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RESUMEN 

El empleo de modelos animales pnrn evaluar los rios-

gos pnru el sor humano derivados de ln. exposición a susta!!_ 

cias químicas potenciulmento t6xicas os una práctlcu cornt1n. 

ns us1 quo el empleo de la prueba para tlotcrminur anomalítts 

en lu morfología dol espermatozoide ha sido incorporada en 

trc los sistemas pura detectar agentes gonot6xicos. 

Dn el presente estudio se empleó ol análisis de la -
t . 

rnorfolog1a del espermatozoide pura evaluar el efecto del -

arsenito do sodio on células germinales de rat6n, El inte­

rés en valorar l.a capacidad dol arsénico <le provocar daño­

on células roproductorns, deriva del hecho de existir unn­

zona en la Comarca Lagunera do Durango y Torreón en la que 
- :- . ' 

poblacione
1

s humanas se encuentran expuestas de mullera con-! . . . .· ·. ·.·... ..· ..... 
tinua a con'centrnciones elevadas· de arsénico en el·.agun. -

; . . , ,· -

Se sospeclrn que e ilo, nde1nás ele . pJ;"ovocar. lns'. ai't.b't~cionos-

vas cu la res¡ descritasol1. el. arseni~ismo. crón1co:y~r"avorecor 
el desarroi10 dé •cin;é~i~,· p~~oclc tamblék ¿~11;{llrri~ un . r los -

go roprodu'ctlvo •. ; 
,;_-·<'..···~~·.,:;>:>-. ·,<~· .. :t~' ~,;:-: - ,- ·,;·'·,< '· -:· 

Los resuitaclÓ~ é~:tucliO scñnlhri que el arsénl. 

co en forma d2··arsenfto de\ci¿f~> al ser administrado por­

vín intruperitonoal a ratones mucho provoca: una elevación 

en la frcquoncin de nnomulios de la morfología del csperm~ 
' 

tozoidc,~ nltcrncionos c.n la cuenta espermática ·a ·dosis nl 

. tn s, 
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O B J E T I V O S 

Debido a quo el aumento cn'cl nómoro do anoma­
lías <le los espermatozoides han tenido resultados positi­
vos on la in<lontificaci6n de ~!versos agentes tunto carel 
n6gcnos como de mutágonos (Wyrobek, ot al,1983), Só ha S! 
fialudo ol uso de la misma por tenor como ventaja su bnjo 
costo y sencillez <lo manejo, 

So'considor6 por lo tanto adocu~do utilizar ostn ·­
prueba con ~1 objetivo do evaluar el efecto gcnot6xico ~~ 

del ars6nico on forma de Nn 3As sobre las c6lulns germin! 
les do rat6n; como un indicador del riesgo a~ociadd n la 
oxposici6n de este metaloide quo en ciertas reglBhos del 
país constituye uno de los principales contaminantes del 
agua y del: aire, 

I· 
1 

1. 

j i ,¡ . 1 f. Ob et vos ospec: ·1cos son: 

/ 

1.- Determinar el.ef~cto de diferentes dosis de ars6nico 
en un ~ango qu.e c9rnpre~q~ dc~~e·::cohc~ntl;acfonos que 

'·1.: ..... ,,.,··~·.':··•,'.>:.;:,:•,-. o•: .• :•·":·> •·:,·I·/;. ·:;,-:. ' ...... :.·'"·;·, ·:.• .: 
so encuon tran. del1 tro .de Tc)'s lilllites :pérniisi bles. has -

:: g~::~d~!!~1~:f ~1i1f 1~H~~~~$}~~!:iif m~di a, en un 
---~__, o:,:'··,>'/ , ,.,· 

2.- Dotermln~~lhs curvos dosis-respuesta paro valoro~ 
ln posible genotoxicida<l do diferentes dosis .do ar­
s~ni6o. qtio so encuentren entre los limites pormisi~ 
bles hbstn una dosis menor <lo la dosis letal media 
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GENERAL1VAPES SOBRE EL ARSENZCO 

Es un elemento que se encuentra en ln naturaleza on di­
forentos estados:. yn sea l'ilfrc o -:ombinndo en un gran número 

do minerales. El nrs6nico inorgtinico forma sales tri y pent~ 
valontcs; micntrcis que el nrs6nico orgfi11ico forma compuestos 
mct i1 ndos, 

Se encuentra co1110 componcnto clo los minerales sulf1di-~ 
cos, así como on nsociuci6n con ol co~ro 1 cobalto.y níquel. 
Un los procesos do fun<lici6n do los minoroies cfin<lo~ oxistc 

. . 

liberaci6ri del .. arsónico al modio mnblonto. 

Bl J.1'iqxido do arsénico (AsO~), os la fo1·ma tóxicol6gi­

cnmonto m~t~activa de los derivados arsonicalei, su aspecto 
os blunque9lnó yes rnuy soluble on agua. 

131 ars911ic9 pcntnvalontc o pont6:d.do de arsénico (As201t) 
os el prodUéto\clo la oxidaci6n clel t1•i6xiclo (oqu:l.librl.o re- -

dox) • se ob~t.fono tnm])J~n por. la o;d.daci6n del ácido nitroso. 
Es 

Ln ostabllidud de.los ;ost.n.d.os de 6xi<lo- roducci 6n del -

nrs6nico en só1Útl6n dopo1~d~11.dc las cnrnctor1sticns del me 

dio. Un me<lio oxJg6núd9 y.ilii.pH alto favorecen a la r'ormn--: 
pcntnvclcnte micntro.s' tj~~· lii ucidificaci6n del mcdJo favorc 
ce el estado trivalcntci. 

La nrsina (Aslhl os ol más potonto de los venenos nrsc' .. 
nicalcs: cs·un gns con una nctivi<la<l hcmolíticn intensa. 

Bl ars6nico mono y <limctilado se pr~duc~n n partir Je 
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procesos ele biotransformnci6n de los diferentes organismos, 
aunque la proporción de uno y ot·ro puedo variar entre espe-­
cics nnimulos y ol hombro. 

Duran to los procesos de fimclld6i1. ,a al tu tompcrnturn en 
los que se liberan los vapores y las pcquonos partículas do 
nrs6nico constituyen un riesgo para la salud del trabajador 
expuesto, ya que por su tnmnfio y solubili<lod se inhalan y do 
positnn en las purtos profundas del tracto respiratorio. 

1 

La fundici6n de motnlcs no ferrosos, el uso de fungici­
das y herbicidas a baso do ars6nico y la manufactura dol vi­
drio constituyen los principales liberadores del ars6nico al 
medio amblonto (se calculun 10,000 toneladas anuales, el 50% 
provionc1Ldo. fundiciones, 32% de pesticidas y fungicidas, y 
la manufactura del vidrio ~n un 70%). El ars6nico provenien­
te de fuent~~ antropog6nicas so dispersa en la atm6sforu, --

1 .. • 

mientras que:disuelto en el aguo se puede transferir a otros 
sedi.mentos. Su cic_lo y transfornwci6n qu,ím1co-biol6gica se -
presenta en. var:i.os COnlJ)-Urt'imentos del niodio ambiente. 

. . . - ' . 
i ,·.' -.. "':,.-.· ' . ' 

El ars.énico td.ynlontc on ln at1n6sfera o en las super- -
. . , I • . > ::;.· '; ;; ... ···. .•. . ._, 

ficies acuosa:r puedo o:x:ido.rse a su forma pentavalento, mien-
¡··· '.-".•'. . .\ •,·· . 

tras que la ~arma pontnvalcntc en presencia de ·mu terial oxi-
dable reaccionn ródücf6ndoso·a ia fotma tri val ente, 

1 

La transformnci~n blo16gico <lol ars6nico se lleva a ca-
bo 'en bacterias sedimentarias y algas marinas, Lo rcducci6n 
y.la mctilaci6n do las formas inorg6nicns del nrs6nlco se -

1 • 

llevan a cabo on grandes extensiones de los suelos, . 
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NoruwJmcnte, c.1 <1rs6nico en ol uirc se aclldorc fftcUmcn 

te a Jas p11rdcu.l:1s s6Udas, do ahí que en las inmediaciones 
de 1<1s f1reas de fundición de metales, se llega u encontrar -
nrs6njco hnstn 2 6 3 km tlol sitio do emisión, 

En los suelos no contaminados la conccntrnci6n de ars6-
nico os de 0,2 -4.0 mg/kg on tanto que en los contaminados -

la concentraci6n puede llegar a 500 mg/kg o mús. 

