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INTRODUCCION

La necesidad de evaluar el riesgo mutagénico de agen-
tes quimicos para la poblacién humana, estimulé la elabo--
racién de metodologias apropiadas para la investigaciémn
préctica. Como los esfuerzos iniciales en mutagénesis se
dirigieron a la aplicacién de técnicas que se desarrollaron
para estudiar el efecto_genético de la radiacibn, posterior
mente se hizo necesario estimar la validez de los mismos en
organismos expuestos a mutdgenos quimicos, ya que la infor-
macién obtenida en estudios de radiacién no podia ser apli-
cado directamente en la evaluacibén del riesgo mutagénico de
estos agentes. '

Entre las primeras sustancias probadas experimentalmen
te con resultados positivos en la induccién de mutaciones
se encontraban las mas comunmente usadas en la terapéutica
médica.

Los modelos biolégicos utilizados han sido muy diversos:
bacterias, hongos, virus, insectos y algunas plantas. Solo
después de probar estos niveles“taxondémicos, se vié la nece-
sidad de incluir la observaci6ém "In Vivo" de células germi-
nales de mamifero, ya que la evaluacién de la mutagenicidad
Y el conocimiento de comp y bajo que condiciones una sustan-
cia pone en peligro al sér humano, solo es posible en siste-
mas experimentales en mamifero.(1,2).

Por otro lado, el desarrollo de las células germinales
de mamifero se caracteriza por cambios bioquimicos que se -
correlacionan con 1a diferenciacién morfolégica durante la
espermatogénesis (3), y cuando se utiliza este modelo en es-
tudios de mutagénesis se observa cierta variacién en la sen
sibilidad de los diversos estadios de diferenciacién,

Debido a que muchos quimicos inducen aberraciones cro-
mosbémicas, cualquier programa de investigacibén en mutagéne-
sis debe incluir ensayos que determinen la capacidad de una



sustancia para inducir efectos deletéreos a nivel cromosb6-

mico,

Los cambios producidos por agentes quimicos en cromo-
somas./mitésicos han sido estudiados en buen ntmero de mode
los "In Vivo" e "In Vitro" (4,5,6,7,8,9). Sin embargo,
los estudios en meiosis, aunque laboriosos y diffciles, son
de suma importancia, ya que el dafio cromosbémico detectado
es potencialmente heredable de manera directa. Tienen --
valor prondstico en un 2 a 20% de las enfermedades cromosé
micas transmisibles y son de utilidad como elemento diag--
nbéstico en el 2% de los casos de infertilidad masculina que
no presentan cariotipo somitico anormal ni otras manifesta-
ciones clfinicas (10).

HIPOTESTIS:

El “tilmetanosulfonato induce cambios en el material
genético, que pueden manifestarse como alteraciones cromo-
sémicas en espermatocitos de ratén.

OBJETIVOS:

1.- Analizar las fases de la”ﬁéiosis adecuadas para
estudio citogenético en células germinales masculinas de -
ratén.

2.- Ildentificar las alteraciones cromosémicas produ-
cidas por el etilmetanosulfonato en espermatocitos.

3.- Comparar los resultados obtenidos con las frecuen
cias de alteraciones cromosbdmicas espontidneas encontradas -
en el grupo testigo y con los datos informados en la biblio
grafia disponible.



ANTBECEDENTES

Dos investigaciones importantes facilitaron especial-
mente el estudio citogenético de células germinales en el
drea de mutagénesis, la primera de Oakberg (11), donde es-
tudié la espermatogénesis del ratém, determinando su dura-
cibn en cortes de t@bulos seminfferos irradiados y tefiidos
con 1la técnica de PA-Schiff. La segunda fué la técnica de
Evans y colaboradores (12) para la preparacibébn de cromoso-
mas meidsicos de ratén.

En la presente seccién describiremos lo pertinente a
cada una de estas 4reasjque contribuyeron notablemente con
los estudios de mutagénesis, asi como los fenbémenos que o-
curren durante la divisién celular de los espermatocitos y
por Gltimo revisaremos los aspectos mas notables del mutéd-
geno que nos ocupa,

ESPERMATOGENESIS EN EL RATON.

Los diferentes estadios del ciclo del epitelio semini-
fero del ratén fueron estudiados por Oakberg emn 1956 (11),
usando la técnica del 4cido peryédico de Schiff, contrasta-
da con hematoxilina de Ehrlich, en cortes de testiculo de
animales irradiados, encontrando que las células espermato-
génicas no se encuentran diseminadas al azar, sino que se -
distribuyen en una serie de asociaciones celulares bien de-
finidas que al sucederse en determinadas 4reas del tGbulo -
constituyen lo que se conoce como el ciclo del epitelio se-
minifero. Se describen doce asociaciones celulares dis---
tintas en el ratbn que corresponden a las doce ctapas del -
ciclo del tfibulo seminifero (Fig.1).

Aunque se han acumulado muchos datos de la espermatogo
nia en diferenciacién, los modelos propuestos para la reno-
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vacién de las células madre permanecen en discusién(13).

Segln Roosen-Runge (14) las especrmatogonias de ratén
muestran la misma apariencia que en la rata y se distinguen
b4dsicamente tres tipos diferentes: las espermatogonias tipo
A, las intermedias (I) y las tipo B.

Las espermatogonias A pueden dividirse hasta cinco ve-
ces, pero después de la segunda divisibén algunas se mantie-
nen como tipo A y permanecen en reposo hasta el siguiente
ciclo. La mayoria se transforma en intermedias y después
en el tipo B.

De acuerdo con Clermont y Bustos-Obregén (citados por
Léonard, 13) existen cinco clases de espermatogonias tipo
A, siendo An la de reserva, normalmente no se divide pero
tiene 1la capacidad de renovar constantemente las esperma--
togonias de tipo Ay a Aa. lLas divisiones sucesivas de
la Al producen espermatogonias intermedias, o bien, hasta

un 20% de tipo A nucvamente, para iniciar otro ciclo.

En 1971, Huckins (15) sugicre que las espermatogonias
AO son las responsables de la renovacién y que las de tipo
A1 a A4, asi como las de tipo 1 y B son las espermatogonias
en diferenciacibn.

Cualquiera que sea el modclo que se adopte, todos tie-
nen una caracteristica comGn: la espermatogonia tipo A cons

tituye una poblacién permanente en contraste con la pobla--
cién transitoria formada por los estadfos celulares mas di-
ferenciados (13). Ademds las diferencias morfolégicas en-
tre las espermatogonias son minimas y se dan a nivel del nf-
cleco solamente,

Las espermatogonias tipo B se dividen varias veces an-
tes de dar origen a lns espermatocitos primarios, por lo
que su apariencia morfolégica cs muy scmcjante. Se locali-



-6 -

zan en la periferia del tdbulo y frecuentemente estén en
contacto con la limina basal del epitelio. Después de
la incorporacién de nuclebébtidos y otras sustancias para -
la sintesis de DNA, los espermatocitos pre-leptoténicos
migran alejéndose de la l4mina basal, aumentan su volumen
celular y sintetizan DNA para iniciar la divisién.

La meiosis corresponde a un tipo de divisién celular
caracteristico de las células germinales femeninas y mas-
culinas en los organismos de reproduccién sexual y tiene
como finalidad reducir el nimcro de cromosomas de los ga-
metos a la condicién haploide y permitir la variabilidad
genética por medio del intercambio entre cromosomas hom6-
logos durante la divisién de reduccibén (16,17).

Se lleva a cabo en dos divisiones nuclecares sucesivas
con una sola divisién de los cromosomas y precedida por un
periodo de sintesis de DNA (nico (18). Este muestra por lo
menos tres diferencias con el mismo perfodo S previo a la
mitosis: dura mas tiempo, debido a que existen menos sitios
de iniciacién de la sintesis de DNA, ocurren funciones es-
pecificas de la meiosis relacionadas con el intercambio de
material genético, y el 0.3% del DNA no se replica hasta -
la profase cuando ocurre la formacibén del complejo sinapto-
némico (CS).

En preparaciones citolégicas para observacibn micros--
cépica, la apariencia de las fases de la meiosis es la si--
guiente (18):

En la primera divisibén meidsica observamos una profase
muy larga que puede ocupar el 90% del total del periodo de
divisibén y se reconocen cinco subestadfos (Fig. 2).

