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I11. MATERIAL Y METODOS

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

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

Se 1levaron a cabo dos experimentos similares, en cada uno de los cudles
se formaron cuatro grupos de 3 ratones cada uno. El1 etilmetanosulfonato se ad
ministrd por via intraperitoneal a dosis de 200 mg/Kg. de peso, diariamente,
durante 5 das consecutivos. Unc de los grupos fué usado como control, inyec
tandosele unicamente el vehiculo: 0.3 mi. de agua tridestilada.

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

Los ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical; el primer gru
po de ratones se sacrificéd 3 semanas después de la Gltima inyeccidn de etil-
metanosulfoanto; el seqgundo grupo y el grupo control se sacrificaron a las 4
semanas y el tercer grupo a las 5 semanas; de €sta forma se cubrid toda la -
duracifn del ciclo del Epitelio Seminifero, reportada por Oakberg (1957) co-

mo de 35 dias.

Una vez sacrificados Tos ratones, se disecaron; testiculos, epididimos
y conductos deferentes.

Los epididimos y conductos deferentes, de cada ratdn, se fragmentaron -



53

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

Las laminillas se analizaron con microscopio de 1uz (Zeiss K7} a 600 X,

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

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

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

Las soluciones empleadas y el método se detallan a continuacidn:

Solucidn A. Glutaraldehido al 25% 25 ml.
Buffer de cacodilatos 0.1 M, pH 7.2 75 m1.
Solucidn B. Sacarosa 7.5 grs.

Buffer de cacodilatos 0.1 M, pH 7.2 100 ml.
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SoJucidn C. Dicromato de Potasio al 5% 16 ml.
Hidroxido de Potasio 2.5 N. 2 ml,
Agua destilada 2 mi.
Buffer de cacodilatos 0.1 M. pH 7.2 20 m1.
Solucibn D. Tetradxido de Osmio 1 grs.
Buffer de cacodilatos Q.1 M. 100 m1.
Sacarosa A M,
METODO:

1.- Fijar piezas pequefias de testiculos en la sol. A por 1 hora a 4°C.
2.~ Lavar y quardar los especimenes en la Sol. B por 30 hrs. a 4°C.
3.- Pasar a la Solucidon € por 30 minutos a 4°C.

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

Una vez fijados los fragmentos de tejidos, se lavaron con la solucién B,
se deshidrataron e incluyeron en Epoxiresina LX112, por la técnica habitual-
{ 55 ).

E1 tejido testicular incluido en parafina se utilizd para estudio histolf
gico con microscopia de luz, para lo cudl se obtuvieron secciones de 3 micras
de grosor, gque fueron tratadas con solucién Yodo-yodurada de Lugol, para evi-
tar precipitados de cloruro mercirico componente del 1iquido de Zenker. Los -
cortes se tineron por los métodos de Hematoxilina y Eosina, reaccidn de Schiff
y método de Gomori para fibras reticulares { 56 ).

E1 G1timo de éstos métodos, se utilizé en vista de que demuestra en forma
rdpida y exacta informacidn sobre la organizacifn del tlbulo seminifero y aso-
ciaciones celulares, caracteristicas de cada etapa del ciclo del epitelic semi
nifero.

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

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

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

Los cortes del tejido incluido en Parafina, asi como los de .25 micras -
de grosor se estudiaron en Microscopio Zeiss K7. El estudio de Microscopia --
Electrénica se 1lev6 a cabo con microscopio electrdnico de transmisidn Zeiss
EM 109; de las dreas mds representativas se tomaron fotografias con pelicula

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



56

IV.-RESULTADOS.

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

metanosulfonate. (EMS).

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

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

Las alteraciones morfoldgicas encontradas se clasificaron en cuatro gru-
pos, que se ilustran en la figura 38, y corresponden a defectos del gancho, -
formas filamentosas, formas con doble cabeza 6 doble cola y espermatczoides -
amorfos. Hubo diferencias en cuanto al tipo de alteracion morfoldgica prevale
ciente, siendo para C57BL mds frecuente el tipc amorfo, para C3H la forma fi-
lamentosa y para el hibrido (C57BL X C3H)F1, el tipo amorfo y los defectos del
gancho. lLos porcentajes correspondientes se presentan en Ta fiqura 39.