Un ol agua potable el nivel m6ximó permisible do ars6ni 
co os do 50 ppb (O.OS mg/l). Dxistcn regiones en la tierra -
que por sus caracteristicas biogcoqu1micasi prosontnn eleva­
das concentraciones ele arsénico en los suelos y en ol agua -
como en los casos de C6r<lobu, Argentinni To~re6ni M6xico y -
Chile en donde la concentraci6n del ars6nico en el agua es 
do 4-6 mg/l y en los suelos llegó hasta 20 ~g/kg, 

La principal ruta de absorción del ars6nicci.en la pobl! 
ci6n en general es la vía respiratoria y ln gastrointestinal. 
Otra vía do exposici'6n aunque menos importante os la piel. 

El 40% del ars6nico inhalado se deposita en los pulmo-­
nos donde s61o el 15%-85% se absorbo lentamente <lurnnto va--

' ' ·~ ' 

rios dins. Una fracci6n de ars6nico se puede excretar r6pid~ 
mento por la orina en tanto que una pequefia fracci6n se ex-­
e r e t n 1 e 11 t mn en t e i n i d ft n el o s e 1 a ex e r e s i 6 n e 11 t re do 2 n 8 h o -
ras dcspu6s de ln oxposicl6n y rcqu:i.ri6ndose de unos 10 tlíns 
para eliminar el total_admlnistrndoi lo que explico .su acti­
vidad t6xica acumulativa. 

m nrsénlco so distribuyo entre los distintos coinpnrtJ-
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1ncntos corpornlos, El pntr6n de di.strihuci6n os importante 

en rclaci6n a los efectos observados. 

Los e fo et os t 6x1 e os el e 1 a i: s 6 ni e o han s i do es tu d i a cl os ~ 

en el hombre, animales y en otros organismos sin embargo, -
so han oncontrn<lo inconsistencias en sus efectos en las di­

ferentes especies, sobro to<lo en lo que se refieren su cn­

paciclaJ do inducir c~ncor, 

Ln toxicidad cr6nicu por al nrs6nico en ol hombro prod~ 

ce una grun varlcclud de signos y síntomas, los primeros con- -
siston en: Anoroxin, debilidad, diarron, constipaci6n, n6u-­
seas y v6mito, n medida quo la intoxicaci6n se incrementa 

los síntomas son m6s severos como edema selectivo especial-­
mente <le los p~rpados y lo tobillos, hiperpigmcntaci6n do la 
piel e hiporquoratosis, dermatitis exfoliativá, alopocía, 
etc, A<lcm6s puede desarrollarse c6ncor epi<lermoidc, 

Los efectos teratog6nic6s dol ars6nico han sido proba­

dos en hnmster dorado, rnt6n, etc:; ~revoca pfincip~lmentc 
' . 

malformaciones on tejidos blnndos y defectos oculares. 
1 

Ln to~icida<l aguda y cr6nica de este metal depende en 

cierta forma <lol estado f1sico·qu1mico en que so encuentre. 

El trivalentc inorg6nico es m6s t6xico que el pontavalente, 

Una vez en el organismo ol nrs6nico se oncucritrn prin-' ' .. ::.' .· '· 

cipalmcnte en: ld.gado, bazo, pulm6n, y se dcposltO en mayor 
grado en rin6n, h1gn<lo, pelo, unas, piel y huesos. En el p~ 

1 • 

lo se puede llegar o fijar durante muchos afias. 
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Los s'Íntomns agudos do intox.icación por ¡¡rs(mico on hu-

11rnnos se traducen en dníio gastrointcst.innl severo, vóndto, -

diarrea )'problemas vasculares; llcgnndo incluso n ocasionar 

ln muerte (llollund, 190 11, Dono Peurt, 1971), Ln sintom<1tolo-
" 1 . 1 1 .. ; ,, . ] . g1n nguu1 <1socrnt a n n cxpos1c1on n nrscn1co en e. n1ro; se 

mnnificstn en una severa irritnci6n de ln mucosa nasal, lnri.!2_ 

ge y bronquios (llolmquist, 1951; P.into McGil1, 1953), tnm-­

bi6n se han descrito efectos reversibles en los sJstenws he-
,, ' 1 ,, 1 . 1 matopoyctlCO y vnscu nr, as1 como a tcrnc1onos en os ner---

vios perif6ricos, 

En los animales ele exporimcntaci6n la dosis letal meclin 

(LDso) vuría en <lifcrontcs especies animales ostnn<lo compro~ 

di<la entro LDso 45 mg/kg por vín oral en rata pnra tri6xido 
de nrs~nico; LD 50 G mg/kg pnrn conejo y la 1 75 14-18 mg/kg -

parn el ursenato de sodio por v1a intrnperitoncnl en ratones. 

1 

l' 
despu6s Los efectos observados en anlmnlcs de la exposi 

• I 
ClO!l al nrséni.co son similares a los observados en la intoxi 

caci6n en el humano en lo que se refiere a: gastroenteritis, 
diarrea y efectos cardiovnscularos (Nolson, ot ol, 1971), 

El ors6nico trivalonte se excreta m6s lentamente que -
el pentnvalcntc y se combino mGs fuortcmcnto en los· tejidos . 

.1 ··· 
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1. - IHPORTi\NC1A ve LA MllTl\CHJN 

A través do ln ovoJuci6n biológica, se hnn dcsnrrolln­

do diversos mccnnlsrnos que dotorm:lrnm las cnrnctod.stJcns -

propins de los organismos de cada especie. L u rccombinac:i ón 
g6n.i.cn, la mutación g6nica y los cnmbios ocurdclos en lu º2. 
tructura y en el n6mero de los cromosomas contribuyen a Ja 
varinb.iJlcllld gcn6ticu de los orgnnismos. Por su parto, la -
sclocci6n natural y el aislumicnto reproductivo constituyen 
los olcrnon tos necesarios para la ac.1aptnci6n, NJ.nguno de es­
tos procesos os más .importante que otro, ya qua u través <lo 
lu evoluci6n su interrelación ha pormi tido el estnblocimio!!_ 
to do las especies, u<locuu<lus porfoctumcnte al medio nmbic!!_ 
to a lo largo de miles y millones de afias (G,L, Stobblns, -
1978), 

Los mecanismos descritos anteriormente constituyen uno 
de los pilares fundnmontnles del concepto ~uo onglobn la 
'fooria Sint6tica Moderna de la Evoluci6n. 

/ 

En particular, en lo que se refiere a les ~utaciones, 
éstas han siclo obj oto d.º _9st:udio en lns Últimas d6cadas por 
la trnscendoncúl.. qdc i·~1frés:o1Ha ln posibllidnd <le indud.r -
alteracion~~ en el contenido gon~tico do 1as especies. Sin 
embargo, clu1·~11lte tnuch.o tiempo so pens6 que s6lo pod1nn pr~ 
sentarse en forma ospont6nea, hasta que H.J. Muller (1927), 
demostr~ qua pod!nn inducirse nl exponer a moscas <le la fr~ 
ta (VkoJophita melanogaJ~ek) a los rayos.X; cncontr6ndose -
que las mutaciones que se ov:i.<lcncinbnn en lns gcneruciones 
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posteriores, presentaban urw frecuencia ctuo robasalrn hnstn 

en lSO voco;, ln frccnonci a do 1nt1tnc.L6n ospont6nou, 

Posteriormente, Auerbach y Robson (1944) oxperimcntal­
mento prouujcron mutncioncs ul trntnr n moscns <le ln fruta 
con una substancia química (gus mostnzn); lo que nrnrc6 el -
inicio <lo las investigaciones en mutng6nosis por efecto de 
substancias químicas. 

En ld actualidad, a nivel mundial, la probabilidad de 
ex pos id.6n de 1 humano a compuo stos qu ím.Lcos hn numentnd o dE_ 
bido al proceso de <losnrrollo o industrializaci6n proporci2 
nndos por ol avance de la ciencia y la tecnolog!a. 

Hasta el momento so han idontifJcado alrededor de 4X10 6 

substancias, de las cuales cerca de 70,000 so producen y se 
utilizan en la vida cotidiana. Además, alrededor de 1000 

compuestos nuevos con usos muy variados como aditivos para 
alimentos, drogas, cosm6ticoi, etc. se introducen onunlmon-
te al mercado mundial, / 

Ln positiilidad de qua algunas do estas substancias pu~ 
1 

dan interactuar con el ADN de lus c~lulas som6ticas y sexu! 
Jos produci~ndo mutaciones que permitan el desarrollo de -­
ciertos tipos de c6ncort o que influyan cri ln frecuencia de 
pndccim:i.entos gen6ticost hn daclo lugar al desarrollo do in­
vcst:ignciones tendientes tl ovnluat el :ltnpOcto ocasionado 
por los contaminantes químicos bn el hom~r~. 

ll n. t re 1 os p ro p 6 s 1t os gen e t td e s ·q u o pe r s ig u en 1 os d J fo -

rentes grupos de jnvcstig1'1cJ6n en esta órca se cncucntrnn: 
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l.~ Jlctornü11ar cualLt<tUvn y cunntltativnmcntc 

la presencia de substnncins mutngénicas en 

ol ambiento. 

