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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia el efecto del pesticida organofosforado Stermin 600 SL en el
tejido testicular de ratas albinas. Fueron utilizados 20 ejemplares sexualmente maduros de
Rattus albinus, estableciéndose un grupo control y 4 tratamientos. Las dosis correspondieron a
1.25, 2.50, 3.75, y 5.0 mg de Stermin 600 SL por kilogramo de peso.

Se evalué en los ejemplares la morfologia del tejido y parametros seminales: ESC (Conteo
espermatico epididimal), ESV (Viabilidad espermatica - necrospermia), morfologia espermatica e
indice de teratozoospermia, a los 8, 16, 35 y 40 dias post tratamiento.

De los parametros seminales evaluados, el ESC disminuyé en relacién con la concentracién de
dosis y dias post tratamiento, encontrandose una recuperacién ligera a los 40 dias. El ESV
resulto ser mayor a dosis de tratamiento mayor, produciéndose una disminucién de la
viabilidad espermatica con relacion al control. El indice de teratozoospermia mostré ser mayor
para el flagelo; y del andlisis en el tejido testicular, fueron encontradas lesiones y reduccion en

los diametros tubulares.

De la evaluacién semicuantitativa de los espermatozoides y de la histologia testicular en el
control y tratamientos se concluye, que existe un evidente dafio en el tejido testicular y sus
productos. Se correlaciona directamente los resultados del estudio espermatico con la

evidencia histoldgica donde fundamentalmente la espermatocitogénesis se encuentra alterada.

Palabras Clave: O,S — dimetil fosforamidotioato; Stermin, Tamaron; Monitor; organofosforado;

pesticidas; morfologia espermatica anormal, espermatogénesis; teratozoospermia, rata.
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ABSTRACT

In this study we examined the toxic effect of organophosphorate pesticide Stermin 600 SL in
testicular tissue of albino rats. 20 sexually mature specimens of Rattus albinus were used,
establishing a control group and 4 treatments. The doses corresponded at 1.25, 2.50, 3.75, and

5.0 mg. of Stermin 600 SL for kilogram of weight.

It was evaluated the seminal parameters: Epididymal sperm count (ESC), epididymal sperm
viability (ESV), the sperm morphology, the sperm teratozoospermia index, at the 8, 16, 35 and

40 days post treatment, and the effect on testis histopathology.

Of the evaluated seminal parameters, the ESC diminished in relation to the dose concentration
and days post treatment, being a slight recovery to the 40 days. The ESV turns out to be bigger
to dose of more treatment, taking place a decrease of the spermatic viability in relation to the
control. The teratozoospermia index showed to be bigger for the tail; and of the analysis in

testicular tissue, they were opposing lesions and reduction in the tubular diameters.

Of the semicuantitative evaluation of the sperms and effect on histology testicular in the control
and treatments we conclude that an evident damage exists in the testicular tissue and its
products. It is correlated the results of the spermatic study directly with the histologycal

evidence where fundamentally the espermatocitogenesis is altered.

Keywords: 0O,S - dimethyl phosphoramidothiolate; methamidophos; tamaron; monitor;
organophosphates;  pesticides;  abnormal  sperm  morphology;  spermatogenesis;

teratozoospermia, mouse.
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INTRODUCCION

Cada afio cerca de 400 billones de toneladas de productos téxicos quimicos son fabricados, en
Estados Unidos por ejemplo cerca de 1.20 billones de toneladas de pesticidas son usados
anualmente por la industria, el gobierno y propietarios de viviendas. En el afio 2001, en todo el
mundo los gastos por pesticidas ascendieron a mas de 32 mil millones de doélares y los
herbicidas representan el 40% del total, seguido por insecticidas, fungicidas y otros tipos de
pesticidas. El uso generalizado de pesticidas y otros productos quimicos en nuestro suministro
de alimentos y otros cultivos es una amenaza potencial constante para la salud y el sustento
econdmico de millones de personas en el mundo entero, ya que los pesticidas pueden tener un