No se observaron efectos tOxicos en los ratones a consecuencia de la admi
nistracidon del EMS a las ddsis indicadas, ya que siguieron comiendo y bebiendo
normalmente, aunque se vid disminucidn de la actividad fisica en los dias si-
guientes al tratamiento e irritacidn en el sitio de la inyeccidn. No se reqgis
tré muerte de los animales en ninguno de 10s experimentos.

Se produjo en general una elevacidn en el porcentaje de formas anormales
en los ratones tratados con el agente mutagénico, que no se observd en Tos ra
tones del grupo control a 1os que soig se les administrd agua tridestilada.

Se presentaron diferencias en los incrementos detectados a 3,4 y 5 sema-
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Fig. 38 TFormas anormales de eapermatozoides inducidas por EMS en el ratén.
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FIG, 39

INDUCCION DE ALTERACIONES EN LA FCRMA DE ESPERMATOZOIDES DE RATON POR EMS.
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nas del tratamiento, 1o mismo que en el tipo de alteraciones mds frecuentes.
La méxima elevacidn en el porcentaje de formas anormales se observd a las cua
tro semanas del tratamiento, encontrandose 12.35% de formas anormales de es--
permatozoides y fueron mas comunes las formas filamentosas y los espermatozoi
des amorfos tanto a las 3 como a las 4 semanas, mientras que a las 5 se vie-
ron mds los defectos del gancho. Los porcentajes correspondientes se presen--
tan en la figura 40, en el que puede apreciarse que los resultados del segundo
experimento son tonsistentes con los del primero. La prueba estadistica aplica
da indica que existe un 95% de grado de confiabilidad para los resultados de -

éste ensayo (figura 40}.

B.- Alteraciones presentadas en el epitelio seminiferc de ratones tratados con
EMS.

E1 estudio morfoldgico de las alteraciones producidas en el epitelio se-
minifero de ratongs tratados con el agente mutagénico, fué realizado sobre tg
do en cortes histol6gicos de 3 micras de grosor en l1os que un gran n{mero de -
tibulos seminiferos pudo ser estudiado comparativamente. Aunque los cortes de
.25 micras de grosor del tejido incluido en resina LX112, afrecen una mejor re
solucidn, su desventaja fué que sélo unos pocos tibulos pudieran analizarse com
parativamente en un corte; sin embargo fueron de utilidad para corroborar y de
tallar 1os hallazgos hechos en cortes de 3 micras, para la locaiizacidn de es-
permdtides anormales y en la seleccidn de dreas con dafio minimo para el estudio

ultraestructural,

OBSERVACIONES GENERALES. -

Aunque el tamafio y e) peso testicular no fueron precisados en éste estu-

dio, no se apreciaron hipotrofia 0 atrofia testicular en las secciones histo-

16gicas. La albuginea aparecid integra, asi como los tabiques de tejido conec



Fig. 40

Fig. 41

Tiempo de
sacrificio

3 semanas
4 semanas

5 semanas

60

Determinacidn estadistica del grado de confiabilidad

de los resultados.

£ o 9
n ] 1]

i

(donde)

cte, = 1.96 X 2
% de formas normales
% de formas anormales

% de significacién

(100% - % de Significacidn = Grado de Confiabilidad)}.

De nuestros datos:

(22) (P @

(5)2
(4) (94.5) (6.2)

25

N= 93,7 (nimero de células que deben
contarse para obtener un gra
do de confiabilidad de 95%
en nuestros resultados).

Porcentaje de tiibulos alterados por el EMS

% de tfibulos
con dafio
leve.

23

32

28

% de Tiibulos % de tibulos Total

con dafio con dafic de tdbulos
moderado severo lesionados.
30 5 = 58%
iy 9 = 81%

14 12 = 54%
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tivo intersticial, vasos sanguineos y c6lulas de Leydig. Comparados con los -
controles, los tilbulos seminiferos mostraron mayor fragilidad apareciendo con
frecuencia distorsionados a causa del efecto mecdnico del procesamiento,

El dafio tubular fué muy evidente aunque no uniforme, encontrdndose tibu-
los de apariencia normal y otros con diferente grado de lesifn. Para facilitar
ésta descripcidén los tibulos lesionados se clasificaron de la siguiente manera:
a) Lesidon tubular leve.- En tibulos con membrana basal fntegra, y en los que -
fattan células en pequefias dreas y la organizacidn es de aspecto normal, asi -
como la tincion general del tidbulo.

b) Lesidn tubular moderada.- Cuando la membrana basal aparece integra pero el
epitelio se ve afectado con disminucidn de 1a celularidad y pérdida del orde-
namiento normal de las células; la tincidn general del tibulo se ve disminuida
y la fragilidad del epitelic es mayor. (Figs. 43,45 y 46).

