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Comparacion entre dos biomodelos murinos en el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide
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Este trabajo tuvo como objetivo realizar una comparacion entre el ratén Balb/c y ratas Sprague Dawley (SD)
como biomodelo en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, teniendo en cuenta la frecuencia
de formas anémalas en la cabeza del espermatozoide basales e inducidas con ciclofosfamida (CF). Se utilizaron
20 animales/grupo de la linea de ratén Balb/c y de ratas Sprague Dawley, administrados durante 35 dias en el
ratén y 52 dias en la rata. Se cre6 un grupo control negativo (no administrado), dos controles con sustancias
vehiculo y un control positivo administrado con CF 50 mg/kg por via intraperitoneal durante cinco dias consecutivos.
El mejor biomodelo experimental resulté ser el de los ratones Balb/c que difiri6 significativamente con los resultados
obtenidos en las ratas SD, teniendo en cuenta los valores espontaneos e inducidos en la concentracion
espermaticay la frecuencia de espermatozoides morfolégicamente anémalos en epididimos. Este estudio permitira
utilizar esta linea de ratén con mayor eficiencia en la evaluacién genotoxica y toxicolégica de la fertilidad preclinica
de drogas, vacunas y otros productos.
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Introduccion cuando estas van a ser administradas a embarazadas, nifnos,
mujeres y hombres en edad reproductiva. Estos estudios
sirven de herramienta para conocer si su producto es capaz
de interactuar con el material genético y qué tipo de dano
ocasiona y permiten enriquecer el registro sanitario de su
producto en la tematica de seguridad.

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide
se encuentra dentro de la bateria de ensayos de
genotoxicidad, el cual permite determinar la induccién de
dano genotdxico a nivel de las células germinales masculinas.
Esta técnica es sensible, rapida y econémica, lo cual justifica

suuso. Hasta el momento la mayoria de las agencias reguladoras

por excelencia en productos biotecnolégicos establecen solo
realizar estudios reproductivos en vacunas en las cuales se
haya observado dafo a nivel del sistema reproductivo durante
la evaluacién en toxicologia clasica y aquellas que de una
forma inminente se deban administrar a embarazadas (3,4).

Entre los sistemas que se emplean para evaluar los dafios
ocurridos en las células germinales se encuentra el ensayo
basado en los criterios morfolégicos de Wyrobek y Bruce.
Estos criterios permiten el estudio y la clasificacién de la
cabeza del espermatozoide al incluir dentro de las
clasificaciones cabezas normales, anormales y dentro de este
ultimo los que tienen morfologia en forma de banana, los
amorfos, sin gancho y con dos colas (1). Esta herramienta a
su vez permite evaluar cambios en la concentracién
espermatica, siendo capaz de detectar el dano irreversible
que queda fijado por un periodo de tiempo relativamente
largo (2).

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide,
en cambio, permite evaluar la toxicidad reproductiva en el
macho a corto plazo, siendo utilizado en vacunas y nuevos
adyuvantes (5). Por lo que se hace evidente la necesidad y
utilidad de los ensayos de genotoxicidad en el campo de la
seguridad en la industria biotecnoldgica y farmacéutica.

Es de vital importancia en la evaluacién genotoxicoldgica el
uso de biomodelos experimentales eficientes. Por lo que se
hace necesario que estos expresen la menor frecuencia de
aparicién de cabezas morfolégicamente anémalas, como
parametro medible del dafio genotéxico.

Los ensayos de genotoxicidad son obligatorios en vacunas
de ADN y en todo producto biotecnolégico. Ademas, se
justifica atn mas para aquellos que se obtengan por la
tecnologia del ADN recombinante. En vacunas se exigen

* Doctor en Medicina Veterinaria y Zootecnia. Aspirante a Investigador.

21



Arencibia DF, et al. VacciMonitor 2011;20(3):21-26

Esto permitird detectar con el minimo margen de error, la
actividad genotéxica de una sustancia quimica o agente
complejo en el material genético (6).

Al utilizarse diferentes especies indistintamente de forma
azarosa sin un basamento tedrico-practico que justifique su
eleccidn, es necesario conocer el biomodelo ideal a partir de
obtener resultados de indices espontaneos bajos e inducidos
altos. Ademas, de no existir hasta el momento una
armonizacion en cuanto al mejor biomodelo capaz de detectar
sustancias con bajo o poco efecto genotdxico, lo cual al sugerir
el uso de una especie y linea en particular, le permitiria a
estos ensayos una mayor sensibilidad y robustez.