2.- Contribuir nl an5lisis do ln rolnci6n entre 

ol riesgo y el beneficio quo presenta cada 

compuesto qu1mlco para ol control on su pr2 
ducci6n y consumo. 

3.- Dotorminur el efecto gcnot~xico do lus subs 

tu~cins do mayor difusi6n en el ambiente y 

co11sumo, nsí como, do sus productos secunda 
rios, 

/ 
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Z, - GENERAL 1Vt\OES SOGRE LOS S1ST~~!AS VE PRUEBA 

Durante los 61timos afias, se hnn dcsurrollndo pruebas 
do corta duraci6n con el fin do ostnblocor el posible ria! 

1 ' . " . ,1 f ,, j goce la oxpos1c1on a sustnnc1as qu1m1cns gcnotox·.cas y --
evitar la activiclnd mutag6nica y c.lnstogénica ele lns mis-­
mas, Algunos do estos sistemas do corta duraci6n incluyen: 
ADN nisla<lo, bacterias, levaduras, hongos, plantus, ins~c­

tos, c6lulas de mamífero on cultivo, linfocitos y mam1fo-­
ros completos. Ninguno do los sistemas es infalible por si 
s61o para determinar ol riesgo do los ngontos, ya que la -
susceptibilidad de los modelos biol6gicos a ciertos com--­
pucstos y la posible especificidad de las mutaciones indu­
cidas por los compuestos difieren e indican lo necesidad -
<le utilizar una batería do pruebas (Committe 17, 1975) en 
las que se omplcun una varic<lad do organismos, 

Iln la tabla 1 so muestran algunos do los sistomns de 
prueba que m6s se utilizan en los·lnboratorios, Los requi 
sitos qua deben llenar las baterías de pruebas de corta -

duraci6n son: 

A).M Contar ~on sistemas <lo prueba que evnl~cn 
la capoci<lad do.las susbstnncins parn in<l~ 

cir mutncionos g6nicas y ultcrncioncs ero· 
mos6micas tanto en c61u1as som6ticas como 
en germinales. 

B),· Los costos y el t:l.cmpo rcc¡ueri<lo para'11c· 
var o cabo la prueba <lcbcn ser ccon6micn-­
lllCnte accptabJcs. 
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CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS 

BIOLOGICOS PARA IDENTIFICAR MUTAGENOS 6
, 

DURAC l 00 /l.PROX, 
ALTERACION IDENTIFIC!iDA DE UNA PRUEBA, FACTORES LIMITANTES 

-~=-=====:b=============l==========t================~ 
ADN 

VIRUS 

HONGOS 

~ .. \YO V l 1\ / 'OSPEDER 
CO:\ 1w:Trn 1 AS , J ION-

l )S Y CULTJVO DE -
:L. llJ: t-Y11\lIFEl~O. 

CAMBIOS DE LJ\ t-WLI:CUL 2 il 3 DJAS 

MUTACIONf:S GENICl\S 
2 3 DIAS INDUCCJ ON DE PRO FAGOS 11 

MUTACJON[S CI:NI CAS 3 n s DIAS 

MUTACIONES GENICAS 
SF.GREGACION CJWMOSOt-!1 1 ¡:¡ 3 SEMANAS 
CA DEFECTUOSA. -

LAS CITADAS EN CADA 
UNO DE LOS ANTERIORES. 1 a 5 SEMANAS 

VlJTACIONES GENICAS, ALTE 

COSTO DEL EOUIPO 

MINJMOS 

MINJMOS 

MINIMOS 

REQUERIMIENTO DE BIOTERIO 

RACIONES CP.CT-10SCNICAS, ~ru 1 R 5 SEMANAS M!NJMOS 
>IBJUCAS Y ESTRUCTURA! .ES. -

MUTACIONES GENJCAS, ALTE-
INSECTOS RACIONES CRO~'OSO~'.ICAS, NU 2 a 7 SEMANAS MINIMOS 

MERICAS Y f:STRUCTIIRALES. -

:ULTIVO DE CELU- MUfACIO!\'ES GENICAS, ALTE­
RACIONES CROMOSOMICAS, NU 

/..S DE MAMI FERO, MERICAS Y ESTHUCTURALES.-

1 MAMI FE ROS 

HUTACIONES GENICAS, ALTE­
PJ\CJONES CROMOSOMICAS, NU 
MDUCAS Y ESTRUCTUJWJJS. -
TRANSMISJON DE MlJl'ACJONES 
A LOS DESCENDIUNTES. 

1 
1 
1 ..:u MANOS 

C ALTERACIONES 
CROOSOMICJ\S 

E SOMJ\TICP.S NUMERICAS Y 
ES'mUCTURAJ ,ES. 

L CROMOSOMA ''Y" 
f::N EXCESO. 

u 

L CEIWINJ\JJ~S 

/\ 

t' .. 

TRi\NS~'J SJON J)/; 
MIT/'J\CJPNf;S /\ 
IJJS ll J :se: l:Nr l f 1 :1': 
TES . 

2 a 5 SEMANAS 

2 n 7 MESES 

6 SEMANAS 

1 ;1 2 /\~OS 

COSTO ALTO DE MATERIAL Y DEL 
EQUIPO, USO DE TECNICJ\S LABORIO 
SAS .(MUTACIONES GENIC/\S), -
INTERPRETACION CI'JDGRNETJC,A. 

COSTO ALTO DE I NVEST I GAC JO, 
EN ALGUNAS PRUEBAS, REQUE­
RI~TENTO DE BIOTERIO. 

CONTROL DE OTRAS VARIARLES 
OBTENCION DE DONADORES, -
PROBLEMAS ETJCOS, 

Nf;CrSJJJ¡\JJ ))J: ESTlJJJ]O~: r:/'1-
llO' r nr.nc; 1 c:os. 

----··-------·--··----------- ·--- ---------------------------
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C). - Los rosul tados obtcnjd.os deben sor reproduci­

bles on diferentes experimentos y lubornto---

rios. 

D).· Se debo establecer una relaci6n <losis-respue! 

ta parn los compuestos probados. 

/ 
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3, - ANTCCEVCNTES VE LA PRUEBA fJf JNDllCCION VE i\NOMA/.IAS EN 

LA ~101nOL.OGIA PEL [SPERMATOZOJD[ Pf r¿ATON 

Los sistcnws do prueba que m6s se utilizan en mamífero~; 
en la vnloruc.ión de mutaciones gónicí.ls (locus espcd.fico) y 

de nhorn1c:ioncs cromosómicas en c6lulns germinales (JomJnan­

tcs letnlcs, trnnslocnciones heredablos) requieren de un 

gran nfünoro Je animnles y proscntnn el inconveniente do 
tener un alto q,osto, Por ello J, Wyrobck y R. Bruce (1974), 

n partir db los estudios realizados en rat6nos expuestos a -
ra<linciones ionizantes y observar ol efecto producido en los 
ospormatozoidcs en funci6n de la dosis, propusieron el uso -

do lu prucbn Jo anomalías en la morfología de ln cnbezu del 

espermatozoide, porque do forma sencilla permite cuantificar 
el posible dafto ocasionado en ol mutorinl.gen6tico <le los c6 

lulas germinales por efecto de un agente químico o físico a~ 

biental que interfiera en el proceso do difcrencinci6n nor-­
mul del cspermntozoide, Lo raz6n que llev6 a estos autores n 

considerar la 1nducci6n do anomalías en la morfología del e! 

pcrmatozoide como un indicador do ~afio gen6tico fue que en el 
rat6n se han i<lcntificutlo mutaciones que afectan la forma de 
los espermatozoides. Dstas variaciones se presentan tanto de 

especie n especie como en el interior de les rozas (figura 
1), y se trnnsnd.ten en forma hcrcdltnd.n (Wyrobok, et al, 
1983), 

Inlcialmente, 25 compuestos químlcos conocldos por su 
j t I • I I act:i.vHlttt mutngenl.cu, teratogcn:l.ca y cnrcinogonlca se cva--

luaron en reluci6n con lns nnomnl.1tts proclucic.lns en el cspcJ: 
mn tozo i de (IVYJ'obck y Bruce l 97 5) • 
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J,os rosultn<los mostn1¡·011. d.iforcnci.as significntlvus en 

los tipos do ~inormnl.itlades produc:idiis según el compuesto -­
qu1mico ut.llizncJo y do acuerdo al tiempo en el que se roa1~~ 

zabn ln exposición. Ln élnsificación e.lo los tipos do anoma­
lías descritas por los autores, s6lo so toma en cuenta la -

morfología de la cnbozn (figura 2). 