efecto a largo plazo en los trabajadores y sus familias.*

El acefato es un pesticida organofosforado que se ha utilizado ampliamente para controlar
insectos y plagas en los campos agricolas durante décadas, sin embargo, su uso ha sido
particularmente restringido en muchos paises debido a su producto intermedio toxico, el
metamidofos, que produce inactivacion enzimatica por fosforilacion de los residuos de serina
de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE); ejerciendo una alta toxicidad no
solo a través de la inhibicion persistente de la AChE sino también a través de la accion

blogueante compleja de los receptores neuronales de la acetil colina nicotinico.?

El uso excesivo de acefato y metamidofos puede provocar un aumento en los niveles de
azucar en la sangre, alteracion del metabolismo, dafios en el DNA y cancer en ratas, también
estos dos quimicos alteran el metabolismo de la glucosa en ratas prefiadas y lactantes y
predisponen a su descendencia a desarrollar diabetes tipo 2 en la edad adulta. El metamidofos
puede causar lesiones en los testiculos y el epididimo, caracterizadas por obstruccion de la
espermatogénesis en los testiculos y edema severo en el epididimo respectivamente; asi
como también puede causar dafio al DNA en diferentes etapas de la espermatogénesis y
reducir la calidad del esperma en ratones a través de la respuesta acrosémica y la evaluacion

de la capacidad de fertilizacion.?

El hecho de que la exposicion laboral a pesticidas podria disminuir o destruir la fertilidad de los
trabajadores ha generado preocupacion sobre los efectos de sustancias peligrosas en la salud
reproductiva de los hombres y en otros animales. El clorpirifos, por ejemplo, es un pesticida
organofosforado ampliamente utilizado en todo el mundo y se ha informado que esta
relacionado con deformaciones genitales masculinas y femeninas, asi como también se ha
descubierto que produce dafios en la estructura productora de semen en los testiculos de la

rata afectando la morfologia de los espermatozoides, asi como los niveles de testosterona.®
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En este contexto en la presente investigacion se formulo la interrogante ¢ Existe dafio testicular
en el tejido y productos de la gbnada masculina de ratas albinas bajo la influencia de Stermin
600 SL a dosis decrecientes de LDsp? Se plante6 como objetivo general “evaluar los grados de
toxicidad que produce el pesticida Stermin 600 SL aplicado en el peritoneo de Ratas
mantenidas bajo condiciones de Laboratorio” y como objetivos especificos, 1. “Determinar las
concentraciones toxicas del plaguicida Stermin 600 SL”, 2. “ldentificar el efecto tdxico
generado por Stermin 600 SL en las células espermaticas de la rata”, 3. “Evaluar la morfologia
del espermatozoide y su relacién con las concentraciones del ensayo”, 4. “Determinar la
variacion de los parametros seminales referidos a: conteos espermaticos del epididimo (ESC)
y viabilidad de células espermaticas (ESV)” y 5. “Determinar el indice de teratozoospermia por

medio de la evaluacion morfolégica de espermatozoides en microscopia Optica”.
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CAPITULO I. DISENO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

El metamidofos es un insecticida, acaricida y avicida organofosforado residual altamente
activo, sistémico, con accién de contacto y estomacal. Su modo de accién en insectos y
mamiferos consiste en disminuir la actividad de una enzima importante para la funcién del
sistema nervioso llamada acetilcolinesterasa, que es esencial en la transmisién normal de
los impulsos nerviosos. EI metamidofos es un potente inhibidor de la acetilcolinesterasa y
es eficaz contra insectos masticadores y chupadores y se utiliza para controlar pulgones,
escarabajos pulgas, gusanos, moscas blancas, trips, garfios, escarabajos de la patata de
Colorado, gusanos tubicolas de la patata, gusanos soldados, acaros, saltahojas y muchos
otros. Los usos agricolas incluyen brdcoli, Coles de Bruselas, coliflor, uvas, apio,
remolacha azucarera, algodon, tabaco y patatas. Se utiliza en el extranjero para muchas

hortalizas, lipulo, maiz, melocotones y otros cultivos.!

