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Introduccioén

Ciclofosfamida (CP) [N, N-bis (2-cloroetil) tetrahidro-2H-1,

ISSN 1561-0837

Dosis unica de ciclofosfamida disminuye la calidad esperméaticay
el epitelio germinal masculino en ratones

Unique cyclophosphamide doses in male mice decrease the spermatic
quality and germinal epithelium

Layonal Acosta® ®*, Victor NUfiez* 3, Jonathan Vasquez!?, José Pino!y Betty Shiga!

Resumen

Ciclofosfamida (CP) es un agente alquilante cominmente utilizado como farmaco antineoplasico e inmuno-
supresor. El uso de CP, en el tratamiento de cancer es limitado debido a su severa toxicidad. El objetivo del
presente estudio fue determinar el efecto de una Unica dosis de CP (220 mg/kg peso corporal) administrada
intraperitonealmente después de 7 dias, sobre parametros espermaticos y el epitelio germinal masculino en
ratones. Se utilizé machos maduros de la cepa C57BL divididos en 2 grupos (n= 10), Grupo Control (C): NaCl
0,9 % y Grupo Tratamiento (T): CP a 220 mg/kg pc en dosis Unica y después de 8 dias fueron eutanizados.
Se registro el peso corporal y de 6rganos reproductivos: testiculos, epididimos y conducto deferente, se eva-
luaron la concentracién, movilidad y morfologia espermatica e histologia testicular. Se encontraron diferencias
significativas (Prueba t- student p<0,05) en el peso corporal (T: 20,18+1,9 g vs C: 23,35+1,2 g); peso testicular
(T: 59,71+5,40 mg vs C: 72,90+2,8 mg), cola del epididimo (T: 9,83+1,54 mg vs C: 14,30+2,20mg, conducto
deferente (T: 8,27+0,80 mg vs C: 10,61+0,76 mg respectivamente), concentracion (T: 9,2+1,9 vs C: 14,4+3,3
x 10° espermatozoides/mL), Movilidad progresiva (T: 25,98+6,4% vs C: 42,96+5,2%). En la morfologia esper-
matica no se observo diferencias significativas (Prueba t- student p<0,05), sin embargo en anomalias de la
cola y espermatozoides inmaduros se observé un aumento significativo (T vs. C: 36,24+7,8% vs 31.7349,1%;
27,44+2,1% vs 18,51+8,6%; respectivamente) y a su vez se observé severos dafios en los tubulos seminiferos.
Concluimos que una dosis Unica de CP (220mg/kg pc) disminuye la calidad reproductiva de ratones macho.

Palabras clave: Ciclofosfamida; ratén C57BL; toxicidad; fertilidad; analisis seminal.
Abstract

Cyclophosphamide (CP) is an alkylating agent commonly used as antineoplastic and immunosuppressive
drug. The use of CP in the treatment of cancer is limited due to its severe toxicity. The aim of this study was to
determine theeffectof a single dose of CP (220 mg/kg b.w.) intraperitoneally administered after 7 days,on sperm
parameter and male germinal epithelium in mice. We used C57BL mature male mice divided into 2 groups (n=
10); Control Group (C): 0.9% and NaCl Treatment group (T): CP to 220 mg/kg cw in single dose. After 8 days
all the mice were euthanized. The weight of the body and reproductive organs: testis, epididymis and vas defe-
rens, were registered. Concentration, motility and sperm morphology and testicular histology were evaluated.
Significant differences were found in body weight (student t-test p<0.05) (T: 20.18+1.9 g vs C: 23.35+1.2 g;
testicular weight (T: 59.71£5.40 mg vs C: 72.90+2.8 mg), epididymis tail weight (T: 9.83 + 1.54 vs C: 14.30 +
2.20, vas deferens weight (T: 8.27+0.80 mg vs C: 10.61+0.76 mg respectively), concentration (T: 9.2+1.9 vs. C:
14.4£3.3 x 10® sperm / mL), progressive motility (T: 25.9846,4% vs C: 42.96+5.2%). There wasn't significant
differences in sperm morphology (student t-test p<0.05), but there was a significant increase in abnormal tail
and immature sperm (T vs. C: 36,24+7,8% vs 31.73+9,1%; 27,4412 1% vs 18,51+8,6%; respectively) and also
severe damage seminiferous tubules was observed. We conclude that single dose of CP (220mg/kg b.w.)
decreased the reproductive quality of male mice.

