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Resumen

Busulfan es un agente alquilante bifuncional tipo-éster, que interfiere con la replicacion del ADN.
Dosis elevadas de este compuesto son aplicadas antes de los transplantes de médula 6sea y de
células germinales, sin embargo no han sido cuantificados el dafio ni la recuperacion del sistema
reproductor. Para cuantificar la recuperacion del efecto en la espermatogénesis, se usaron ratones
de la cepa Balb C, a los que se les inyect6 Busulfan intraperitonealmente, 40 mg/kg de peso corporal,
y se evalud el peso testicular y la concentracion espermatica en cola de epididimo, a los 30, 54 y 72
dias y se realizaron cortes histolégicos de testiculo. Los resultados fueron analizados con la prueba
U Mann-Whitney p>0.05. A los 30 dias el peso testicular, la concentracion espermatica y el diametro de
los tubulos seminiferos presentaron una drastica reduccion del 77,8%, 97,9% y 34,3% respectiva-
mente, comparados con el grupo control. A los 54 dias, el peso testicular y el diametro testicular
muestran una recuperacion del 70%. A los 72 dias, la recuperacion es completa en los parametros
evaluados. Por lo tanto, Busulfan aplicado en una sola dosis afecta significativamente la
espermatogénesis en el ratén y se logra la recuperacion completa en dos ciclos espermaticos.
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Abstract

The DNA replication is disrupted by Busulfan which is a bifunctional alquilant as an ester agent.
High dose of this compound are applied before transplants of bone marrow and germ cells. However
quantification of the damage to the reproductive system and its recovery have not been established.
The aim of this study was to quantify both spermatogenesis and spermiogenesis recovery in mice
from damage caused by an injection of Busulfan. We used Balb C mice which were evaluated 30, 54
and 72 days after the intraperitoneal injection of 40 mg/kg body weight. We took the following variables:
testicular weight, spermatic concentration in epididimus line and histological cuts to measure the
diameter of the seminiferous tubules. Results were analyzed with the test U Mann-Whitney p>0.05. By
day 30, testicular weight, spermatic concentration and diameter of the seminiferous tubules were
reduced to 77,8%, 97,9% and 34,3% respectively compared to the controls. At day 54, testicular weight
and diameter of the seminiferous tubules showed a recovery of 70%. Recovery was complete by day
72. Therefore Busulfan applied in a sigle dose, affects significantly spermatogenesis and the completed
recovery takes two spermatic cycles in mice.
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Introduccion

La espermatogénesis, es un proceso efi-
ciente e importante para la continuacion de
las especies, una de sus caracteristicas es que
tiene una gran resistencia al dafio. Este even-
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to tiene lugar en los tibulos seminiferos, que
miden aproximadamente 200 pm de diametro
en raton y se estima que existen de 15 a 20
tibulos seminiferos en cada testiculo, con una
longitud total de 2 metros. Dentro de los
tubulos seminiferos las células germinales es-
tan asociadas en una arquitectura altamente
organizada y preestablecida. Existen tres prin-
cipales fases en la espermatogénesis: En la
primera, fase mitotica, la espermatogonia pro-
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lifera para incrementar en nimero y genera
espermatocitos primarios. La segunda fase es
la meiosis en la que los espermatocitos prima-
rios experimentan la recombinacion de la in-
formacion genética y genera espermatides.
La tercera fase es conocida como
espermiogénesis, donde complicados procesos
de diferenciacion resultan en la morfologia
caracteristica especie-especifico (Monesi,
1982). Estas células en conjunto son llamadas
células de la linea espermatogénica. En rato-
nes un ciclo espermatico completo dura 35 dias
(Franca, 1998). El proceso de
espermatogénesis es muy productivo, donde
tedricamente una espermatogonia es capaz de
producir 4096 espermatozoides maduros en
ratas (Russel, 1990). Durante el proceso de
desarrollo, las células de la linea
espermatogénica son mantenidas por las cé-
lulas de Sertoli, que responden a muchos fac-
tores como la hormona foliculo estimulante
(FSH), luteinizante (LH) y androgenos
(Monesi, 1982).

Busulfan, 1,4-butanodiol dimetanosulfonato,
es un agente alquilante bifuncional tipo ester
que reacciona con el nitrégeno en posicion 7
de la guanina e interfiere con la replicacion y
transcripcion del DNA, permitiendo uniones
cruzadas de las cadenas de DNA. Ademas
ejerce un mayor efecto mielosupresor en las
c¢lulas mieloides que el observado sobre las
células linfoides. Esta relativa especificidad ha
hecho que sea utilizado como agente
antineoplasico. Altas dosis de este compuesto
son usados en transplantes autologos y
alogénicos de médula 6sea, causando una su-
presion severa de las células madres

hematopoyéticas (Chan, 2000). El promedio
de recuperacion del nimero de neutréfilos lue-
go de tratamiento con altas dosis empieza a
los 19 dias; la recuperacion del niumero pro-
medio de plaquetas es en el dia 30 (Jopling &
Rosendaal, 2001). En el presente estudio se
cuantifico la recuperacion del dafio causado
por Busulfan en dosis Unica sobre la
espermatogénesis en raton.

