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Ciclo del Epitelio Seminifero en Ratones Rockland.
Efecto de una Dosis Aguda de Radiacion Gamma-
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RESUMEN. El ciclo del epitelio seminifero se analizé en secciones de testiculo de
ratones adultos tefiidas con PAS-Hematoxilina. En un grupo no tratado y en otro
sacrificado 52 h después de la irradiacién con 40 rad de rayos Gamma se hallé una
particular distribucién de las frecuencias relativas en tibulos en los 12 estadios en
los ratones Rockland. El andlisis estadistico demostrd la existencia de variaciones
individuales en ambos grupos. Como el ciclo espermatogénico ha sido determinado
en diversas cepas o hibridos en disimiles condiciones experimentales, se sugiere con-
siderar el ciclo promedio de una cepa teniendo en cuenta las variaciones entre rato-
nes y trabajar en condiciones de asignacion Optima para la muestra {nimero de ani-
males) y la submuestra (nimero de tibulos contados por ejemplar) para controlar
esa variabilidad. En los animales irradiados se observé un leve alargamiento de los
estadios I a VIIL pero la cinética del ciclo no resulté sustancialmente alterada, por-
que el tiempo requerido para que las espermatogonias en desarrollo tipos A4, Inter-
medio y B alcanzaran los estadios VI, VII y VIII, respectivamente, fue de 52 h para
ambos grupos experimentales.

SUMMARY. “Cycle of the seminiferous epithelium in Rockland mice. Effect of a
single dose of Gamma radiation”. The cycle of the seminiferous epithelium was
analyzed in PAS-Hematoxylin stained testicular sections from adult mice. An un-
treated group and another killed 52 h after irradiation with 40 rad of Gamma-rays
showed a particular distribution of the relative frequencies of the 12 tubular stages
for the Rockland mice. Individual variations for both groups were demonstrated by
statistical analysis. As the spermatogenic cycle has been determined in several
strains or hybrids under various experimental conditions, it is suggested to consider
the average cycle of a strain taking notice of variations between mice and to control
such a variability working in conditions of the optimum assignment for the sample
(number of animals) and the subsample (number of tubules scored per each mouse).
Although it was observed a slight lengthening from stages I to VII in the irriated
animals, it may be concluded that the cycle kinetics has not been substantially dis-
turbed, because the time required for the developing type A, Intermediate and
type B spermatogonia to reach stages VI, VII and VIII respectively was of 52 h for
both experimental groups.

* El presente trabajo se realizé con el apoyo del Conscjo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas de Ar-

gentina.
** Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y Tecnolégico del CONICET.
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INTRODUCCION

El testiculo es altamente susceptible a
la acciébn de agentes nocivos, cuyos efectos
pueden tener consecuencias negativas sobre
el individuo, su actividad reproductora y
eventualmente su progenie. Por sus caracte-
risticas estructurales y funcionales constitu-
ye un excelente modelo experimental para
evaluar el dafio inducido en las células es-
permatogénicas por radiaciones o firmacos.

Quienes contribuyeron inicialmente al
conocimiento de la estructura testicular y
del mecanismo de la espermatogénesis en
ratéon fueron Leblond y Clermont!, Oak-
berg?™ y Huckins y Oakberg®, definiendo
12 estadios en el ciclo del epitelio semin{fe-
ro y un modelo de renovacion de las células
espermatogénicas.

Después que Oakberg® determinara las
frecuencias relativas de los estadios del ci-
clo en ratones C3Hx 101, utilizando los cri-
terios por él establecidos diversos investiga-
dores realizaron el mismo analisis en otras
cepas o hibridos®™®. As{ se demostré que si
bien las asociaciones celulares que caracteri-
zan a cada uno de los estadios y la duracién
de un ciclo son constantes para la especie,
existen diferencias intraespecificas en la
distribucién de frecuencias de los 12 esta-
dios y por lo tanto en la duracion de los
mismos.

El analisis de la cinética del ciclo en ra-
ton fue de gran utilidad para evaluar la ac-
cibn de agentes quimicos y radiaciones io-
nizantes sobre las células cspermatogéni-
cas’'?. Quedb as establecido que toda vez
que se desee evaluar la quimio- y/o radio-
sensibilidad de poblaciones celulares del
epitelio semin{fero analizando su sobrevida
en estadios especificos del ciclo, serd nece-
sario conocer la cinética de la espermato-
génesis en la cepa de ratones en experimen-
tacion.