Keywords: Cyclophosphamide; C57BL mouse; toxicity; fertility; semen analysis.

alterando la estructura de los 4cidos nucleicos, por lo tanto la
divisién celular no se realiza adecuadamente (Elangovan et al.

3,2 oxaza - fosforin-2-amino 2-oxido] es un agente alquilante
comunmente utilizado como firmaco antineopldsico e inmu-
nosupresor. La citotoxicidad de la CP es mediada por la alqui-
lacién del ADN en la posicién N7 de guanina y la formacién
de cross-links del tipo ADN-ADN y ADN-proteina, asi como
quiebres en una de las hebras del ADN (Hemminki & Kallama
1986, Crook et al. 1986).

La ciclofosfamida afecta células en divisidn; por ejemplo,
genera apoptosis celular en la linea espermdtica (Crook et al.
1986, Chowdhury 1987, Brinkworth & Nieschlag 2000) e
interfiere con las actividades mitéticas y meidticas de la hilera
germinal. Su mecanismo de accién consiste en alquilar el ADN

2006). En el testiculo, CP interrumpe la meiosis antes de la
etapa de paquiteno, produciendo dafio genotdxico (Barton et
al. 2003). Cuando los alquilantes se utilizan en bajas dosis, la
recuperacién de la espermatogénesis podria ocurrir dentro de los
3 afios post-tratamiento; sin embargo, a altas dosis la infertilidad
podria prolongarse o incluso ser permanente.

Pacientes varones con cdncer tratados con CP presentan una
mayor incidencia de oligozoospermia y azoospermia (Charak et
al. 1990, Kenney et al. 2001), ademds se ha demostrado per-
turbaciones en la secrecién de gonadotropinas, dafio testicular
y bajos niveles de testosterona en la sangre (Hoorweg-Nijman
etal. 1992).
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La inyeccién tnica de CP durante la formacién de esperma-
tocitos de ratdn resulta en la aparicién de translocaciones hereda-
bles (Sotomayor & Cumming 1975) e incrementa la incidencia
de microntcleos (Tates 1992, Lahdetie 1983, 1988). El estudio
morfométrico en las diferentes fases del ciclo espermatogénico
indica que la toxicidad en el testiculo puede ser detectada a
partir de los 7 dias después de una administracién tnica de
CP (100 mg/kg pc) en ratas (Matsui et al. 1995). Estudios en
ratas y ratones han confirmado que CP en dosis tinica semanal
durante 5 semanas disminuye el peso testicular, la concentracién
espermdtica y produce oligozoospermia transitoria (Elangovan
et al. 20006).

El estudio de los efectos de CP es muy importante debido a
su amplio uso en quimioterapias y a sus efectos secundarios no
deseados asociados con periodos variables de infertilidad (Trasler
et al. 1988). El objetivo del presente estudio fue determinar el
efecto después de 7 dias de s6lo una dosis de CP (220mg/kg pc)
administrada intraperitonealmente sobre la calidad espermdtica
y el epitelio germinal masculino en ratones.

Materiales y métodos

Animales.- Se emplearon ratones (Mus musculus) de la cepa
C57BL, machos (N= 20) de 8 a 10 semanas de edad con peso
promedio de 21,7+1,9 g, provenientes del Bioterio del Labo-
ratorio de Reproduccién y Biologia del Desarrollo, Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones
estdndar de bioterio (24 — 27 °C de temperatura, fotoperiodo
de 14 hluz: 10 h oscuridad) y alimentados con dieta balanceada
para animales (Purina — Pert) y agua ad libitum.

