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ABSTRACT. The frecuency and proportions of sperm abnormalities
are features for all rodent strains. Both parameter can be modified by
exogenous factors such as diet, temperature, xenobiotics and
others. Four isogenic mouse strains: (DBA/2j, Balbfc, CS7BL/Gj,
C3H/Sn) and its hybrids were analyzed, as well as a non isogenic strain
so called "Swiss". Other four strain: another animal house
(CBA/j, C3H/He. A/Jj, AKR), were also studied. In both grops the
frecuency and proportions of sperm morphology abnormalities were
calcutated [or each strain. The usefulness of some strains in mutagenicity
testing is discussed.

RESUMEN. La frecuencia de anomalias del espermatozoide asi como
la proporcién He éstas, es caracteristico para cada cepa, inde-
pendientemente que pueda ser modificada por factores exdgenos, como
son la alimentacidn, la temperatura, compuestos ambientales y otros. En
este trabajo se ha tratado de caracterizar ambos pardmetros en las
condiciones ambientales de trabajo estudiando 4 cepas isogéni-
cas: (DBA/2}, Balb/c, C57BL/6j, C3H/Sn) y los hibridos construidos de
sus combinaciones, ademas la linea no isogénicas: albina conocida como
"Suiza"y tambi€n otras 4 cepas isogénicas: (CBA/j, C3H/He, AJj, AKR),
discutiéndose asf la conveniencia del emplec de algunas de ellas en los
estudios de mutagenicidad.

INTRODUCCION

Los espermatozoides son células de gran importancia en la
toxicologia reproductiva, especificamente en los ensayos de activi-
dad genotbxica, por ser posibles indicadores de mutaciones géni-
cas heredables, ademais de reflejar otros tipos de efectos sobre la
espermatogénesis y la posibie infertilidad resultante.

Por dichas razones, se ha propuesto entie las pruebas de
mutagenicidad a corto plazo, una conocida come el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, cuya finalidad es
observar ia frecuencia espontanea de anomalias del espermatozoi-
de." Dicha prueba posee valor intrinseco en el ensayo de riesgo de
las sustancias, ya que el sistema refleja efectos de interferencia con
el proceso de diferenciacidn in vitro de las céliulas germinales 2
Todo esto hace que ia prueba haya sido utilizada generalmente en
roedores para la evaluacién toxicolégica de la actividad de algunos
agentes quimicos.

Por 6tra parte, son conocidas las razones que apuntan al uso
de lineas isogénicas o no isogénicas en las tareas de investigacion.
Cada una tiene ventajas y desventajas ampliamente reconocidas en
la literatura. Las primeras muestran menor variabilidad bioldgica en
relacidn a la regularidad de su genotlpo, caracteristica de la que
carecen los segundos, pero & su vez los isogénicos resultan muy
sensibles a los factores ambientales. Una solucion entre los dos
extremos, son los hibridos obtenidos a partir de {as lineas isogéni-
cas, que por regla general, conservan la estrecha variabilidad y
aumentan |a resistencia del fenctipo.

Las razones apuntadas determinaron que tos autores se pro-
pusieran como objetive estudiar en diferentes lineas e hibridos de
ratones la frecuencia espontanea de anomalias del espermatozoide
asi como determinar el predominio de cada una de las formas
andmalas y conocer ademas, cuéles podrian ser utiles en general,
para el trabajo evaluativo en Geniotoxicologia en las condiciones
ambientales de laboratoriu.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 4 lineas de ratones isogéni-
cos: Balb/c, C3H/Sn, C57BI/6j, DBA/Z] y los hibridos resultado de
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las diferentes combinaciones de éstos 4 primeros, ademas de la
linea no isogénica albina conocida como “Suiza®. También se estu-
diaron las lineas isogénicas CBAJj, C3H/He, Ajj y AKR.

Los animales tenian § semanas de nacidos y entre 25y 30 g
de peso corporal. Todo el tiempo mantuvieron libre acceso al gua y
a la dieta consistente en ratonina.

El método de trabajo seguido consistid en sacrificar ai animat
por dislocacién cervical, extraerle los epididimos colocandolos en
placas petri, que contenian solucién isoténica de NaCl, reducirlos a
pequefios fragmentos, cortandolos, con tijeras y mezclarlos con
pipetas pasteur. A continuacién afadir 4 ¢ 5 gotas de eosina al 1 %,
dejar reposar durante 5 min . Colocar una gota de solucién sobre
una lamina seca y extender con un cubre-objetos.’

Se prepararon dos laminas por animal, analizandose 5 ani-
males y 5 000 esparmatozoides poir cada una de las lineas. La
observacién se realiza a 1 600x. El criterio gde clasificacidn seguido
fue el planteado por Wyrobek y Bruce.?

. RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabia | se observa la frecuencia espontanea de las lineas
esludiadas encontrdndose qua la C57B1/6} duplica la frecuencia
reportada en la fiteratura (19,18 y 9,44 % respectivamentej, 4 mien-
tras que la linea Balb/c se mantiene dentro dei ampluo FANGH repor-
tado para ésta (35 al 55 % de’anomalias).® Las demaés ifneas
mantienen una frecuencia relativamente baja y un range aceptable
a excepcion de las lineas CBA, C3H/He y AKR, que mostraron baja
frecuencia de anomalias y rango de variacion estrecho. El caso mas
sorprendente lo constituyd la linea C3H/Sn que mostrd una alta
teratozoospermia (88,9 % de espermatozoides con cabezas andma-
las).

Sa plantea que diversos factores como las infecciones, las
reacciones alérgicas, los cambios en la temperatura corporal y el
flujo sanguineo, pueden modificar los valores espontaneos.® Es
posible que las no Gptimas y constantes condiciones de rnanteni-
miento para esios animales, tengan efectos negativos sobre la
espermatogénesis vy hayan 51do las lineas C3H/Sn y C57B1/6] las
més sensibles a esto.



TABLA I

Rangos y medias del analisis de la morfologia
del espermatozoide en las lineas no isogénicas, isogénicas
& hibridos machos

. Machos
Hembras  DBAJ2j Balb/c €57B1/6f  C3H/Sn
Rango Rango* _Rango. )
DBA2j - 47294 20a31 10a28 Dificultades
Media Media Media ¢n ia obtencitn
718 2,66 2,14 del hibrido
Rango‘ Rango Rango Rango
Baib/c 1,04 3,2 385a466 34al133 10,¢a 31,1
Media ‘ Media Media Media
2,08 42,82 7,06 .2236
Rango' Ran go. Rango
CSTRI6) 21350 33a40 16,7a20,7  Oligospermia
Media Media Media
344 3,56 19,16
Rango Rango Rasngo. Rango
C3H/Sn 412438 160a587 22a38 859a91,0
Media Media Media Media
22,88 40,82 336 88,90
CBA | C3H/He Afj AKR "Suizos”
Rango Rangu' Rango Rango. Rango'
31a2l 18a08 150a108 46a20 55a84
Media Media Media Media Media
2,74 1,30 11,80 316 6,30

*Hibridos de menor variacién bioldgica y por tanto, més recomen- |
dables para los ensayos de genotoxicidad.

Todos los valores estiin expresados sn %

Los resultados sugirieron que se investigara el comporta-
miento reporductivo histérico de estas lineas en las condiciones de
trabajo de laboratorio.

En la Tabla Il aparecen algunas de las lineas isogénicas
utilizadas, provenientes de laboratorios norteamericanos con una
escata intermedia de 25 6 45 generaciones en el Laboratorio de
Modelos Biolbgicos Experimentales de la Academnia de Ciencias de
la URSS, y que llegaron a Cuba en 1984. Se adjunta ademés, el
comportamiento reproductivo de algunas de las cepas isogénicas
de este estudio. Segin se pudo conoccer, el nimero de crias por
madre s mantuvo, con ia (nica excepcibn para el isogénico
C3aH/Sn, con menos de cuatro erias por hembra. Esta reduccion de
la tertitidad pudiera estar relacionada con la teratozoospermia pre-.
sante en & macho C3H/Sn (Tabla }), aungque se conoce que una
" cabsza arémala no implica siempre un complemento cromosdmico
anormal,”® una posibilidad es que tas anomalias de ia cabeza
interfieran en la capacidad de fecundacidn de estos espermatozoi-
des, aunque esto ha sido comprobado mayormente para las ano-
malias de la pleza media lo que reduce la movilidad del
aspermatozmda :

Ademés, en cuanto a los hlbndos se puede observar en ia
Tabla | 1a frecuencia espontnea %algunos rasgos interesantes:

De los 12 hibridos posibles las dos terceras partes mejoran a
sus parentales y el 50 % de ellos, lo hace ostensiblemente en cuanto
al rango y media de cabezas andémalas. S6lo un hibrido en et que
parficipa al C3H/Sn como macho pudo ser logrado, el cual mostré
un rango amplio y una media no satisfactoria. Con la DBA hembra
hubo dificultades an la obtencién del hibrido a lo que debid contri-
buis la baja libido de la hembra y la aita teratozoospermia del macho
C3H/Sn. La oligospermia del hibrido C3H/5n x C57B1/6] puede ser
debida a una disfuncién de la espermatogénesis en esos animales,
se desconocen sus origenes, y el posible ipacto de ia afectacion
morfolbgica en el macho parental, en esta alteracién de la F-1.
Posiblamente, sea necesarioc y ademas interesante, un estudio cito-
genético del parental y el hibrido en espermatocitos primarios.