¢) Lesidn tubular severa.- La membrana basal sigue siendo normal aunque por -
la mayor fragiiidad de l1os tGbulos con frecuencia se observan rupturas en ella;
el tibulo se ve francamente alterado, el epitelio se reduce a una 6 dos capas
de células 6 bien falta por completo, por 1o que la tincidn general es pdlida.

(Fig. 47).

PORCENTAJE DE TUBULOS LESIONADOS.

Un recuento de los tobulos danados nos permitidé determinar que el grado
de lesidn varid segin el diferente tiempo transcurrido después de 1a adminis-
tracidn del EMS. A las treslsemanas el 58% de los tdbulos presentaron dafo, la
mayor parte de ellos moderado a leve y s6lo el 5% mostrd dafo marcado; a las
cuatro semanas el dafio fué mds extenso, el 8i% de los tdbulos presentaron le-
sidn, 40% dafic moderado y 9% mostraron dafio marcado; a las cincc semanas 44-
de los tdbulos presentaron lesidn, 28% con dafic Teve y 12% con Tesidn marcada,

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

lando a Ta vez 1as observaciones hechas con microscopfa electrdnica.

ALTERACIONES EN ESPERMATOGONIAS.

Los cambios producidos en espermatogonias fueron minimos y éste parece -
ser el tipo celular menos afectado de las c€lulas espermatogénicas.
a)} Nimero.- Hubo disminucin en el nimero de espermatogonias ostensible sobre
todo en tibulos de daiio moderado a severo en éstos Uitimos algunas zonas apa-
recian desprovistas de espermatogonias (Fig. 43). En los ratones sacrificados
a las tres semanas, la disminucidn fué poco marcada y visible en Tas primeras
etapas del ciclo del epitelio seminifero. A 1as cuatro semanas la falta de es
permatogonias se observd por igual en las primeras y las (ltimas etapas del -
ciclo, mientras que a las cinco semanas 1a disminucidén de espermatogonias se
notd mds en las dltimas etapas del ciclo del epitelic seminifero,
b) Mitosis.- Salvo en las etapas IX a XII, se vieron pocas espermatogonias en
division. SOlo ocasionalmente se vieron células de éste tipo en degeneracitn,
y especificamente en tidbulos con dafio leve.
c) Localizacidn.- En éste aspecto no se observaron cambios, ya que las esper-
matogonias permanecieron siempre en el compartimiento basal del epitelio semi
nifero.
d) Morfologia,- No se detectaron cambios morfolégicos a nivel de microscopia

de luz y electronica.

CAMBIOS EN ESPERMATOCITOS.

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

diacinesis asi como espermatocitos secundarios. Los cambigs observados en es-
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Tibulos seminiferos normales del gru
po control. El tGbulo superior mues-
tra una asociacidén celular correspon
diente a la etapa III del ciclo del =
epitelio seminifero. La pared del tit
bulo muestra espermatogonias B, célu
las de Sertoli, espermatocitos paqui
ténicos, espermitides redondos y es-
permd-ides 13. L1 tibulo inferior pre
senta una asocidcién celular compati-
ble con la etapa V del ciclo del epi-
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permatocitos pagquiténicos fueron los siguientes:

a) Nimero.- Se cbservd una disminucidn de éstas células en todas las etapas -

del c¢iclo del epitelio seminifero, ain en tibulos con dafio Teve, donde falta-

ban espermatocitos en pequefios segmentos, dejando huecos en 1os sitios corres

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

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

por completo en grandes dreas,

b) Localizacibn.- En tdbulos conhlesiﬁn leve no se observaron cambios en el -

acomoﬁo normal de las células, que se presentaron acompaiiando a los defectos

en el ndamero de las células, encontrdandose espermatocitos aln en la luz del -

tibulo seminifero.

¢) Morfologia.- Se presentaron cambios nucleares y citoplasmiticos que indican

lesibn celular severa que culmind con muerte y desaparicién de muchos esperma-
|

tocitos. Estqs cambios se observaron ain en tibulos con dafo leve, y en todas

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

a intervalos distintos de exposicifn al EMS.