Lns nnormalicJa<lcs del tipo (B) descritas por Wyrobok y 
Bruce (1975) so oncontruron en tratamientos con motil motn­
no sulfonnto (MMS) y otil motuno sulfonuto {EMS), 131 tipo -
(C) donominndo bnnanµ fue cnrnctorístico de la udministru-­
ción por hidroxiurca y Mitomlcina c. 

Alro<lcdor do 154 compuestos han sido probados en este 
sistema hasta 1982; do ellos 10~ resultara~ sor negativos -
(67 probados a dosis letales), lD inciertos y 41 positivos, 

De los positivos, se evaluaron 30 clases do diferentes 
compuestos químicos, como: dol tipo de aminas urom6ticas 
(2 amino flU6rcno); alquilalidos (clclofosfamida); arom6ti­
cos policíclicos (bonzo (a) p:i.rcno, 3 motil colantrcno); 6:?_ 
torcs-hip6xi.do y carbamatos (MMS, EMS, bilcran); toxinas -­
fungnlos y nntibiótJcos (griseo:f:ulvina, mitomid.na); com--­
pucstos nitrogenados (tio·tcpn); compuestos azo (4 amino -­
nzobenccno); etc, 

Iln totnl se revisaron 71 artículos que incluían: 29 -
estudios en rnt6n (4 <le ellos en P1 ), 42 en pequcftus ospc­
clcs do mnm1fcros no m6ri<los así co~o, estudios rcaliznclos 
en el humnno (\Vyrobck y Bruce, 1975), Todos los orgnnlstnos 

. • . • )1 ] ; J f cJ se cxpus1cton -<.11 v-tvo y so o se cvn .tto e. e ccto e com- - -



TIPOS DE ANOMALIAS DEL ESPERMATOZOIDE 
(SEGUN WYROBEK Y BRUCE) 
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E DOBLE COLA 
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puestos qu1m.icos. Adom6s de conteo de los cspcrm:1tozo i des se 

t.lctcrminó su: motilidad, morfologÍll o :.111ormaJ idades acrosóm.Í. 

c¡1s; y se cu:111tifjc;:iron los espcrmutozohlcs provenientes ele 

epid1.dimo o de vas()S deferentes (Jos efectos a nivel hjstoJÓ 

gico tosticul ur o de .fertilidad fueron doscartndos), 

EJ P ro g r mn n " G o n e t o x " <lo l n A g o n c i n el e P r o t e e e i ó n A m - - -

biontul (DPA) do E.V.A. (Wyrobck, et al, 1983), señalan a -­
pnrtir ele los clntos obtenidos en esta prueba y su relnc16n -
con otros sistemas -ln v-lvo que evalúan mtltac:ioncs también en 

células germinales, que el sistema propuesto por Wyrobek pu~ 

<le sor utilizndo en In identificación de compuestos químicos 
que inducen nltcracionos en la cspormntog6nesis y tal voz mu 
tncionos heroclublos, 

I 
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VESCR1PC10N VEL /,{ETOVO VE lV~'ROBEK 

La mcto<lolog1n pura ovuluur lu ln<lucci6n <le unormulidn­
dcs morfológicas en lu cabeza del espcrmntozoi.de de rnt6n 

consiste b(1sicnmonte en: exponer pequeños grupos (4, S) de ru 

tonos muchos n<lu]tos al compuesto a probnr, posteriormente -
sncrificnrlos por <lislocacl6n cervical 35 díns despu6s de h~ 

ber iniciado ol tratamiento, y finalmente cuuntificnr al mi­
croscopio el porccntnjc do c61ulas nnormulos pura elaborar -
ln curva <losis-rospuestu, A continunci6n, se presentan los -
criterios purticulnres estnblcclclos pura la oluboraci6n do -
ostu prueba, fFl(,,, ~) 

t.- Matekial Biol69ico 

Se recomienda el uso do· ratones muchos híbridos F 1 

(do 10 e 15 semanas de edad), loi cepa a más utilizadas 

han sido: '(Cs1BL/6 X C3Il) P1 ya quo presentan una inci­
dencia espont6nea do espermatozoides anormales muy baja 

; : ; ; 
en compnracion con las copas singenicas y autogcnicas -

(Wyrobck, ot al• 198~) • 

Los animales se aclimatan una o varias semanus an­

tes de la ndministraci6n del compuesto y la temperatura, 
luz higiene, etc. deben mantenerse constantes. 

2. -· Ex¡5o-6.Lc.l6 n 

La substnncia química se n<lministrn diariamente du 
rnnte cinco <lins consecutivos o al menos durante tres -
(tratnmicnto subagudo). lJc cndn compuesto se evnl(ta su 
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sol ubilid<1d y toxicidad, llJ ucei te do rn:d::, DMSO y 

ngua son Jos compuestos utU:i:.:udos como vehículos, El 

volumen do lnyccció11 di:1dn debe J imit<irsc í1 O, l ml -

(ngua dost-U11da o DMSO) del sol.vente que se util.icc co 
mo voh1.culo, 

3.- vo,~ü 

Se recomienda utillznr de cuatro a cinco dosis --
por compuesto. La dosis totnl pnrn los cinco 
dínsr']1G'oáo~s~n·1j'lctal para los unimalo¡;, 

' r' ,{ ,~.-)-~' f ~. 1 / '~¡ ' : ji c1(,.-·:,;1 · :...,.) ·:./ ·:·'\..): .~) , , ~~~f / ,t/,,. ·,{:-(~ . .._. ' ,-f,-i) 

4. - V.la de.. Ad111.l11L~tJtac..-i.61t 

So recomienda ln vía intrapcritoncal, porque pue­
do controlnrso cuidudosamc~tc y garantiza la ontrn<ln -
do los agentes en estudio al organismo, Algunos trabu-
j os ·. _ _, han utilizado otras víos ~ _._. 
.... , .•. ..0 como Ja :Lnlrnlnci6n, ingesti6n, 
contacto en la piel, etc, (Wyrobck, et al, 1983), 

5.- Con:tJi.o.f.e...ó 

En todos los estudios se incluyen controles posi­
tivos y negativos, Los negativos reciben el mismo vol~ 
man de solvente que el que se usa paro disolver la ·-­
substancJa n probar. Unu dosis <le 20 mg/kg de posó do 
M~lS durnnto dnc.o días hn <lado respuesta efcctJvu p~~á · 

,..,,Jos controles positivos, 
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Los r a ton e s se s a e r i f i e ¡m por di s 1 o en d. 6 n e e r v ic n 1 , 

a los 35 díus de hnbor iniciado ol trntmnionto, 

Lu muestra por lo general so toma do la cauda del 
epid{dimo a los 35 días (5 semunu~) do Ju primera inycc 

• J , ce 1on1 t.. 

. , Arn- -

bos opid~dimos so extraen y so cortnn finamonto en pe-· 
quefius porciones y so colocan en un modio isot6nico 
(ejemplo 4 ml de buffer do fosfatos). Para excluir frn& 

montos de tejido se filtran con una malla do 80µm. 

'!'ornando una aU.cuota do los ospermntozoldcs en so-
,~1'~ , 

luci6n, .·se esparcen : · · . las lmninillus ya sen 
antes o clcspu~s do la tinci6n ele las c6lu1as con eosina 
acuoso do aproximadamente o.-%. 

So codifican y cval6an lns nnormali<lndcs <le la mor 
fologín de la cabeza del espermatozoide, cxami.n6n<lolns 
con uri microscop~o a 400X u 800X y con filtro azul o --

verde. Se leen de 200 a 500 c61ulas por rnt6n (6 1000 
c61ulas por dosis), y se clnsifican en base a los lincn 
mientas descritos por Wyrobck y Bruce en 1975 (figura 
2). 



- 2 1 --

L n e v a 1 H : 1 e .i 6 n l' s Li d í s t i e a r e 1 íl e i o n u 1 o s d u t o s cJ e 

los controles negativos, positivos y los indivitlunles 
<le lns dosis en :los diferentes grupos. L::t incidcndn -
de ospcr¡natozoidc's anonn:1lcs en los grupos ele contro--

1 e s ne g n ti vos d e be s e r 1'1. do 1 os va l o res h i s t 6 r i e os de 

los controles negativos pnrn el lnboratorio. Ln frccuon 

cia do espermatozoides anormales en los grupos contra-­
les, so presenta en un rungo de i en 100 6 do 1 en 500, 

El incremento pura el control positivo debe ser -

el rango esperado pura el laboratorio y significativo 

ostud1sticarnento si supera los valores dol control ne­
gativo en p<0,01 • De no ser usi, el experimento <lobo 

rcovaluurso ya que quedan en duda pnrfirnetros talos co­
mo: conteo, admjnistraci6n, y otros aspectos t6cnicos. 

