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V.DISCUSION.

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

E1 efecto del EMS, sobre 1a espermatogénesis, fué facilmente detectado
por las elevaciones producidas en el nimero de espermatozoides anormales. A
éste respecto las observaciones hechas en éste experimento concuerdan con -
1o reportado por Wyrobeck (19?5); aunque las elevaciones en el porcentaje de
formas ancrmales fuercon en nuestro estudio menores (12%) que las reportadas
por wyrobeck,.a désis y tiempo de exposicién comparable (mis del 20%); la -
elevacion mixima se produjo a las cuatro semanas. Por otra parte, los tipos
de alteraciones morfoldgicas vistas correspondieron en general a los descri
tos por otros autores ( 8,9 ) pero la forma filamentosa descrita en éste es
tudio no habia sido reportada.

El intervalo entre el tratamiento y el tiempo de muestreo de Jos esper
matozoides indican cuales etapas han sido afectadas con base a la vida media
de las células espermatogénicas (12,69,98). Considerando 1o anterior, a las
tres semanas de tratamiento estaremos observando los cambios producidos en
espermatides tempranos; a las cuatro semanas se observard el efecto del tra-
tamiento sobre espermatocitos y a las cinco semanas sobre espermatogonias.

Las formas anormales de espermatozoidesinducidas a las cuatro semanas
y los espermdtides anormales observados a las tres semanas del tratamiento -
refpresentardn por 1o tanto a células que fueron expuestas al EMS en etapa de

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

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

Aunque se observd disminucidn en el nimero de espermatogonias, éste cam
bio fué discreto y pudiera deberse a 7a faita de mitosis, ya que éste agente
afecta la sintesis de DNA (102) y ya que no se apreciaron cambios indicativos
de muerte en éstas células. ET1 efecto citotbéxico de la Mitomicina C sobre las
espermatogonias no fué visto a consecuencia del EMS; los espermdtides avanza-
dos tampoce fueron susceptibles al efecto tdxico de ésta droga. Resultaron ser
mas susceptibles a éste efecto, los espermatocitos y espermdtides tempranos, -
en los que se produjo la muerte a la dosis administrada de EMS. También se ha
reportado muerte de espermatocitos y espermdtides por 5-fluorouracilo, Cis-pla
tinum (63) y por hexafluorocacetona (33).

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

vacuolizacidén del citoplasma, descrita para otros agentes toxicos en éstas cé
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lulas ( 60 }.

Un aspecto morfoldgico importante que influye sobre el efecto de los -
agentes mutagénicos sobre las células espermatogénicas, es la presencia de -
puentes intercelulares entre espermatogonias y espermatocitos, asi como el -
englobamiento de espermdtides por las células de Sertoli (24); por éste moti
vo es posible que en cualquiera de éstas etapas el dafio producido a una célu
la pueda transmitirse a todo el grupo, como se ha visto después de la aplica
cidn de radiaciones ionizantes ( 37 }. La extensidn del dafio producido ini--
cialmente en espermatocitos aislados a los de las regiones vecinas, observa-
do en éste experimento, pudiera ser explicadc igualmente por l1a presencia de
tales puentes intercelulares,

. Para el estudio ultraestructural de los cambios inducidos en células -
espermatogénicas del ratdn, a consecuencia del EMS, se descartaron los tlbu-
105 en los que el efecto téxico de éste agente causd graves alteraciones y
muerte de las células. La seleccidn de tfibulos con dafio minimo 6 sin &1, tu-
vo el propdsito de detectar cambios sutiles en la morfologia de las células
espermatogénicas, que pudieran dar informacidn relacionada con los mecanismos
que condujeron a las formas anormales de espermatozoides,

Los resultados de é&ste estudio indican que el dafio causado por el EMS,
sea cual fuere su indole se manifiesta en la espermiogénesis avanzada.

En 1a literatura se encontraron pocos estudios ultraestructurales sobre
los cambios inducidos en la espermatogénesis a consecuencia de diferentes ti-
pos de drogas. Parvinen {1979a), reporta alteraciones en espermatocitos zigo-
ténicos y paquiténicos medios, asi como en espermdtides redondos, a consecuen
cia de 1la administracidn de Procarbazina. En nuestro estudio no se detectaron
cambios en ninguna etapa previa a los estadios 9 y 10 de 1a espermiogénesis.