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

En tibulos con dafg leve éstos cambios fueron segmentarios observédndose
espermatocitos con diverso grado de lesifn alternando con espermatocitos de -
aspecto normal, En tdbulos con lesifdn moderada a marcada el dafio fué mds ex-
tenso y la totalidad de los espermatocitos mostraron é&stos cambios.

Con microscopia electrdnica se vieron espermatocitos con francos signos
de muerte celular: desaparicidn de organelos y membranas; otros espermatocitos
no mostraron ninglin cambio ultraestructural. En el nidcleo, coincidiendo con -
éstos cambios citopldsmicos, se observd cari6lisis; apareciendo con microsco-

pia de luz mal delimitados. Se observd disolucidn de la cromatina hasta desa-
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parecer por completo. lLa desaparicidon de la envoltura nuclear fué confirmada

con microscopia electrdnica.

CAMBIOS ESPERMATIDES.

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

a) Nimero.- Se observé claramente disminucidn en el nimero de espermdtides en
todas las etapas del ciclo del epitelio seminifero poco notable en tibulos de
dafio leve, pero francamente evidente en tibulos de lesidn moderada a severa,
en algunos de los cuales los espermitides desapareciercn por completo. Los -
espermitides faltantes correspondieron en su mayor parte a la Fase de Golgi y
de Casquete; la falta de éstas células did un aspecto desorganizado al epite-
1io seminifero. Estos cambios numéricos fueron mds evidentes a las 4 y 5 se-
manas después de la administragidon del EMS, cuando se observd aiin en tibulos
con dafio leve.

b) Localizacibn.- En tObulos de dafio moderado la falta de espermatocitos oca
siond una separacidn aparente entre 105 compartimientos basal y adluminal; se
observaron espermdtides tempranos en sitios anormales, comoc la luz del tabu
1o seminifero, y ramilletes de espermdtides se observaron desprendidos del -
epitelio. Estos cambios se presentaron siempre acompafando a la disminucidn
de 1a pob]acién.de espermdtides y espermatocitos.

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

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

citopldsmica.
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Cambios en la morfologia nuclear acompafiaron a las alteraciones citoplds
micas en éstas células. Los finos grumos de cromatina desaparecieron dando Tu
gar a la retraccidén y condensacién de la cromatina (picnosis nuclear). Con fre
cuencia se observaron grupos de espermatocitos con éstos cambios, en la luz -
del tabulo seminifero, Conmicroscopia electrdénica se pudieron comprobar los -
cambios necréticos en las céluias lesionadas.

Pocas células presentaron &stos cambios morfoldgicos en tibulos con daiio
leve, y fueron mas difusos y marcades en tdbulos con dafio moderado-severo y -
sobre todo a Tas 4 y 5 semanas de la administracidn del EMS.

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

En cortes semifinos se pudieron observar espermitides en maduracidn de -
forma anonn&], frecuentes a las tres semanas del tratamiento. Estos tidbulos -
fueron seleccionados para el estudio ultraestructural de espermdtides avanza-
dos con la finalidad de indagar Tos cambios conducentes a la aparicion de es-

permdtides de forma anormal.

CAMBIOS EN LA CELULA DE SERTOLI

Pocos cambios fueron vistos en é&stas células que estuvieron presentes en
todas las etapas del ciclo del epitelio seminifero y a las 3, 4 y 5 semanas -
de la administracidn del EMS. No se apreciaron cambios en su nilmero ni en su
localizacidn.

No se observaron cambios morfol6gicos en su porcion basal donde el nicleo
tipico y el citoplasma perinuclear fueron de aspecto normal. En las porciones
media y apical se observd pérdida del citoplasma en relacidén con las células
espermatogénicas en disolucidn; ésto fué mis notable en el citoplasma apical

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

filamentoso y radiado en relacidn al acrosoma de espermatides tardios.

Otros cambios.- Masas acidéfilas conteniendo miltiples niicleos picndticos se
vieron en l1a luz del tibulo seminifero con dafio moderado a marcado, y sobre
todo a las 4 y 5 semanas de la exposicidn al agente mutagénico. Estas masas
se observaron en relacidn con areas donde se observaron espermatides que mos
traban picnosis nuclear.

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

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

Para éste efecto, se seleccionaron por examen del tejido con microscopio
de luz, en cortes de .25 micras, 1os tdabulos en los que no habia dafio aparen-
te y aquellos en los que fué posible identificar espermatides avanzados de --
forma anormal.