La exposicion a largo plazo del metamidofos en organismos no objetivo tiene como
resultado efectos venenosos graves, lo que ha despertado la preocupacion publica y la
demanda de la eliminacion de estos contaminantes del medio ambiente. Los compuestos
organofosforados (OP) son uno de los pesticidas mas utilizados debido a su amplio
espectro, especificidad y alta eficiencia frente a insectos y plagas. EI metamidofos es el
mas comun y eficiente que se utiliza para el control de plagas en la agricultura. En la
actualidad, el metamidofos se ha convertido en un foco de preocupacion publica debido a

los efectos nocivos de la exposicion a pesticidas en invertebrados, mamiferos y humanos.?

La prueba basica para determinar la toxicidad aguda relativa de los productos quimicos
para los animales es la determinacion de LDso. Los valores de LDso orales para plaguicidas
estan generalmente disponibles. Sin embargo, se reconoce que el valor de un compuesto
dado puede variar no solo para diferentes especies, sino también para diferentes cepas e
incluso para diferentes laboratorios. Se necesitan valores estrictamente comparables
determinados en condiciones tan similares como sea posible. Ademas, con frecuencia se

carece de informacién sobre la toxicidad cutanea aguda de los plaguicidas.*

El uso de organofosforados ha estimulado la investigacion sobre la posible existencia de
efectos relacionados con su actividad toxica para la reproduccion. Se realizé un estudio
para evaluar los efectos del Clorpirifos en los testiculos, el principal 6rgano de
reproducciéon masculina. Clorpirifos a niveles de dosis de 7,5, 12,5y 17,5 mg / kg peso /
dia se administr6 por via oral a ratas macho de la cepa Wistar durante 30 dias para

evaluar las alteraciones toxicas en la histologia testicular, bioquimica, dinamica de los
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espermatozoides y niveles de testosterona. El examen histopatologico de los testiculos
mostr6 cambios degenerativos de leves a severos en los tubulos seminiferos a varios
niveles de dosis. Se concluye que el Clorpirifos induce un dafio testicular severo y da
como resultado una reduccién en el recuento de espermatozoides y, por lo tanto, afecta la
fertilidad. Se sabe que los pequefios cambios en el recuento de espermatozoides tienen

efectos adversos sobre la fertilidad humana.?

El metamidofos (MET) tiene efectos sobre la reproduccion masculina, incluida la
disminucion de la fertilidad. Se evaluaron los efectos de MET sobre la calidad del esperma,
la fertilizacion y la integridad del ADN, explorando la sensibilidad de las diferentes etapas
de la espermatogénesis. Los ratones macho adultos recibieron MET (3,75 0 5 mg / kg de
peso corporal / ip / dia / 4 dias) y se sacrificaron 1, 28 o 45 dias después del tratamiento
(dpt) para evaluar los efectos de MET sobre la maduracion del epididimo, la meiosis o la
mitosis, respectivamente. En 1-dpt, MET inhibi6 la AChE (43 a 57%) y aumenté las células
anormales (6%). Mientras que a los 28 y 45 dpt, la espermotilidad y la viabilidad se
redujeron significativamente con un aumento de la dosis de MET, y la morfologia anormal
aument6é a 5 mg / kg / dia / 4 dias. Los datos sugieren que la meiosis y la mitosis son las
etapas mas sensibles de la espermatogénesis para la toxicidad reproductiva MET en