Cada dosis so compara in<livitluulmento con el con­
trol nogativo correspondiente, con la nyudu de procedí 

.· ' -
miontos estadísticos no param6tricos. ejemplo Kolmogo-
rov-Smirnov, Menn-Whitncy U-Test, Wilcoxon~Rank Sum-
Tost, ··· 

f.' 
\."' 
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Los compuestos so rccvnlúnn cuando; 

a) Los datos obtenidos en la CUl'Vél dos:ls-respuos­

tn son inciertos, 

b) El incremento de lns unormnli<lados s6lo se vo 
en un nivol tlc las dosis. 

La asovcraci6n de que una rospuostn es negativa pnra -
los compuestos de bnja toxicidad'sc roaliza en baso n lu m6 
ximu dosis probada. 

/ 
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SISTEMA REPROVUCTOR MASCULINO VEL RATON 

El apara to rcprolluct or mas cu lino ~le 1 rn tón es tn cons t l 
tui<lo por: testículos, saco que los envuelvo, el escroto, -
vasos clcfcrentos que constan c.lel epJclJ.~limo, canal oforonte, 
y uretra 1 y do un 6rg:rno copulndor, ol pone, 

1, - Te.f.i:U.c.ulo.6 

Los testículos cst6n cubiertos por un tejido conec­
tivo fibroso denominado t6nicn albugínea cuyas prolongn­
cionos o scptos delgados se proyectan dentro del testíc~ 
lo y lo dividen en 16bulos. E~tos 16bulos a su voz so e~ 

paquotan y so a~inonn formando los t6bulos seminíferos -
donde se producen las c6lulas gormlnnles masculinas (fi­

gura 3a). 

i . 
Una porci6n do ln· t6nicn se proyocta al interior de 

1 os testículos y pormi to e 1 pns º· do arto d. ns test icu 1 a- -
re~. C6lulas de sost6n o c6lulu¿ do Sortoli, los t6bu1os 
seminíferos contienen lns c61ulns sexuales en diferentes 
etn¡rns de: su desarrollo ent1•0 l.us cuales se encuentran -
una c6lulas de gran tnmnfto, los c~lulus de s~st6n o <le -
Scrtoli cuyo citoplasma facilito ln difusi6n de lns sus­
tancias que se 1 ibotan durante lo osporma togéncs-is; 

Los ~6bulos somin~feros est6n embebidos on el estr2 
mn del testículo que est6 formado por un tejido conjunt! 
vo irrig~llo por cnp:ilnrcs sangu1noos. Piche estrotnn con­
tiene c61u1ns intersticiales o c61ulas do Ley<lig cuya -­
fund6n esencial es ln sfntcsis de la hormona masculina 
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tostostorona. 

La estructura general de los testículos en las os 
pecios es muy parecida al esquema presentado y s6lo vu 
ríu on rolaci6n al tamafio, forma y locnlizaci6n. 

2, - E-0peJLma.togé11e~ü 

Las c61u1as germinales primordiales en el macho -
so presentan dcs<lc los ocho días despu6s do iniciada -
la gcstaci6n (nproximndamcntc 100 c~lulus), y se origi 

nan del saco vitelino en la base del ped6nculo nlanto! 
deo do donde migrar6n hacia las crestas genitales mo-­
diante movimientos amiboidcs (11-12 días despu6s do ~ 

la gcstaci6n), Durante esto lapso, lns c61ulas prol:!.fE_ 
ran considerablemente por mitosis (aproximadamente 
5,000), La espcrmatogéncsis s~ inic1.a a partir de las 

ospcrmatogonias. Estas c61ulns se dividen mit6ticamcn­
te y originan a los espermatocitos primarios que con-­

tienen doble cantidad de ADN (4n). Al dividirse los º! 
permntocitos primarios (primera d1.visi6n mei6tica, re­
duccional) 1 originan los espormntocitos secundarios, -
en los que el contcni<lo de ADN se redujo a la mitad -­

(Zn) y así como el volumen general de ln c61ula (figu-, . 
ra 3b). 

Los esperma tecitos sccuncln ri.os se di vi.den n su -

vez (scgun<ln <livisi6n mci6ticn, ccuncionnl) parn dnr -
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lugnr u las espormútillns cuyo co11torüdo de ADN rosultn 

haploldc (n). Fjirnlmonte las ospcr,m6tidns yn 110 se di­
viden poro cxpcrinwntnn un notable proceso do cllfcrcn­
ciacj6n nu¿l¿;r y citoplnsmútico denominado espcrmlog~ 

ncsis que orig.ina n los espcrnwtozoidcs y que vu ncom­
pañndo de una drástica reducci6n del voJumen nuclenr. 

Existen <l1fcroncins notables sobre todo on el tu­
mufiq do las c6lulns testiculuros que permiten idontifi 
cnrlns f6cilmento en los cortos histo16glcos, Lhs os-­
pcrmatogonins pueden sor de tres tipos: tipo A, Inter­
medio y ol tipo n. 

Durante cada ciclo <lo multiplicnci6n mit6tica de 
los cspermutogonius se forman nuevas cGlulas del tullo 
germinal pura roemplaznr n lns c¡uo so <Hferencian en -
ospermntoc.ltos, 

1 ' 

Las espermntogonias del tipo A presentan gr6nulos 
finos de cromatina, ostns c61~1ns aparecen en los tres 
<l{ns <l¿spu6s del nncimiento, como resultado del incre­
mento en n6mero de las c6lulas primor<linles germinales 
(en el rnt6n se han identificado del tipo Al al A4). -
Los espermotogonias intermedias son c61ulus carnctcri­
zo<lns por cromosomas mctaf6sicos muy largos y anchos. 
También las ospermatogoniás del tipo A se d1.v:l<lcn y se 

mu l t :t p U c n n o r i g l n n n el o 1 as e 6lu1 as el e 1 t:i p o B . Es t ns -
c6lula~ comienzan n alejarse de la membrana bnsnl, y -
se ensanchan indicando la formaci6n <le un espermatoci­
to prJnwdo. Estos ospcrmntocitos entran en <li.v:isJ6n -
mcJ6tlca, se parecen n las cspcrmntogonins <lel tipo B 
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sólo que su t nmMío es 1nús pcquciío. 

Pinnlmcntc los cspormatocitos primnrios se divi-­

dcn en dos pcqucílos cspermntocitos sccun<lnrios, que se 
vuelven a div.idlr en cuatro cspcrm[Ítidas. Las soparn-­

ci6n de los cromosomns sexuales en 1n primcrn. <livisi6n 

moi6ticn originn llos cntcgor1[1s de cspcrrnntozoidcs, los 
portadores del cromosoma X y los portadores del cromo­
soma Y, 

1 

Ln síntesis premei6tico del ADN ocurro en el os-­
pormu~ocito primario, en la faso promei6tica y finali­
za unto~ <lo la profuso mci6tica, No hoy síntesis do -­
ADN en los estados posteriores do lu ospennatog6nesis. 

En la trnnsformoci6n de csperrn~ti<lus y espermato­
zoides no se lleva a cnbo ninguna <lJvisi6n celular; pe 

1 -

ro s~ se manifiestan profundas tl'nnsforrnacionos morfo-

16g icns que cnrnctcriznn las fases <le ln espcrmiog6ne­
sis, 

1 

3,- t.6pe1t.111.logé.ne.6Lb 

Dstc proceso so hn dividido en cuatro fases: la -
primera <lcnornina<ln de Golgi; la segunda fase de Cnsqu~ 

te¡ la terccrn J\cro~•-~mica y lu (11 tl.nrn fase de MndUl·n­
ci6n (figura~). 

1 

Dn lu de Golgi, lo~ gr6nulos proncros6micos coal~ 
ccn ' . I • • l hust11 que formnn el granulo ncrosom1co contonll o -

1 

en ln vcs't.culn acros·6micn. 
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En, l. íl s e g u n d n fa s e , 1 ~ ve s ] e u l a íl e ro s ó 111 i. e n s e o x -
pando sobro el ní1cl oo formando un casqul'tc que lo 1lc­

gn n. cubdr hasta en dos tcrc.ios. \Jn cuerpo llamndo dJ_ 

plosomn migra nl polo opuesto del ucrosoma, a partir -
dol cual so forman dos centrlolos: el contriolo proxi­
mal guarda unn posición perpendicular con respecto nl 
c,io clol ospcrmntozol.clc e intcrvcnJrú en la formación -

del huso ncromútico durnnto la prlmcn1 sogmontnd.ón - -
del huevo, Después de 1n fecundnd.ón el contt'iolo dis -
tal que so cncuontrn en el eje del cspcnnntozoidc, fu!}_ 

ge como cuerpo. basal y origina el flagelo qua so rodea 
do una membrana plasmática, 

En la fase acrosómlca, el n6cloo se desplaza del 

contra, so clanga y nplnna y su cromptina se conclcnsn, 
En osto momento la espcrmáti<la gira hacia la purod del 

t6bulo scmin1fcro, las mitocondrias migran hacin el 

flagelo y forman ln vaina mitocondriul, 

Dn la fose <le mn<lurnción~ se completo la trunsfor 
11lnci611 de ln csperm~tti.da, El n6clco y o.1 acrosoma to-­
man lu forma cnrnctcrística do cndn ospccio. Al tcrmi· 
nar la espcrmlogénesis ln mayor pnt'to: :dol ci toplnsma -

so cl1minn formando el cuerpo rosiclual. 