Material y métodos
Animales y tratamiento

Se utilizaron ratones de la cepa Balb C, de
cuatro semanas de edad, con un peso prome-
dio entre 17 y 22 g al inicio del tratamiento.
Los animales fueron mantenidos con un
fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad, ali-
mentados con dieta balanceada para anima-
les (Purina-Pert) y agua ad libitium. Se uti-
lizaron 30 ratones, los cuales se dividieron en
3 grupos con su respectivo grupo control, los
que se evaluaron a los 30, 54 y 72 dias poste-
rior a la inyeccion intraperitoneal de Busulfan
(Myleran, Glaxo Wellcome Inc.) 40 mg/kg de
peso corporal de raton el cual fue diluido en
proporciéon 1:1 con DMSO (Backer) y agua
destilada (Ogawa, 1997). Posteriormente se
sacrificaron por dislocacion cervical analizan-
dose los siguientes parametros: peso testicular,
concentracion espermatica en cola de
epididimo, y cortes histologicos de testiculo de
8 pm coloreados con Hematoxilina y Eosina
Y (H&E). El diametro de los tubulos
seminiferos fue determinado mediante un ocu-
lar micrométrico y se cuantificaron para ello
100 tabulos seminiferos por cada individuo
(Gonzales, 1992).

Tabla 1. Valores promedio de los parametros analizados a los 30, 54 y 72 dias después de
administrada una dosis de Busulfan (40 mg/kg de peso corporal de ratén)

Peso Testicular (g) Diadmetro de Tabulo Concentracion
Seminifero (Um) Espermatica (esp/ml)
Media * DS Media * DS Media * DS
Control * 0,1332 £ 0,0068 184,47 £ 21,26 4,7 x 108+ 2,1 x 107
30 dias 0,0300 + 0,00578 121,57 + 16,458 1,7 x 107+ 2,6 x 10%
54 dias 0,0890 + 0,00598 186,57 + 38,55 2,9 x10%+ 6,4 x 107
72 dias 0,1340 + 0,0087 214,03 £ 37,06 3,5 x 108+ 4,3 x 107

142

Rev. peru. biol. 12(1): 141-144 (2005)



Recuperacion del epitelio germinal de ratones tratados con busulfan

Figura 1. Cortes Histologicos coloreados con H&E. (A) Morfologia del Epitelio Germinal Mascu-

lino a 30 dias post-inyeccion de Busulfan, 400X. (B) 54 dias post-inyeccion, 250X. (C) Epitelio a
los 72 dias post-inyeccion, 630 X, demuestra una recuperacion de la linea celular espermatica

respecto al control (D),400X.
Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados con la prueba
de U Mann-Whitney p>0,05, usando el SPSS
11,0 para Windows. Los resultados son repor-
tados con la media y desviacion estandar (DS).

Resultados

A los 30 dias de la aplicacion de la dosis
unica de Busulfan se observa una reduccion
significativa en los parametros cuantificados
respecto al grupo control y también respecto
a los dias evaluados posteriormente. Los
parametros evaluados muestran una recupe-
racion gradual a los 54 y 72 dias (Tabla 1).

Del total de tiibulos seminiferos analizados
alos 30 dias post-inyeccion, en el 83,7% solo
se encontraron espermatogonias del tipo A 'y
B, enel 12,5% se evidencia el desarrollo de la
espermatogénesis hasta espermatocitos pri-
marios y en el 3,8% de tubulos no se observan
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espermatogonias. Las células mioides, ubica-
das en la base de los tubulos seminiferos, se
muestran intactas al igual que el nimero de
células de Sertoli presentes en los tiibulos
seminiferos (Figura 1A). A los 54 dias post-
inyeccion, en la morfologia del epitelio germinal
masculino se observa un desarrollo de los di-
ferentes tipos celulares presentes (Figura 1B).
A los 72 dias post-inyeccion se evidencia una
morfologia similar respecto al grupo control
(Figura 1Cy 1D).
Discusion

Busulfan es absorbido por el tracto
gastrointestinal, metabolizado exclusivamente
en el higado y excretado en la orina como aci-
do metanosulfonico. En altas dosis causa una
severa supresion de las células de médula osea,

causando una prolongada mielosupresion afec-
tando directamente las células con alto indice
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mitdtico (Jopling y Rosendaal, 2001; Check et
al., 2000). En nuestro estudio una simple dosis
de Busulfan en ratones afectaria también a
las espermatogonias en el sistema reproductor
masculino. Sin embargo, en los datos encon-
trados este efecto se veria revertido. Para el
caso de la concentracion espermatica en cola
de epididimo se demuestra una tendencia a la
recuperacion de manera progresiva, al com-
parar la evidencia morfoldgica con la
histoldgica a los 72 dias en testiculo (ver figu-
ra 1C) se evidencia una recuperacion total
respecto al control; sin embargo la concentra-
cion en la cola del epididimo no es la espera-
da, probablemente debido a que los
espermatozoides formados en el segundo ci-
clo espermatico llegarian al epididimo después
de los 72 dias.

En trabajos publicados usando como mo-
delo ratas, las cuales son tratadas con dos dosis
de Busulfan, las espermatogonias pueden so-
brevivir interactuando con la ldmina basal y la
porcion basal de las células de Sertoli experi-
mentando divisiones simétricas y asimétricas
y diferenciacion asincronica, resultando en el
reestablecimiento de la espermatogénesis
(Fang-Xu, 1998), estos resultados son
concordantes con los obtenidos en nuestros
estudio.

Por tanto, Busulfan aplicado en una sola
dosis afecta significativamente la
espermatogénesis en raton, lograndose la re-
cuperaciéon completa en dos ciclos
espermaticos.
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