Por otro lado, es totalmente novedosa la evaluacién y
comparacion de los indices basales e inducidos entre varias
lineas de ratas y de ratones mediante esta técnica
citogenética, tanto para el mundo como para Cuba (6,7),
aplicable igualmente a otras técnicas que se encuentran
dentro de la bateria de ensayos obligatorios de
genotoxicidad.

Aln en nuestros dias no se ha realizado una comparacion
entre diferentes especies, teniendo en cuenta la morfologia
de la cabeza del espermatozoide, si para el ensayo cometa
alcalino, el de microntcleos y aberraciones cromosémicas
en células de la médula 6sea, en los cuales han sido
comparados ratones de la linea Balb/c y ratas de la linea
Sprague Dawley (SD) en ambos sexos (8,9).

A partir de esta problematica surge la necesidad de realizar
una comparacioén en cuanto a la frecuencia basal e inducida
con ciclofosfamida (CF), entre ratones Balb/c y ratas SD
machos, en el ensayo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide, Gtil como ensayo de genotoxicidad y para
determinar la fertilidad del macho, con el objetivo de identificar
el mejor biomodelo experimental, lo cual pudiera aplicarse
en estudios de otros farmacos o agentes no explorados en
relacién con el efecto genotoxico.

Utilizamos para este estudio solo ratones de la linea Balb/c.
Sobre la base de los resultados de nuestras investigaciones
se comprobd que esta linea es la méas eficiente en este
ensayo (6,7). Tomamos en consideracion la alta concentracion
espermatica y la baja frecuencia espontanea de
espermatozoides anémalos, asi como la alta sensibilidad a
sustancias mutagénicas como la CF encontrada en esta linea
de ratén (6,7).

Materiales y Métodos

Animales

Para este ensayo se utilizaron ratones adultos jovenes
machos (8-9 semanas), de la linea Balb/c, cuyo peso corporal
oscilaba entre 26-30 g. Ademas, se utilizaron ratas Sprague
Dawley adultos jovenes machos (6-8 semanas), cuyo peso
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corporal oscilaba entre 180-210 g al término de la cuarentena.
Ambas especies se mantuvieron en locales separados bajo
condiciones controladas de temperatura (23 + 2°C) y
humedad relativa (60% + 10%) y ciclos de luz-oscuridad de
12 h. El acceso al agua y al alimento fue ad libitum.

El alimento suministrado fue pienso para ratas y ratones,
todo proposito y esterilizable, suministrado por el CENPALAB.
Estas caracteristicas fueron comunes para todos los grupos
experimentales evaluados en este ensayo. Durante todo el
proceso experimental se respetaron los principios éticos
establecidos para la investigacién con animales de laboratorio
(10).

Administracion y dosificacion

En todos los grupos experimentales la sustancia se
administraba en el horario de 10:30-11:30 a.m. y las
concentraciones se ajustaron semanalmente en funcién del
aumento del peso corporal.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente (10 animales/
grupo/especie), para un total de 20 animales/grupo/especie
en las dos réplicas realizadas. La administracion y dosificacion
de las sustancias utilizadas en este estudio se realizaron de
acuerdo con las premisas internacionales, respetando el
bienestar animal (11).

En el grupo experimental 1 utilizamos animales no tratados
como control negativo. A estos animales se les realizé la
técnica de intubacién gastrica para que estuvieran expuestos
alas mismas condiciones de manejo que los demas grupos,
durante un periodo de 35 dias en el raton y de 52 dias en la
rata (duracién del ciclo espermatico de cada una de las
especies realizadas) (12).

En el grupo experimental 2 utilizamos el tween 65% al 2%,
siendo el vehiculo mas utilizado en la mayoria de las
preparaciones de sustancias oleosas, util como agente
tensoactivo (sustancia vehiculo 1) (13).

En el grupo experimental 3 utilizamos el NaCl al 0,9%, util
como disolvente de la mayoria de las sustancias a preparar
(sustancia vehiculo 2) (11,14). Ambas sustancias fueron
administradas por via oral a 2 mL/kg durante un periodo de
35 dias en los ratones y de 52 dias en la rata, preparadas 2 h
antes de la administracion (12).