Leptoteno .- Se observa una gradual aparicién de los

cromosomas, no hay ninguna indicacién de que sc compongan
rcalmente de dos cromidtides idénticas. Aparece la estiuc-
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tura cromomérica debido a condensaciones de la cromatina -
a lo largo de las cromitides, a lo cual no se le conoce -
una funcién definida, pero sc ha visto que a medida que -
los cromosomas se van condensando, adquieren al llegar al
paquiteno un patrén especifico muy semejante a las bandas
de los cromosomas metafésicos, por lo que se han utilizado

para mapeo cromosdmico (19).

Los cromosomas se han condensado en cier

Cigoten0.~

ta medida y los homblogos se aparean en sinapsis. No se
sabe con certeza como éstos se reconocen para unirse y co-
mo quedan perfectam'ente alineados,pero se ha propucsto que las
proteinas del eje del complejo sinaptonémico juegan un pa--
pel importante en el reconocimiento punto por punto, ademis
de que en interfase, la cromatina no estd al azar sino que

se ordena en una forma definida en el espacio nuclear.

Considerando la fluidez de la membrana, se sugiere que
la membrana nuclear interna también participa en la aproxi-
macién de los homb6logos, que ocurre en dos etapas: en la --
primeres quedan separados por un espacio de 3000 A y poste--
riormente solo los separa el complejo sinaptonémico.

El 0.3% del DNA que no se replica en la fase S lo hace
en esta etapa. Esto se ha comprobado porque al agregar un
inhibidor de la sintesis de DNA en cigoteno se altera el pa-

tron de apareamiento.

En estudios de microscopia electrbénica se ha identifi--
cado una estructura electrodensa denominada n6édulo de recom-
binacién,en la parte central del complejo sinaptonémico pero
colocindose a intervalos, de forma esférica o elipsoidal (20)
que esti constituida por proteinas que tienen un difmetro de
90 nm y sc piensa que integra una maquinaria de rccombina- -
¢ién multienzimitica en las cromitides materna y paterna
reuniendo las regiones locales de DNA a través de los 100 nm
de amplitud del CS (21). Un apareamiento normal en esta
etapa asegura la segregacifén de los cromosomas en anafase I.



Paquiteno, - Los cromosomas son mas cortos y gruesos

y permanecen estrechamente apareados, la condensacién to--
tal en esta etapa puede acortar la longitud de los cromoso-
mas de un cuarto a un sexto de las dimensiones observadas
en leptoteno. En esta etapa se conocen como bivalentes o
tétradas,

Los nédulos de recombinacién observados con microsco--
pia electrbnica paulatinamente se transforman en estructuras
planas o barras de recombinacibén, que presentan una aparicn-
cia fibrilar durantc el paquiteno. Ista trans{oimacibén se
considera como el verdadero fenbémeno de recombinacibén gené--
tica ya que los mismos sitios donde estas estructuras se ob-
servaron, aparecen después los quiasmata en profase tardia,
se ha visto que el nimero de ndédulos es igual al némero de
quiasmata y que se distribuyen a lo largo del complejo si--
naptonémico de la misma forma: ni dos quiasmata ni dos nédu-
los de recombinacibén se encuentran juntos, y la recombina---
cibn genética no puede suceder en dos sitios adyacentes.

El CS provee un armazbn estructural adecuado para los -
eventos de recombinacién pero se cree que no participa di--
rectamente en ellos (21).

Mientras que el leptoteno y el cigoteno ocurren relati-
vamente en corto tiempo, el paquiteno puede durar varias se-
manas, meses e incluso afios.

Diploteno. - Se hacen visibles las cuatro cromitides

del cromosoma bivalente debido a la repulsibén de los homdlo-
gos, éstos no se separan totalmente sino que quedan unidos -
en uno o mas puntos espaciados a lo largo del cromosoma, que
se denominan quiasmata. Cada quiasma representa el resul-
tado del entrecruzamiento que se llevé a cabo en paquitcno.

El nGmero y posicién de los quiasmata es vairiable entre
los individuos, sin embargo, 1o normal es que haya cuando --



menos uno por tétrada.

En este estadio permanccen 1os oocitos humanos en ¢l o
vario fetal desde el quinto mes de vida prenatal hasta antes

de la ovulacibn.

En algunas especies los cromosomas se descondensan de -
manera que pueden llegar a scmejar una interfase, este fené-
meno se relaciona con la sintesis de RNA que pucde ocurrir en

esta etapa, asi como con el crecimiento de la célula.

Diacinesis.- En las especies cn que se¢ disgregan los --

cromosomas, aqui vuelven a condensarse y se unen a las fibras
del huso.

En esta etapa se alcanza la mayor condensacidén de los -
cromosomas profidsicos, desaparecen el nucléolo y la envoltu

ra nuclear.

La separacién de los bivalentes cromosdémicos se hace mas
evidente por la disminucidén de la cantidad de quiasmata quc
quedan localizados en los extremos distales de las cromitides
A este fenbmeno se le conoce como terminalizacién de los - -

quiasmata.

Mctafase I.- Se inicia con la desaparicibén de la envol-

tura nuclear y la formacién dcl huso acromitico. Las tétra-
das se mueven al ecuador del huso y se unen a los microtGhu--
los de manera que pucdan segregarse los cromosomas homélogos
durante la anafase 1.

Anafase I.- Al completarse 1la anafase I, cada célula -

hija contiene uno de los dos hombélogos por lo que es haploide
en cantidad de cromosomas, pero como cada cromosoma cs doble,
posee 2n DNA.

Cuando la scegregacién analdsica falla, ocurre la no dij-
yuncidén primaria, ecs decir, los cromosomas homdlopos de un
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Fig. 2.-  Los cinco subestadios de la profase I meibsica:
A.- Espermatocito preleptoténico, se observan pequeciios aci-
mulos de cromatina y condensaciones filamentosas en segmen-
tos muy cortos, la flecha seiala el nucléolo. B.- Los cro-
m.somas estidn mas condensados pero todavia no pueden apre--
ciarse en toda su longitud, los cromosomas sexuales estin -
estrechamente empaquetados en cigoteno. C,- Se observan -
bivalentes con su estructura cromomérica, la flecha sefala
la vesicula sexual. D.- En diploteno los cromosomas se --
disgregan regresando a la apariencia inter{4sica. E.- En
diacinesis se observan las figuras cuadriradiales y en ani-
1lo debido a la terminalizacidén de los quiasmata, cen el --
centro se seilala el bivalente X-Y.
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par no se separan y toda la tétrada se moviliza completa ha-
cia una de las células hijas, produciendo gametos totalmente
anormales por falta o exceso de material genético.

Telofase I.- Es una etapa muy corta, los cromosomas no

vuelven a la interfase sino que existe una corta intercinesis
sin formacifén de la envoltura nuclear y la profase II se con-
tinua directamente después de la formacién de los espermato-
citos secundarios.

Segunda divisién meidsica.- Los espermatocitos secunda-

rios tienen el nlGmero haploide de cromosomas, son mas peque-
fios que los espermatocitos primarios, ademis de que duran muy
poco tiempo en el ciclo espermatogénico por lo que es poco
frecuente encontrarlos en el epitelio seminifero.

Los mecanismos por los que ocurre la segunda divisibn -
son bidsicamente los mismos que una mitosis pero con dos dife-
rencias significativas: no hay nueva duplicacifén de DNA y -
por lo tanto los cromosomas inician la profase II en nimero -
haploide.

En la profase II el nucléolo ya no se forma y la envol--
tura nuclear esti ausente. En metafase II se forma el hu-
so acromitico y los cromosomas se alinean en el ecuador. En
anafase II se separan las dos cromitides de cada cromosoma -
con divisién del centrbémero; cuando esta separacibén falla,el
fenbmeno de no disyuncibn secundaria origina la formacibn de
gametos normales y gametos anormales en la misma proporcién.

En la telofase IJ] se forma la envoltura nuclear alrededor de
las células hijas y se pierde la estructura normal de los cro-
mosomas debido a la descondensacién.

Después de la telofase II, se forman las espermitides -
j6venes que luego deben pasar por el proceso de espermiogéne-
sis antes de liberarse a 1la luz del tidbulo.
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La duracibén de la espermatogénesis en el ratbén se ha -
estudiado en base a experimentos con exposicién a radiaciones
agudas y en células marcadas con 14C-adenina y 3H-timidina
(22,23), en 33.5-35.5 dias.

