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PALABRAS CLAVE Resumen

Morfologia; Objetivo: Este articulo tiene como objetivo realizar una comparacion entre ratones ma-
Cabeza del chos Balb/c, NMRI, OF-1y C57BL/6/cenp como biomodelo en el ensayo de la morfologia
espermatozoide; de la cabeza del espermatozoide, teniendo en cuenta la frecuencia de formas andémalas
Ratones Balb/c; en la cabeza del espermatozoide basales e inducidas con ciclofosfamida (CF).

Ratones NMRI; Materiales y métodos: Fueron utilizados 20 animales/grupo/linea de ratén, administra-
Ratones OF-1; dos durante 35 dias. Utilizando un grupo control negativo (no administrado), dos contro-
Ratones C57BL/6/cenp les con sustancias vehiculo y un control positivo administrado con CF 50 mg/kg por via

intraperitoneal durante 5 dias consecutivos.

Resultados y discusion: El mejor biomodelo experimental resulté ser los ratones Balb/c,
que difirio significativamente en los resultados obtenidos en las demas lineas, teniendo
en cuenta los valores espontaneos e inducidos en la concentracion espermatica y la fre-
cuencia de espermatozoides morfolégicamente anomalos en epididimos. Este estudio
permitira utilizar esta linea de raton con mayor eficiencia en la evaluacion genotoxica y
de toxicologia de la fertilidad preclinica de farmacos, vacunas y otros productos.
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Comparison between mice lines as biomodels in the assessment
of sperm head morphology

Abstract

Objective: This article has aimed to compare Balb/c, NMRI, OF-1 and C57BL/6/cenp mice
as a biomodel in the assay of the sperm head basal cavity morphology, keeping in mind
the frequency of anomalous forms of the basal head and cyclophosphamide-induced (CF)
abnormalities.

Materials and methods: Twenty animals/group/mice lines were used, administered for
35 days. A negative control group (not administered), two substance-vehicle controls and
a positive control administered with 50 mg/kg FG intraperitoneally for five consecutive
days were used.

Results and discussion: The best experimental biomodel was with the Balb/c mice, with
significant difference with the results obtained in the other lines, keeping in mind the
spontaneous and induced values in the sperm concentration and frequency of anomalous
epididymal sperms. This study will make it possible to use this mice species more
efficiently in genotoxic and preclinical toxicology fertility evaluation of drugs, vaccines
and other products.

© 2011 Asociacion Espaiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by

Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide
se encuentra dentro de la bateria de ensayos de genotoxici-
dad, el cual permite determinar la induccion de dafno geno-
toxico en las células germinales masculinas.

Esta técnica es sensible, rapida y econdémica, lo cual jus-
tifica su uso. Entre los sistemas que se emplean para eva-
luar los dafos ocurridos en las células germinales, se en-
cuentra el ensayo basado en los criterios morfoldgicos de
Wyrobek y Bruce, éstos permiten el estudio y la clasifica-
cion de la cabeza del espermatozoide al incluir, dentro de
las clasificaciones, cabezas normales y anormales, y entre
estas ultimas las que tienen morfologia en forma de bana-
na, los amorfos, sin gancho y con dos colas'. Esta herra-
mienta, a su vez, permite evaluar cambios en la concen-
tracion espermatica, y es capaz de detectar el dafo
irreversible que queda fijado por un periodo relativamente
largo?.

Es de vital importancia en la evaluacion genotoxicologica
el uso de biomodelos experimentales eficientes. Por lo cual
se hace necesario que estos expresen la menor frecuencia
de aparicion de cabezas morfolégicamente anémalas, como
parametro medible del dafio genotoxico.

Esto permitira detectar, con el minimo margen de error,
la actividad genotdxica de una sustancia quimica o agente
complejo en el material genético’. Al utilizarse en nuestros
dias diferentes lineas dentro de una misma especie indistin-
tamente, es necesario conocer el biomodelo ideal a partir
de obtener resultados de indices espontaneos bajos e indu-
cidos altos.

