). E] niicleo a su vez
forma una expansién anterior subyacente al acrosoma. En el estadio 13 se pre-
senta un abrupto acortamiento de la longitud del espermatide de cerca del 20%.
Los dngulos caudales asumen la forma del espermatozoide maduro, que se mantie-

ne durante 105 estadfos 14 y 15; el espermatozoide abandona el tdbulo seminife

ro en el estadio 16 { 67 )}, Fig. 31.
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Fig. 25 Representacién esquemdtica de un espermdtide del estadfo 14 mostrando la
configuracién del Reticuloc Endopldsmico Rugoso, (Clermont 1978). En A y
B se muestra la conformacidn del Reticulo Endopl&smico a nivel de la
vaina caudal. En ¢ y D se ilustra la configuracién a nivel del flagelo,

(descripcitén mds detallada en el texto).
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Esquema que muestra la formacién del

cuello y pieza intermedia del esperma-
tozoide. Se observa el cabitulum vy una
de las columnas estriadas de la pieza
de conexidn. El centriolo distal ha de

saparecido y el proximal estd dispuesto

perpendicularmente al eje del flagelo.
Las mitocondrias rodean la vaina fibro

sa de la pieza intermedia. Puede verse
también la envoltura nuclear redundante.

(Bloom y Fawcett 1972).

Figura No. 27
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Polo caudal de un espermdtide en elon

gacién. Se observa la fosa de implan-
tacidén en la que los centriolos se -
disponen perpendicularmente uno al -
otro. Adyacente a elles puede verse
una masa de material electrodenso co
rrespondiente al cuerpo cromatoide.
Se observan también los microtibulos
del manchette.

(39, 000 X)

Figura No. 26
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E1 manchette cilindrico excluye las mitocondrias de la regidn del aparato
centriolar, base del flagelo, y del citoplasma que rodea al canal flagelar; -
sin embargo en secciones transversas, caudales al nicleo, se observan tGbulos
de Reticulo Endopldsmico Liso que corren paralelas por dentro y por fuera de -
la vaina, conectadas por finas anastomosis { 13 ), Fig. 25.

La formacidn de 1a cola del espermatozoide sucede durante la fase Acroso-
mal tardia y 1a fase de Maduracifn. Inicialmente el flagelo consta de un com-
plejo axil filamentoso & axonema tipico cuyos microtibulos periféricos se con-
tindan con la pared del centriolo posterior, mientras que el centriolo ante--
rior ocupa una hendidura poco profunda en el polo posterijor del nicleo, 1lama-
da Fosa de Implantacidn (Fig. 19). En ésta etapa 10s centriolos estdn rodeados

de una estructura anular fibrosa laxa que hacia la membrana nuclear se relacig
na con un pequefo 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 To esta el anillo nuclear a la membrana celular suprayacente al -
acrosoma ( 5,101 ), Fig. 21 y 22.

Ulteriormente se forman 9 columnas segmentadas fibrosas, orientadas longi
tudinalmente que se unen entre s7 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 los 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), sefiala 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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Seccidn oblicua de un espermdtide en

elongacidn. El nficleo es muy largo y

estrecho. En &sta seccibn ambos extre
mos tienen forma aguda. La cromatina

estd mds condensada en el centro del

nicleo. El contenide acrosomal presen
ta un aspecto estratificado, El cito-
plasma de la célula de Sertoli vecino
al acresoma muestra mayor electroden-
sidad que el resto de él, Los micro-

tiibulos del manchette aparecen en se

ccidn transversa.

(25, 000 X)

Figur a No. 28

Seccidn longitudinal de un espermiti-

de en elongacidn. Las caracteristicas
acrosomales y nucleares corresponden a
las deseritas en la T'ig. anterior. La
seccidn permite apreciar el trayectc -
recto de los microtibulos del manchette
que se extienden derde el anillo nu--
cledr, caudalmente hasta mds alld del
cuello en formacidn.

{25, 600 X)

Figura No, 29




Espermdtide en clongacidén. La cenden-

sacion de la cr wat na aa alcanzraly su
srado naxiro. Ll material a.rocondl e
'e108 electro erco <n la vecindad del
“cleo. Los grumos densos del citoplas
ma de 1a ¢{ ul. "= sertnli zon mis ec-
casos. Se .bs.eova tambidn la pieza de
conexidn y lco microiCbulos de la vai-
na caudal de disposicidn helicoidal.

(30, 000 %)

Figura Ho. 31
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Espermitide en maduracidn. Ll niicleo
1 resenta forma alargada, la cromatina
sc ve muy condensada. L1 extremo ante
rior del acroscma presenta una proyec
cidn aguda. Los grumos electrodensos
del citoplasma de la ¢é&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




Espermidtide en maduracién. La orien-

tacién del corte permite observar la

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

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

Las mitocondrias se disponen alrede-

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

dal.