Bl espormntozoido varín en cuanto n longitud, es· 
pesar y forma, en los diferentes grupos de ratones, -· 
Gencrn1mcnto su· posic1.6n anterior tiene forma de hoz, 
mide o.ooso mm de longitud y 0.1226 mm inc1uycndo el -
fl.ngclo. 
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Dl proceso de ln cspormntog6ncsis on el rut6n es 
muy similar n ln do cualquier otro mnmíforo. Un ciclo 

en el epitelio scmin1fero so llcvn n cnbo on 207 hrs. 
aproximadamente y Jn producci6n <le cspcrmntozoidcs mn­
ch.iros n partir ele una cspormatogonia se ron1izn en 5 -
somnnus. 

Lo constituyen la reto 'test is que prolongu· los t~ 
bos somin1foros y se encuentra dentro del tostículo,-­
Fuora del testículo so prolongn por el opid{dimo (cab~ 

za, cuerpo y cola), los conductos deferentes. Todas - -
las estructuras son pares, El opi<l1dimo os un conducto 
lnrgo y plegado que conecta los vasos oferentes y los 
conductos deferentes, La cubcza del opid1<limo ost6 
aplicada al mismo polo del testículo por donde pono--­
tran nervios y vasos. lll cpid!<limo sirvo de resorvorio 
en la maduraci6n do los espermatozoides, Los c6nductos 

, J ' 
deferentes por su parto permiten la oxpulsion do los -
os~eimntozoi<los desdo el opid1dimo·hnsta el conducto -
oynculodor, 

lll conducto deferente sale do ln porci6n distal -
del opid!dimo, atraviesa el conducto inguinal y se di­
rige n ln rcgi6n caudal. Pinnlmcntc desemboca en la -­
uretra por debajo de la vejiga. 
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5, - G.fándcdcu. Ac.c.c.~olLÚUi 

No contienen c6lulns germinales; su funci6n m6s 

bien es de transporte yu que so sintetizan cJ elemento 

líquido del semen, So Jncluyon aquí. lns vcs1.culus semi­

nal.os, g16n<lulus prost6tJcns. Lus gl6ntlula~ bulbo-uro--­
trales, g16ntlulas ampularos y gldntlulas propuciulcs, tic 
no unu fund6n lubricante que favorece lo c6pula. 

6. - U1t.e.t1t.a 

R~corre toda la longitud <lol peno y se abro en el -
extremo do 6sto por un pequofto orificio uretral externo. 

7, - Pe.ne 

Consisto do un cuerpo cavernoso que rodea la urotru. 
¡. 
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M A T E R 1 /\ L Y H r T 0 V O S 

1).- Blot69lc.o 

Ha tones muchos Id.bridas e.le la cepa J3GD2 h 

(C 57 BL/6N X DHJ\/2N cox) e.le 10 a 12 scm1mas do edad, 

suil1inlstraclos por el biotcrio del Instituto do Invc.?_ 

tigncioncs Biom6Jicns, U.N,A.M. y provenientes do -­
Tho Jnckson Lnboratory, Bnr Hurbor, ~lul.no. 

Los ratones so encontraban a temperatura ambio~ 
to (20ºC) con ciclos do luz y obscuridad regulados; 
fueron nlimcntudos con Puri.nu chow y agua ud libi- -

tllm, 
1 
1. 

/ 

el),-· Sub,~tanc..(.a.6 

1 

Arsenito de sodio (Nn 3 As), Motil metano sulfona-
to (MMS) y eosina ele los luborntorios SIGMA. 

Fosfato dJbúsJ.co de sodio (No 2 l!PO,,) y úcido 

nc6tico do los laboratorios BAKER. 

Utunol y motnnol ele los laborutorios MLlRCK. 
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b) • - SQ.C"u c..io 11 e.-fi .,.,..,.._ 

T • - S o l u c.-i 6 11 crn1 o !l. :ti R u et d o h a d e. 6 o ,~ (¡ ato .!I 

(0.066 ~I) pi! 7 

Soluc.,l6n et) fosfato dib(1sico de sodio, --
0.9465 g disuelto en 100 ml, 

Soluc..ló11 b) fosfnto monob{(sico de ·potasio, 
0,9072 g disuelto en 100 ml. 

Se tom6 62 ml de la soluci6n a y 38-

ml. <lo la soluci6n b~ se mezclaron y se - i 
ajust6 al pH n 7 con JICL. 

1z...: F1.ja:do11. ·de ·La111.l1il.t.ea.6,- Se mezclan: 

Mctanol 85 ml 
/ 

For111aldehído 1 O ml 

Aciclo acético . 5 ml 

111. -· Co.lo1ta11te.. pa1tcc .ect.6 .e.am.l11Lf.R.al 

Soluci6n de Ilosina nl 5%. Se pes6 5 g de 
Eosinn y se <lisolvi6 en ngua bi<lestilada, 



- 33 -

B, - f.{~:tocfo.6 

/l. grupos de.+ n G ratones, ch~ 10 :1 12 scnwnns 

do odnd, 
arsenito 
500, 750 

10 mg/kg 

se 

el o 

pm 

de 

los administró por v1.a intruperitoncnl, 

soLlio en cliferontcs dosis: 100, 250, 

por kilo de poso y de 1, 3, S, 7, 9 y -

peso, 

Las dosis se administraron <liuriamcnto durante 

cinco <l1ns consecutlvos, 

En forma parn 1 ola, se les ndnd.n1str6 intrapcr! 
tonealmontc en dosis ele 80, 90 1 100 yl20 mg/kg de 

poso y el control positivo, moti L.motnno sul fon u to 
(MMS); agua biclestilacla como controlnogntivo por-­
que fue el vehículo empleado en la diluci6n del ar­
senito,· C.f1'~,5). 

l 

Los ratones se pesan y·se sacrifjcan por disl~ 
cnci6n cervical n los ~5 días <le iniciada la prime­
ro administración del compuesto. Se oxtrcn ambos 
testículos junto con los epitl{dimos y se soparan -­
los caudas del opi<l1<limo liberAn<lose de todo exceso 
de material graso. Los tcst{culos se pesan, los ep! 
dídimos se cortnn finamente micntrns se bafinn con -
l n sol u e i. 6 n amo r t i g u u el o r n <le fo s fatos y l u sus pe n · -
si6n fornwdíl se filtrn a trnvés cJc una 11wll11 de 80 

11111. 



DOS! S 

7. Preparar curva dosis· efecto 

2. Esperar 35 dta s 3. Separar caudas de 
ambos epid!dímos 

4. Preparar 
suspensión espermática' 

6, Conteo de la morfología 5. Frotis y tincion 

'. .'/ 
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A.1 íil.tr11do se lo ngrcgn soJuci6n do fos[ntos --
- ; hasta. obtener una sus¡)Onsion de 0,6 nll. 

Do ln suspensi6n de espormntozoi<l.os so torna unu 
ol ícuotu do O. 05 ml y se di luyo con el buffer u 2 ml, 

uno gota do esta diluci6n so monta en un homocit6mo-­
tro NDUBAUDR, so cuentan las cs~crn~·cn los ocho cua­
drantes do lns rejillas en el microscopio CARL ·zEISS 
a una amplificaci6n de 40X, 

IV, - Ve .. te1rn1lnac.l6n de. ;eCL-6 Ano111aC.út-6 E.6pel!.md:U .. ca.6 
i=i; 

a). - F.i.jad.ó11 u T.i.n.c.-l611 ,de .f.(i.6 e.&peJt.matazoúle.6 

De la susponsi6n do espermatozoides so toma 
una a11cuotn y se preparan frotis en laminillas 
esmeriladas (previamente desengrasadas con eta--
nol). / 

So deja sccnr do 2 hrs, a 1 ol die, Se fija 
durante una horn y se lava con agua destilada. 
So tiftc con cos:l.na nl 5% duruntc una hora, dcjti~ 

doso secar n tcmpcrnturu ambiente un d1a y so la 
< ' •• ---- -

Vfl succslvamcntc con etanol hasta que ln lamini-
lla pierda el exceso <le colorante, So proparnn -
c~a t ro. lnmini 11 as por ene.la 'ta t 611. 
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Las l<imi.nillas se nnít.1.iznron con un nücrosco 

p.io CARL znrss con unn ampll.ficílci6n de ~OX y se 

observaron 1,200 cspcrmntozoi<los por rut6n (300/ 

lnminil1a), 

La clasificnci6n <le anormnlidadcs osperm&ti­
cas so hizo scgón los lineamientos gcncrnlcs .del 
m6todo descrito por Wyrobek y Bruce (1975),y lns 
dol laboratorio (figura 6), Con el fin de evitar 
varinblcs subjetivas atribuibles al lector, so l~ 

yeron "a ciegas", sin conocer ln procodoncin de 
las mismas laminillas. 