A partir de esta problematica, surge la necesidad de rea-
lizar una comparacioén, en cuanto a la frecuencia basal e
inducida con ciclofosfamida (CF), entre ratones machos de
las lineas Balb/c, NMRI, OF-1 y C57BL/6/cenp en el ensayo
de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, Utiles

como ensayo de genotoxicidad y como ensayo para determi-
nar la fertilidad del macho. Para, de esta forma, identificar
el mejor biomodelo experimental, lo cual pudiera aplicarse
en estudios de otros farmacos o agentes no explorados en
relacion con el efecto genotodxico.

Materiales y métodos
Animales

Para este ensayo se utilizaron ratones adultos jovenes ma-
chos (8-9 semanas), de las lineas Balb/c, NMRI, OF-1 y
C57BL/6/cenp; cuyo peso corporal oscilaba en 26-30 g al
término de la cuarentena. Los animales de ambas especies
se mantuvieron en locales separados bajo condiciones con-
troladas de temperatura (23 + 2°C) y humedad relativa (60%
+ 10%) y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. El acceso al
agua y al alimento fue ad libitum. El alimento suministrado
fue pienso para ratones, todo propdsito y esterilizable, su-
ministrado por el CENPALAB. Estas caracteristicas eran co-
munes para todos los grupos experimentales evaluados en
este ensayo. Durante todo el proceso experimental se res-
petaron los principios éticos establecidos para la investiga-
cién con animales de laboratorio®.

Administracién y dosificaciéon

En todos los grupos experimentales, la sustancia se adminis-
traba en el horario de 10.30-11.30 a.m., y las concentracio-
nes se ajustaron semanalmente en funcion del aumento del
peso corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamen-
te (10 animales/grupo), para un total de 20 animales/grupo
en las dos réplicas realizadas.

En el grupo experimental 1, utilizamos animales no trata-
dos como control negativo. A éstos se les realizaba la técni-
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ca de entubacion gastrica para que estuvieran expuestos a
iguales condiciones de manejo que los demas grupos, du-
rante un periodo de 35 dias (duracién del ciclo espermati-
co)’.

En el grupo experimental 2, utilizamos Tween 65 al 2%,
que fue el vehiculo mas utilizado en la mayoria de las pre-
paraciones de sustancias oleosas, Util como agente tensoac-
tivo (sustancia vehiculo 1)%7; en el grupo experimental 3,
utilizamos NaCl al 0,9%, util como disolvente de la mayoria
de las sustancias que preparar (sustancia vehiculo 2)®?, am-
bas sustancias se administraron por via oral a 2 ml/kg du-
rante un periodo de 35 dias, preparadas 2 horas antes de la
administracion®.

En el grupo experimental 4, se utilizd la CF (adquirida de
la firma comercial mexicana Lemri S.A., bajo la marca
Ledoxina), utilizada en dosis de 50 mg/kg>'°. La CF se admi-
nistré por via i.p. y se diluyd en disolucion salina (NaCl) al
0,9%, administrada a razon de 10 ml/kg. Se administré du-
rante 5 dias consecutivos apenas preparada y luego no se
administro 35 dias®.

Observaciones clinicas

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el hora-
rio comprendido entre las 8.30 y las 10.30 a.m. y en el ho-
rario de la tarde, 3.00-4.30 p.m. Durante cada observacion,
se tuvo en cuenta el estado clinico general del animal, lo
cual incluyo palpacion para la deteccion de lesiones, posi-
bles afecciones respiratorias, del sistema nervioso, cardio-
vascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, colora-
cion de las mucosas y ojos.

Eutanasia

La eutanasia se realizo por dislocacion cervical con previa
atmosfera de éter segln establece la Union Europea y
AVMA'3 " en el caso de los grupos experimentales 1,2y 3 a
las 24 horas de la Ultima administracion y en el grupo 4 la
eutanasia fue a las 24 horas pasados los 35 dias de reposo,
para que los espermatozoides analizados fuesen los que es-
tuvieron expuestos a las sustancias mutagénicas>™.