Por otro lado,se ha determinado el tiempo de duracién
de cada uno de los estadios celulares en el epitelio semini-
fero, asi como el intervalo de tiempo que transcurre hasta
que las células aparecen en el eyaculado (Fig. 3), con lo -
que se puede inferir que por scleccibn del intervalo adecua-
do entre el tratamiento y la observacibén se puede determinar
el estadio celular involucrado (24).

Figura 3.- Tiempo de duracibén de los estadios del
ciclo del epitelio seminifero de raténm.

ESTADIO DURACION EN HORAS
I 2278
Il 1811
IIL 8.7
IV 18.6
Vv 11.3
VI 18.1
VII 20.6
VIII 20.8
IX 15.2
X 11.3
XI 21.4
XII 20.8

SINTESIS DE BIOMOLECULAS DURANITE LA ESPLIMAIOGINESIS,

En 1962 y 1965 (25,26), Monesi investigé las actividades
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sintéticas durante la espermatogénesis del ratdén utilizando

timidina, uridina, asi como aminoicidos marcados con tritio

que se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) en los anima-

les para después recuperar los tejidos en varios perfodos de
hasta 60 hs. después de la inyeccién.

En estos trabajos se identificaron cuatro generaciones
de espermatogonias tipo A ( que incluyen dec la Al a la A4)~
una gencracidén de espermatogonias intermedias y otra de tipo
B. El tiempo de vida promedio fué muy scmejante en todos
los tipos dec espermatogonias y oscila entre 27 y 30.5 hs.,

El promedio de duracién del periodo de sintesis de DNA
es de 7.5 a 10.5 hs. En espermatogonias tipo B la sfintesis
dura mas ticmpo y es mﬁy variable, pero presenta menor dura-
cibn en la espermatogonia tipo I y la A,, después se hace -
mas corto y es mas constante en la cspermatogonia tipo Al'
La sintesis de DNA es muy variable después del periodo post-
sintético, y previo a la meiosis toma lugar cn los esperma-
tocitos primarios cn fase dc reposo (a través de 14 horas -
que dura dicho estadio) y debe terminar antes de la profase.

Con rcspecto al RNA, el nivel de sintesis en la esper-
matogonia tipo A es mayor que en la de tipo B, al igual que
con la sintesis de proteinas. ESta diferencia probablemen-
te se relaciona con la variacibén en el grado de condensacién
del DNA entre los dos tipos de células.

En espermatocitos primarios en reposo es muy bajo el
nivel cuando se inicia la §intcesis de DNA, pero luego dis--
minuye mas aun en leptoteno, cigoteno, y cusi desaparece en

paquiteno temprano.

El nivel de incorporacidén del precursor incrementa ré-
pidamente a medida que avanza ¢l paquiteno pero declina nue-
vamente en paquiteno tardio, diploteno y diacinesis para de-
tenerse completamente cn metafasc y anaflase I y |1,
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Los espermatocitos secundarios y las espermétiaes tem-
pranas incorporan muy pequefias cantidades de uridina tritia-
da al nlcleo. No se encuentra RNA marcado en espermitides
del estadio 8 en adelante, ni en el espermatozoide.

Por otro lado, la célula de Sertoli incorpora activa--
mente uridina tritiada al nGcleo, concentrindose sobre todo
en el nucléolo.

La sintesis de proteinas nucleares y citoplésmicas ocu-
rre en todos los estadios del ciclo de divisibén mostrando su
mayor nivel en paquiteno medio entre los estadios II a IV.

Todos los estadios de la cspermitide incorporan aminoa-
cidos marcados, con excepcibén de¢ la espermitide inmadura. La
radiocactividad aumenta de la espermatide 1 a la 11 y enton--
ces disminuye hasta la 16,

La célula de Sertoli incorpora activamente radioactivi-
dad en el nGcleo y el citoplasma.

TECNICAS DE ESTUDIO.

En los Gltimos afios se han venido desarrollando pruebas
de mutagenicidad que han contribuido al conocimiento del po-
tencial genotéxico de los agentes quimicos en el humano y o-
tros mamiferos (27), como las de mutaciones letales dominan-
tes, mutaciones especificas de locus, o de locus mltiple,de
translocaciones heredables, etc.

Las técnicas disponibles para evaluar el efecto en célu-
las germinales pueden llevarse a cabo durante la gemetogéne-
sis, la fertilizacién, el desarrollo embrionario, asi como en
el adulto, y las pruebas citogenéticas deben acompanar cual-
quier tipo de estudio mutagénico (28).

E1l progreso de las técnicas citogenéticas en munfleros
ha ampliado tremendamente el conocimicnto de los cromosomas

humanos y muchos defectos diagnosticados como desérdenes con
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génitos se han investigado para establecer la relacién entre
aberraciones cromosémicas y la etiologia correspondiente (29).

La observacibén de metafases espermatogoniales es de uti-
lidad en la deteccibén de cambios numéricos y cstructurales en
los cromosomas, sin embargo, gecneralmente son eliminados de
manera selectiva en la primera divisifén mitética y las condi
ciones son mas favorables cuando se consideran las células -

meidsicas (13).

Falconer y colaboradores (30) y Cattanach (31) fueron -
los primeros en detectar translocaciones en la progenie FI de
animales machos tratados con un compuesto quimico, Los re--
sultados positivos de estos estudios sugieren que la observa-
cién de cromosomas meidsicos de machos tratados (por medio de
la prueba de espermatocitos) o de su progenie (prucba de - -
translocaciones heredables) pueden ser un método simple y de-
mostrativo para probar rutinariamente la mutagenicidad poten-

c¢ial en mamiferos.

Las primeras técnicas de obtencibén de cromosomas meidsi-
cos se basaban en el apalastamicnto ('"squash') dec un fragmen-
to de tidbulo seminifero tefiido con orceina (32,33,34), con lo
cual, aunque se demuestra una buena parte de los estadios de
la meiosis, no siempre proporciona figuras lo suficientemente
extendidas para un anflisis detallado.

Evans y colaboradores (op.cit. 12) describicron Jla prime
ra técnica de "secado al aire" que mejoré en mucho la calidad
de las preparaciones, particularmente para la observacibén de
diacinesis y metafase I en el humano y en el ratén.

Poco después cmpezaron a practicarse variaciones de la -
técnica descrita por Evans, utilizando diversas soluciones -
hipétonicas, fijadoras y diferentes periodos de incubacibn en
las mismas, se ha logrado mayor calidad en las preparaciones
meibsicas en diferentes especies (35,36,37).
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ANALISIS CROMOSOMICO EN EL RATON.

Por mcdio del estudio del cariotipo en sangre periféri-

ca del 1atdn, se ha determinado que el coaplemento cromosb--
mico diploide en el animal micho corresponde a 40,XY (Fig.4).

Geieralmente, todeos los c¢ro osomas son descritos como a-
crocéntricos (38), aunque realmente pertenecen a un tipo espe
cial de cromosoma que no presenta brazos cortos cuando se ti-
fien con giemsa o nitrato de plata, rccib n el nombre de telo-
céntricos y han sido descritos para algunas especies de mami-
feros (39, fig.5).

Las alteraciones cromosdmicas que pucden ser observadas
durante ¢l an&lisis citoldgico de los cspermatocitos después-
de tratamiento con agentes quimicos cn espermatogonia y en -
meiosis se describen a continuacidn (13):

Translocacidén Reciproca. -

Involucra un intercambio de scgmentos teirninales cntre cromo-
somas no Hbmélogos y requiere que haya un rompimfento y una -
reparacidén posterior. La heterocigocidad producida por una
translocacién de este tipo puede dar lugar a la formacidn de
un anillo de cuatro cromosomas (que se siiyboliza corno R 1V),
o bien cuando un brazo falla para asociarse, origina una ca--
dena de cuatro ( C IV), de trcs cromoronas mas un univalente
(C III + I), de un bivalente mas dos univalentes, o pucden --
formarse varios univalentcs cuando los quiasmata no se mantie

nen debidamente o cuando se prescntan delesioncs.

Algunas translocaciones pueden ser el origen de la no--
disyuncién, fendmeno que d4 por resultado la aparicién de un
cromosoma extra cn los espermatocitos primarios.

Cambios estructurales divcrsog.-

Se han cncontrado translocaciones robertsonianas cen algunas -
1ineas de ratones, que sc identifican como un gran bivalente
en anillo formado por fusiones céntricas cspontfncas e¢n los -
cromosomas.
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Fig. 4.- El cariotipo de ratén obtenido de una esper-
matogonia en mitosis. Férmula cromosdémica masculina -
normal 40,XY.
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!

