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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo demostrar los efectos téxicos de una sola dosis del pesticida érganofosforado
Malathion sobre la espermatogénesis de ratones jovenes. Para ello 50 ratones machos jovenes de 30 dias de edad de
la cepa Balb-C53 fueron repartidos aleatoriamente en dos grupos: uno experimental (E), que recibidé 1/3 de la DL50 del
Malathion comercial (Extrathion) diluido en aceite de maiz por via intraperitoneal, y otro Control (C) que recibié sélo
aceite de maiz por la misma via. Los ratones tratados y sus controles fueron sacrificados en grupos de 5 a los: 4, 8, 18,
28 y 40 dias después de una sola aplicacién del Malathion, y luego se midié el conteo y la morfologia espermatica. Des-
pués de la inyeccion del Malathion se observé disminucion del conteo espermatico a los 28 y 40 dias postexposicion (E:
458,00 y 519,80millones esp./ml vs C: 683,60 y 796,40millones esp./ml respectivamente, para un p£0,05) y aumento de
la teratozoospermia a los 4 y 8 dias postexposicion (E: 13,60y 8,40 % de esp. anormales vs C: 4,60 y 2,40 % de esp.
anormales respectivamente, para un p£0,05). En conclusion, la administracion de una sola dosis de Malathion por via
intraperitoneal, puede afectar la espermatogénesis de los ratones machos jovenes.

Palabras Clave: Infertilidad, Espermatogénesis, Organofosforado, Malathion.
ABSTRACT

The Present work aims at establishing the toxic effects on spermatogenesis of a single injection of the pesticide
Malathion in young mice. For it, 50 young male Balb-C53 mice of 30 days of age was distributed aleatorily in two groups:
Experimental (E) that received 1/3 de la LD50 of the commercial Malathion (Extrathion) diluted in corn oil injected intra-
peritoneally, and another Control (C) that only received corn oil for the same road. Treated mice and their controls were
sacrificed in groups of 5 at: 4, 8, 18, 28 and 40 days after injection of the Malathion, for then to measure the count and
morphology spermatic. After the injection of the Malathion was observed decrease of the spermatic count at 28 and 40
days postinjection (E: 458,00 and 519,80millons esp./ml vs C: 683,60 y 796,40millons esp./ml respectively, p£0,05) and
increase of the teratozoospermia at 4 and 8 days postinjection (E: 13,60y 8,40 % de esp. abnormal vs C: 4,60y 2,40 %
de esp. abnormal respectively, p£0,05). In conclusion the administration of a single dose of Malathion intraperitoneally it

can affect the spermatogenesis of the young male mice.
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INTRODUCCION

Estudios preliminares, indican que los
organofosforados podrian tener efec-
tos gonadotoxicos sobre el testiculo y
en virtud a ello producirian un des-
censo en la calidad del semen de
ciertos animales y del hombre. Esto
debido principalmente a su accién
del1egérea sobre la espermatogéne-
sis

La espermatogénesis es un proceso
de desarrollo y maduracién, contintio
y largo, de las células germinales de-
ntro de los tlbulos seminiferos. En el
ratén adulto este proceso, tiene una
duracion de 34 a 35 dias®*.

Como se sabe, el efecto téxico princi-
pal de los agropesticidas 6rganofosfo-
rados consiste en bloquear irreversi-
blemente la enzima acetilcolinestera-
sa en varios tejidos, lo que genera
sintomas de hiperactividad parasim-

patico®.

Ademas de este efecto toxico agudo,
los o6rganofosforados tienen también
propiedades genotoxicas y citotoxi-
cas, gracias a que son agentes alqui-
lantes con capacidad para alterar el
normal ensamblaje de las proteinas y
el ADN celular'®'. Este efecto seria
el causante del descenso de la cuen-
ta de espermatozoides y la alta tera-
tozoospermia de los animales
(ratones) expuestos a Parathion o
Malathion>*.

Motivados por estos antecedentes, y
el gran uso de los érganofosforados
en la zona de estudio, se planifico y
realizo el presente trabajo experimen-
tal en ratones, con el objetivo de de-
terminar los efectos gonadotdxicos
del Malathion sobre la espermatogée-
nesis de ratones jévenes.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de Experimentacion: En el
estudio se utilizaron 50 ratones ma-
chos jovenes, de 30 dias de edad y
de 30 a 40 gramos de peso de la Ce-
pa Balb-C53. Estos fueron alojados
en un ambiente a una temperatura
promedio de 18 a 20°C, alimentados
con pelotillas comerciales y agua a
voluntad; guardando un foto periodo
de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Agente Quimico: Como agente agro-
pesticida érganosfosforado, se uso
Malathion comercial (Extrathion 57%
E.C de FARMAGRO S.A), a una
concentracion de 623g/L de Malat-
hion, 26g/L de compuestos relaciona-
dos, 330g/L de solventes y 85g/L de
emulsificantes.