Examenes realizados

Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide.
Este ensayo se realizd segun las normas de la ICH, de 2005,
sobre toxicologia de la fertilidad del macho, y la Sociedad
Britanica de Toxicologia y Mutagénesis Ambiental 19995,
Para realizar este ensayo se procedi6 a extraer ambos epi-
didimos, los cuales se redujeron a pequehos fragmentos, y
se depositaron en placas Petri que contenian 3 ml de solu-
cion isoténica de NaCl 0,9%™. La muestra se homogenizo
con pipetas Pasteur>",

Recuento de espermatozoides. El contenido de la placa
se coloco en un tubo graduado, al cual se le afadié 0,05 ml
de tripsina al 0,25%, transcurridos 5 minutos de tripsiniza-
cion se anadieron 2 ml mas de NaCl 0,9%. Luego se realizo
una dilucion del homogeneizado tripsinizado en NaCl-for-
mol al 1% (1:10) y se coloco en una camara de Neubauer,
contandose ambos lados de la camara al microscopio Olym-
pus BH-2, a 10 x 18.

Morfologia del espermatozoide. Al tubo que contenia la
dilucién del homogeneizado ya diluido se ahadieron 5 gotas
de eosina al 1%, y se dejo reposar por 5 minutos. Posterior-
mente, se extendié una gota sobre una lamina seca y se co-
locé el cubreobjeto®. Se prepararon dos laminas por animal
y se analizaron 500 espermatozoides con la ayuda de un mi-
croscopio Olympus BH-2, x40. Las observaciones fueron rea-
lizadas “a ciegas” por dos observadores independientes,
para luego establecer un promedio entre ambos. El criterio
de clasificacion se basé en cabezas normales y anormales
que incluye amorfas, banana, sin gancho y con dos colas®.

Andlisis estadistico. Se procedio a verificar los supuestos
para realizar el analisis de varianza, los resultados obtenidos
estan distribuidos normalmente (normalidad, segln el test
de Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las ob-
servaciones y presentan homogeneidad de varianzas (prueba
de Levene). Por lo cual todos los resultados se analizaron
mediante el método de analisis de varianza (ANOVA)°. El ni-
vel de significacion establecido fue « = 0,05. Todos los ana-
lisis se realizaron empleando el paquete estadistico Statsoft
for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analy-
sis software system), version 6.

Resultados

Al evaluar estas lineas en el ensayo de la morfologia de la
cabeza del espermatozoide (tabla 1), se obtuvo una con-
centracion de espermatozoides espontanea en epididimos
en la linea Balb/c de 2,24-2,27 x 10 espermatozoides/ml.
Tras la induccion con CF, se obtuvo una concentracion de
0,84 + 0,5 x 10° espermatozoides/ml. En un recuento de 500
espermatozoides/animal, se obtuvieron como promedio de
forma espontanea de 480,9-489,3 espermatozoides norma-
les y 10,7-19,1 espermatozoides andmalos. Al inducir con
CF, esta frecuencia de anémalos aumentd, y se obtuvo como
resultado 101,3 + 7,4 espermatozoides con anomalias en la
morfologia de la cabeza, lo que hizo evidente la susceptibi-
lidad de este biomodelo a las sustancias mutagénicas.

Teniendo en cuenta la linea NMRI, la concentracion es-
permatica normal estuvo entre 2,01-2,13 x 10¢ espermato-
zoides/ml. Al administrar la CF esta concentracion disminu-
yo a 0,93 x 10° espermatozoides/ml. En el estudio de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, se obtuvieron
resultados similares: 470,8-475,4 espermatozoides norma-
les de un total de 500, y 24,6-29,3 espermatozoides anoma-
los. En el grupo en el cual se administré la CF, se obtuvo
como promedio 99,2 + 6,2 espermatozoides andémalos y
400,8 + 6,2 espermatozoides normales.

Al evaluar la linea OF-1, se observo una concentracion es-
pontanea de 2,13-2,16 x 10¢ espermatozoides/ml, y al inducir
dafio con CF esta concentracion bajo hasta 0,92 x 10¢ esper-
matozoides/ml, lo cual muestra que este biomodelo es sensi-
ble al mutageno. Estos resultados de induccion son similares
a los encontrados en la linea NMRI, pero se encuentran por
encima de los obtenidos en la linea Balb/c. En el estudio de
la morfologia de la cabeza del espermatozoide se obtuvieron
resultados espontaneos de cabezas normales que oscilan en
472,8-476,2, y el nUmero de cabezas anémalas fue 23,8-27,2.
En tanto, la CF indujo 97,4 + 11,2 cabezas anémalas como
promedio en un conteo total de 500 espermatozoides.
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Tabla 1

espermatozoide y concentracion espermatica en epididimos

Comparacion entre ratones machos Balb/c, NMRI, OF-1y C57BL/cenp en el estudio de la morfologia de la cabeza del