En el grupo experimental 4 se utilizé la CF (adquirida de la
firma comercial mexicana Lemri S.A bajo la marca de
LEDOXINA), utilizada en dosis de 50 mg/kg (12,15). La CF se
administré por via IP y se diluy6 en disolucién salina (NaCl) al
0,9%, administrada a razén de 10 mL/kg. Se administro
inmediatamente de ser preparada durante cinco dias
consecutivos y luego estuvieron sin administrarse 35 dias
para el caso de los ratones y 52 dias en las ratas (12).
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Observaciones clinicas

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias en el horario
comprendido entre las 8.30-10.30 a.m y en el horario de la
tarde de 3.00-4.30 p.m. Durante cada observacion se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluyé la
palpacion para la deteccion de las lesiones, posibles
afectaciones respiratorias del sistema nervioso,
cardiovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo,
coloracion de las mucosas y ojos.

Eutanasia

La eutanasia se realizd por dislocacién cervical con previa
atmosfera de éter para el caso de los ratones; en las ratas se
realizé por sobredosis de Pentobarbital (16); en el caso de
los grupos experimentales 1, 2 y 3, a las 24 h de la ultima
administracién y en el grupo 4, la eutanasia fue a las 24 h
pasados los 35 dias de reposo para el caso de los ratones y
52 dias para las ratas, para que los espermatozoides
analizados fuesen los que estuvieran expuestos a las
sustancias mutagénicas (12,17).

Ensayo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide

La técnica se realiz6 de acuerdo con las normas de laICH en
el 2005 sobre toxicologia de la fertilidad del macho (18).Para
realizar este ensayo en el caso de los ratones se procedié a
extraer ambos epididimos y uno solo para el caso de las
ratas, los cuales se redujeron a pequenos fragmentos con la
ayuda de tijeras afiladas, al ser depositados en placas Petri
que contenian 3 mL de solucién isoténica de NaCl 0,9% (12).
La muestra se homogeneiz6 con pipetas Pasteur (12,19).

Conteo de espermatozoides. El contenido de la placa
se colocé en un tubo graduado, al cual se le afadié 0,05 mL
de tripsina al 0,25%; transcurridos 5 min de tripsinizacién se
le anadié 2 mL mas de NaCl 0,9%. Luego se realizé una
dilucién del homogeneizado tripsinizado en NaCl - Formol al
1% (1:10) y se colocé en una camara de Neubauer,
contdndose ambos lados con la camara al microscopio
Olympus BH-2, a 10x (12,19).

Morfologia del espermatozoide. Al tubo que contenia la
dilucion del homogeneizado ya diluido se le afadié cinco
gotas de eosina al 1%, dejandolo reposar por 5 min.
Posteriormente, se extendié una gota sobre una lamina seca
y se coloco el cubreobjeto (12). Se prepararon dos laminas
por animal y se analizaron 500 espermatozoides con la ayuda
de un microscopio Olympus BH-2, a 40x. Las observaciones
fueron realizadas “a ciegas” por dos observadores
independientes, para luego establecer un promedio entre
ambos. El criterio de clasificaciéon se basé en cabezas
normales y anormales que incluye amorfas, banana, sin
gancho y con dos colas (12).
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Andlisis estadistico. Se verificé los supuestos para el
anadlisis de varianza. Los resultados obtenidos estan
distribuidos normalmente (segun el test de Kolmogorov-
Smirnov). Existe dependencia entre las observaciones y
presentan homogeneidad de varianzas (prueba de Levene),
por lo cual todos los resultados se analizaron mediante el
método de andlisis de varianza (ANOVA).

El nivel de significacién establecido fue a=0,05. Los analisis
se realizaron empleando el paquete estadistico Statsoft for
windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis
software system), version 6.

Resultados y Discusion

No se observaron signos y sintomas indicativos de toxicidad
en los animales tratados en nuestro estudio. El hecho de ser
observado y medible el dafo en células germinales evidencia
que las dosis, via y numero de exposiciones fueron las
apropiadas para no lograr dafno sistémico. En la Tabla 1 se
observan los resultados basales de espermatozoides
andmalos en ratones de la linea Balb/c, los cuales se
encuentran en valores de 10,7-16,8 en un conteo total de
500 espermatozoides.