(7, 000 X)

Figura No. 32

Espermatide que se encuentra en la Glti *

ma etapa de maduracidn. El nlicleo y el = &
acrosoma tienen su aspecto definitivoj i*
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 anulo, que se encuen
tra en su posicidn definitiva. En sec-
ciones transversas se aprecian la pileza
principal y la terminal. Se sefialan -
(flechas) porciones de citoplasma resi-

dual.

(3, 600 X) Figura No. 33
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jo citopldasmico hace que el canal flagelar aumente de longitud, mientras la -

distancia entre el anillo nuclear y el dnulo 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 reline los datos sobre sintesis

de macromoléculas en la espermatogénesis, que a continuacidn describimos.

3

Sintesis de DNA.- Estudios radiocautograficos usando timidina H”, en tes-

ticulos de ratén ( 64 ), han detallado los eventos de sintesis de DNA, duran-
te 1a espermatogénesis, indicande que dicha siptesis se 1leva a cabo durante
el recambio y proliferacion de espermatogonias asi como en espermatocitos pri
marios, donde sucede justo antes de ser visible la profase mei6tica. No hay,
en cambio, sintesis de DNA en las etapas tardias de la espermatogénesis.

Iqualmente 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 Al a Aq, que tienen un promedio de vida y de duracidn de la etapa presin
tética muy semejante (de 27 a 30 hrs. y 10.5 hrs. respectivamente), el perfio-
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 Aq, en las que Tla sintesis de DNA dura 13 hrs.; en cambio es mucho wmis
corta en espermatogonias A3, A2 ¥ Al, en las que dura de 7 a 8 hrs.

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

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

na H° y aminodcidos marcados, en testiculo de ratdén { 65 ), han proporcionado
informacién sobre la sintesis de RNA y proteinas en las células espermatogéni-

cas ¥ de Sertoli.
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Fig, 34 Sintesis de Macromoléculas en la espermatogénesis del

ratén (citado por Bruce y Meistrich 1972).
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En espermatogonias la tasa de sintesis de RNA y proteinas es mucho mds -
alta en células que son inmaduras es decir tipo A que en las maduras, tipo B,
lo cual posiblemente estd en relacion a su grado de diferenciacidn y condensa
¢idn de cromatina. La sintesis de proteinas nucleares y citoplasmicas ocurre
en todas las etapas del c¢iclo y en la divisidn celular, mientras que la sinte
sis de RNA se detiene en metafase y anafase,

Durante la Meiosis, la sintesis de RNA en relacitn con los autosomas ce-
sa & falla para alcanzar niveles significativos durante la profase temprana -
(1eptotenc y zigoteno) asi como en la profase tardia (diacin€sis), alcanzando
su pico maximo en Paquiteno mediano. En cambio, en relacidn 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 meibtica.
La sintesis de proteinas por el contrario, continGa durante los periodos de
depresién de sintesis de RNA y estd presente también en Tos cromosomas sexua-
les.

Durante la espermiogénesis, la sintesis de RNA se detiene tempranamente.
Aungue en espermdtides redondos la tasa de RNA sintetizado puede ser compara-
ble con la producida en los momeantos mds activos de transcripcidn de la meio-
sis ( 92 ).

E1 RNA producido durante la Meiosis desaparece del niicleo ya sea por rup
tura 6 transferencia al citoplasma, y hacia la espermiogénesis media ya no es
posible ver RNA en el niicleo. En el citoplasma puede verse RNA escaso, del -
que ha sido sintetizado en Ta 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
lugar durante esas etapas de la espermiogénesis. Muchas de las proteinas re-
queridas para el ensamblaje de los componentes de 1a cola son sintetizados -

durante l1a 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 duracitn", es sintetizado en
paquiteno y se conserva a través de la espermiogénesis hasta sus etapas mas -
tardias. Se ha especulado mucho sobre la posibilidad de que el cuerpo cromatoi
de, que aparece en paguiteno y es prominente en espermiogénesis temprana (76),
sirva de sitio de almacenamiento para ese RNAm de larga duracion. Estudios de
marcacidon 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
diferenciacidn celular post-meidtica ( 76 ).

Sintesis de Proteinas Nucleares. Cambios Cromatinicos en Espermiogénesis.-

E1 nicleo de los espermdatides de los mamiferos, sufre profundos cambios morfo-
16gicos, 1os cuales ya hemos descrito, y ademas modificaciones bioquimicas que
involucran a la cromatina, cambios que son claramente adjudicables al proceso
de citodiferenciacidn, y que ocurren con un contenido constante de DNA y sin -
actividad transcripcional (citado por Redi 1983).