En el examen con microscopio electrénico de los tibulos seleccionados, -
tas células espermatogénicas que mostraron cambios morfoldgicos correspondie-
ron a espermitides avanzados.

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

Los cambios morfoldgicos vistos durante la espermiogénesis fueron refe--
rentes a la modelacidn del acrosoma, la condensacién de la cromatina, la mode
lacidn del niicleo; la organizacidon de los microtibulos y la implantacidn del

flagelo. Fambién se observaron fendmenos de duplicacidn a diversos niveles,



Espermétides anormales del estadio 9.

El nfecleo estd aplanado en su polo an
terior y el acrosoma se limita a &ste
extremo sin dewplazarse caudalmente.

Los microtdbulos del manchette no pre
sentan su organizacidén tipica. La po-
sicién de la fosa de implantacidn tam
bién es anormal. (Corpirese con las -

Figs. 24, 25y 26). (24, aro X).

F'igura HNo. ng
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Microfotografia electrdnica que mues-
tra espermdtides anormales del esta-
dio 9. Al centro aparece uno en sec-
cidn longitudinal; su nficleo es peque
fo. A la izquierda, otro espermitide
anormal presenta defecto en la elonga
cién de la cabeza; el acrosomz se ve
asociado a un material electrodenso -
de aspecto filamentoso y radiado.

(7, 200 X)

Figura No.i
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A continuacidn se describirdn las formas de espermitides abservados, en
los tibulos seminiferos seleccionados para estudio ultraestructural.

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

de asociacidn del que forman parte. En muchos de ellos el defecto principal
correspondid al ap]anamiento del polo anterior del nicleoc y a la falta de --
elongacidn nuclear, que normalmente se presenta en ésta etapa (Figs. 48,49 y
50). También se presentaron en &stos estadios, alteraciones acrosomales; en
muchos casos el acrosoma se 1imitd a cubrir el extremo anterior aplanado del
niclteo {Figs. 49 y 50}, conservando su aspecto estratificado normal. Con fre
cuencia se observd la asociacidn del material acrosomal a.gruesas estriacio-
hes electrodensas de disposicifn radiada, (Figs. 49 y 51}, que parecen estar
localizadas en el citoplasma de 1a célula de Sertolq.

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

En el cuello es posiblie observar a Jos centriclos proximal y distal, -
asT como el &nulo. E1 flagelo se observa en gran parte de su longitud, incluf
do en el canal flagelar. E1 citoplasma es muy abundante y presenta gran canti
dad de mitocondrias vesiculosas tipicas.

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

En algunos espermdtides como el que se muestra en la figura 50, se ob--



Espermdtide anormal del estadio 9.
El extremo anterior de la cabeza apa
rece aplanado en sentido perpendicu-
lar al eje del espermatozoide. E1 --
alargamiento nuclear es defectuoso.
La cromatina periférica se presenta
en agregados irregulares. En algunos
sitios la envoltura nuclear no se ob
serva y los microtlbules del manche-
tte parecen ponerse en contacto direc
tamente con la cromatina (flechas).

(20, 800 X)

" e -4 Figuwra No. 50

Espermétide anormal del estadio 10.

La seccién corresponde al polo caudal
del niicleo, en el cual se observan dos
escotaduras. "n una de ellas se obser
van los centriocles y el flagelo, y “0
rresponde a la fo~a de implantacién -
que es mis profunda y asimétrica. En
la otra excavacifn .e¢ observa una gran

vesicula que jodiia corresponder a la

envoltura nuclear redundante (flechas).
El resto de la célula no presenta alte !

raciones. (26, 000 X)

Figura HNo. 51 .; S 4
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servd fragmentacidén de Ta cromatina periférica. En éste caso la envoltura pa-
rece haber desaparecide en algunos tramos en los que la cromatina nuclear --
queda expuesta directamente a los microtibulos del citoplasma.