Por otro lado, el mayor niimero de espermatozoides anémalos
se caracteriz6 por ser amorfo, estando el rango basal entre
6,2-12,0. Se corroboré que la concentracién espermatica de
esta linea de ratén se encuentra en el rango entre 2,24-2,27
x 10° células/mL.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por nuestro
grupo de trabajo en un estudio comparativo de dos
mutagenos en el ensayo evaluado (20). Tanto los resultados
de citotoxicidad como de genotoxicidad basales encontrados
difieren significativamente con los obtenidos con el uso de la
CF, que valida los resultados obtenidos en nuestro estudio.

La CF en ratones Balb/c indujo valores entre 100,5+6,3
espermatozoides anémalos en conteo de 500 células totales,
siendo los espermatozoides en forma anémala amorfa los de
mayor frecuencia. También este mutageno fue capaz de
ejercer su efecto citotéxico, disminuyendo de forma
considerable la concentracién espermatica en epididimos,
que esta en valores entre 0,84 + 0,5 x 10° células/mL (20).

En ratas SD se encontraron valores de espermatozoides
anémalos basales en el rango entre 39,4-44,7 células en
conteo total de 500 (Tabla 1).

Las formas predominantes de morfo anomalias espermaticas
en la cabeza del espermatozoide encontradas fueron: amorfo,
banana y sin gancho. Se corroboré que la concentracién
espermatica de esta especie de rata se encuentra en el rango
1,97-2,18 x 10° células/mL (21). En tanto la CF indujo en
ratas SD entre 92,0 + 7,0 espermatozoides anémalos en
500 células totales. Igualmente, indujo un gran nimero
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Tabla 1. Comparacion entre ratones Balb/c y ratas SD en el ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide y

concentracién espermatica en epididimos.

Concentracion (10%)

Grupo n Normales Anormales Amorfos Bananas Sin Gancho  Dos Colas Células/mL
Ratones Balb/c
CN 20 489,3+5,8a 10,745,8a 6,245,7a 1,2+1,7a 2,0+3,8a 0,3+1,5a 2,27+0,2a
SVi 20 483,248,3a 16,845,9a 12,0+1,6a 1,7+0,3a 2,6+3,1a 0,5+0,9a 2,24+0,2a
Sv2 20 487,643,7a 12,4+3,7a 7,145,2a 1,7+1,2a 3,1+2,7a 0,5+0,2a 2,25+0,3a
CF# 20 399,5412,3*a  100,546,3*a  39,116,8*a 22,1+3,7*a 29,916,1* 9,4+2,0*%a 0,84 + 0,5*%a
Ratas Sprague Dawley

CN 20 4604+194 39,6 +10,4 143+43 10,4 +8,2 13,7 +6,8 1,2+0,7 2,18+0,5
SVi1 20 460,6 + 8,3 39,4+83 16,6 £ 6,6 93144 11,8+3,7 1,7£0,9 2,09+0,3
Sv2 20 4553+17,5 44,7 13,5 184+3,8 11,4+7,9 12,6 + 6,1 23+17 1,97 £0,2
CF*® 20 408,0+7,0* 92,0+ 7,0* 27,6 £8,0* 30,0t29* 30,5+ 7,0% 39+0,5* 0,81+0,3*

(CN: Control negativo; SV1: Sustancia vehiculo 1; SV2: Sustancia vehiculo 2; CF: Ciclofosfamida). a Administracion por
via IP, durante 5 dias. Determinaciones en 500 células/animal. *p <0,05 (comparacién con el control negativo en la misma
especie, ANOVA). a=p <0,05 (Difiere al comparar entre especie teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo
experimental, ANOVA). (Media + desviacion estandar, para las dos series experimentales).

de espermatozoides amorfos, banana y sin gancho,
resultados que difieren de forma significativa con los
enddégenos de esta especie (21). A su vez, al inducir la CF,
estas formas andmalas justifican su uso como control positivo
en protocolos de estudios de teratogénesis y fertilidad (22).

Por primera vez se comparan diferentes especies murinas en
busqueda del biomodelo ideal, a partir de que las agencias
reguladoras de los medicamentos establecen solo el uso de
una especie en estos ensayos (18). Ademas, en recientes
investigaciones se observaron diferencias significativas
dentro de una misma linea de ratones, en relaciéon con la
accion de mutagenos quimicos clasicos con la CF y la
bleomicina, con solo variar la dosis o el nimero de
administraciones en diferentes intervalos de tiempo (20, 21).