Wyrobek y Bruce (1978), rocomcndnron usar 
pruebas no parnm6tricns en la evuluaci6n do los -
resultados obtenidos con los compuestos probados. 
Utilizamos ln Prueba de Wilcoxon~Rnnk, que se usa 

para probar si dos grupos independientes y difo-­
rcntcs han sido tomados <le ln misma pob1aci6n. En 

1 

la actualidad se utiliza como alternativa' ante -

las pruebas param6tricas do T. 

Para aplicar lo pruebo so combinaron lns ob­
servncioncs de los grupos control y tratado, para 
cada <losls nsign6nJosc los rangos algebraicos y -

en n6mcros crecientes y <lon<lc la suma Je rangos -
ele referencia fue 1a clcl grupo control. La cstn-­
d:ÍsUca de prucb:t que s~ tom6 fue:· 



FIGURA 6 

8 e 

D 

D E 

TI POS DE 

A: NCRMAL 
s: AMORFO 
e: TRIANGULAR 
o: SIN GANCHO 
E: FILAMENTOSO· 

F: eoe,u: ~ 

ESPERMATOZOIDES NORMALES Y ANORMALES OBSERVADOS 
Y CUANTIFICADOS EN EL ANAUSIS DE ESTE ESTUDIO. C~ 
SIDERANOO SOLO LA MORFOLDGIA DE LA CABEZA. 
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Postcrlorrncntc, esto n~moro (n) obtenido do ln su­
mu de rungos se comparan con lu ecuuci6n: 

Wp =i n(n+ni=1) "'W1~p 

donde: n ~ control 
tn :::: tratado 

a un p < o.os 

y con un valor asignado on los tablas do rcfcren~ 

d.a (Sicgcl, S., 1985). 

¡' 

Esto pcrmiti6 obtener la significoncia 6stn-
···· d~.sticn del efecto ocnsionado por o1 a1•neni.to do 

sodio en las células germinales del rat6n en rclE; 

c16ri al· efecto ocasionado en los grupos controles 
' . 

pos~tivos y negativos respectivamente pormiti6n<l~ 
nos rechuznt o aceptar 1n hip6tcsis nula según -­
f:ucra el cnso. 



M O ~: f"O l. O G I A D E LA C A G U A D l E S P ER :·I f\T O Z O ID E S 

DE RATON (B 6 o2 F1) 

"\ '''1"1"'"''11' f .. 
t:··· ~ '".' I 1:- .n 

~· r .. 

t ¡! ' . 
.,_· 

ANORMAL Na 3 As (40x} 

ANORMAL POR EFECTO 
DE MMS (40x) 

:·1 r e p r; s r, (j f' l () e A ? L z E I c. ~) ( 4 ü I ) 
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F O T O 

MORFülOGIA DE LA CAUE!A OE ESPERMArozoroEs 
DE RATON (l3

6 
o

2 
F

1
) 

NORMAL ( 40x) 

ANORMAL POR EFECTO 
-~ DE MMs (40x) ¡ 

MICROSCOPIJ CARL ZEiss (40x) 
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" . ...... _..,._ ...... 
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F O T O 

MORFOLOGIA DE LA CAUEZA DEL ESPERMATOZOIDES 
DE RATON (8 6 o2 F1) 

.. ''""·n~"'f'¡~O!f·· 

•• 

.. · 
ANORMAL Na 3As (40x) 

' • 

NORMAL (40x} 

, 

••SdllNIM•aw Wtd 

MICROSPOPIO CARL ZEISS (40x) 
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MORFOLOGJA DE LA CABEZA DE ESPERMATOZOIDES 
DE RATON (B 6 o2 F1) 

i 
; 

• .. ~ .... ._,., .• ~~.,,,;_ - ........ ~ ,.,..,.,;-.... -.~~-,,...... .• ~ ........ ~·· "" ., . -· ~-:;. , .. -~ ...... ,,,, .. . 1~' ·.,,~ ~ ... . ... ·'"~' 

,~·· ., 

i 

ANORMAL (Na 3 As) y 
NORMAL (40x) 

ANORMAL POR EFECTO DE 
MMS (40x} 

MICROSCOPIO CARL ZEISS (40x) 
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R E S U L T A D O S 

Un la tnbla 2 so muestran los cfoctos producidos u -
dosis bajas nor el arsenito de sodio sobre el poso del --

' testículo, ln cucntn cspcrmátlcn opicliditníll y porcontujo 

do cspormntozoi<lcs anormales. 

Al analizar estos resultados y utilizar la prueba de 
Wilcoxon, so cncontr6 que en general ningunn de las varia­
bles estudiadas mostr6 un efecto en relaci6n o los valores 
obtenidos con el grupo control, 

Bn rclnci6n a la.·cuel'lta ·espermática epJdidimal se oQ. 
servaron modificucionos con respecto a los resultados ob­
tenidos en el grupo control¡ sin embargo-, en nh1guno de -
estos casos so cncontr6 una dosis- respuesta, la tendencia 
mostr6 descenso en la cantidad de espermatozoides, Al uti­
liznr la ostnd1stica parn estos valores se enconti6~un efcc 
to altamente significativo;pcro sin re1uci6n dosls-respuos-

En lu tabla 3 on donde se analizaron efectos simila­
res a conccntrncioncs mayores do arsenito de sodio al eva­
luar cst6s Tcsultn<los utilizando tombi6n ln prueba do Wil­
coxon observamos que pura ol caso de cuenta cspcrm6ticu -­
cpidi<limal los resultados mostraron diferentes significan­
cius, sin embargo, en ninguno <le estos casos hubo efecto -
dosis-1·ospucsta y s'61.o en tlosis aisladas se cncontr6 una di 
fcrcncia significativa en rclaci6n con el valor obtcni<lo -



pnrn el grupo control. 

Cuando so mide eJ ofocto del ursenHo de sodio en relnc:ión 

con el incremento on Jas nnomalías ospcrmí1ticas,obscrvndos que 
para la~; dosis (l,3,5, mg/kg/clía) no hubo una rcspiicsta 

tabla 

En tanto quo pnrn las concentrnclonos mayores (7,9,10 mg/­
kg/din) se muestra un efecto altnmcntc signjficativo. 

La gr6flcn corrospondiento en donde se utilizan las dosis 
de 1 a 10 mg, :d. muostrn unu rclnd.6n dosls-cfQcto. iu •. ~g) 

Bn la tnhln 4 se muestran los rcsuJ tudas obtenidos con el 

control positivo, metil •11cta.no sulfonuto (MMS) paru su efecto -
8obrc cuontu cspormÉtticn op.i.didímn1, poso de testículo y pareen 
taje de anomalías. Los resultados confirman en todas las 'do-­
sis la rclaci6n dosis respuesta, ver tnblu 4 y fi<..C\. 

Lu tabla 5 correspondo u los resultados obtenidos durante 

ol período comprendido: muyo 1983-julio 1984~ pt1.to.. e.l <..o~1 .. ol ni•léri 
e.e etc. t" c.. t.r" ~ b .. ¡:-. • °''e\~ s ,, -t, ~" º 

/ 
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EFECTO DEL ARSENITO DE SODIO EN EL PESO OEL TES'l'rCULO, CUENTA ESPER'1J\ .. 
TICA EPIDIDIMAL Y PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES ANORMALES EN RATONES 
DE LA CEPA BGD2F1 

. . 
~· ... 

DOSIS 
TOTALES 

(1-Jg/k~/dia) 

o 

100 

250 

500 

750 

No. DE 

ANIMA 
LES -

4 

5 

4 

.. 5 

.3 

PESO DE LOS 
TESTICULOS 

(gr) 

x DS 

Q,2545 + 0.02 ... 
. + 

o. 2506· ... 0.02 

0.2386 + 0.01 ... 
. . ·. ,,. + 

.. 0~2068 ... 0.01 

o• 1750 + 0.07 ... 

CANTIDADES DE % 
ESPERMATOZOIDES 

( 10 6 ) ANOMALIAS 
X os x os 

--

14,58 + l. 91 o.14 ± o-~ 1 -
6.72 + 2.02 0.22 + 0.09 

9.88 + 3.85 o.is + o .·lo -
ll,27 + 3. 5 7 0.34 +·o 15 - - . 

6. o + 3. 9 8 0,19 + o •. os - -



• 

CI) 
t) 
~­-... 