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

En muchos casos la direcciéon del plano de seccién es dificil de esta--
blecer; sin embargo espermdtides como Jos que se observan en las Figs, 51 y
52, no se observaron en el grupo contral, El grado de condensacidn cromatini
ca y el tipo de asociacidn de la que fovman parte indican gue corresponden -
al estadio 10 de la espermiocgénesis. En la Fig. 51 no se observa el acrosoma,
el nicleo tiende a ser de forma eliptica, y presenta en uno de sus lados una
doble excavacidn, separadas entre s por una proyeccidn estrecha. En una de
las excavaciones se observan unas estructuras que parecen corresponder al par
de centriolos y al flagelo. En la otra excavacidn se observa una formacién -
vesicular membranosa que contiene un material de escasa electrodensidad y que
recuerda a Ta envoltura nuclear redundante (ver Fig.27). Los microtibulos apa
recen en secciones oblicuas y transversas; el citoplasma vecing es muy abun-
dante y presenta algunas mitocondrias vesiculares tipicas.

En la Fig. 52, se presenta una espermdtide que en &sta seccidn muestra
una forma eliptica, en el que la envoltura nuclear no puede ser precisada. En
uno de los extremos se observa un centriolo en seccidn transversa, que podria
sefalar el extremo caudal de la célula, sin embargo, los microtdbulos del man
chette parecen tener una direccidn opuesta. E1 acrosoma y la fosa de implanta

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

Espermdtides del estadic 12: Se observaron numerosas espermitides del -

estadio_12 con gran variedad de alteraciones, como 1os que se muestran en la

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



Espermitide anormal del estadio 10.
El nficleo es pequefio y eliptice, pre
senta disgregacidén de los agregados
densos de cromatina periférica. La en
voltura nuclear no se observa. Un cen
triclc aparece cortado transversalmen
te en uno de los extremcs del nficleo,
pero los microtdbulos gque aparecen en
scccidn oblicua, se dirigen hacia el
extremoe opuesto.

(26, 000 X)

Figura No. 52

Espermdtides del estadio 12 normales

(N) vy anormales (An), algunocs de ellos
se presenian a mayor aumento en las si
guientes figuras. Una forma extremada-
mente ane - mal se observa en la parte -
superior de 11 i icrof.toprafia (flecha)

(6, 000 X)

t iguwura M, 53
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aunque la condensacién de la cromatina fué de aspecto normal en algunos y en
otros fué defectuosa. Estas células mostraban también aplanamiento del extre
mo anterjor {rostrum) de la cabeza, como se observa en el espermitide de 1a -
figura 54. E1 acrosoma permanecid cubriendo s6lo el extremo anterior aplanado
del nicleo sin extenderse caudalmente como sucede normalmente; ésta altera--
¢idn se vid asociada a una posicidn muy anterior por falta de desplazamiento
caudal, del anillo nuclear. En éstas formas de espermdtides anormales, 10s -
microtibulos del manchette parten en direccidn posterior desde el anille nu-
clear pero su trayecto es oblicuc y no recto; ademis en el extremo caudal de
la célula con frecuencia no es posible observar la fosa de implantacién, aun
que el flagelo, aparece cortado transversalmente y a cierta distancia de &1 -
se observa un agregado de material electrodense que pudiera corresponder al
cuerpo cromatoide.

Otros espermatides del mismo estadio 12 presentaron cambios mucho mis -
severos. E1 espermdtide presentado en la figura 55, que corresponde a una am-
plificacién de l1a zona indicada en la figura 53, la seccidn parece ser longi
tudinal, y el ndcleo muestra una profunda escotadura que en su extremo caudal
aloja a los elementos propios de la fosa de implantacidén. Compardndolo con -
espermdtides del estadio 12 normales, resulta evidente que la condensacidn de

la cromatina es defectuosa, por 1o que el nicleo aparece menos electrodensso.

Los microtlbulos presentan un patrdn desorganizado y trayecto oblicuo -
por To que parecen tener una direccidn perpendicular al eje Tongitudinal de
la célula.

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

si por completo al espermitide, y parece localizarse en el citoplasma vecino
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Espermdtide anormal del estadioc 12.
Los defectos son miltiples; el nfcleo
es muy corto, el acrosoma se limita -
al extremo anterior del niicleo y su
forma es irregular; el anillo nuclear
permanece en posicidn muy anterior,
Los microtiibulos presentan un trayec
to oblicuc. No se observa la fosa de
implantacién; el cuerpo cromatoide -
se ve en el extremo caudal de la cé
lula en relacidn a estructuras vesi
culares.

(13, 500 X}

FEigura HNo. 54

Espermdtide anormal del estudio 12.

El niicleo presenta una profunda esco-
tadura, en cuy>? extremo caudal se iden
tifica la fosa de “uplanticifn, le po
sicidn anorval. L1 citeplacmi es abun

dante.