Disefio Estudio: La DL50 del Malat-
hion comercial para administracion
intraperitoneal fue determinada por el
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método de Reed-Muench usando 5
dosis diferentes para cada grupo de 7
animales cada uno. La DL50 hallada
fue 793,8mg/kg de peso corporal.

Posteriormente se realizdé un estudio
a doble ciego, de dos grupos aleato-
rios, con observaciones después de
la aplicacion del tratamiento. En este
experimento, Malathion comercial
(623mg/ml) fue diluido en aceite de
maiz, e inyectado intraperitonealmen-
te a los ratones del grupo experimen-
tal (E), usando una sola dosis equiva-
lente al 1/3 de la DL50. Los controles
(C) fueron inyectados con el mismo
volumen de aceite de maiz.

Los animales, del grupo experimental
y sus controles, se sacrificaron en
grupos de 5, a los: 4, 8, 18, 28 y 40
dias postaplicacion intraperitoneal, y
luego se realizaron las observaciones
pertinentes. Dichos intervalos de
tiempo se estimaron con ayuda del
Programa Stages Ver.1.4.

Proceso de Captacion de Informa-
cién: Luego del sacrificio de los rato-
nes, se procedi6 a la diseccién de los
testiculos, con el fin de extraer las
colas de los epididimos, estas se co-
locaron en una Placa Petri con 2ml de
solucion de NaCl al 0,9% durante 24
horas a 4 °C. Las colas de los epididi-
mos fueron fragmentadas en dichas
placas tratando de lograr una suspen-
sibn homogénea.

Conteo Espermatico: De la suspen-
sién, se tomaron alicuotas que se
colocaron en una camara de Neu-
bauer hemocitométrica, donde se
realizé el conteo espermatico siguien-
do los procedimientos de conteo de
globulos rojos, calculandose el nime-
ro de espermatozoides por mililitro de
suspension. Sélo se contaron esper-
matozoides con cola y los resultados
fueron expresados como millones de
espermatozoides por mililitro de sus-
pensién (millones de esp./ml).

Morfologia Espermatica: Para la
observacion de la morfologia de los
espermatozoides, se tomaron alicuo-
tas de la suspensién de las colas de
los epididimos; estas se fijaron en
formalina neutral, para luego ser ex-
tendidas en una lamina portaobjetos,
secadas al aire y después coloreadas
con hematoxilina-eosina. El examen
se realizé con un microscopio 6ptico,
con un aumento de 1000X, siguiendo
las técnicas microscopicas tradiciona-
les. Se examinaron 100 espermato-
zoides por cada muestra, clasifican-

Tabla 1: Efectos del Malathion Sobre la Espermatogénesis de Ratones Machos Jovenes de la Cepa Balb-C53, Seglin
Conteo de Espermatozoides e Intervalos de Sacrificio Postinyeccion. FMH-DAC. UNICA. Ica. 2003.

I e Conteo espermatico (millones/ml) ANOVA Significacion
ntervalos de sacrificio -
(dias) Exper‘lmental antrol F »
Media+DS Media+DS

4 374,80+94,25 365,60+173,45 0,01 0,92

8 406,20+90,36 349,60+181,19 0,39 0,55

18 552,20+95,16 633,20+276,00 0,39 0,55

28 458,00+£114,34 683,60+142,67 7,61 0,03

40 519,80+102,72 796,40+226,91 6,17 0,04
dolos segun las alteraciones morfolé6- RESULTADOS

gicas observadas, al compararlos con
un modelo pre-establecido de norma-
lidad. En este trabajo se considero
como teratozoospermia a cualquier
anormalidad de la cola, cabeza o seg-
mento intermedio de un espermato-
zoide. La cuenta de espermatozoides
anormales fue expresada en nimero
de células por 100 espermatozoides
observados (% esp. anormales).

Anadlisis Estadistico: Una vez reco-
lectada la informacion de cada uno
de los experimentos, en fichas espe-
cialmente disefiadas, sin considerar
aun su categoria como grupo experi-
mental o control; y teniendo todas las
pruebas depuradas, se procedi6 a la
identificacion de los resultados de los
diferentes ratones como correspon-
dientes a los dos grupos de estudio.
Los datos fueron transferidos a una
base de datos elaborada el programa
SPSS Ver. 10.0 para Windows; con
el que fueron procesados y analiza-
dos.

El analisis univariado consistid en
calcular las medias y desviaciones
estandar del conteo espermatico y del
nuamero de espermatozoides. El anali-
sis bivariado consisti6 en comparar
las medias de las mediciones efec-
tuadas en ambos grupos, para cada
intervalo de sacrificio, mediante el
modelo matematico ANOVA; cum-
pliendo los criterios de aleatoriedad,
normalidad y homogeneidad de va-
rianzas. En todas las comparaciones
se considerd como significativa una
p=<0,05. Para la mejor comprensién
de los resultados se elaboraron tablas
y figuras que permitieron observar las
diferencias de las medias de ambos
grupos por periodos de sacrificio.