" TABLA I

Origen y comportasniento reproductivo de las lineas
isogénicas estudiadas

Fertilicad Hembras Generaciones

Lineas crigs/madre  fértiles LIRSS Cuba
Balb/e YC 54 980% F 105127 F 127-136
DBA/Z] YC 4,0 860% F 80125 F 125132
C3H/Sn YO 6.6 89.5% F 7097 F 97-107
Cs7B11/6; YC 6,22 994 % F 1B-110 F 100120

Sn Laboratorios Snelt.
J Laboratorioz Jackson

Y Laboratorios de Modelos Blolégacos Experimentales,
Academia de Ciencias de la URSS

C Bioterio del Centroe Nacional de Investigaciones Ciantificas

El Gnico hibride que no mejora ta frecuencia de uno de sus
pareniales {DBA/2]) es el DBA/2j x C3H/Sn. Giertaments da todos los
hibridos donde participo C3H/Sn sblo el C5781/6] macho x CSHfSn
hembra mostré frecuencias salisfactorias.

En la Tabia H se pueden observar las dlferentes formas
andmalas: banana, sin gancho y amorfa. Esta GHima, por el criterio
de clasificacion.es un grupo demasiado amplio y no serd incluida
como guia en el analisis (Fig. 1).

TABLA HI

Comparacién de las formas sin gancho-banana
on ias diferentes lineas e hibridos

Machos
Hembras - DBA/2j Balb/c C57B1/6i C3H/Sn
5G-8 SG-B '5G-B 8G-B
- Dificultades -
DBA/2) 1,24 == 1,18 0,46 ~ 0,16 0,36 = 0,28 en la obtencion
: ~ deil hibrido

Balb/c 038 > 008 138 - 58 042 <218 260 > 1,00

CS57B1/6j 0,46 < 0,86 0,06 < 056 2,10 < 4,10 Oiigospermia

C3H/Sn 3,08 > 232 240 > 1,55 0,44 = 0,38 19,96 > 1,16
CBA C3H/He Ajj AKR "Suizos"

.0,58 = 0,64 0,30 < 0,77 3,88 > 0,64 0,52 = 040 0,64 =072

SG Forma sin gancho
B Forma Banana

. Todos lor valores estan expresados en %

La linea C57B1/6j como casi todos sug hibridos tuvieron un
predaminio de la forma banana sobre la sin gancho. También se
observd este predominio en fa linea T3H/He, pero en general la
relacién entre ambas formas tiende a seguir en los hibridos aguella
mostrada por 8l macho isegénico cuando participa como hembra

" en ol truce. La Gnica excepcién absoluta a esto fue el hibrido C57B1

¥ Balb/c en el cual se invierte la proporcién banana-sin gancho con
respecto al isogénico Balb/c, esto corrobora que los factores auto-
sdmicos estan involucrados en la determinacién de las proporciones

. relativas ds las distintas formas.'°

Por ultirno, los ratones no isogénicos albinos conocidos como
"Suizos" exihibieron una frecuencia adecuada de cabezas anorma-
les, con un estracho rango de variacion.

CONCLUSIONES

Al ostudiar las lineas isogénicas de Cuba se observan fracuen-
cias espontaneas por encima de lo reportado en la literatura en el
caso de ta C57B1 y una alta teratezoospermia en la linea C3H/Sn, lo
cuat pudiera estar relacionado con la agresividad de aigunos facto-
res ambientales, lo que parece estar comprometiendo al comporta-
miento reproductivo de esta Gltima linea.
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Fueron selaccionadzas algunas Hneas e hibridos que pud-wran .
ser Otiles en la evaluacion toxicolégica tediendo en cuenta su com=
portamiento reproductivo respecto a los pardmetros de menor va- -
riabilidad y més baja frecuencia de anomaiias, las cuales

. gon: AKR, C3H/He, CBA, |a no isogénica "Suiza”, C57B1 X DBA, DBA
. X Balb/c, DBA X C57B1, Balbje X 05781 C5781 X C3H/5n. Balb/e X
DRA

’2

La relacion de las formas banana-sin gancho se demostrd gue
s caracteristica para la linea isogénica y por lo general, esfo se -

] mantiene en la F.1 cuando participa como hembra en el cruce, io

cual parece confirmar la existencia de factores autosémicos an la
determinacton de los tipos relativos de cabezas andmalas.
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Fig. 1. Formas normales y anémalas en la morfologla de Iaeabou:dsl upermnlozonde en ol ratém:
1. Cabeza normal;, 2. cabeza amorfa; 3. cabéza sin gm;&o 4, cabeza banana
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NUEVAS -
PUBLICACIONES

COMPILACIONES: ELECTRONICAY COMPUTACION

Edicién bajo el auspicio técnico de la Direccién de Desarrollo Tecnolégico del
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas ,

Tiene el objetivo de mostrar resultados relevantes de los trabajos de investigacién y desarrollo
realizados en los diferentes laboratorios vy talleres de esta institucién, asi como de otras insituciones
nacionales y extranjeras que colaboran con efla. Los trabajos estdn relacionados con los siguientes .

temas: instrumentacion, electrénica, sistemas automatizados, interfases, software y otros.
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