También existen antecedentes de estu-
dios sobre la cinética del ciclo en animales
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tratados con radiaciones ionizantes (Gam-
ma, X, piones) en condiciones diversas y
con resultados diversos. En ratones SAS/,
no se hallaron diferencias significativas en
la distribucién de frecuencias de tibulos
seminfferos en los 12 estadios entre un
grupo control y otro irradiado con X'y pio-
nes, muestreando 46 o 96 h después de la
irradiaciéon’. En ratones KP, KE, CBA-Kw
y C57Bl-Kw irradiados con 50 rad de rayos
X y evaluando el ciclo luego de 28 dias de
iniciado el tratamiento, se hallaron diferen-
cias significativas entre controles e irradia-
dos manifestdindose la cepa C57Bl-Kw co-
mo la mas radioresistente® .

En este trabajo se analiza el ciclo del
epitelio seminifero, tanto en animales con-
troles como en animales tratados con una
dosis aguda de radiacién Gamma, con el ob-
jetivo de conocer la cinética de la esperma-
togénesis y la radiosensibilidad del ciclo en
ratones Rockland.

El conocimiento del ciclo en esta cepa
de ratones podra ser de utilidad para estu-
diar la accion de farmacos utilizados en qui-
mioterapia, especialmente drogas antican-
cerfgenas cuya toxicidad produce cambios
morfologicos y/o muerte celular en estadios
especificos del ciclo™ ™%,

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratones machos de la cepa
Rockland* de 11 semanas de edad que fue-
ron mantenidos en condiciones controladas
de temperatura y humedad, con ilumina-
cion programada (12 h de luz - 12 h de os-
curidad) y con acceso constante a alimento
y agua. El grupo control estuvo constituido
por 8 ratones; los restantes 6 recibieron 40
rad de radiacién Gamma (*°Co)**, a una
tasa de radiacion de 50 rad/min.

cepa enducriada en los Laboratorios Bago - La Plata,
Argentina.

**  realizado en el Instituto de Medicina Nuclear de La
Plata.



Una vez disecados, los testiculos se fija-
ron en liquido de Orth, se incluyeron en
parafina y se realizaron cortes seriados de
5 micrones de espesor. Las preparaciones se
colorearon mediante la técnica de PAS-He-
matoxilina'; esta coloraciéon pone en evi-
dencia los cambios morfologicos del acro-
soma de las espermitides en maduracién,
los que se hallan sincronizados con los que
ocurren cn las espermatogonias y esperma-
tocitos de la periferia de los tibulos semi-
uiferos.

El andlisis del ciclo del epitelio semini-
fero se realizd en tabulos de seccién circu-
lar con las 4 capas de células espermatogé-
nicas completas. El espaciamiento minimo
entre los cortes fue de 100 micrones. Se
contd un minimo de 500 tbulos por ani-
mal, con un total de 5.048 tabulos cn el
control y 3.000 en el grupo irradiado.

En primer término se determinaron en
los controles las frecuencias relativas de los
12 estadios y la duracién de cada uno, te-
niendo en cuenta la duracién del ciclo en la
especie, estimada en 207 h *. Para determi-
nar el tiempo entre irradiacién y muestreo
del grupo tratado se adoptd como criterio
utilizar el tiempo requerido en los controles
para que las espermatogonias en desarrollo
tipo Ag (Estadios [-II), tipo Intermedio
(Estadios IT-IV) y tipo B (Estadios IV-VI)
alcanzaran los estadios VI, VIl y VIII res-
pectivamente, transcurriendo al menos una
division mitdtica.

Métodos estadisticos. Los datos fueron
analizados mediante pruebas de x* y andli-
sis de varianza. El test x* fue utilizado para
evaluar Ja homogeneidad en la distribucién
de tabulos en los 12 estadios en cada grupo
experimental. La variabilidad subyacente a
valores de x? significativos fue estudiada
mediante residuos ajustados'®. Los residuos
ajustados son muy atiles en estudios de re-
produccién donde se realicen conteos de
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diversos estadios del desarrollo de células
sexuales!”.