De igual forma, para Cuba este resultado es totalmente
novedoso y obtener una buena caracterizacion desde el punto
de vista del dano endégeno al ADN por varios mecanismos
de genotoxicidad permitiria un mayor conocimiento de los
biomodelos que comercializa nuestro pais, siendo de
importancia para apoyar la exportacion hacia otros paises
interesados en evaluar sus productos, utilizando nuestros
biomodelos.

Al comparar los resultados basales e inducidos entre ambas
especies se obtuvo que la linea de ratones Balb/c difiere con
las ratas SD en todas las variables analizadas. Siendo esta
linea de ratones la de valores espontaneos mas bajos en
cuanto al andlisis de las variables genotoxicas, pero a su vez
la misma experimenté mayor concentracion espermatica que
las ratas SD.

Al analizar los resultados de las variables inducidas se
observa que, igualmente, en el caso de la morfologia de la
cabeza del espermatozoide los ratones Balb/c son mas
susceptibles a la CF, pero al medir la citotoxicidad mediante
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la concentracion espermatica resultaron ser mas resistentes
al dano inducido por la CF que las ratas SD.

El hecho de que los ratones Balb/c hayan resultado ser
mejores biomodelos que las ratas SD, al tener en cuenta los
indices enddgenos evaluados, pudiera estar dado por la baja
tasa de variabilidad genética de esta linea al ser isogénica,
lo cual constituye una ventaja al evaluar el efecto genotéxico
de drogas mediante este ensayo, pero a su vez no
obtendremos una respuesta heterogénea, la cual es tipica
en poblaciones humanas.

Por otro lado, las ratas SD fueron mas susceptibles a la CF
en la variable concentracién espermatica, la cual mide el
componente citotéxico en este ensayo. Esto pudiera ser en
respuesta a diferentes niveles de expresion de los genes
que codifican para la enzima citocromo P-4501A1 en el
higado, ya que los ratones y ratas difieren genética y
epigenéticamente al tener en cuenta esta enzima hepatica
fundamental en la fase | del metabolismo de xenobibéticos,
que participa en el metabolismo de la CF en el higado al
utilizarse como droga citostatica (21-24).

Para que esta droga se metabolice es necesario la activaciéon
en los microsomas hepaticos, en un primer paso a
hidroxiciclofosfamida, transformandose espontaneamente a
aldofosfamida vy, posteriormente, en las células blanco se
convierte en mostaza fosforamida, del que surgen cuatro
metabolitos: mostaza fosforamida (activo), acroleina, carboxi-
fosfamida y 4-aldofosfamida que son escasamente activos.
La CF es inactivada por enzimas microsomales y hepaticas
con participacion activa de la citocromo P-450 (21).

El resultado final de este estudio confirma que el mejor
biomodelo experimental result6 ser el de los ratones Balb/c,
que difiriere significativamente con los resultados obtenidos
en las ratas SD, teniendo en cuenta los valores espontaneos
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e inducidos en la concentracion espermatica y la frecuencia
de espermatozoides morfolégicamente anémalos en
epididimos. Esto nos permitira utilizar esta linea de ratén con
mayor eficiencia en la evaluacién genotoéxica y de toxicologia
de lafertilidad preclinica de drogas, vacunas y otros productos.
Ademas, nos permitié sugerir el mejor uso de ratones Balb/c
bridandole a esta prueba una mayor sensibilidad y robustez.
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Two murine biomodels comparison in the head sperm morphology assay
Abstract

This research aimed at comparing Balb/c mice and Sprague Dawley rats as biomodel in the head sperm morphology
assay, keeping in mind the frequency in anomalous forms in the sperm head basal and induced with
cyclophosphamide (CF). Twenty animals/group were used of Balb/c mice line and Sprague Dawley (SD) rats,
administered during 35 days in the mouse and 52 days in the rat. Using a negative control group (not administered),
two substance-vehicle controls and positive control CF administered with 50 mg/kg, by intraperitoneal route
during five consecutives days. The best experimental biomodel turns out to be the Balb/c mice differing significantly
from the results obtained in the SD rats, keeping in mind the spontaneous and induced values in the spermatic
concentration and the frequency of anomalous epididymis sperms. This study will allow to use mice species with
more efficiency in the genotoxic and preclinical toxicology fertility evaluation of drugs, vaccine and other products.

Keywords: Head sperm morphology, Balb/c mice, Sprague Dawley rats.
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