Fig. 5.- Clasificacién de los cromosomas de acucrdo a
la posicidén del centrdmero: A.Metacéntrico, B.Submnecta-

céntrico, C.Acrocéntrico, D.Telocéntrico.
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Las inversiones paracéntricas o pericéntricas no han si-
do detectadas hasta ahora, pero se piensa que si puede inves-
tigarse 1la presencia de inserciones, seglin se ha demostrado -
en ratones machos portadores de una translocacién especifica.

Fragmentos. -
Aunque las aberraciones cromosémicas mas inestables se pier--

den durante la divisibén celular, se pueden observar fragmen--
tos de material semejante a la cromatina en espermatocitos en
divisién. No se ha determinado la frecuencia.

Univalentes Autosb6micos y Sexuales.-
Los univalentes resultan de un proceso asindptico previo, Son

mas notorios cuando se trata de los cromosomas sexuales y es-
pecificamente en los machos, ya que los cromosomas sexuales -
son muy diferentes y solo pueden aparearse a través de un - -
corto segmento homblogo en los extremos distales de los bra--
zos.

La frecuencia esponténea de univalentes sexuales se ha -
calculado entre 6 - 10%.

Poliploidias.-
En las preparaciones meibésicas de ratones tratados y testigo,

son frecuentes las tetraploidfas en espermatocitos primarios.
Sin embargo, en estudios de ratones con translocaciones cono-
cidas se determiné que dichas poliploidias se deben a artefac
tos que se originan debido a la presencia de puentes inter--
celulares naturales en la poblacién del tdGbulo seminifero, o

a sobreposicifn de células al momento de preparar las lamini-
llas.

La frecuencia de poliploidias en animales testigo varfa
en un rango de 3-6% en espermatocitos.
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MUTAGENESIS. -

Los mecanismos de mutagénesis eran completamente descono
cidos hasta que se reconocif al DNA como el material genético,
después de lo cual se han venido desarrollando hipdtcsis muy
precisas acerca de la accién de muchos mutdgenos quimicos (40).

Sin embargo, las pruebas de mutagenicidad permanccen aln
relativamente escasas dada la alta cantidad de quimicos que -
se agregan cada dfa a nuestro ambiente.

El andlisis cuidadoso de los procedimientos técnicos que
se utilizan para probar el riesgo de dichas sustancias para la
poblacién, indica que muy pocas investigaciones cumplen los -
requisitos de los métodos esténdar vidlidos (13,41).

Desde el primer estudio genético en el ratén doméstico -
tratado con mostaza nitrogenada por Falconer (op.cit.) y pos-
teriormente otras investigaciones (32,42,43) se ha reconocido
la importancia del uso de la técnica de obtencibén de los cro-
mosomas meibsicos en eSqumatocitos de machos tratados con a-
gentes quimicosp como demostrativa de potencial genotbéxico cn
mamiferos.

-E1 etil-metano-sulfonato (EMS 62-50-0*) es un agcente, al
quilante con peso molecular de 124,16 daltons y su [drmula -
quimica corresponde a CH,CH,050,CH.. Se conoce desde 1958
(44) cuando empezd a utilizarse como droga antineopldisica, pe
ro cayb en desuso debido a su alta toxicidad, después de lo -
cual se ha venido utilizando como un mutigeno experimental.

En 1970, Cumming y Walton (45), trubajundo sobre ¢l meta
bolismo del EMS en el ratén, trataron machos inyecténdolos i.p.
con EMS marcado radioactivamente para cuantificar la radio
actividad que se presentaba en homogenizados dc difecrentes te
jidos, encontrando que la distribucién del quimico en el orga

* NGmero de registro del Chemical Abstracts Service, U.S.A.
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nismo es muy ripida: se empieza a observar radioactividad -
15 minutos después de la inyeccién. En las primeras cuatro
horas el movimiento es muy lento pero después se acelera no-
tablemente para alcanzar el testiculo, el epididimo y el bazo
en forma uniforme y activa, casi en la misma dosis que se ad-
misnistré y después es hidrolizado, encontrindose restos en -
el aire exhalado, en 1a orina y las heces.

Posteriormente, Sega y colaboradores (46) estudiando el
modo de accibén del EMS concluyeron que dicha molécula etila -
al nitrbégeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina, al nitrégeno 1 y
3 de la adenina y al nitrégeno 1 de la citocina.,

En 1978, Sega y Owens (47), determinaron que las prota--
minas son mas frecuentemente etiladas por el EMS inhibiendo -
la condensacidén normal de la cromatina en el niicleo espermi--
tico al’ etilar los grupos sulfhidrilos impidiendo la forma---
cién de los enlaces disulfuro entre las cisteinas.

Esta alteracibén en la condensacién de la cromatina llega
a producir una gran presidén en la estructura de la cromatina
que eventualmente puede resultar cn el rompimiento cromosémi-
co. Este rompimicento puede originarse dircctamente cn el
punto de etilacidén o a cierta distancia de é1, y se ha suge--
rido que puede ser el resultado de la despurinizacidén de una
base etilada y la hidrdlisis del pucnte {fosfato com €l azucar
La presidn resultante de la etilacibén de los residuos de cis-
teina cn la protamina puede ser suficiente para romper ¢l o--

tro hilo de DNA y producir el rompimiento cromosbémico (Fig.6)

Por otro lado., se c¢studib el efccto de la dosis, en la -
induccibn de alteraciones en células germinales de ratén, que
se trataron con dosis de 50 a 300 mg/kg , determinando los --
rangos en quc se pueden producir efectos tales como mutacio--
nes letales dominantes (por arriba de 100 mg/kg) en esperméti
de tardia, translocacioncs hercdables (desde 50 mg/kg) y al -
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teraciones orgdnicas, anormalidades cn la morfologia de la -
cabeza del espermatozoide y anomalfas en 1a meiosis (150 200
mg/kg), estableciendo como dosis promedio para producir dano
cclular observable dos semanas después de la aplicacidén, I
200 mg/kg, lo cual es de importancia en la determinac idn de

la naturalecza del dano y en la evaluacidn de los resultados-

cn diferentes especics (40).

Fig. .- Modelo de Sega y Owens para la produccidn de
rompimientos cromosdmicos por etilacidén de la cronatina
después de la cxposicidn al IMS, La lineca junteadt co

rresponde a las protaminas asociadas al DNA.

Normal

Tratado
con
EMS

Se¢ sabe que el efecto cromosbémico requicere de que ocuira
un periodo de sintesis de DNA para hacer manificsto ¢l dano,
sin cmbargo, sc ha informado de casos en que se Pa observado
que las alteraciones pucden producitrse independicntemente de

que intervenga un periodo S (38).

En los cstudios de mutapgénesis quimica en i tenr 1 g

rd - . -
milceros es mmportante conocer «i las «8tnlag ecrn "y 1l “n
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capaces de reparar el DNA dafado.
 }

La capacidad de reparacidén del DNA puede investigarse
"In Vivo" en células germinales meifsicas y post-meibsicas -

de ratén haciendo uso de 1la secuencia de eventos que ocurren
durante la espermatogénesis y la espermiogénesis.

Por estudios comparativos mediante la utilizacién de --
varios hombélogos quimicos del EMS (MMS,metil-metano-sulfona-
to; PMS,propil-metano-sulfonato; e IMS, isopropil-metano-sul-
fonato; ademis del propio EMS), se ha sugerido la posibilidad
de que el sistema de reparacidén del DNA en células germinales
de ratones machos es mas eficiente en reconocer y reparar DNA
metilado y que a medida que aumenta la cantidad de grupos al-
quil, la eficiencia de reparacién disminuye ya que se encon--
tré que el DNA dafiado con MMS presenta mayor capacidad de re-
paracibn, siguiéndole el EMS, IMS y PMS en orden sucesivo.

Se ha, informado de un buen nfimero de modelos experimen--
tales que permiten la deteccién de agentes de accibén mutagé--
nica en el hombre y se conoce que dichos agentes son respon--
sables de una significativa proporcibén de anomalfas cromosé--
micas en meiosis, reduccién de la fertilidad, asi como de ~--
causar alteraciones morfolbgicas en espermitide tardia y es--
permatozoide (49,50,51,52,53, 54,55).