La transformacién y = arc sen +/f se
utilizé para calcular la varianza de cada es-
tadio, tanto en el grupo control como en el
grupo irradiado, a fin de determinar el na-
mero Optimo de ratones (muestra) y el nt-
mero Optimo de tibulos a contar en cada
cjemplar (submuestra). Se tuvo en cuenta,
ademds: a) ¢l tiempo transcurrido para ob-
tener las preparaciones y para reconocer un
estadio, y b) la precisiéon deseada en la de-
terminacién de la frecuencia media de cada
estadio!®,

Para evaluar la incidencia del factor do-
sis sobre el ciclo se realizd, por una parte, el
test x* y andlisis de residuos, utilizando el
ciclo promedio de cada grupo experimen-
tal. Por otra parte, con las frecuencias trans-
formadas se realizo anilisis de varianza je-
rarquizado, empleando los datos recopila-
dos en los 6 animales tratados y en 6 de los
controles.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se consignan las frecuen-
cias relativas de los 12 estadios (I a XI1) del
ciclo del epitelio seminifero de los ratones
Rockland, controles y tratados respectiva-
mente, as{ como el nimero de tibulos con-
tados en cada ejemplar y los totales corres-
pondientes a cada grupo experimental. Con
las frecuencias totales del grupo control se
calculé la duracién en horas de cada estadio
y de acuerdo al criterio referido en el capi-
tulo anterior, se estim6 en 52 h el intervalo
entre irradiacién y muestreo del grupo tra-
tado.

El test x* mostrd variaciones entre in-
dividuos en ambos grupos (p < 0,001 en
controles, p < 0,05 en tratados). Se sefialan
en la Tabla 1 los estadios y los animales con
residuos significativos que dan origen a la
heterogeneidad observada.
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i 1 m v \ | vl v 1X X X1 X1
fR1 * ¥k +
im0 (00196 00847 00316 01013 00631 01179 0,0797 0,0764 01030 00449 00880 0.0897
+ .
nI(;Ti?SSS 01173 0,1173 0,289 00901 0,0459 0,1156 0,0561 0.0833 00918 00408 01054 01071
nR{EESOO 0,1280 0,1160 00320 0.0940 00340 01080 00760 00800 0.1200 00500 01160 00520
* +

Iﬂ{iiifsoﬁ 0,008 0,1126 00375 00791 00356 00968 0.0929 01245 01245 0,0316 0.0771 0.0870
HR;55512 01152 0,1387 00371 00996 00449 0.1230 0.0605 00977 01172 00176 0.0547 0.0938
Iu{ngeog 0,974 0,1160 00473 00888 00444 0,1132 00587 0,0917 0.347 00559 00960 00339

fR7 * x v
a7 101107 01081 00476 00862 0.0347 0,0656 0,0669 00978 01532 00502 00991 0.079%
ke B 100936 01029 00370 0,0925 00358 00948 0.0694 01318 01225 0.0520 00659 01017
“Tﬂl%ﬁig 0,090 0,1109 0,0380 0,0913 0.0420 0,1024 0,0693 0,0994 0,1224 00444 00868 00840

*p<0,05; ** p<0,01
Tabla 1a. Grupo control - Frecuencias relativas de los 12 estadios
I 11 111 v Vv Vi VII VI 1X X X1 X11
b Y o0 | 01060 00960 00240 00940 00380 0,160 01000 00720 0.1160 00480 00880 0.1020
nB{g{2500 0,1220 0,1360 0,0400 0,760 0,0420 0,120 0,0780 00820 01120 0,0380 0,0660 0,0960
nqu‘ijsoo 0,1280 0.1140 0,0360 0.1000 00440 00960 00740 00920 01280 00360 00780 0.0740
nF;fijsoo 0,1100 0,1420 0,0580 0,0980 00640 01100 00720 0,0780 01020 0.0480 0.0540 00640
anfgfsoo 0,160 01180 0,0520 0,1100 00640 0,1220 0,0980 0,0860 0.1020 0,0320 0.0420 0,05%0
* % +

nmffwoOJmoop%oonmooﬁmoopﬁoOJmoop%OOJMOOJ%OOﬁMoopwoopwu
anj??gbo 01143 0,1170 0.0407 00913 00473 01097 0,0857 00890 0,1110 0,0427 0,0700 00813
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*p<0,05; ** p<0,01

Tabla 1b. Grupo irradiado - Frecuencias relativas de los 12 estadios.