Grupo n Normales Anormales Amorfos Bananas Sin gancho Dos colas Concentracion?
(10¢ células/ml)
Ratones Balb/c
CN 20 489,3 + 5,8° 10,7 + 5,8° 6,2 +5,7° 1,2 +1,7° 2,0 +3,8 0,3 +1,5° 2,27 + 0,2
SV1 20 483,2 + 8,3° 16,8 + 5,9° 12,0+ 1,6> 1,7+0,3° 2,6 +3,1° 0,5+ 0,9° 2,24+ 0,2°
SV2 20 487,6 + 3,7° 12,4 + 3,7° 7,1 £5,2° 1,7 £+ 1,2° 3,1£2,7° 0,5+0,2° 2,25+ 0,3°
CFe 20 399,5 + 12,3»>  100,5 £ 6,3*> 39,1+ 6,8%> 221 +3,7%> 299 +6,12> 9,422 0,84 + 0,5
Ratones NMRI
CN 20 475,4 + 4,6 24,6 + 4,6 13,1 + 4,5 1,3+0,5 10,0 + 2,6 0,3+0,3 2,13+ 0,1
SV1 20 473,2 + 7,1 26,8 +7,1 13,1+ 3,6 1,4+0,9 12,3+5,3 0,1+0,2 2,04+0,2
SV2 20 470,8 + 10 29,35 12,6 £ 5,6 3,3+3,4 12,9 + 4 0,5+0,2 2,01 0,2
CFe 20 400,8 + 6,22 99,2 £ 6,22 26,6 + 7,5 37 3,12 30,5+7,3 5,1+0,6° 0,93+ 0,32
Ratones OF-1
CN 20 476,2 + 5,6 23,8+5,6 18,9 + 4,4 1,3+0,4 3,2+2,5 0,4+0,2 2,16+ 0,3
SV1 20 474,1 + 8,4 25,9 + 8,4 19,4 + 3,5 1,4+0,8 4,8+5,2 0,3+0,1 2,13+0,2
Sv2 20 472,8 + 11 27,2+ 6 19,2 + 5,5 1,7 +3,3 5,9 +3,9 0,4+0,1 2,16+ 0,3
CFe 20 402,6 + 11,22 97,4 £ 11,22 46,6 + 8,52 16,1 + 4,12 27,4+8,3* 7,3x1,62 0,92 + 0,42
Ratones C57BL/6/cenp
CN 20 473,1 + 6,8 26,9 + 6,8 21,2 £ 5,1 1,2+0,3 4,0+ 4,3 0,5+0,1 2,11 20,2
SV1 20 472,3 £ 9,1 27,7 £ 9,1 21,3+ 4,4 0,9+0,4 5,1+6,1 0,4+0,2 2,08 +0,3
Sv2 20 471,2 £ 5,6 28,8 +5,6 22,0 + 3,2 1+0,4 5,6 + 4,8 0,2+0,2 2,05+0,5
CFe 20 400,4 + 13,12 99,6 £ 13,12 47,9 + 9,82 14,6 + 5,22 29 +9,92 8,1 +3,12 0,88 + 0,12

CF: ciclofosfamida; CN: control negativo; SV1: sustancia vehiculo 1; SV2: sustancia vehiculo 2.
2p < 0,05 (comparacion con el control negativo en la misma especie, ANOVA).
®p < 0,05 (Difiere al comparar entre lineas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA).
cAdministracion por via i.p., durante 5 dias. Determinaciones en 500 células/animal.

Los datos expresan media + desviacion estandar, para las dos series experimentales.

En la C57BL/6/cenp, se observo una concentracion es-
permatica espontanea como promedio de 2,05-2,11 x 10°¢
espermatozoides/ml, ademas, se encontroé que la CF indujo
una disminucion en la concentracion a 0,88 + 0,1 x 10¢ es-
permatozoides/ml. En esta linea de raton, se observd, como
promedio de forma espontanea, un nimero de cabezas ano-
malas de 26,9-28,8, resultados que se encuentran por enci-
ma de los obtenidos en la linea Balb/c y OF-1, pero por
debajo de los obtenidos en la linea NMRI, teniendo en cuen-
ta el numero de aparicion mas alto. Al administrar la CF, se
encontré un promedio de espermatozoides anémalos de
99,6 + 13,1, resultados que al compararlos con los de las
lineas OF-1 y NMRI se encuentran por debajo de estas. Pero
al compararlos con los inducidos por la CF en ratones Balb/c,
en estos la sensibilidad fue mayor. Se obtuvieron en la linea
Balb/c resultados mayores de 100 espermatozoides prome-
dio con anomalias visibles.