·o 

,4 

,3 

E ,2 
o 
e: 
o 

1 

o 

- - - --- ---o 
o 

o 

o 100 250 500 750 
' I, ···- . - •· - - - - - - - - - - - - - - - .. - - - - - - - • . ·~ - ............... - ........ 

DOSIS ug/kg/cll.a 
FIGURA ;¡ 

RELACION DOSIS-HESPtJnSTA P,\l\A LAS ;\NQ\fJ\LIAS ESPEH~!ATJCJ\S 
INDIVTDU1\LES por Nn-zAs /\ PC'SJS B/\.J/\S UN LOS HJ\'J'ONES --­
B6n2r·1 .• CADA PUNTO '

1
HEPHESFNT/\ J,¡\ MEDIA DEL i. 

• • .. • t • 

. . ...... " .. 



DOSIS 

RESULTADOS OBTENIDOS POR EFECTO DEL ARSENITO PE SODIO EN EL PESO PEL TESTlCULO, 
CANTIDAD DE ESPERMATOZOIDES EN EPIPIDlMO Y EN LA MORFOLOGil\ DE LA CABEZA PEL 
ESPERMATOZOIDE. RATONES DE LA CEPA B6D2F1 

ro. PESOS DE TES TI CANTJ:DAD DE ESPERMATOZOIDES % -
(mg/kg/dl.a) CULOS (gr) (106) ANOMALIAS 

ANIMALES 'V X 
'~ 

o 9 0.1840 + 0.02 17.20 + 5.32 ... 0,34 + o' 1 8 - " 
l. o 5 0.1895 + Q,01 2.92 + 3.22 o .·48 + o.za ... ... .. 
3.0 6 0.2016 .+ 0.01 5.18 + 3.29 0.42 + 0,20 - ,... ... 

s.o 6 0;1653 + 0.02 1,83 + l. 53 0,42 + o. 20 - ... . 
7.0 4 0.1805 + ',o. 02 18,71 + 8,74 0,72 + 0,31 - ... .. 
9.0 5 0,2005 13.01 + 6,70 0,56 + o. 03 

10.0 6 0.204 + + 0,74 + o. 19 . .. 0.01 13.13 11.19' 



¡ . 

(1) 

\~ --o 
E 
o 
e:: 
o 

~ 

o 
,7 -- o 

,6 
o 

,5 
o 

o 
,4 

.. 

o 
,3 

,2 _._._ - -- --~ -- --- - ----

\• 

'.1 

....___. ___ _._ __ __,_ __ __... ___ ,.__ __ ...._._J 

o 1 3 5 7 9 10 

DOSIS mg/kg/<l1.a. 
PIGUHA 8 

RELACTON DOSJS-JH:SPUESTA PARA LAS /INCNALJ/\S J:SJ>l:Hilli\TIC1\S 
J;NIHVT.IJlJ¡\LJ:s J>Ol~ \'~;131\s l.~ ,1~0~1.~ 1\L'J'/\S LN 1.0~ H:~TO:-\L:--: 
J,ü U21·¡ • C./\JJA J LJ.d O ld:l ld:SLNJA JJ\ ~!L/lJ,\ lll:L " . 

. . . 



T A B L A 4 

EFECTO DEL METIL METANO SULFONATO EN EL PESO DEL TESTICULO, CUENTA ESPER­
MAT!CA 1 PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES DE ANORMALES EN RATONES PE LA CEPA 

BGP2F1 

DOSIS . No, PESOS DE CANTIDAD DE % TESTICULOS ESPERMATOZOIDES 
(gr) ( 10 6 ) 

ANOMALIAS 
(rng/kg/d!a) 1~NlMJ\LES 

x os x ,, DS x os 

o 4 O.l98€i + 0.02 20,13 + 6,48 0.33 ± 0.21 ...; .. 
80 6 ' o .19 86 + 0.02 20,13 + 6,4B 9. 6 + 3,4 ... - ... 
90 5 0.1762 + 0.03 3. 89 + 1.9 10. 86 + 2.6 

~ - ~ 

100 5 o.1560 + 0,01 1. 34 + 1.7 11.54 + s.o --
120 3 o.1347 + 0.01 o .. 56 + 0,32 10.02 + 1.13 - -



" (' 

1') ,_ 

11 o 

10 

o 

9 

-------~----- .... 

1 

o 
o 80 90 100 120 

. .- . ' ·-··--··-·--·---

DOSIS ing / kg /el í a. 

FIGURA ? 
l~I~ L:\CI ON nos [ s~ RESPUESTJ\ PAR/\ LJ\S J\NOMJ\L IJ\S ESPERMATICAS 
r Nlll\' fflUAI.HS POR ~IMS t:N LOS Ri\TONES n602F 1. CADA PUNTO 
1~ 1:1·1~1:SE~TJ\ J.i\ ~IEDli\ DEL i. 
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o 

T A B L A S 

RESU~TAOOS OBTENIDOS EN EL CONTROL HISTORXCO DE LA CEPA BsD2F1 

- --- .. . ·-
No. ··· ·p~so RATON PESO TF.STICULO 

ANIMALES (gr) (gr) 

"' -
X os X DS 

... · ' 
·-·· .. ····· 

70 25.16 + 2.23 0,1977 + 03 ... -
'• . 

LABORATORIO DE MUTAGENOS AMBIENTALES 
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

CAN'l'IDAD DE ESPERMATO-. 
ZOIDES 

lo.:_ <gr) 
X t'jS 

. 
14,64 + 4.67 ... 

... ~ 

% 

ANOMALlAS 

x = 0.20 



--------------hiSTOG;il-Jl!lJiS De Ff~ECL'Ef'JC:f,1..~ E/V LOS CCNTi-1CLES N~GAT!VOS 
30;- ,-

2~ l _, 1 

q 2ol- 1-1,, J ., 
(_) 1ol !_. 

1 I' 

r.. 1 tt 

:J rl 1 ,., 1 J .... ~ ¡ ·--' º o._1 J 
20 22 24 26 28 30 32 

35 

30 

25 

20 -

15 

peso redan (gr) 

r·~; 

l 
~ 
' L . l '--¡ 

i _ _i_n_O= 
O ~O .20 .YJ .4C' .50 .60 .70 

% cmomalías 

1 

[ 

1 f--1 ,_-J 1 ['..,._.,..._..,] . b 
,00 .12 14 {/6 -:18 .20 .22 .24 .26 .28 ,30 

peso test/culo (gr) 

[ n 
1 

. 1 t 

-n h 
l L,~----º 5 11

/ '16 22 28 '34 
no. espermatozoides x /rJ6 
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D I S C U S I O N y e o N e L u s l o N E s 

Los datos obtenidos con ostn prueba muestran que -
pnru concentraciones muy nltns de arsenito so puede -
dotoctur un aumento en el porcionto de anomalías cs-­
porm6ticns que si bien es cierto, os cstn<lísticnrncntc 
signlficativo en rclacJón al porcionto normal <le uno-­
molías sin embargo, sólo muestra un cambio muy pcquofto 
comparado al producido por uno de los mut6genos rnds -­
conoci<los (MMS), Es <lech•, si se c.ompnrn su cnpnc:ldad 
para producir altcrnci6n en la morfología del. ospormn­
tozoide con lu del mutdgono, la del ars6nico os muy -­
dGbil, Se debo tomar.en cuenta tarnbi6n que lns concen­
traciones de nrs6nlco utilizn<lns en donde se oncontr6 
una respuesta significativa, son concehtraciones muy 
altas desde el punto de vista <lol efecto producido 
sobre otros par6mctros biológicos. 

Une de las posibles explicaciones, ser1a la no a-­

ccesibilidad del ars6nico u lns g6nndas~ ·poro·cxistcn 
diversos estudios, on donde .so demuestra que aunque n 
concentraciones bajas el nri6nico si logra ntrnvezar -
la barrero hcrnntotcsticuler por lo que so doscnrtu es­
ta suposici6n. 

En un trabajo llevado a cubo on esto Laboratorio, 
se demostró que el ars6nico rndion~tivo administrado: 
a concentraciones muy bnjns tenía acceso al testículo 
en rut6n. 
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Do lo expuesto anteriormente se concluyo que: 

u).- Dn conccntruclonos bajas do urséúico no hay cfcc 
to, 

bl.- Dn concontrucionc altas existo una respuesta cs­
tudisticamento signif icntiva de acuerdo n los l! 
neumiontos ostablccidos para esta pruobu (Wyro- -
bek, 1979), consi<lcrndos como positivos sin em­
bargo, nl comparar su actividad con la de un mu­
tágeno conocido (MMS); esta uctiviclud os muy bu­
j a y dudosa desde el punto de vistu do su signi­
ficnncin bio16gicn. 

l . 

' .. 

/ 
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