(22, BOD X)

Figura Ho, 55




Espermidtide arormal del estadio 12.

El extremo anterior .e ~<fiale con uui
tlecha, donde se ol serva que el acro-
sona oy el ni Tes ectin 1l .nados. 7@
aprec’a due nuevo el mute.ial fila co
toeo descrito antericrmente en rel -
cidn con -1 wrosona. UUna proyeczifin
lateral que jarece wiroeoronder uni
camente al material acrorcomal o5 s1
Mmemente anor i1l.

(23, 700 X)

Fieur a No. 5™

/8

Erpermitide anormal del estadio 12.
El ndcleo es muy corto y la cromatina
estd muy condensada. El1 acrosoma cu-
bre s&lo el extremo anterior del ni-
clec y en sus extremos se asocia a -
material electrodenso y filamenteso
irradiado hacia la célula de Sertoli.
Fl anillo nuclear apirece en posicidn
muy sntericr; los microtdbulos presen
Lt 1 triyecto anormal,

(1%, 000 X)

Figura No.?5%b
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£ -2 Espermétides del estadic 13. Uno de
b . ellos normal (N) y otro anormal (An).
e - En @ste GUitimo se observan alteracio
3 nes ya descritas come lo son el apla
(I : namiento del pelo anterior y la falta
do 5? de desplarzamiento del acrosoma y del

anillo nuclear. Se observa tambi&n un

N ;
Y "~ estrechamiento del ndcleo en su parte

] media. Les microtibules del manchette

Y ‘ N - ; . presentan un trayecto oblicuo anormal

(h, b0 X).

;o Figpura No. 58

Espermatide anormal del estaidic 13.

El nicleo es muy largo; an jequefio .rag
mento ruclear aparece separads Jde la --
parte principal del nicleo. laterial -
electrodenco del zitoplisma de la c3lu
la de Sertcli sc ve en relacidn con el
extremo anterior del acrosoma (flecha).

(17, 000 X)
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de 1a cé&lula de Sertoli.

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

observarse que el aplanamiento rostral descrito en etapas anteriores persis-
te y el acrosoma sigue limitado al extremo anterior del nicleo; sin embargo,
la elongacidn del resto del nicleo pudo 1levarse acabo. Esto se observa en la
figura 58 donde pueden compararse dos espermdtides de éste estadio, uno de --
apariencia normal y otro francamente anormal. El espermdtide anormal presenta
ademds, un estrechamiento 6 escotadura longitudinal hacia la parte media del
nicleo, asociada a microtibuios de direccidn anormal. En otras formas del mis
mo estadio (Fig.59) el nicleo aparecif dividido en dos segmentos: un pequefto
fragmento anterior rodeado de material acrosomal y un fragmento mayor alarga
do de posicién caudal, separado del primero por un fino filamento constituide
por el material acrosomal y el escaso citoplasma perinuclear. Al parecer és-
tos espermdtides alargados podrian ser precursores de las formas filamentosas
de espermatozoides vistas al microscopio de luz.

Otro tipo de defecto acrosomal se observl en espermitides del estadio
13: una larga proyeccién del acrosoma con aparicidn de una gran zona central
vacfa, 1o cual se observa en la figura 60, y se ve asociada al material elec-
trodenso; que forma grumos & filamentos irradiados hacia la célula de Sertoli.
La pared de &sta proyeccion acrosomal es muy densa. Por su aspecto la proyec-
cibn descrita senaia el extremo anterior de la c€lula, y la posicidn de los -
espermdtides vecinos indica que ésta célula estd invertida.

Espermatides de Tos estadios 14, 15 v 16: Aunque en los espermdtides de

gstos estadios ya no se observan microtidbulos, las deformaciones acrosomales
y nucleares siguieron observdndose. Algunos espermdtides presentaron una ca-
beza corta de polo anterior aplanado, en los que el acrosoma se vif también
alterado por su forma irregular y de localizacidn rostral. Estos cambios pue
den verse en ung de los espermitides de la figura €1, el cual presenta ademds

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

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

(10, 000 X)

Figura No. 60

Espermatides .el estalioc 1%, uno normal

(N) y otrc anormal (An). En &ste ﬁltimogf

el nlicleo es corto y aplanado en su ex .\

tremo an*erisr. Se cbserva también una g
estructura vesicular de contenido amor
fo, localizada er el niivle , jue pudie
ra corresponder a un sitioc de flexidn
extrema que no - observa en espernd-
tides normales. El acrosoma estd lini
tado al extremu anterior del ndcleo y

es de forma znormal.