Adcmis, se ha demostrado epidemiolégica y experimental--
mente cn mamifcros que el mismo modelo masculino es muy sen-
sible a la no-disyuncibn decbido a que se producen mutaciones-
que alteran el aparcamiento de los cromosomas homélogos y por
lo tanto la formacidén del complejo sinaptonémico, dando lugar

a la formacién de desbalances cromosémicos (56,57).

Una dc¢ las pruebas que se utilizan ampliamente a nivel -
mundial es la Wyrobeck y Bruce (59), para el estudio de los
cambios morfoldgicos en la cabeza del espermatozoide, que pue
den ser inducidos por mutigecnos quimicos de diversos tipos,
Muchos investigadores han tratado de encontrar alguna relacién
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entre la frecuencia de alteraciones morfolégicas del esperma-
tozoide y la aparicibn de aberraciones cromosbémicas en meio--
sis, siempre con resultados negativos (58,59,28).
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MATERIALES Y METODOS

El material biolégico consistid en 18 ratones machos de
genotipo hibrido C 57 BL x CD 1 (F;) de dos a tres meses de
edad.

El modelo se selecciond en base a pruebas preliminares-
en las que se analizd el porcentaje de formas anormales de «
espermatozoides en las lineas paternas puras, asi como en el
hibrido, donde se encontrd una disminucién en la frecuencia
porcentual de aparicién de dichas anomalias.

Los animales se dividieron en seis grupos de tres rato-
nes cada uno, para hacer un total de cinco repeticiones del

tratamiento y un grupo testigo.

El EMS se administré i.p. por cinco dias consecutivos -
en una dosis de 200 mg/kg de peso. El grupo testigo se tra
bajb de:1g misma forma, pero solamente utilizando agua tri--
destiladaestéril (vehiculo).

Después de la administracién del tratamiento, los ani--
males se mantuvieron en el laboratorio por dos semanas. Pos-
5 M,
se sacrificaron por dislocacibn cervical y se practicé la --

teriormente se inyectaron con 0.5 ml de colchicina 10~

diseccidén para tomar los testiculos, el epididimo y los con-
ductos deferentes. Estos iltimos para la prueba de la mor-
fologia de 1a cabeza del espermatozoide (59) y de cesta manera
comparar la frecuencia de anomalias cn los animales tratados

y los testigos para valorar el efecto mutagénico del EMS,

El material testicular se procesdé scgiin 1a técnica de -

Evans y colaboradores (12), de la siguiente manecra:

1.- Después de la extraccidn el material testicular se
manticne en una solucibén de citrato de sodio al 2.5%, para -
conservarlo f{rcsco micntras se trabaja.

- 24 -
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2.- Bajo observacién con el microscopio estercoscépico
se rompe la albuginca para liberar los tGbulos seminifcros
que posteriormente se fragmentan tratando de obtener la ma-
yor cantidad de células que sea posible.

Un indicador de que se han liberado las células del té-
bulo es el hecho de que la solucibén se torna blanquecina y
grasosa.,

3.- Con una pipeta Pasteur se toma 14 solucibén para -
filtrarla a través de varias capas de tela de pasa y se colo

ca cn un tubo dec cnsaye.

4.- Se centrifuga a 800 rpm por diez minutos, para sedi
mentar el botén celular y scparar la solucién en que se co-
locd inicialmente.

5.- Se decanta ¢l sobrenoadante y se agregan S ml de so
lucibn hipoténica de citrato de sodio al 1% por veinte minu
tos a temperatura ambicnte.

6.- Se centrifuga a 800 rpm por diez minutos para reti
rar la solucibén hipoténica.

7.- Se decanta el sobrenadante y se¢ agregan 5 ml de so-
lucién fijadora de Carnoy, se resuspende y se decja por 10
minutos a temperatura ambiente.

8.- L1 dltimo paso se repitc varias veces para retivar-
restos celulares y espermatozoides, LE1 bot6n nuclear obte
nido se refrigera de 3 a 72 hs antes de preparar las 1amini
llas.

9.- Despudés de la refrigeracidn s¢ resuspende ¢l botdn
en nueva solucibén fijadora y sc centrifuga para decinter ¢l
sobrenadante.

10.- Sc agrega solucibn fijadora y se resuspeude ¢l « 1y
mento.
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11.- Con una pipeta Pasteur se toman unas gotas y se de-
jan'caer libremente sobre un portaobjetos limpio y libre de -

grasa.

12.- Una vez que se han secado las preparaciones se pro-

cede a tefiirlas con colorante giemsa de 10 a 12 minutos.

El anélisis de las preparaciones tefiidas se llevd a ca-
bo en un microscopio Zeiss K-7 a 1200 aumentos en un total
de 300 células por caso y se fotografiaron campos selecciona-
dos con un fotomicroscopio Zeiss Axiomat.

2z

PREPARACION DE LOS FROTIS DE ESPERMATOZOIDES.

El epididimo y los conductos deferentes se fragmentaron
y resuspendieron en 1 ml de solucibén amortiguadora de fosfa-
tos 0.2 M.pH 7.3.

La suspensién se filtra en una malla de cobre de 200 --
mesh para eliminar los fragmentos de tejido.

La solucién obtenida se utiliza para preparar los frotis
que se dejan secar a temperatura ambiente, permaneciendo 1li-
bres de polvo por 12 hs.

Se fijan en una solucién de metanol, formaldehido y aci-
do acético en las mismas proporciones,por una hora.

Se lavan en agua y se tiien con Eosina Y al 1% por una -
hora. Se lavan nucvamente en agua corricnte y se dejan se--
car.durante 24 horas antes de hacer el anidlisis microscépico
de la morfologia del espermatozoide,

En un microscopio Zeiss K-7 se estudiaron 100 espermato-
zoides por laminilla, en un total de 300 laminillas por grupo
para determinar el porccntaje de anomalias en la forma de la
cabeza del espermatozoide.



RESULTADOS

PREPARACION DE CROMOSOMAS MEIOSICOS POR "SECADO AL AIRE",

La centrifugacién a que se somete el botén celular ob-
tenido de los tlibulos seminiferos permite la separacién de
un gran nimero de nlcleos de células espermatogénicas en --
diferentes momentos del ciclo celular, asi como de cabezas
de espermatozoides que se han desprendido de su flagelo (-
como se¢ obscrva en la figura 10 A).

Las figuras meibsicas identificadas en las preparacio-
nes obtenidas, se grafican en la figura 7, comparando las -
frecuencias de aparicién (en porciento) de cada una de las
fases de la meiosis encontradas en cada grupo.

La frecuencia promedio calculada en cada caso fué: en
leptoteno 23.5%, cigoteno 16%, paquiteno 43%, diacinesis 8%,
metafase I 6% y metafase I1 3.5%. Los nficleos en diplote»
no fueron bastante escasos en las preparaciones analizadas.

Los estadfios meibsicos utilizados en el anilisis cro--
mosémico son la diacinesis, la metafase I y la metafase II,
Las descripciones se hacen genmeralmente, considerando que -
la diferencia entre las dos primeras es muy sutil y no se -
hace distincibén entre ellas, sin embargo, en este trabajo -
preferimos separarlas totalmente distinguiéndolas respecti-
vamente por la prevalencia o ausencia total de quiasmata,

ALTERACIONES CROMOSOMICAS IDENTIFICADAS DESPUES DEL
TRATAMTENTO MUTAGENICO,

Las anomalias de la meiosis que pueden ser identifica--
das directamente como alteraciones cromosémicas después del
tratamiento con EMS, se resumen en la figura 8. Las cadenas

-~ 37 -
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y los anillos multivalentes, as{ como los fragmentos cromo-
mosfmicos y la presencia de cromosomas aparentemente subme-
tacéntricos en metafase II pueden tener su origen en rompi-
mientos cromosbdmicos causados por el EMS.

En el grupo testigo que no recibibd el mutigeno, no se
identificd ninguna alteracién cromosdmica en espermatocitos.

Figura 8.,- Alteraciones cromosbmicas identificadas en meio:-

sis después del tratamicento mutagénico.

-

Cadenas multivalenies

DIACINESIS 2 Anillos multivalentes
A Fragmentos cromosémicos
1 .
Fragmentos cromosdmicos
METAFASE 1 5

Bivalentes rezagados
~

-

Cromosomas aparentemente
METAFASE I1
submetacéntricos

.

Diacinesis.