Discusion

Al realizar una comparacion entre estas 4 lineas en ratones
machos, en el estudio de la morfologia de la cabeza del

espermatozoide se obtuvo que la linea mas eficiente nueva-
mente fue la Balb/c?'%". Esta linea difirio de forma signifi-
cativa de las demas evaluadas, teniendo en cuenta que en
ésta se obtuvieron los valores mas altos de concentracion
espermatica espontanea como indice de citotoxicidad y los
valores mas bajos de anomalias en la cabeza del esperma-
tozoide como indicador de daio genotoxico>'®". De igual
forma, fue la linea que mejor respondio al mutageno eva-
luado™. Los resultados espontaneos obtenidos en ratones
Balb/c son mas bajos que los obtenidos por nosotros en el
grupo control negativo (no administrado), de un estudio
donde se utilizaron ratones OF-120.

Se demostro que la linea Balb/c presenta mayor concen-
tracion espermatica y es mas susceptible a los mutagenos,
teniendo en cuenta esta variable al compararla con la NMRI.
Ademas, presenta menor nimero espontaneo de esperma-
tozoides andmalos, y la CF es capaz de inducir mayor nime-
ro de espermatozoides anémalos en esta linea al comparar-
la con la NMRI?'.

Los resultados espontaneos e inducidos de cabezas ané-
malas en la linea de ratones OF-1 fueron inferiores al com-
pararlos con la linea NMRI. Pero al comparar los resultados
obtenidos en la OF-1 con la Balb/c, se observo mayor canti-
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dad de cabezas anomalas espontaneas y menor nimero de
cabezas inducidas por la CF en la OF-12.

El hecho de que los ratones Balb/c hayan resultado ser
mejores biomodelos al tener en cuenta los indices endoge-
nos evaluados pudiera estar dado por la baja tasa de varia-
bilidad genética de esta linea al ser isogénica, lo cual cons-
tituye una ventaja al evaluar el efecto genotoxico de
farmacos mediante este estudio, pero a su vez no obtendre-
mos una respuesta heterogénea, que es tipica en poblacio-
nes humanas?.

Por otro lado, las diferencias encontradas en cuanto a la
respuesta a la CF pudieran ser en respuesta a diferentes
niveles de expresion de los genes que codifican para la en-
zima citocromo P-4501A1 en el higado, ya que existen dife-
rencias genéticas y epigenéticas entre lineas de ratones al
tener en cuenta esta enzima hepatica fundamental en la
fase | del metabolismo de xenobioticos, que participa en el
metabolismo de la CF en el higado al utilizarse como farma-
co citotastico???,

Estos resultados muestran que, genéticamente, la linea
de ratones Balb/c en ambos sexos es mas estable que las
otras evaluadas, ademas de demostrar que presenta una
respuesta aceptable a la accion de las sustancias mutagéni-
cas. Esto la convierte en el biomodelo ideal para los ensa-
yos de genotoxicidad y antigenotoxicidad in vivo, ya que
permite detectar, en un estrecho margen de error, sustan-
cias clasificadas de muy baja genotoxicidad. El hecho de
que esta linea de raton presente bajas tasas de dano geno-
toxico germinal confirma su mayor uso en estudios de toxi-
cologia de la fertilidad y teratogénesis.

En este estudio obtuvimos, como resultado final, que el
mejor biomodelo experimental resultaron ser los ratones
Balb/c, difiriendo significativamente con los resultados ob-
tenidos en las demas lineas de ratones evaluadas, teniendo
en cuenta los valores espontaneos e inducidos en la concen-
tracion espermatica y la frecuencia de espermatozoides
morfolégicamente anémalos en epididimos. Este estudio
permitira utilizar esta linea de ratén con mayor eficiencia
en la evaluacion genotdxica y de toxicologia de la fertilidad
preclinica de farmacos, vacunas y otros productos.
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