comparacioén con la maduracién del epididimo.®

Se examinaron 22 pesticidas in vitro para determinar sus efectos sobre los hepatocitos, las
mitocondrias y las microsomas aisladas de ratas macho. Doce pesticidas reducen
sulfhidrilo no proteico (NPSH) contenido en hepatocitos a menos del 80% del control a una
concentracion de 102 M. Se consider6 que la hepatotoxicidad de la triclamida estaba
asociada con sus efectos adversos directos sobre la produccion de energia mitocondrial,
ya que desacoplaba la respiracién mitocondrial aislada a 10°® M y agotaba el contenido de
ATP celular antes de la muerte celular. Por el contrario, la hepatotoxicidad inducida por
clorotalonil y ziram parecia estar relacionada con sus efectos de deplecion sobre los
sulfhidrilos celulares, ya que la adicion del compuesto tiol ditiotreitol a la mezcla de
incubacién de hepatocitos protegia las células. Con respecto a la respiracién mitocondrial
aislada, cuatro pesticidas inhibieron las tasas de respiracion del estado 3 y/o el estado 4
en 102 — 10* M, mientras que siete pesticidas desacoplaron la respiracion del estado 4 en
103 -10°%M.0

Cinco insecticidas, a saber; abamectina, carbosulfan, fenpropatrin, metomilo y profenofos
se administraron mediante gavages a ratas albinas macho. Estos insecticidas se
administraron diariamente durante 28 dias con dosis iguales a 1/20 DLsp, ya sea
individualmente o en una mezcla de todos los insecticidas juntos. El estudio revelo

disminuciones significativas en el peso corporal y renal, mientras que aumento el peso del



16

higado en todos los tratamientos. La mayoria de los tratamientos indujeron elevaciones
significativas en la alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
séricas, mientras que causaron disminuciones en las actividades de la acetilcolinesterasa
(AChE). En ratas tratadas con la mezcla se observaron encogimiento en la cipsula de
Bowman y cambios degenerativos del epitelio que recubre los tabulos renales. Ademas, se
observaron cambios necréticos asociados con la descamacion de los tabulos que recubren

el epitelio en ratas tratadas con la mezcla de fenpropatrin y metomilo.’

La Oficina de Programas de Plaguicidas (OPP) de la Agencia de Proteccibn Ambiental ha
desarrollado un protocolo estandar para evaluar la penetracién dérmica de plaguicidas en
la rata. Este protocolo se formalizé en 1994 como una guia para los estudios de absorcion
dérmica de plaguicidas. Hasta la fecha, se han presentado a la OPP mas de 263 estudios
sobre la absorcion dérmica de mas de 160 plaguicidas quimicos como parte de los
procesos de registro de plaguicidas y evaluacion de riesgos. La mayoria de estos estudios
se han realizado de acuerdo con el protocolo estdndar OPP en ratas. Estos estudios
constituyen la base de datos mas grande que existe sobre la absorcion dérmica de una
amplia variedad de sustancias quimicas que utilizan un protocolo estandar. A partir de este
protocolo estandar es posible describir, cuantitativamente con dosis y tiempo, la entrada
de una sustancia quimica y la penetracién a través de la epidermis de los mamiferos en la
circulacion sistémica, su concentracion en sangre y en el cuerpo, y su excrecién en orina y

heces.?

El plaguicida organofosforado clorpirifos (CPF) inhibe la acetilcolinesterasa y puede
modificar la contractilidad muscular y los patrones respiratorios. Se estudiaron los efectos
de la exposicion crénica a CPF sobre los parametros respiratorios y la contractilidad del
diafragma en ratas de 21 y 60 dias de edad. Las ratas prefiadas se expusieron a CPF oral
(1 o0 5 mg / kg / dia: grupos CPF-1 o CPF-5 vs vehiculo: controles) desde el inicio de la
gestacion hasta el destete de las crias que fueron alimentadas individualmente por sonda
(CPF o vehiculo) a partir de entonces. Se estudiaron dos momentos de desarrollo: destete
(dia 21) y edad adulta (dia 60). En ambas edades, la amplitud de contraccién y el indice de
fatiga del diafragma fueron més altos en el grupo CPF-5, debido a la menor actividad de la
acetilcolinesterasa. Se concluye que la exposicidon cronica a CPF se asocia con un mayor
indice de apnea del suefio y contractilidad del diafragma, y modifica los patrones