Disefio experimental.- Los ratones fueron divididos en dos
grupos: el grupo Tratamiento (T) (n= 10), recibié intraperi-
tonealmente (ip) una dosis de Ciclofosfamida (NEOPHOS
- Lima) de 220 mg/kg [dosis equivalente a la terapéutica en hu-
manos (750 mg/kg)] (Elangovan etal. 2006) y el grupo Control
(C) (n=10), que recibié ip una dosis de solucién salina 0,9%.

Al octavo dia después del tratamiento se registr6 el peso
corporal y los animales fueron eutanizados por dislocacién cer-
vical. Se pesaron: testiculos, epididimos y conductos deferentes.
Se obtuvieron espermatozoides de la cola del epididimo para
registrar la movilidad, concentracién y morfologia espermdtica.
Los testiculos fueron separados para histologia.

Obtencién de epididimos y espermatozoides.- Cada uno
de los epididimos obtenidos fueron lavados con tampén fosfato
salino (PBS pH 7,4) a 37°C, se realizaron varios cortes en la cola
del epididimo y luego los espermatozoides se liberaron, perma-
neciendo durante 10 minutos en 0,5 ml de cultivo Flushing
(MediCult®, Copenhagen, Dinamarca), el contenido espermd-
tico se recuperd en su totalidad en tubos de polipropileno de
1,5 mL (Axygen Scientific).

Evaluacién de la movilidad espermdtica.- Una muestra
espermdtica fue colocada sobre una limina portaobjetos que
se encontraba a 37 °C y observada a 400X en un microscopio
optico de contraste de fases (Carl Zeitz Jena, San Francisco,
U.S.A). Este procedimiento fue repetido 2 veces, los resultados
presentados son el promedio de ambas evaluaciones, siendo
evaluados al menos 100 espermatozoides. Se considerd que un
espermatozoide presentaba Movilidad Progresiva (MP), cuando
presentaba desplazamiento, Movilidad No Progresiva (MNP) a

aquellos que no se desplazaban y sélo tenfan un movimiento
in situ e Inméviles (I) los que no presentaban ningin tipo de
movimiento (WHO 2010).

Medicién de concentracién espermdtica.- La concentra-
cién espermdtica se midi6 usando una dilucién 1:20, 10 pL de
la muestra se diluyé con 190 pL de solucién fijadora (WHO
2010), posteriormente se colocd 10 pL del diluido en una cdmara
de Neubauer, y se contaron los espermatozoides dentro de los
campos definidos en la cdmara (5 cuadrantes), mediante el uso
de un microscopio Sptico de campo claro a 400X; la cantidad
de espermatozoides observados se multiplicé por el factor co-
rrespondiente (10°). La concentracién de espermatozoides fue
expresada en millones/pL.

Evaluacién de la morfologia espermatica.- Los esperma-
tozoides fueron expandidos mediante un frotis sobre ldminas
portaobjetos se dejé secar a temperatura ambiente, se fijaron
con paraformaldehido por 20 minutos y se colorearon con
Eosina-Y al 5%. Por individuo fueron visualizados y analizados
250 espermatozoides bajo un microscopio éptico de campo claro
con objetivo de inmersién (100X). Se consideré como anormal,
aquel espermatozoide que presentaba alteraciones morfoldgicas
en cabeza, pieza intemedia, cola o en presencia de méds de una
alteracién. Espermatozoides con gota citoplasmdtica fueron
considerados inmaduros.

Histologia.- Para el estudio histolégico, ambos testiculos
fueron trozados y fijados en Bouin alcohélico por 16 horas,
posteriormente fueron lavados y deshidratados en una bateria de
alcoholes e incluidos en Paraplast®. Se realizaron cortes seriados
de 6 pm, los cuales fueron coloreados con Hematoxilina —
Eosina-Y. La observacidn se realizé mediante un microscopio de
campo claro (Carl Zeiss Jena). Las fotomicrografias se tomaron
con una cdmara digital.