En este momento de la meiosis se identificaron cadenas
multivalentes (1.8%) como la observada en la figura 9 A, --
donde ademis puede reconocerse un bivalente con una conden-
sacién de cromatina que raramente se encuentra en el mate--
rial estudiado con fines mutagénicos y cuya funcibén e impor
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tancia biolégica es desconocida. En la misma fotograffa
la hayorfa de los bivalentes presenta una configuracién -
cuadriradial y otro esti formando un anillo debido a la --
terminalizacidén de los quiasmata.

Aparentemente la figura 9 B esti incompleta, al igual
que la primera, ya que se cuentan menos de 20 bivalentes -
en la fotografia, pero se puede identificar el bivalente -
XY, asi como varios anillos cromosémicos que han empezado a
a abrirse debido a la terminalizacién de los quiasmata, an-
tes de que el resto de los bivalentes lo haga.

Los anillos multivalentes pueden identificarse debido
a la presencia de mas de un par de centrbmeros en el biva-
lente (Fig. 10 A) cuando la tincién con giémsa permite la -
visualizacién microscédpica de las zonas centroméricas.

La frecuencia con que aparecen este tipo de anomalfas
cromosémicas en meiosis es de 0.9% y en un mismo juego cro-
mosémico se puede presentar mas de un tipo de alteracibnm,
como se muestra en la figura 10 A, donde se puede estudiar
el complemento cromosémico de dos células vecinas que se -
mezclaron durante la preparacién de las laminillas, con un
total de bivalentes cercano a los 40, y con dos bivalentes

sexuales.

Los fragmentos cromosémicos producidos por delesiones
también se presentaron en este estadfo, en un 0.5% (fig.
10 B , donde encontramos un complemento cromosémico de 20

bivalentes).
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Figura 9.- Diacinesis. A.- Una cadena multivalente estd

sefialada con la flecha gruesa, a la derecha se indica una
rara condensacién de cromatina. B.- Terminalizacién de -
105 quiasmata en los bivalentes en anillo, mas tempranamen-
te que el resto de los bivalentes. La flecha indica el XY.



5

|

Figura 10.- Diacinesis. A.- Las cabezas de flechas sefialan
los dos bivalentes sexuales. Se muestran una cadena y dos
anillos multivalentes entre varios nfcleos de células esper-
matogénicas y cabezas de espermatozoides. B.- Una fragmento
cromosémico estd indicado por la flecha gruesa en una diaci-
nesis con 20 bivalentes, 1a flecha superior senala el sexual.



o

Metafase 1I.

En esta etapa desaparecen totalmente los quiasmata y --
pueden observarse 20 cromosomas dobles, de ellos 38 corres--

ponden a los autosomas y dos a los cromosomas sexuales X e Y,

Los homélogos se mantienen unidos a nivel del centrémero

por lo que cada par semeja un cromosoma metacéntrico (fig.5).

La apariencia espiralada de los cromosomas en esta etapa
es caracterfistica. Son muy largos y cuando se tifien con --
giemsa su coloracifn es mas pfilida que los cromosomas en dia-

cinesis o los de los nficleos de espermatogonias en mitosis.

En metafase 1 se encontraron bivalentes que se mantienen
unidos por quiasmata cuando los demis ya se han separado o -

terminado totalmente (fig.11) a los cuales denominamos aqui
como bivalentes rezagados (0.1%).

Los fragmentos cromosdémicos se encontraron en un 0.3% -
de los nGcleos analizados en csta etapa.

X,

_ M

Figura 11.- Metafase I. Lla apariencia en espiral es caracter{ tica
de esta fase. A la izquierda se observa un bivalente donde la terminali-
zacién de los quiasmas se ha rezagado. l.a flecha mas pequena -~
sefiala un fragmento cromosémico.
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Metafase II.-

En esta etapa el cromosoma sexual ya puede identificarse
como X o Y individualmente. En el caso del primero es ficil
reconocerlo en la metafase, ya que se presenta mas condensado
que el resto de los cromosomas (fig.12). Se¢ pucden distin--
gulr 20 cromosxomas dobloa, do upartoncla un tanto varinblo,
segln el grado de condensacién de los cromosomas, debido a que
pueden ser muy semejantes a los cromosomas en metafase I (es-

plivnlados) o enconlivise mus compuctadus, cotlus ¥ gluesvs,
como en la figura 13, donde observamos 20 cromosomas que son -
aparentemente metacéntricos, puesto que los cromosomas senci-
1los se mantienen unidos a nivel del centrémero. En 1la figu-
ra mencionada se muestra un cromosoma de tipo "submetacéntri-
co", lo cual nos indica que puede ser el portador de una alte-
racién cromosbmica de tipp delesibén o translocacibn, que 1o
haya hecho cambiar del tipo '"metacéntrico" normal,

Figura 12.- Metafase II. Los cromosomas tienen la misma apa-
riencia que en metafase I pero se distingue por la presencia

de un cromosoma X doble mas condensado que el resto de los cro-
mosomas, sefialado con la flecha.



Figura 13,- Metafase II.- La flecha indica un cromosoma
"submetacéntrico', probable portador de una alteracién. La
condensacién de los cromosomas es mayor que en la figura -
anterior, los cromosomas se Ven muy cortos y gruesos,

Otros hallazgos. i

Células aparentemente poliploides se encontraron en -
varios estadios de divisi§n en los espermatocitos (fig. 14).

En los bivalentes paquiténicos frecuentemente se ob--
servan asociaciones a nivel del centrbémero en los que se --
presentan prolongaciones de cromatina que adoptan formas -
variables e incluyen dos o mas cromosomas a la vez (fig.15).

Por otro lado, en los animales testigo, se encontraron
metafases espermatogoniales alteradas (fig. 16) con aneuploi
dfa (41 cromosomas) en la foto A, o con poliploidfa (doble
complemento cromosémico por endoreduplicacibén) en la B.



Falsas poliploidias en espermatocitos cn dife-

Figura 14.-
ses de divisién: A. Paquiteno, B. Diacinesis, C.

rentes fa
metafase meidsica.
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Figura 15.- Asociacibn de cromosomas paquiténicos a nivel del
centrbmero. Las flechas indican las prolongacioncs de la -
cromatina centromérica que mantienen unidos los cromosomas.



Anflisis Estadistico.

De acuerdo con el objetivo principal de este trabajo,
se compararon los promedios de alteraciones encontradas en-
tre los diferentes grupos de tratamiento por medio de un --
anilisis de varianza.

El promedio porcentual de células alteradas en diaci-
nesis, metafase I y metafase II se sumariza en la figura 17.

Los resultados de esﬁa prueba estadistica demuestran
que las diferencias encontradas entre los grupos de trata--
miento no son significativas (P<0.05).

Cabe aclarar que aunque en el grupo 4 no sc cncontraron
anomalias cromosbémicas, se consideré comparable, ya quc se
encontré muy poca celularidad en las preparaciones obtenidas
del mismo (se contaron 150 células en total). Con esta ba-
se los datos obtenidos en dicho grupo fueron utilizados en
la valoracibdn.

Cuando la comparacién se¢ hace en el sentido horizontal
de la tabla presentada en la figura 17 para establecer la -
diferencia entre los promedios de anomalias que se observa-
ron en las diferentes fases de la meiosis, se encontrd que-
las diferencias si tienen importancia estadistica (P<0.05)
entre diacinesis, metafase I y metafase II.

Esto puede explicarse en base al momento en que la cé-
lula recibe ¢l tratamicnto dentro del ciclo del cepitelio --
seminifero, ya que las células estudiadas en diacincsis de-
bieron recibir el tratamiento en preleptoteno y se pudo ha-
cer manifiesto el dajioc cromosémico en mayor proporcién.

Ademids, las anomalias que se pueden detectar en cada -
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Figura 16.- Mctafases obtenidas de espermatogonia de ratén

no tratado. A.- Con 41 cromosomas en total, uno de los cua-

les es metacéntrico (cabeza de flecha), probablemente debido
a una translocacién. B.- Endoreduplicacién.



- 40 -

estadfo son diferentes y la permanencia de cada tipo celular
en el tlGbulo también es un factor importante en la evalua- -
cibn de éste parémetro.

En la figura 18 se grafican los promedios porcentuales
de alteraciones cromosfémicas encontradas en cada grupo con--
siderando juntas todas las fases meibsicas utilizadas para
el anflisis citogenético; se incluye también el grupo testi-
go para hacer la comparacg6n, ya que no se encontraron al--
teraciones en este caso, €¢s muy clara la diferencia obtenida
experimentalmente.