La transicidn estructural de la cromatina, a una estructura altamente con
densada, se acompafia de profundos cambios en la composicién de las proteinas -
badsicas nucleares. Durante el proceso de maduracidn del espermatozoide, la for
macién 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 substitucidn de histonas
ricas en Lisina por histonas ricas en arginina, con la aparicidn de proteinas
nucleares bdsicas especificas de testiculo { 44 ). Estas proteinas nucleares,
las Protaminas, comienzan a sintetizarse en el estadio 12 de la espermiocgéne-
sis; la substitucidon de histonas por protaminas, causa una condensacién extre-

ma del genoma paterno ( 7,61 ).
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B.- Alteraciones Producidas en 1a Espermatogénesis del Ratdén por Agentes Fi-

sicos y Quimicos.

Ademds de lo descrito en Ta introduccifn, con respecto a la induccidn de
anomalfas morfoldgicas de espermatozoides de ratdn, 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 éste tema. En esta seccidon se expondrén
separadamente las alteraciones producidas en espermatozoides y las producidas
en céluias espermatogénicas; en éste dltimo caso se describirdn estudios de -
tipo citogenético asi como estudios morfoldgicos con microscopfa de luz y elec

tronica.

a).- Alteraciones en Espermatozoides.

Desde hace tiempo se ha indicado que tanto en el ratdn como en el hombre,
cierto porcentaje de espermatozoides muestra una morfologia anormal. lLa 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 los
tipos y frecuencias estdn bajo control genético (citado por Soares 1979).

Bruce y cols. (1974), observaron que la radiacidon ionizante, a dosis ba-
Jjas de 30 rads, aumenta la frecuencia de espermatozoides morfoldgicamente 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
anormaies por hipertermia ( 58 ) y restricciones dietarias ( 46 ).

Agentes de conocida accidn mutagénica, teratogénica y carcinogénica, pro



42

ducen una elevacidn en el porcentaje de formas anormales de espermatozeoides -
(97), los cuales son presentados en la figura 35 . La induccién 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 adn no es c¢lara, se han adju-
dicado a aberraciones cromosomales, aunque la blisqueda de transiocaciones in-
dican que ésto es poco probable ( 8 ); parece ser mds factible que los cambios
puedan deberse a alteraciones en 10s genes responsables de la espermatogénesis
( 97 ). También es factible que se induscan cambios en la expresifn génica du
rante la transcripcién 6 el translado de la informacibn genética.

Sin embargo ain en ausencia de un claro entendimiento del mecanismo de -
induccidn de ancmalias morfolégicas de espermatozoides, ésta prueba ha resul-
tado ser de gran valor en la blsqgueda de agentes que pudieran ser de efecto -
deletéreo para el hombre; ya que los gametos masculinos pueden ser examinados
répidamente, 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 6 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 anormales, 5 semanas después de la administracidn del
toxico, indicando ésto que el dafio ha ocurrido en etapa premigtica, es decir -
en espermatogonias tardias 0 espermatocitos tempranos ( 103 ).

Aungue se ha sugerido por otros autores que muchos mutdgenos probados dan
lTugar a incrementos de espermatozoides anormales a partir de espermatogonias -
tratadas, como es el caso de la Mitomicina C, ( 95 ), las anormalidades en es-
permatozoides inducidas por agentes mutagénicos, son mds relevantes 5 semanas
después de la exposicion ( 97 ). Por otra parte la exposicidn a mutdgenos du-
rante 1a espermatogénesis tardia (espermdtide}, no parece conducir a ningdn -

incremerito substancial en anomalias de espermatozoides { 98 ).
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Fig. No. 35 Agentes quimicos que producen alteraciones morfo-
16gicas en espermatozoides de ratdn.

(citados por Wyrobeck 1975).

Actividad Reportada:

Agente Quimico Mutagénica Teratogénica Carcinogénica
Actiomicina D + + +
Aminopterina + +
Benzo (2} pireno + +
Colchicina + + +
Ciclofosfamida + + +
Diclorvés + +

Dietilestilbestrol +
Etilmetano Sulfonate + + +
Griseofulvina +

Hidroxiurea ¥ +
Inmurin + +
5-Iodo-de-oxiuridina + +
Metil-colantreno + + +
Metil-metano-sulfonato + + +
Metepa + + +
Mitomicina C + + +

Myleran + + +
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Un aspecto mas importante sobre la induccidn de anomalias morfoldgicas -
en espermatozoides de ratdn, 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 ia fraccidn de espermatozoides anormales -
estd controlada por una multitud de factores autosfémicos y que probablemente -
involucre a los cromosomas sexuales { 98 ).

E1 estudio de las formas anormales de espermatozoides ha sido hecho en -
frotis 0 extensiones del contenido del epididimo y conducto deferente de los
ratones trataﬁos, tefiidos con Eosina y examinados a 400 X ( 97 ). La mayorfia
de las alteraciones descritas por éste método corresponden a alteraciones de
1la 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 & 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
produccidn de espermatozoides anormales para la evaluacidn tdéxica de agentes
contaminantes { 11 ) basado en 1a obtencidn de espermatozoides testiculares -
por sonicacidén 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 histopatoldgicas.