(6, 000 X)

iy ura NeoLBl
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sitio de flexidn nuclear extrema, en ésta especie no se observa normalmente.

En otros espermidtides Tos defectos fueron menos marcados, localizandose
sobre todo a nivel del acrosoma, el cual presentd proyecciones anormales que
casi siempre acompafiaron a modificaciones leves en 1a forma del nlcleo; alte
raciones de éste tipo pueden observarse en la figura 62, en la que uno de los
espermdtides muestra una excavacion nuclear en el dorsoc y una implantacidn -
del flagelo de situacidn anormal.

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

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

cion del flagelo.

Fendmenos de duplicacidn: Estos fueron observados en espermdtides de -

diferentes estadios y fueron mucho mis frecuentes que en los del grupo con--
trol donde no se observaron 8ste tipo de fendmenos.

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

rial acrosomal que se encuentran compartiendo, E1 extremo anterior de ambos



' 83

Espermdtide anormal del estadio 15
(An), que presenta una flexidn dorsal
anormal (flecha). El acrosoma se aso
cia al material electrodensc ya des-
crito. En el extremo caudal del nfi--
cleo la implantacidn del flagelo y
direccién del mismo es anormal.

(4, 600 X)

Fipgura No. 62

Espermdtide ancrmal del estadio 15 que

presenta defectos acrosomales. lLa rro-
L - i

yeccién dorsal estd muy acentuada, vy pre . .”

b 2

senta una proyeccidn ventral que €5 com

pletamente anormal (ilecha). Se obser—-

algunas de &stas malformacicones. Compd
rese con la Fig. 32.
(15, 000 X)

Figura No.f3
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Lspermatide anormal del estadio 9, en
€l que se observan dos nficleos fusio-
nados por unv de sus lados mediante el
material acrosomil. El extremo ante--
rior del nGeleo es g, lanado. La Lroma
tina nuclear muestirs «oregzdus deasos
en el irterjor y on la periferia. El

extremo caiJdil de cada nicleo presen-
ta una €xcavac’

&n, v juntos constitu-

yen la fosa de implantacidn; en el ci
toplasma abundante se observan mito--
condrias y 2structuras vesiculares 1i
mitadas por una unidid de membrana.

(1,000 X).

FiguraNo6s
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Espermdtide anormal del estadjc 16 en
seceldn longitudinal. E1 material acro
somal estratificado se ve ascciado a

los filamentos electrodensos que se -
irradian al citoplasma de la célulade
Sertoli, deserito para formas anorma-
les dé estadlios anteriores (flechal.

El polo caudal del niicleo es muy pro-
nunciado y la fosa de implantacidn es

muy profunda. Se observa un puente €1

topldsmico entre el esperm3tide des--

(11,200 X).

crite y uno vecino.

Figur aNo. by

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

En etapas mds avanzadas se vieron espermitides del estadio 14 6 15, con
sideradas asi segiln el grado de condensacidén de su cromatina, que presentaban
también dos nlcleos. En el que se observa en la figura 66, los nicleos apare-
cen fusionados por uno de sus lados; asociados a la duplicacidn nuclear se -
observan en éste espermdtide defectos de elongacidn y acrosomales., E1 mate--
rial acrosomal es muy pocs denso y en uno de ellos se puede observar una gran
dilatacidén del acrosoma, cuyo aspecto recuerda las primeras etapas de forma-~
cién acrosomal,

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

observan mitocondrias.



Espermdtide anormal en el que se ob
servan dos masas nucleares que apare
cen fusionadas lateralmente. El acro
soma tiene aspecto vacuolar de conte
nido flocular de poca electredensidad
y semeja la vesicula acrosomal de es
tadios tempranos del espermiogénesis.
En el citoplasma vecino se observan
microtiibulos en corte transversal.

(24, 700 X)

F'igura No. 66

Espermitides anormales del estadio 16 it
que presentan dos nlcleos en un sdlo -
flagelo cortado transversalmente que

carece de vaina fibrosa y mitocondrial
El citoplasma es muy abundante. Los -
microtiibulos del manchette, el cuerpo
cromatoide y alrunas.estructuras mem- &
brancsas vesiculares se localizan en

el extremo caudal.

{26, 000 X).

Figura No. ©7