Figura 17.- Promedio porcentual de células alteradas cn cada
fase de la meiosis por grupos, en los animales que rccibic-
ron el tratamiento mutagénico (sin incluir el testigo).

FASE G R U P O S
1 2 3 4 5 Promedio
Diacinesis 7 5 2 0 2 32
Metafase I 1 0 1 0 0 0.4
Metafase II 1 1 0 1 1 0.8
Promedio 3 2 1 0.3 1

* Cuando se comparan las frecuencias entre los grupos trata-
dos, la F calculada es de 0.7656 y la F tebrica al 0.05 es
de 3.48, por lo tanto las diferencias no tienen significado
estadisticamente.

** Cuando la comparacién se hace entre las fascs de la meio-
sis (utilizando los promecdios enlistados en linca vertical)

las diferencias si son importantes estadisticamente ya que -
la F calculada es de 4.19 y 1a F tedrica al 0.05 es de 3.89.
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Figura 18.- Frecuencia de aparicién de alteraciones cro-
cromosémicas en promedio para cada grupo de tratamiento
y el grupo testigo.

INDUCCION DE ALTERACIONES EN LA MORFOLOGIA
DEL ESPERMATOZOIDES.

En una etapa preliminar al estudio cromosdémico, se in-
vestigbé el porcentaje de formas anormales de espermatozoides
asi como el tipo de anomalias en el hfbrido utilizado, el -
cual presenta un 6% de formas anormales esponténeas, mientras
que en los grupos tratados, aumentd a 24% de anormalidades
en la forma de la cabeza del espermatozoide.

Las alteraciones enlbntradas fueron de las denominadas
como amorfas, en un 10.7%; filamentosas en 7.6%; con defecto
del gancho 5.6%, asi como macrocéfalos y bicéfalos o biflage
lados en 0.3% (fig.19).

En ambos casos, tratados y testigos, los mas frecuentes
fueron los espermatozoides de tipo amorfo, aunque los fila-
mentosos y los que presentan defectos en la formacién del --
gancho, no mostraron gran variacién en la frecuencia con 1la
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que se presentan en el grupo testigo (fig. 20).

No se observaron efjbtos téxicos a consecuencia del --
quimico en los animales tratados, pero se encontrd una li--
gera disminucién en el tamafio testicular, ademis de compor-
tamiento agresivo después del periodo de tratamiento.

Figura 19.- Distribucién de porcentajes de formas anormales
de espermatozoides en animales tratados y los testigos.

GRUPO AMORFO DEF. GANCHO FILAM. OTROS

Testigo 3.0 1.6 .3 0.01
1 8.13 3.3 . 6 0.65
2 12.40 9.1 10.3 0.03
3 9.36 3.2 29 0.01
4 14.65 3 y 3 0.01
S 9.20 2.5 .0 1.03

Total de trg-

tamientos. 53.74 28.36 38.0 1.74

x de trata--

mentos (511 10.74 5.6 7.6 0.3

testigo).

Figura 20.- Formas anormales de espermatozoides encontrados
en el ratén C 57 BL x CD 1 (P1 .

BAAREN

NORMAL DEF. GANCHO AMORFO  FILAMEN BICEFALO BIFLAGE- MACRO
TOSO LADO CEFALO



DISCUSION

La técnica utilizada en el presente trabajo resultd
efectiva para la obtencién de cromosomas de ratén en meio-

sis, propios para anilisis citogenético.

La interpretacién de los cromosomas meibsicos requie
re de un estudio cuidados Y detallado, uno de los princi
pales problemas por los qué se atraviesa en este tipo de
trabajos es debido a la cantidad de material con que se -
cuenta, y a que las soluciones que se utilizan son selec-
tivas para determinadas especies y fases de divisién.

Con respecto a la frecuencia con que aparecen las fa-
ses de la meiosis en las preparaciones analizadas, es muy
notorio que el paquiteno es el estadio mas frecuente a lo
largo del ciclo del epitelio seminffero, mientras que los
estadfos de utilidad en el diagnéstico de alteraciones --

cromosémicas son mas e€scasos.,

La diacinesis es la etapa que se encuentra mas frecuen
temente en las laminillas estudiadas (cuando se calcula la
frecuencia porcentual de aparicién de cada una de las fases
de la meiosis utilizadas para diagnéstico cromosémico), ade
mis de que es el que puede estudiarse con mas detalle debi-
do a que es en este estadio cuando los bivalentes alcanzan

su mayor grado de condensacién.

Cuando se utilizan mutidgenos quimicos para anédlisis ci
togenético, uno de los mejores modelos de estudio "In Vivo"
es el que utiliza células espermatogénicas, ya que éstas se
diferencian ciclicamente, pudiéndose analizar a la vez, y en

buen nfimero, células en diferentes estadfos después de una

sola aplicacién del mutégeno.
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Las alteraciones cromosémicas pueden producirse en --
cualquier momento del ciclo celular, independientcmente de
que ocurra un periodo de sintesis de DNA; sin embargo, la
mayor parte de los quimicos producen alteraciones en célu-
las que se encuentran en la fase S al momento del trata---

miento, o entre este periodo S y la metafase,

En el caso particular de los espermatocitos es posible
estudiar el efecto de agentes quimicos analizando la profa-
se meiésica I en diacinesis y mectafase,

En muchas ocasiones, si la célula atraviesa por un pe-
riode S entre el tratamiento y el sacrificio, el dafio pro--
ducido al DNA por un quimico no se manifiesta como aberra-
ciones cromosbémicas. Por lo tanto, las células mas adecua
das para la demostracién de alteraciones de este tipo, son

las que se tratan en fase pre-leptoténica.

El tiempo indicado para analizar las células tratadas
en preleptoteno, es entre 12 y 14 dias después del trata---
miento para que alcancen a llegar a diacinesis.

Aunque la probabilidad de registrar una translocacibn
es baja después del tratamiento quimico, las aberraciones -
inducidas pueden producir la muerte celular en la primera o
segunda divisién debido a la pérdida de material cromosébmi-
co (60).

Hasta ahora no se han publicado informes de quimicos
que inequivocamente produzcan una frecuencia significativa
de translocaciones, de tal forma que un resultado negati--
vo en este tipo de experimento no implica que el compuesto
no produzca aberraciones cromosbémicas, sino que no han po-
dido hacerse visibles,
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a Conociendo esta serie de datos hemos llegado a con-
siderar que no obstante que en nuestros hallazgos las trans-
locaciones son proporcionalmente en baja presentacién, exis
te la posibilidad de que se hayan perdido mas células alte-
radas en la divisibén meibsica o que haya ocurrido sintesis
reparadora de DNA. Ademas, no existen informes previos de
las alteraciones cromosémicas espec{ficas en diacinesis-me-
tafase I producidos por exposicién de células espermatogéni

cas al EMS.

La importancia de los estudios en meiosis radica en el
hecho de que los hallazgos citogenéticos representan dafio -
heredable, a diferencia de los estudios de mutagénesis en -
células somiticas o en espermatogonia, donde los rearreglos
estructurales no son estables y pueden repararse o eliminar-
se en la primera divisién mitdtica después del tratamiento

(13).

: X
Utilizando EMS, Cattanach y cols. (50) y Generoso y --
cols. (61) demostraron que existe una excelente correlacibn
entre la frecuencia de mutaciones letales dominantes y la -

frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas en células

germinales. Esto ha conducido a 1a afirmacién de que la 1le

talidad dominante es una clara manifestacién de rompimien--

tos cromosdmicos.

Un problema actual consiste en la determinacibén del por-

que el EMS induce mas dafio cromosbémico en algunos estadfos -
celulares que en otros. En el ratbén los estadios germina--
les mas sensibles al EMS muestran un 50% de mutaciones leta-

les dominantes en espermatozoide y espermitide tard{a; ademas
cuando se expone a dosis entre 200-300 mg/kg del mismo quimi-

co para inducir mutaciones especificas de locus en estadfos
meibésicos y posmeibsicos, se produce mayor frecuencia de do-

minantes letales.
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En el grupo 4 de los animales tratados en este estudio,
las células en interfase, en diacinesis y en metafase I fue-
ron bastante escasas y no se identificaron alteraciones en -
las figuras analizadas. Q Sin embargo, también se considerd
en las pruebas estadisti é
presentara baja celularidad pueden ser muy diversas. La

s porque las causas para que se --

reaccidén particular del grupo al tratamiento, la capacidad -
de reparacibén de DNA e incluso 1a centrifugacidén puede tener
un efecto adverso por lo que debe ser cuidadosamente revisa-
da (36).