Andlisis estadistico.- Los resultados fueron evaluados usando
el paquete estadistico SPSS 17,0 para Windows. Se realizé el
test de Shapiro Wilk y Leneve para comprobar normalidad y
homocedasticidad de los datos. Las diferencias entre los grupos
se analizaron mediante la prueba t-Student. Los resultados son
expresados como media + EE (error estdndar), n= 10. Un valor
de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Peso corporal y 6rganos reproductivos.- Se encontré dife-
rencias significativas entre el peso corporal y los 6rganos repro-
ductivos evaluados (testiculo, epididimo y conducto deferente).
Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Movilidad y concentracién espermadtica.- La concentra-
cién espermdtica disminuyé significativamente en el grupo T
(p<0,05) (Tabla 2). En la movilidad se observa una diferencia
significativa (p<0,05) en los espermatozoides con movilidad
progresiva (MP) e inmoviles (I) del grupo T con respecto al
control (25,98+6,4 vs 42,96+5,2 y 50,87+6,3 vs 36,05+4,9, res-
pectivamente).No se observé diferencias significativas (p<0,05)
en los espermatozoides con movilidad no progresiva (MNP) (T:

26,68+1,8 vs C: 25,38+4,3) (Fig. 1).

Morfologia.- Las evaluaciones morfolégicas no mostraron
diferencias significativas (prueba t-Student, correccidn arco seno,
>0,05) en el porcentaje de espermatozoides normales entre el
grupo T y el grupo C (Tabla 2). Al evaluar la distribucién de
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Dosis UNICA DE CICLOFOSFAMIDA DISMINUYE LA CALIDAD ESPERMATICA Y EL EPITELIO GERMINAL

Tabla 1. Efecto de la CP sobre el peso corporal, peso de testiculo, epididimo y conducto deferente entre el grupo Control (C) y Tratamiento

(T). pc: peso corporal.

Control (Na C10,9%) Ciclofosfamida (220 mg/kg pc)

Ratones examinados 10 10

Peso corporal inicial (g) 21,40+0,7 21,90+1,0

Peso corporal final (g) 23,35+1,2 20,18+1,9*

Peso del testiculo (mg) 72,90+2,8 59,71+ 5.40*

Peso cabeza + cuerpo del epididimo (mg) 19,25+0.9 16,96+0.7%

Peso de la cola del epididimo (mg) 14,30+2,20 9,83+1,54*

Peso del conducto deferente (mg) 10,61+0,76 8,27+0,80*

Los valores son expresados como media + SD.
*P<0.05 en comparacion con el grupo control.

Tabla 2. Efecto de la CP a una sola dosis sobre la concentracion y
Morfologia espermatica. pc: peso corporal

Control Ciclofosfamida
(Na C10,9%) (220 mg/kg pc)
N° de ratones examinados 10 10
Concentracion "
espermatica (x 10°/mL) 14,4043,3 92419
Morfologia Normal (%) 39,72+1,3 38,12+4,5
Morfologia Anormal (%) 60,28+1,3 61,88+4,5
Los valores son expresados como media + SD.
*P<0.05 en comparacion con el grupo control.
60 1 *
50 T
40 A
*
30 T
(%)
20 A
10 1
0 -
MP MNP |

Movilidad espermatica

B control Nacl 0,9% [ Ciclofosfamida 220 mg/kg pe

Figura 1. Efecto de la CP a una sola dosis sobre la movilidad esper-
matica. MP: Movilidad progresiva; MNP: Movilidad no progresiva; I
Inmovilidad. pc: peso corporal. Los valores son expresados como
media £ SD. *P<0,05 en comparacioén con el grupo control.