El-estudio morfoldgico de los espermatozoides para la evaluacidén 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 nimero 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-
permitides y espermatozoides { 27 ). Se ha reportado disminucién de la motili-
dad de los espermatozoides a consecuencia de la administracidn también de tera

tdgenos { 26 ).
b) Alteraciones en Cé&lulas Espermatogénicas.

La bisqueda de modelos experimentales apropiados en los que el potencial
mutagénico de substancias quimicas pueda ser medido, ha conducido a la utiliza
cién 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 cromosémicos 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 poblacidon celu-
lar permanente del testiculo y el dafio genético inducido en ésta etapa, puede
ser de gran significado (19,59 y 88).

Se ha reportado que la administracidon 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 cromdtides 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 --

disyuncién en diacinesis con aparicidn de univalentes (1.78,79). Un agente --



Pag. 46

Fig. 36 Formas anormales de espermatozoides inducidas por diferentes agentes gquimicos de aceidn
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antineopldsico,el sulfuro de tris (2 metil-1 aziridil) fosfina 6 THIOTEPA, -
produce translocaciones en espermatocitos primarios.

ET 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 espermdtides y espermato-
zoides asT como mutaciones especificas de locus, en estadios postgoniales, y
translocaciones en ésta misma etapa ( 57 ).

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

Como se ha podido observar en 1o presentado hasta el momento, el aspecto
morfoldgico de los dafios inducidos por agentes fisicos 6 quimicos en el epite
1io seminiferoc 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 (197%a) reporta los efectos tempranos de la Procarbazina, en --
segmentos.de tibulos seminiferos dahados, 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 fquimicos sobre las células espermatogénicas en rcedores, rencrtila en 1y

r varios autores. AHuwgwm,mqqmuwmw.w:umqumquHqqmuq:gqm,u@,mq,mm,oq v 113}

grafia po

(a) En Espermatogonias; (b) En Espermatocites; (¢} En Espermétides; (d) In Espetmatozoidl .
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(continuacidn Fip. 37}
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.y medios paquiténicos, especialmente en sus cromosomas. A dosis altas la Pro-
carbazina produjo dafic también en espermatides redondos, y retardo en 1a es--
permiacidén probablemente a consecuencia de accidn primaria a nivel de la célu
la de Sertoli.

Un estudio sobre 1a morfolagfa testicular en casos de atrofia inducida -
por quimices no relacionados entre si (Acido ftdlico, Oxido de etileno, Hexa-
fluoroacetona y acrilamida), proporciona mis detalles sobre los cambios histo
patoldégicos, sefialando la aparici6n de tibulos atrdficos, con disminucidon del
diametro y deplecidn del epitelio germinal, donde los espermdtides en madura-
¢idn fueron los mds dafiados, y con la aparicion de células gigantes multinu--
cleadas ocasionalmente; en tibulos mas Severamente dafiados los espermatozoides
y espermatides desaparecieron, y el epitelio germinal comprendia séio una capa
delgada de espermatocitos y espermatogonias & bien s6lo una capa de espermato~
gonias y células de Sertoli; éstas al igual que las células de Leydig, no mos
traron alteraciones. Tibulos menos dafiados presentaron degeneracidon de esper-
mitides en maduracién y numerosos glbébulos 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 bilsqueda de alteraciones ultraestructurales en células esper-
matogénicas a consecuencia del tratamiento con agentes fisicos 6 quimicos, so
lamente encontramos las alteraciones histoldgicas y ultraestructurales en tes
ticulos de rata sometidos a inhalacidn crdnica de adelgazador de pinturas (60);
dicho estudio sefala 1a pérdida de peso testicular y del tejido adiposo vecino,
disminucidn en la cuenta de espermatozoides en suspensidn y en cortes de testi
culo, retraccidn y vacuolizacion del citoplasma de las células espermatogéni--
cas en el estudio con microscopia de Tuz y la aparicién de granulos electroden
sos, vacuolas abundantes e irregulares de contenido electrodenso y mitocondrias

dispersas, en espermatogenias, espermatocitos y espermdtides, a nivel ultraes-
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tructural. Igualmente con microscopia electrénica se observaron abundantes es
permitides inmaduros y anormales de localizacidn anormal. Las anomalias encon
tradas en Tos espermdtides se Tocalizaron sobre todo a nivel del acrosoma. En
células de Sertoli se observaron retraccidn y disminucifn del tamafo, aumento
en el nidmero de 11sosomas, vacuolas de material electrodenso y cuerpos multh

vesiculares.
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