respiratorios en ratas juveniles y adultas que duermen.®

Se realizé un estudio in vivo para determinar la relacién entre la concentracién del
plaguicida metamidofos y la actividad de la neurotratacion acetilcolina esterasa (AChE) en
cerebro y eritrocitos de ratas y también la concentracion del plaguicida que provoca una

inhibicion del 50% de las enzimas. El estudio in vivo aborda el efecto del metamidofos
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sobre las hormonas sexuales femeninas, estradiol y progesterona, tras cinco tratamientos
orales sucesivos con 10 mg kg semanales. Los datos mostraron que la actividad de AChE
disminuyd claramente. La interaccion puede considerarse inhibicion irreversible porque
finalmente conduce a un bloqueo completo de la actividad enzimatica que se aclara por
inhibicidbn permanente. Se encontrdé que la concentracion del pesticida que causa un 50%
de inhibiciéon de la AChE en el cerebro y los eritrocitos era de 3,2 x 10° My 10 * M
respectivamente, después de un periodo de preincubacién de 30 minutos.*°

Se examinaron los efectos de la exposicion de ratas hembra a dos pesticidas sobre la
maduracion del desarrollo de la descendencia durante el periodo de lactancia. Las ratas
hembra lactantes se expusieron a 1 a 4 mg / kg de metamidofos intraperitoneal, 200 a 800
mg / kg de clorotalonil o ambos. Las dosis mas altas de metamidofos afectaron la
viabilidad de las crias hacia el dia 21 de vida. Los hitos del desarrollo evaluados en las
crias fueron la erupcion de los incisivos, el despliegue de la oreja, la apertura de los ojos y
el descenso de los testiculos. La erupcion de los incisivos se aceler6 en muchos grupos y
la mayoria de las crias de ratas expuestas al metamidofos presentaron un desdoblamiento
de las orejas y apertura de los ojos mas tardia que la descendencia del grupo de control.
La maduracion sexual (descenso de los testiculos) se retrasé significativamente en
algunos grupos. Tomado en conjunto, estos resultados demuestran influencias

relacionadas con la exposicién en varias medidas de desarrollo.!!

Los plaguicidas organofosforados (OP) inducen trastornos neuroconductuales, pero se
sabe poco acerca de sus efectos sobre el comportamiento agresivo. Se investigé los
efectos de la exposicion repetida a metamidofos, sobre el comportamiento agresivo
inducido por el aislamiento en ratones. Se alojaron individualmente 47 ratones macho
durante un mes. Los animales socialmente aislados fueron luego confrontados con un
oponente estandar no aislado durante 15 minutos, y se registré la latencia y frecuencia de
los comportamientos exploratorios agresivos y generales. Segun la presencia de
comportamiento de ataque en el ensayo previo al tratamiento, los ratones se clasificaron
como agresivos y no agresivos. Luego, todos los ratones fueron tratados durante 7 dias
con metamidofos (3,5 mg / kg / dia, n = 22, intraperitoneal (ip)) o solucion salina (1 ml/ kg /
dia, grupo de control, n = 25, ip), y se realiz6 una segunda prueba. La exposicion repetida
al metamidofos indujo un comportamiento de ataque en ratones no agresivos, esto sugiere

gue el metamidofos tiene un efecto pro-agresivo en ratones socialmente aislados.*?
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1.2. BASE TEORICA