Calculada la asignaciéon 6ptima de la
muestra y la submuestra para cada grupo,
admitiendo un error de + 0,02, con una se-
guridad de 0,95, en la determinacion de la
frecuencia media de cada estadio se hallé
un éptimo de 6 animales y 497 tibulos, pa-
ra el grupo control, y un éptimo de 5 rato-
nes y 488 tibulos para el grupo irradiado.
Dec la comparacién con los datos experi-
mentales indicados en la Tabla 1 se infiere
que se¢ han analizado los dos grupos en con-
diciones de asignacion optima. Se puede de-
cir entonces que el ciclo calculado con las
frecuencias totales de tiibulos en cada esta-
dio representa el ciclo promedio de la cepa
y de la cepa irradiada con 40 rad de rayos
Gamma, respectivamente.

En la Tabla 2 se expresa en horas la du-
racion de los estadios del ciclo promedio, el
cual se halla representado en escala lineal
en la Fig. 1. Se indican para ambos grupos
los estadios I a XII y los sectores correspon-
dientes a las espermatogonias A4, Interme-
dias y B.

El andlisis de varianza para evaluar si la
radiacién afecta significativamente el ciclo
de la cepa Rockland luego de 52 h de reali-
zado el tratamiento, indicé una variacién
no significativa entre dosis (0 y 40 rad). Sin
embargo la comparacion de los valores me-
dios entre el grupo control y el irradiado
para cada uno de los 12 estadios, arrojé di-
terencias significativas para los estadios VII
y XI (método de minimas diferencias signi-
ticativas). Por otra parte el test x* dio dife-

cﬁr—b—'\/—a——w
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Estadio Duracion (horas)
Grupo control Grupo irradiado

I 22,6 23,7
11 23,0 242
111 7.9 8,4
v 18,9 18,9
N 8,7 9,8
VI 21,2 22,7
VII 143 17,7
VI 20,6 18,4
IX 253 23,0
X 9,2 8,8
XI 18,0 14,5
X1 17,4 16,8

Tabla 2. Duracién de los 12 estadios del ciclo del
epitelio seminifero.

rencias significativas (p < 0,05) entre el ci-
clo promedio del grupo control y el ciclo
promedio del grupo irradiado, independien-
temente de las variaciones individuales, y se
verificb mediante andlisis de residuos que
esas diferencias se debieron a los estadios
VIL y XI. El estadio VII fue significativa-
mente mds frecuente en el grupo irradiado
(p < 0,01) en tanto que el XI lo fue en el
grupo control (p < 0,01).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El anilisis del ciclo del epitelio semini-
fero en los ratones Rockland reveld una
particular distribucién de los estadios y la

GRUPO CONTROL{ 1 [ uo IHJ i I v] vI i I VIl l VI [ X Jx [ X1 I Xl —!
- A In B —_—
-— A, —e— |5 ——— B ——
GRUPO IRRADIADO[ 1 l o ’III v ‘v l vi l v l VIl l X lxl X1 ’ X1t 1
Jjon, g g —

Figura 1. Representacion lineal del ciclo del epitelio seminifero de ratones Rockland. a: sector de las esper-
matogonias en desarrollo que, en 52 h alcanzaran el estadio VIII; b: sector de las que alcanzardn el VII;

c: sector de las que alcanzaran el VI.
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a)
autor Oakberg Bianchi - Tiglao Lambert Gasinska - Godowicz
1956 1976 1982 1983
cepa F,C3HSx] C3H |F,C3H3x|F;, ARRdx | SAS/4 KP KE C57Bl-Kw | CBA-Kw
1019 C57B19 C3H?
NO animales| 12 8+2 6 6 ? 7 6 7 8
N© tibulos
por animal 250 500 1000 500 500 ? 100 100 100 100
NO tabulos
totales 3000 6005 3008 3019 2000 700 600 700 800
b)
autor Lambert Gasidska - Godowicz
1982 1983
cepa SAS/4 KP KE C57Bl-Kw CBA-Kw
radiacion X-Pion X X X X
dosis ? 50 rad 50 rad 50 rad 50 rad
NO animales ? 5 5 6 6
NO tabulos .
por animal ? 100 100 100 100
NO tibulos
totales 2000 500 500 600 600