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

o

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

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

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

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

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

Las formas filamentosas observadas con microscopia de luz; podrian ori

ginarse por las segmentaciones nucleares que Se presentaron en espermatides -
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avanzadas. En éstos casos de nuevo se observa una estrecha relacidén con la -
presencia de microtlbules de direccidn anormal,que parecen ser los causantes
de &sta malformacion.

Las alteraciones minimas del gancho de los espermatozoides detectadas -
con el microscopio de luz, corresponden ultraestructuralmente a malformaciones
en el acrosoma y en 1 polo anterior del nlicleo, que se ven en esparmitides -
por lo demds de aspecto normal, Otros cambios que &l igual éstas alteraciones
parecen ser independientes del patrdn microtubular alterado, son las vacuolas
acrosomales y nucleares y los defectos en 1a implantacién del flagelo. Las --
formas bicéfalas y fendmenos de duplicacidon nuclear vistas al microscopio ---
electrdnico, podrian originarse en falla en la citocinesis.

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

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

Las anomalias morfoldégicas inducidas por agentes quimicos & fisicos so-
bre los espermatozoides pueden ser transmitidas como una mutacidn genética do
minante que puede 0 no afectar la fertilidad 6 asociarse con aberraciones crg
mosonales gruesas (10,95). Sin embargo las alteraciones en la morfologia del
espermatozoide no parecen estar ligadas a la integridad de los cromosomas ni

al contenido de DNA (98).



92

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

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

Los resultados de ésta investigacidn parecen indicar que siendo los cam
bios morfoldgicos evidentes en espermdtides de los estadios 9, 10 y estadios
posteriores, el dafic producide por el EMS, tendrd@ lugar en estadios previos.
Dado que 1a elevacion producida en el nivel de espermatozoides anormales ha -
sido mayor a las cuatro semanas, parece ser que las alteraciones morfoldgicas
tendrian su origen en el dafno ocasionado a nivel de espermatocitos primarios
y espermatogonias diferenciadas, independientemente de que el dafioc sea 6 no
de naturaleza genética.

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

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

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

en el citoplasma vecino, sugiere gue tales defectos acrosomales podrian ser -
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VI.RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Se administrd un agente mutagénico: Etilmetanosulfonato, & dbsis de
200 mg/Kg de peso, a ratones de Ta cepa {C57BL X C3H)F1, diarjamente duran
te 5 dias consecutivos, por via intraperitoneal; a consecuencia de éste tra
tamiento,se presentd en los ratones una elevacidn en el porcentaje de formas
anormales de espermatozoides que fué mayor a las 4 semanas del tratamiento -
{de 1.8 hasta 14.6);entre éstas formas anormales de espermatozoides se encon
traron formas sin gancho, espermatozoides amorfos, bicéfalos y filamentosos.
Este il1timo tipo de espermatozoide anormal no habia sido reportado en la li-
teratura a consecuencia de la administracidn de agentes quimicos 6 de radia-
ciones ionizantes,

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

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

seminifero, por la falta de otros tipos celulares.

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

Estos cambios en la espermiogénesis implican una gran cantidad de es-
tructuras. Se observaron cambios nucleares referentes a la condensacifn cro
matinica que fué mayor de 10 normal en algunas formas de espermdtides anor-
males. Otros cambios cromatinicos vistos, fueron la formacidén de agregados
densos e irregulares en la periferia, asi como modificaciones en la forma -
del nucléo, que con frecuencia se observy muy corto y aplanadc en su extre
mo anterior. Por 1o general éstos defectos nucleares se presentaron acompa-
fiados de cambios del acrosoma, que en éstas formas permanecia cubriendc so-
lamente el extremo anterior del niicleo.

Sin embargo se observaron otros defectos acrosomales independientes de
las alteraciones nucleares vy relacionadas en cambio con alteraciones en el -
citoplasma de la célula de Sertoli. Los defectos acrosomales mds graves (for
mas vacuoladas), parecen corresponder a fallas en estadios tempranos del de
sarrolio de éstas estrucutras.