En este trabajo se encontraron diversas poliploidias --
“"aparentes'", que consideramos como artefactos producidos por
la técnica ya que en cada una de ellas encontramos que podia
delimitarse perfectamente cada juego cromosbémico individual-
mente. Desafortunadamente las pruebas de que dispone en
1la actualidad no nos permiten hacer una determinacién preci-
sa de los problemas de aneuploidfas y poliploidfas, importan
tes pardmetros en la evaluacién del riesgo genéticae que cau-
san un serio impacto en la salud humana: aproximadamente el
33t de la pérdida fetal temprana y de 5 a 7% de las muertes
infantiles, son atribufbles a falta de segregacién de los --
cromosomas meibsicos (62).

Hasta ahora, las aneuploidias inducidas por quimicos ca-
recen de validez debido a que el ciclo espermatogénico duran-
te su divisién celular da lugar a la formacién de clonas de
células comunicadas fisicamente por un complejo puente inter
celular que constituye un canal abierto para transporte de -
materiales que permiten el desarrollo sincrénico de las célu
las germinales (63), posteriormente debido a la utilizacién
de la solucién hipoténica y otros reactivos, los nficleos se
rompen pero su contenido queda situadomuy cerca uno de otro
en las preparaciomes.

Las verdaderas poliploidias pueden originarse después de
la segunda divisidén meibsica, como se ha demostrado por la ob
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servacién de espermatozoides diploides (64) o durante toda
la yneiosis, por alteraciones cromosdémicas estructurales ta-

"les como delesiones o translocaciones, que pueden dar lugar

a la formacibén de univalentes que no se segregan adecuada--
mente.

Aunque las translocaciones en metafase I pueden indicar
potencial produccibén de aneuploidfas en las divisiones meié-
ticas subsecuentes, no son consideradas como evidencia direc
ta de su induccibn i ademis como la frecuencia de translo-
c aciones que originan estas anormalidades puede va--
riar'dependiendo del tipo de cromosoma involucrado y del ti-
po de translocacibn, no puede predecirse una aneuploidia en
metafase II (41).

El muestreo de las frecuencias de aparicibn de los dife
rentes estadios de divisidén en meiosis es importante en la -
determinacién de las condiciones fisiolbgicas que prevalecen
en el tﬁbulo seminifero. El origen de problemas de infer--
tilidad mhsculina en los que se detecta arresto celular en -
alguna fase de divisién (10) pueden ser las mutaciones meid-
sicas que alteran el apareamiento de los cromosomas homblo--
gos o problemas cromosémicos en meiosis que se acompaifien o -
no de cariotipos somiticos normales.

Ademés de utilizarse en la confirmacién de que el muti-
geno esti actuando adecuadamente, con el andlisis de 1a mor-
fologfa del espermatozoide se ha tratado de correlacionar 1la
presencia de alteraciones en la frecuencia de anormalidades
cromosémicas con dismorfogénesis en la cabeza del espermato-
zoide. La forma normal del espermatozoide es determinada -
por numerosos factores y sus alteraciones morfolbgicas se --
han asociado con rearreglos cromosdémicos especificos como --
las translocaciones reciprocas entre cromosomas sexuales y -
autosomas. Sin embargo, generalmente no se encuentran au--
mentadas las anormalidades en la forma de la cabeza cuando -
seé estudian ratones con translocaciones conocidas (28).



C'ONCLUSTIONTES

La hip6tesis planteada originalmente puede ser acep-
tada en base a la observacién de alteraciones cromosémicas
en espermatocitos primarios y secundarios de ratones tra--

tados con etilmetanosulfonato.

Las anormalidades cromosémicas observadas después del
tratamiento inclufen modificaciones estructurales del tipo
de fragmentos' cromosémicos, anillos y cadenas multivalentes,
que pueden ser originadas por delesiones y translocaciones
en diacinesis, metafase I y metafase II.

Dichas anomalias pueden considerarse dentro del rango
de aberraciones que pueden ser producidas por el rompimien-
to cromosfmico que causa el EMS inicialmente.

No se encontraron alteraciones numéricas en espermato-
citos, lo que concuerda con la bibliografia disponible, que
no describe alteraciones aneuploides como consecuencia del
tratamiento. Sin embargo, todavfa hacen falta pruebas mu-
tagénicas vdlidas para el anflisis de las aneuploidias.

El promedio de alteraciones encontradas en los grupos
tratados contrasta con el grupo testigo, en el que no se ob-
servaron anormalidades de ningtin tipo, asi como con la fre-
cuencia de alteraciones espontineas informadas en la litera-
tura disponible.
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PERSPECTIVAS

Este tipo de estudios es muy importante en el 4rea de
Biologia de la Reproduccién, ya que muchos problemas de in-
fertilidad masculina tienen su origen en disfunciones de la
meiosis, que no pueden ser demostrados por medio de otros -
tipos de pruebas. .

Las aberraciones cromosbmicas, asi como alteraciones en
la formacién del complejo sinaptonémico y la determinacién
de la frecuencia de quiasmata, pueden ser estudiadas en los
mismos pacientes por medio de otras técnicas utilizando el
mismo material biol6gico.& Ademis es muy valioso conocer -
la frecuencia con que apatrecen los diversos estadfos de 1la
meiosis, asf como la determinacién de los patrones de apa--
reamiento cromosdémico y las condiciones fisiolbégicas del tG-
bulo seminifero por medio del seguimiento del ciclo esperma-
togénico.

La obtencién del material de estudio no se restringe a
la toma de biopsias testiculares sino que puede manejarse -
también la célula espermatogénica descamada y liberada en el
l1iquido seminal, ademi4s de que existen métodos de estudio -
citogenético que utilizan directamente el espermatozoide.

La prueba de espermatocitos para estudio citogenético
en meiosis es de gran valor en la determinacibén de alteracio
nes cromosbdmicas causadas por mutigenos quimicos,que pueden
ser heredadas directamente a la descendencia.

Como la capacidad de la prueba de espermatocitos mues-
tra variabilidad de acuerdo al tipo de mutigenos quimicos =
que se deseen investigar, es necesario analizar una gran can
tidad de células para obtener un resultado confiable en la
visualizacibén de alteraciones cromosémicas en meiosis.

Ademis se recomienda seleccionar adecuadamente el mut4-
geno que se va a analizar por medio de esta prueba, ya que -
ciertos quimicos no producen alteraciones cromosémicas en -
meiosis.
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s Con el objetivo de determinar el efecto mutagénico e
identificar las alteraciones cromosémicas producidas por el
etilmetanosulfonato, se 1llevé a cabo un andlisis citogené--
tico por medio de la prueba de espermatocitos en células --

germinales de ratén (C 57 BL x CD 1)F, tratado con etilme-
tanosulfonato (EMS).

Siguiendo las recomendaciones de la Agencia de Prote--
ccién del Ambiente de los Estados Unidos de Norteamérica
(U.S. EPA's), para dar validez a los resultados de estudios
mutagénicos en este modelo experimental, donde ademis se --
recomienda utilizarlo como parte de un grupo de pruebas pa-
ra evaluacibén de mutagenicidad potencial en mamiferos.

Se sabe que el EMS produce alteraciones cromosbmicas
en base a la determinacién de mutaciones letales dominantes
en espérmitide tardia y espermatozoide, asi como la apari--
cién de translocaciones heredables en la progenie de machos
tratados con el mutigeno, y disminucibén de la fertilidad.

Sin embargo, no se han demostrado con anterioridad en
meiosis.

Para el aislamiento de los cromosomas meibésicos se uti-
liza la técnica de Evans y cols., (1964). Los cromosomas -
se.tiflen con colorante de giemsa 1.2% en buffer de fosfatos.

El anfilisis citogenético se 1lleva a cabo en diacinesis,
metafase I y metafase Il y se acompafia de la prueba de mor-

fologia del espermatozoide para comprobar el efecto nocivo
del EMS.

Los resultados muecstran alteraciones cromosfémicas que
se relacionan con rompimicntos cromosémicos y corresponden
a anillos y cadenas multivalentes, asi como fragmentos cro-
mosémicos en espermatocitos de los animales tratados.

Aunque la técnica es de utilidad en la evaluacibn de al
teraciones cromosémicas en meiosis, la frecuencia con que se
encontraron en el presente trabajo fué muy baja.
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