En este estudio, se encontré que la
media del conteo de espermatozoides
del epididimo aumentd con la edad
en los dos grupos. El conteo esper-
matico de los ratones tratados con
Malathion fue ligeramente mayor a
los 4 y 8 dias postinyeccion; en cam-
bio, en los siguientes intervalos de
sacrificio éste, fue siempre inferior al
del grupo control. Existiendo diferen-
cias significativas, entre ambos gru-
pos, solo a los 28 y 40 dias postexpo-
sicién intraperitoneal al Malathion (E:
458,00 y 519,80millones esp./ml vs C:
683,60 y 796,40millones esp./ml res-
pectivamente, para un p£0,05) [Tabla
1].

La media del porcentaje de esperma-
tozoides anormales fue mayor en el
grupo experimental en todos los inter-
valos de sacrificio; sin embargo, las
diferencias fueron significativas, sélo
a los 4 y 8 dias postaplicacion intra-
peritoneal del Malathion (E: 13,60 y
8,40 % de esp. anormales vs C: 4,60
y 2,40 % de esp. anormales respecti-
vamente, para un p£0,05). También
se observd, que en ambos grupos, a
los 8 y 18 dias hubo una caida de la
teratozoospermia con recuperacién
en los posteriores periodos [Tabla 2].

DISCUSION

Esta investigacién estudia el efecto
de una sola dosis intraperitoneal, del
agropesticida 6rganofosforado Malat-
hion, sobre la espermatogénesis de
ratones machos jovenes de la cepa
Balb-C53 de 30 dias de edad. Es ne-
cesario indicar que en los ratones, la
espermatogénesis comienza después

Tabla 2: Efectos del Malathion Sobre la Espermatogénesis de Ratones Machos Jovenes de la Cepa Balb-C53, Seglin
Porcentaje de Espermatozoides Anormales e Intervalos de Sacrificio Postinyeccion. FMH-DAC. UNICA. Ica. 2003.

e % de espermatozoides anormales ANOVA Significacion
Intervalos de sacrificio -
(dias) Exper‘lmemal antrol F »
Media+DS Media+DS
4 13,60+2,97 4,60+2,30 28,72 0,001
8 8,40+4,34 2,40+2,51 7,17 0,03
18 4,60+3,97 2,80+2,77 0,69 0,43
28 10,80+8,35 6,00+3,54 1,40 0,27
40 12,20+7,66 8,60+5,22 0,75 0,41
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del nacimiento y a los 28 dias esta
cualitativamente terminada pero no
cuantitativamente completa.

Los resultados del presente estudio
sugieren que la administracion de
Malathion afecta el conteo espermati-
co, al observar un menor nidmero de
espermatozoides en el grupo experi-
mental a los 28 y 40 dias postinyec-
cion intraperitoneal. Similares resulta-
dos fueron encontrados por Sobarzo
et al.° y Bustos-Obregén', en ratones
inmaduros y adultos respectivamente,
tratados con Parathion. La disminu-
cion del numero de espermatozoides
en los ratones expuestos a Malathion,
podria explicarse por la accién que
ejercen los 6rganofosforados sobre el
ADN, ocasionando microdelecciones
y mutaciones en genes que controlan
la espermatogénesis. Por otro lado,
Contreras y Bustos-Obregon® obser-
varon que ratones adultos, expuestos
a Malathion, presentaban conteos

espermaticos altos asociados a una
alta teratozoospermia. Este efecto no
se observd en nuestro estudio.

De acuerdo a los resultados, Malat-
hion podria afectar la morfologia de
los espermatozoides, al observarse
un mayor porcentaje de anormalida-
des espermaticas (teratozoospermia),
en el grupo experimental, alos 4 y 8
dias postexposicién. Otros investiga-
dores’*® encuentran similares efectos
en ratones puberes y adultos expues-
tos a Parathion, Malathion y otros
pesticidas  6rganoclorados. Los
hallazgos, se podrian explicar por los
efectos citotdxicos de los 6rganofos-
forados, que interfieren con la diferen-
ciacion y proliferacién de las células
espermatogénicas, produciendo alte-
racion de la morfologia espermatica.
Las evidencias que apoyan esta ase-
veracion, muestran los efectos geno-
toxicos de los 6rganofosforados sobre
el ADN de los precursores espermati-

cos®' y sus acciones alquilantes
sobre el ensamblaje de las proteinas
flagelares de los espermatozoides®®.

Las propiedades del Malathion para
afectar los parametros antes descri-
tos, podrian sentar las bases de los
efectos gonadotoxicos de los pestici-
das érganofosforados sobre la esper-
matogénesis de ratones jévenes; sin
embargo, es necesario realizar otros
estudios a nivel celular y molecular
para corroborar estas propiedades.

CONCLUSION

El Malathion en una sola dosis intra-
peritoneal, puede afectar la esperma-
togénesis de ratones jovenes de la
cepa Balb-C53, produciendo disminu-
cién del conteo espermatico y au-
mento del nimero de espermatozoi-
des anormales.
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