Los defectos en la elongacidén nucliear parecen ser los determinantes -
de l1a produccidn de espermatozoides amorfos; la falta de desplazamiento cau
dal dei anillo nuclear podria ser uno de los mecanismos implicados en ésta
mal formacién.

Los microtiibulos del manchette, son importantes en 1la produccidn de -
espermdtides sumamente largos; el trayecto oblicuo en algunos casos, es res
ponsable ademds de segmentacidén nuclear; éstos cambios fueron vistos en es-

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

mertosas de espermatozoides.

Las formas de espermatozoides con defectos minimos, observados con mi
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c¢roscopia de luz, corresponden a espermdtides con alteraciones leves, sobre
todo defectos en la formacidn del gancho y modelacidn del acrosoma 6 defec-
tos leves en la forma del nicleo.

Finalmente observamos espermdtides con dos nicleos que presentaron di

versos grados de fusion & separacidn. Generalmente éstos fendmenas de dupli
cacidon nuclear se acompafnaron de alteraciocnes en el desarrollo de otras es-
tructuras.

Se cuestiona sobre el papel de la célula de Sertoli en la produccidn
de defectos acrosomales en 1os que se vid constantemente la asociacidén en-
tre el material acrosomal y material electrodenso de aspecto anormal de la

célula de Sertoli.
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V11, PERSPECTIVAS.

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

posible que los cambios morfoldgicos que culminan con la produccién de esper

matozoides de forma anormal se inicien tempranamente en 1a esperiniogénesis
y sean evidentes aidn en fase de Goligi. Un estudic ultraestructural de los -
tGbulos seminiferos dos semanas después del tratamiento con EM>, pudiera per
mitir 1a deteccién de dichas alteraciones.

De acuerdo con 10s resultados de éste estudio y con otros reportes (42,
62), los microtibulos constituyen un factor muy importante en la produccidn
de alteraciones en la espermiogénesis. Un estudio mds minucioso con métodos
que permiten una observacion mas detallada de los microtdbulos, €n esperma-
tides expuestos al EMS, podria proporcionar mayor 1nformacion sobre la for-
macidén, nmimero, direccidn y distribucidn de éstas estructuras.

E1 modelo experimental utilizado podria servir también para estudios-
ultraestructurales enfocados al andlisis de la evolucidn de las alteraciones
acrosomales, de 1a envoltura nuclear ¢ de la hetergocromatina sefialadas en
éste estudio como elementos que intervienen en la produccidn ae espermatozoi
des anormales morfoldgicamente. Un estudip del comportamiento del reticulo
endopldsmico, recientemente sefialado come uno de ios elementos responsables
de la diferenciacién sincrénica en éstas células (13), podria indicar su pa
pel en la produccién de espermatozoides anormales, producidos por el EMS.

Iqualmente el estudio con microscopia electrénica enfocado a 1a célula

de Sertoli, sobre todo en lo referente al citoesqueleto, permitiria estable
cer sy importancia en la induccifn de espermatozoides de forma anormal,

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

-

tronica de tibulos seminiferos de ratones tratados con distintos agentes qui
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micos, reportados como inductores de espermatozoides anormales (92,95,103),
podria proporcionar informacién sobre &stos mecanismos.

En el campo de Ta aplicacidn clinica, Tos hallazgos de nuestra investi
gacidn, podrfian servir como punto de comparacidn en el estudio con microsco

pia electrdnica de biopsias testiculares en:

a) Pacientes sometidos a tratamiento con drogas oncoliticas & fdrmacos en -
los que se sospecha la induccidon de dafio en las células espermatogénicas, sO

bre todo en individuos en edad reproductora.

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

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

d) La investigacidén del factor masculino en los casos de aborto habitual --
(39). En éstos dos G1timos casos, las alteraciones ultraestructurales en la
espermiogénesis, podrian ser factores determinantes de tales problemas, y -

semejantes a los producidos por agentes mutagénicos en otros mamiferos.
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