El mayor uso de plaguicidas desde la Revolucion Verde de la década de 1960 ha
introducido nuevos peligros para los seres humanos y los animales. Un amplio espectro
de plaguicidas se utiliza extensamente en la agricultura para mejorar la produccion,
minimizar las pérdidas, proteger los cereales de la contaminacion por hongos, repeler
ectoparasitos, controlar enfermedades transmitidas por vectores, repeler plagas
domésticas y como antihelmintos con pautas y restricciones limitadas. El uso extensivo
de plaguicidas en préacticas agricolas ha resultado en la contaminacién de alimentos y
recursos alimenticios. Estos productos quimicos téxicos influyen en la fisiologia de
numerosas especies no objetivo, incluido el hombre. Varias especies animales, incluidos
los humanos, han acumulado rastros de plaguicidas a lo largo de la cadena alimentaria o

por exposicion ocupacional.®

Los pesticidas son una categoria de productos quimicos que estan formulados para
matar o repeler una plaga o detener su reproduccién. Dentro de esta categoria, hay una
variedad de subcategorias, como insecticidas, fungicidas, rodenticidas, pediculocidas y
biocidas. Aunque las indicaciones de los efectos sobre la salud de los plaguicidas son
aplicables a la poblacién en general, ciertas subpoblaciones merecen una preocupacion
particular y protecciones especiales. Durante un periodo critico de desarrollo, desde la
concepcion hasta la pubertad, la exposicion a pesticidas puede resultar en un mayor

riesgo de efectos sobre la salud.'*

Los plaguicidas organofosforados (OP) son un término genérico que incluye todos los
insecticidas que contienen fésforo. Todos se derivan del acido fosférico y generalmente
son los mas toxicos de todos los pesticidas para los vertebrados. El sistema nervioso es
el objetivo principal de los OP. Los estudios epidemiolégicos han revelado su vinculo con
un mayor riesgo de desarrollo de cancer. Las consecuencias de tales exposiciones en la
salud humana son complejas y ain no se comprenden bien, lo que hace que la
evaluacion del riesgo de cualquier efecto toxico de las mezclas quimicas sobre la salud
humana sea incomoda. La exposicion aguda a pesticidas ha proporcionado datos que
muestran una correlacion con varias patologias humanas, incluyendo hepatotoxicidad,
inmunotoxicidad, mayor riesgo de enfermedades hematopoyéticas, enfermedades
cerebrales y canceres, enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, y deficiencias

en el desarrollo cerebral o defectos inmunitarios y reproductivos.*®

La exposicion a plaguicidas esté relacionada con resultados adversos para la salud
reproductiva y del desarrollo que pueden ocurrir a lo largo del ciclo de vida de hombres y

mujeres. La exposicion a plaguicidas puede interferir con todas las etapas del desarrollo



19

de la funcion reproductiva en las mujeres adultas y se ha asociado con la esterilidad en
los hombres, el aborto esponténeo, la disminucion del crecimiento y la supervivencia
fetal, asi como con canceres en la nifiez y la edad adulta. En los 30 afios transcurridos
desde el primer informe de esteriidad humana debido a la exposicion al pesticida
nematicida dibromocloropropano (DBCP), la preocupacién cientifica sobre si el uso de
pesticidas u otros quimicos altera la calidad del semen ha aumentado sustancialmente.
Una gran cantidad de datos sugiere que el conteo de espermatozoides ha estado
disminuyendo en Europa y USA, pero los datos actualmente no permiten una conclusion
definitiva sobre si la exposicién de adultos a pesticidas, a niveles ambientales de fondo,

altera la calidad del semen.®

Los plaguicidas, incluidos sus supuestos ingredientes inertes, se encuentran entre una
lista creciente de productos quimicos que se ha demostrado que interfieren con el
desarrollo sexual, la reproduccién y la fertilidad cuando la exposicién ocurre durante las
etapas vulnerables de la vida.!” La toxicidad reproductiva inducida por organofosforados
en mamiferos se manifiesta generalmente por alteraciones en el comportamiento y
desempefio sexual, inicio de la pubertad, produccién y transporte de gametos, ciclo
reproductivo anormal y senescencia reproductiva prematura, infertilidad, pérdida del feto
durante el embarazo o modificaciones en otras funciones, que dependen de la integridad
de los sistemas reproductivos tanto en hombres como en mujeres. Los estudios en
animales y en humanos revelaron que los plaguicidas OP tienen el potencial de actuar