anormalidades (cantidad neta de ocurrencias por cada anorma-
lidad observada) se observé un aumento significativo (p<0,05),
dentro de la fraccién anormal, de espermatozoides inmaduros
(gota citoplasmdtica) (T:27,44+2,1 vs C: 18,51+8,6) y anorma-
lidades de la cola (T: 36,24+7,8 vs 31.73+9,1). No se observé
diferencias significativas (p<0,05) en los espermatozoides con
anormalidades de la cabeza (T: 23,48+6,2 vs C: 23,91+5,9)
y anormalidades de la pieza intermedia (T: 46,19+6,8 vs C:
50,59+6,5) (Fig. 2)

Anilisis Histolégico.- Se observé una severa alteracién
morfolégica producida en los tibulos seminiferos de ratones
tratados con ciclofosfamida 220 mg/kg por peso corporal,
entre estas alteraciones se puede mencionar una reduccién en
el didmetro del tibulo seminifero (Fig. 3A), pérdida parcial del
tejido intersticial y en el ndmero de células espermatogoniales
(Fig. 3C) con respecto a los controles (Figs. 3B, 3D).

Discusion

El presente estudio evalué si una sola dosis de CP (220 mg/

kg pc) produce algtin efecto negativo sobre la fisiologfa repro-

B
40 A ll

(%) 30 .

Pieza Cola Gota
intermedia citoplasmatica

Cabeza

Anormalidad morfoldgica

[ | Control NaCl 0,9% ] Ciclofosfamida 220 mg/kg pc

Figura 2. Efecto de la CP a una sola dosis sobre los diferentes
tipos de anormalidades morfolégicas del espermatozoide. pc: peso
corporal. Los valores son expresados como media + SD. *P<0.05 en
comparacion con el grupo control.
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Figura 3. Tubulos seminiferos de raton BalbC57 tratados con CP (220mg/kg pc) a una sola dosis: A (100X) y C (630X); Controles: B (100X)

y D (630X). Note la disminucion del tamafio de los tubulos (flecha).

ductiva, espermiacién y permanencia del espermatozoide en el
epididimo. Trasler et al. (1986) y Brinkwort y Nieschlag (2000)
utilizaron dosis de CP (5,1 mg/kg pc) por 9 y 11 semanas
respectivamente y Da et al. (2002) proporcioné 5,0 mg/kg pc
por 28 dias, sin observar modificaciones significativas respecto a
los pesos corporales y los pesos de drganos reproductivos como
testiculos y epididimos; sin embargo, Elangovan et al. (2006)
inyect6 una dosis més alta de CP (200 mg/kg pc) y observé
después de 7 dias una disminucién del peso corporal y pesos
de los testiculos y epididimos, concordando con los resultados
reportados en este trabajo inyectando una sola dosis de CP
(220 mg/kg pc) y evaluado al octavo dia (Tabla 1, p<0,05).

La disminucidn de los pesos corporales con una dosis alta
(CP=z 200 mg/kg) nos sugiere existirfa un efecto sistémico en
el individuo y que dosis menores durante tiempos prolongados
(Trasler et al. 1986, Brinkwort & Nieschlag 2000) serfan mds
adecuadas en los tratamientos antineopldsicos con CP. Los
testiculos, epididimos y préstata son érganos dependientes de
andrégenos (Trentacose et al. 2001). Cuando administramos
una dosis tinica de CP (220 mg/kg pc) observamos una dismi-
nucién significativa en los pesos de los testiculos y epididimos

por lo que concluimos que una inyeccién de CP a alta dosis
estarfa ejerciendo actividad antiandrogénica a nivel gonadal
o a nivel del eje hipotdlamo-hipéfisis, resultados observados
también con dosis menores continuas (Poblador et al. 1990,
Elangovan 2006, Resvanfar et al. 2008). El peso de los testicu-
los depende de la masa de las células madres espermatogénicas
(Katoh et al. 2002), por lo que CP (220 mg/kg pc) estaria
ejerciendo dano sobre las mismas (Fig. 3).