Tabla 3. Cepas o hibridos en que se determiné el ciclo. g} sin irradiar. b) irradiados.

existencia de variaciones entre individuos,
tanto en controles como en tratados. Dicha
variabilidad no es exclusiva de esta cepa de
ratones, tal como lo verificamos efectuando
el mismo analisis estad{stico con los datos
que nos suministrara la Dra. Marilena Bian-
chi (European Organization for Nuclear Re-
search-CERN, Ginebra, Suiza) de los rato-
nes C3H, C3HxC57Bl y ARRxC3H®. Serfa
licito presuponer que en otras cepas (C3Hx
1012, KP, KE, C57Bl-Kw y CBAKw®)
podrian darse variaciones individuales, atn
cuando no haya sido mencionado. Sin em-
bargo dicha variabilidad deberia tomarse en
consideracion cuando se persiguen proposi-
tos comparativos o cuando se desea evaluar
el efecto de alglin agente nocivo sobre las
células espermatogénicas.
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Cabe sefialar que en las secciones testi-
culares los estadios de tiibulos seminiferos
adyacentes no estdn ubicados al azar, exis-
tiendo una distribucidon ordenada de los ta-
bulos dentro del testiculo, controlada qui-
zas localmente, tal como ha sido descripto
por Redi!'®. Esta podria ser una de las cau-
sas de la diversidad encontrada en las dis-
tintas cepas de ratones y aun de las diferen-
cias individuales.

Al comparar nuestros datos con los de
otros autores (Tabla 3) advertimos las con-
diciones muy disimiles en que se determind
el ciclo en las diversas cepas o hibridos
(irradiados y sin irradiar).

Teniendo en cuenta estas consideracio-
nes surgio nuestra propuesta de trabajar en
condiciones de asignacién Optima tanto pa-
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admitiendo un error de + 0,02, con una se-
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Acta Farmacéutica Bonaerense - Vol. 7, NC 2 - Afio 1988

Estadio Duracion (horas)
Grupo control Grupo irradiado

I 22,6 23,7
I 23,0 242
111 7,9 8,4
v 189 18,9
A 8,7 9,8
VI 21,2 22,7
VII 14,3 17,7
VIII 20,6 18,4
X 253 23,0
X 9,2 8.8
XI 18,0 14,5
XiI 17,4 16,8

Tabla 2. Duracién de los 12 estadios del ciclo dei
epitelio seminifero.

rencias significativas (p < 0,05) entre el ci-
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temente de las variaciones individuales, y se
veritic6 mediante andlisis de residuos que
esas diferencias se debieron a los estadios
VIl y XI. El estadio VII fue significativa-
mente mds frecuente en el grupo irradiado
(p < 0,01) en tanto que el XI lo fue en el
grupo control (p < 0,01).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El anilisis del ciclo del epitelio semini-
fero en los ratones Rockland revelé una
particular distribuciéon de los estadios y la

€ — b —a —
GRUPO CONTROL[ JE[ l i j [II Iy lV [ vI i ! Vil I Vil l 1X JX l X1 I XH l
- A, In g8 —*
-— A —— In —_—e— B ——
GRUPO IRRADIADOL ;I l 1 : |III v i VI Vi l vl ‘ VIHI l X lXI X1 [ X[l_]
10h —c _1\__b__/\_. a —
—

Figura 1. Representacion lineal del ciclo del epitelio seminifero de ratones Rockland. a: sector de las esper-
matogonias en desarrollo que, en 52 h alcanzardn el estadio VIII; b: sector de las que alcanzardn el VII;

c: sector de las que alcanzaran el VL.
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(l)
autor Oakberg Bianchi - Tiglao Lambert Gasinska - Godowicz
1956 1976 1982 1983
cepa F,C3Hdx| C3H |F, C3HSx|F; ARRSx | SAS/4 KP KE C57Bl-Kw | CBA-Kw
1019 C57BI9 C3H?
NO animales| 12 8§+2 6 6 ? 7 6 7 8
N© tubulos
por animal 250 500 1000 500 500 ? 100 100 100 100
N© tGbulos
totales 3000 6005 3008 3019 2000 700 600 700 800
b)
autor Lambert Gasinska - Godowicz
1982 1983
cepa SAS/4 KP KE C57Bl-Kw CBA Kw
radiacion X-Pion X X X X
dosis ? 50 rad 50 rad 50 rad 50 rad
N© animales ? 5 5 6 6
NO tibulos .
por animal ? 100 100 100 100
NO tubulos
totales 2000 500 500 600 600