como disruptores endocrinos.®

Los pesticidas tienen efectos toxicos en una variedad de especies animales y estan
asociados con diferentes enfermedades como alteracion endocrina, defectos en el
crecimiento del feto y la posibilidad de anomalias en los espermatozoides. Es probable
gue los organismos que son vulnerables a los plaguicidas tengan mas posibilidades de
cambiar el comportamiento de un organismo, lo que influye en su capacidad de
supervivencia. Muchos disruptores endocrinos pueden causar cambios hormonales en el
cuerpo de un organismo que influyen en su tasa de fertiidad y otros problemas
reproductivos.'® Los pesticidas pueden afectar el sistema endocrino de diferentes

especies animales, desde invertebrados hasta reptiles, peces, aves y mamiferos.?

Los problemas que resultan de la exposicion a pesticidas por parte del hombre pueden
ser causados por alteraciones en la estructura o funcion del material genético del
esperma o por otros dafios toxicos a los espermatozoides o la funcién testicular. Un
hombre que tiene niveles circulantes de pesticidas en sangre puede, tedricamente,
exponer el entorno uterino de una mujer durante el coito al depositar semen cargado de

pesticidas en la vagina. Esta bien documentado que los miembros de la familia de
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hombres expuestos a plaguicidas pueden estar expuestos cuando el hogar esta

contaminado con estos agroquimicos en su ropa, piel o calzado.?!

Los efectos reproductivos que se han asociado con la exposicion a plaguicidas en las
mujeres son la disminucion de la fertilidad, los abortos espontaneos, la muerte fetal, el
parto prematuro, el bajo peso al nacer, las anomalias del desarrollo, los trastornos
ovaricos y la alteracion de la funciéon hormonal.?? En la literatura mundial se ha descrito
un aumento significativo en la incidencia de infertiidad masculina, lo que plantea
interrogantes sobre sus causas. Parte de este efecto puede deberse a la accion de
sustancias toxicas sintéticas sobre el sistema endocrino (disruptores endocrinos), muchas

de las cuales se utilizan en procesos laborales.?

La exposicién ocupacional ocurre mientras se mezclan, se cargan, se pulverizan y se
evallan los pesticidas. Existen diferentes tipos de riesgos laborales que afectan a los
6rganos reproductivos tanto en hombres como en mujeres. Sin embargo, la actividad
reproductiva masculina es muy sensible a muchos agentes quimicos v fisicos artificiales
producidos por las actividades agricolas e industriales.?* Los pesticidas pueden dafiar el
sistema reproductor masculino de varias maneras: toxicidad para la reproduccién con
dafio directo a la estructura de las células; alterar la estructura del ADN, causando
mutaciones genéticas que pueden resultar en defectos de nacimiento o incapacidad para
concebir; cambiar la forma en que se expresan los genes a través de un efecto llamado
epigenético; pueden actuar como disruptores endocrinos (EDC); asociarse a metabolitos
de insecticidas piretroides afectando la concentracion, motilidad y reduccién de

espermatozoides, morfologia y aumento del dafio del ADN.?°

Varios estudios han demostrado una disminucién en la calidad del semen humano y un
mayor riesgo de subfertilidad masculina, que es entendida como la incapacidad para
concebir después de 12 meses de relaciones sexuales regulares sin proteccion,
condicibn que afecta aproximadamente al 15% de todas las parejas en el mundo
occidental. Se ha proporcionado una descripcién general de los mecanismos de toxicidad
reproductiva inducida por plaguicidas y los efectos sobre la fertilidad masculina, ya que la
exposicion a plaguicidas puede ser una de las causas de estos trastornos. Los
plaguicidas pueden dafar directamente los espermatozoides, alterar la funcion de las
células de Sertoli o de las células de Leydig, o alterar la funcién endocrina en cualquier
etapa de la regulacién hormonal (sintesis, liberacion, almacenamiento, transporte y
eliminacion de hormonas; reconocimiento y unién de receptores; funcién tiroidea; y el