La espermatogénesis es un proceso altamente sincronizado
y dindmico que se lleva a cabo en los tdbulos seminiferos, en
los ratones este ciclo tiene una duracién de 35 dias (Oakberg
1956). El tiempo de evaluacién post CP en este estudio (7
dias) indica su accidn sobre la espermiacion y el transporte
en el epididimo (Pifia-Guzmdn et al. 2004). La inyeccién
tnica de CP ejerce efectos anti reproductivos, disminuyendo
los valores de movilidad y concentracién espermdtica. La
disminucién de la MP y el aumento de los espermatozoides
inmdéviles observados (Fig. 1) nos permite sugerir que CP
podria estar impidiendo la secrecién de factores proteicos en
el epididimo cuya funcién es completar la maduracién de los

espermatozoides (Bedford 1979).
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Dosis UNICA DE CICLOFOSFAMIDA DISMINUYE LA CALIDAD ESPERMATICA Y EL EPITELIO GERMINAL

No se observé aumento en la cantidad neta de espermato-
zoides anormales (Tabla 2, p<0,05) en consecuencia del breve
periodo de evaluacién de los espermatozoides post- inyeccién de
CP (7 dias), de esta manera se explica porqué la administracién
de CP con dosis de 6 mg/kg pc por 28 dias (Resvanfar et al.
2008) y 50 mg/kg pc por 35 dias (Arencibia et al. 2009, Valiente
etal. 2010) si incrementan el porcentaje de espermatozoides con
formas anormales. Sin embargo, observamos mayor cantidad de
espermatozoides con presencia de gota citoplasmatica, indicio
de inmadurez del espermatozoide (Fig. 2), fenémeno observado
en fuerte concordancia con el tiempo de evaluacién que abarca
la etapa de espermiacidn. El estres oxidativo inducido por CP
se traduce en el aumento de celulasapoptoticas (Elangovan et
al. 20006), este factor y el dafio al ADN durante el transito en
el epididimo pueden ser los responsables del incremento en el
porcentaje de espermatozoides inmaduros.

La concentracién espermdtica presenta una relacién directa
con la disminucién del peso testicular (Katoch et al. 2002) y la
apoptosis de las espermatogonias por accién de la CP disminuye
el nimero de espermatozoides (Brinkwort & Nieschlag 2000)
siendo esto confirmado en nuestro andlisis histolégico (Fig. 3C).
En nuestro estudio observamos una disminucidn significativa en
la concentracién espermdtica (Tabla 2, p<0,05), concordando con
los resultados de Valiente et al. (2010) y Elangovan et al. (2006)
quienes suministraron CP 50 mg/kg pc por 35 dfas y CP 200 mg/
kg pc una vez por semana durante 5 semanas, respectivamente.

Al realizar la histologfa de los testiculos se observé una reduc-
ciénen el didmetro de los tibulos seminiferos y en el niimerode
estratos de células germinales de los ratones tratados con CP,
siendo estos resultados similares a los obtenidos por Elangovanet
al. (2006), quienes demuestran que una dosis de CP a 200 mg/kg
pc en ratones una vez por semana durante cinco semanas presenta
el mismo dafio teniendo efectos sobre la espermatogénesis y la
fertilidad. Estas observaciones se deberian a los bajos niveles de
gonadotropinas y testosterona en el plasma sanguineo después
de la inyeccién de CP (Means 1975, Chowdhury 1979, Elan-
govan et al. 2006) concordando con el efecto antiandrogénico
que postulamos anteriormente para CP.

Basados en los resultados del presente estudio concluimos que
una dosis tinica de CP (220 mg/kg pc) altera la espermiacién y
permanencia en el epididimo disminuyendo la concentracién
y movilidad espermdtica y a su vez dafa el epitelio seminifero a
través de la disminucién del didmetro de los tibulos seminife-
ros y el nimero de estratos de células germinales de los ratones
tratados con CP. Hay que destacar que este es el primer estudio
que indica que una sola dosis de CP en alta concentracién causa
dafo a nivel de la calidad reproductiva y en consecuencia sobre
la fertilidad en ratones.
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