Tabla 3. Cepas o hibridos en que se determiné el ciclo. @) sin irradiar. b) irradiados.

existencia de variaciones entre individuos,
tanto en controles como en tratados. Dicha
variabilidad no es exclusiva de esta cepa de
ratones, tal como lo verificamos efectuando
el mismo andlisis estad{stico con los datos
que nos suministrara la Dra. Marilena Bian-
chi (European Organization for Nuclear Re-
search-CERN, Ginebra, Suiza) de los rato-
nes C3H, C3HxC57Bl y ARRxC3H®. Serifa
licito presuponer que en otras cepas(C3Hx
1012, KP, KE, C57Bl-Kw y CBA-Kw®)
podrian darse variaciones individuales, ain
cuando no haya sido mencionado. Sin em-
bargo dicha variabilidad deber{a tomarse en
consideracién cuando se persiguen proposi-
tos comparativos o cuando se desea evaluar
el efecto de alglin agente nocivo sobre las
células espermatogénicas.
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culares los estadios de tiibulos seminiferos
adyacentes no estin ubicados al azar, exis-
tiendo una distribucion ordenada de los ta-
bulos dentro del testiculo, controlada qui-
zas localmente, tal como ha sido descripto
por Redi'”. Esta podria ser una de las cau-
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ra la muestra (ndmero de animales) como
para la submuestra (ndmero de tabulos
contados en cada ejemplar) con el objeto
de eliminar fuentes de variacién metodolé6-
gicamente controlables.

En cuanto al efecto de una dosis de
40 rad sobre el ciclo de los ratones Rock-
land, no se hallaron razones de indole bio-
logica para explicar las diferencias en los
estadios VII y XI entre controles y trata-
dos. El ligero desplazamiento de los esta-
dios T a VII en los ratones irradiados podria
interpretarse como debido a un alargamien-
to de los ciclos celulares de las espermato-
gonias A4, Intermedias y B, producido por
un retraso en la iniciacién de la mitosis. Ese
retraso ha sido estimado en 2,5 h después
de 20-50 rad y en 3 a 4 h después de 100
rad?® . Esta observacién se correlaciona bien
con nuestros resultados (Fig. 1).

A pesar de las diferencias entre el ciclo
promedio de controles y tratados y de los
fundamentos que intentan explicarlas, con
un intervalo de 52 h para la toma de mues-
tra, los estadios VI, VII y VIII del ciclo re-
presentan, en los irradiados, la progenie de
las células que 52 h antes eran, respectiva-
mente, espermatogonias A, , Intermedias y
B. Esta referencia, que ha sido tomada por
nosotros para evaluar la radiosensibilidad
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del ciclo, no se ha modificado por efecto de
la dosis suministrada, en relaciéon a los con-
troles (Fig. 1). Por lo tanto concluimos que
con una dosis de 40 rad de radiacién Gam-
ma y con un tiempo de ﬁjaci(’m post-irra-
diacién de 52 h no se afectaria sustancial-
mente el ciclo de los ratones Rockland.

Nuestros resultados se aproximan a los
de Lambert et al.” con rayos X o piones,
quienes utilizaron tiempos post-irradiacion
semejantes (46 h para espermatogonias tipo
By 96 h para tipos A, ¢ Intermedio) y con-
cluyeron que la cinética de la espermatogé-
nesis no ha sido afectada. Por el contrario
sc apartan de los de Gasinska y Godowicz®,
quienes analizaron ¢l ciclo 28 dias después
de una dosis de 50 rad de rayos X. No de-
beria descartarse la incidencia del factor
tiempo transcurrido entre irradiacion
muestreo, ni tampoco la mayor o menor
susceptibilidad a la radiacién inherente a
cada cepa, en la manifestacion de alteracio-
nes del ciclo mds o menos importantes v de
cardcter transitorio o permanente.
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