sistema nervioso central).?®
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La exposicion a pesticidas podria ser una de las causas que contribuyan a la disminucion
del recuento de espermatozoides y al aumento de los niveles de infertilidad masculina.
Los efectos adversos de los plaguicidas en el medio ambiente recibieron una atencién
generalizada por primera vez en la década de 1960. Sin embargo, solo recientemente se
ha postulado que la baja exposicion a largo plazo de estos productos quimicos esta cada
vez mas relacionada con efectos sobre la salud humana, como la inmunosupresion, la

alteracién endocrina, las anomalias reproductivas y el cancer.?’
1.3. DEFINICIONES CONCEPTUALES
ACEFATO

El acefato es un insecticida organofosforado de uso general. Esta registrado para su uso
en cultivos alimentarios, semillas agricolas y plantas no reproductoras, instituciones y
edificios comerciales, incluidas instalaciones de salud publica, césped, césped para
campos de golf, hormigueros y plantas de vivero horticola. El acefato es un insecticida
sistémico que se usa para controlar insectos chupadores y picadores por contacto directo
0 ingestion. Ejerce toxicidad al inhibir la enzima acetilcolinesterasa en la sinapsis y las
uniones neuromusculares. Es moderadamente téxico para los mamiferos, se convierte en

metamidofos en el cuerpo y se disipa rapidamente en el suelo.?®
ACETILCOLINA

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor, un éster de colina y acido acético aislada
por primera vez en 1914 y su papel como neurotransmisor fue identificado por el trabajo
de Otto Loewi. Se sabe que la acetilcolina juega un papel importante en la memoria y el
aprendizaje y no esta disponible adecuadamente en la enfermedad de Alzheimer. La
acetilcolina es un neurotransmisor en diversas sinapsis, nervios y en la placa motora
terminal de los musculos de los vertebrados. Cuando un impulso nervioso llega a la
terminacion nerviosa, la acetilcolina almacenada en vesiculas se libera y se une a un
receptor postsinaptico, lo que provoca la despolarizacion, y dado que la acetilcolina es
degradada por la enzima acetilcolinesterasa, tiene un breve periodo de accion. Los
inhibidores de la enzima, sin embargo, prolongan la vida util de la acetilcolina. Los gases
nerviosos Yy los organofosforados provocan la acumulacion de acetilcolina y la toxicidad

asociada.?®
ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Las anomalias cromosémicas, también llamadas cromosomopatias, son el resultado de
mutaciones que cambian el nimero de cromosomas (anomalias numéricas) o cambian la

estructura del cromosoma (anomalias estructurales). Pueden alterar la capacidad de la
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célula para sobrevivir y funcionar.®® Las anomalias numéricas comprometen cromosomas
completos faltantes o extras del par normal, mientras que, las anomalias estructurales
ocurren cuando parte de un cromosoma individual falta, se adiciona, se cambia a otro

cromosoma o se invierte.3!
ACETILCOLINESTERASA

La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es una serina hidrolasa cuya funcién principal es
degradar la acetilcolina (ACh) y terminar la neurotransmision. Aparte de su papel en la
transmision sinéptica, la AChE tiene varias funciones "no clasicas" en células no
neuronales. La AChE participa en el crecimiento celular, la apoptosis, las vias de
resistencia a los farmacos, la respuesta a las sefiales de estrés y la inflamacion.®?

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima clave en el sistema nervioso. Termina los
impulsos nerviosos catalizando la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina. Como
objetivo molecular especifico de los plaguicidas organofosforados y carbamatos, la
actividad de la acetilcolinesterasa y su inhibicion se han reconocido desde el principio
como un marcador biol6gico humano de intoxicacidon por plaguicidas. La medicién de la
inhibicion de la AChE se ha utilizado cada vez mas en las Ultimas dos décadas como un
biomarcador del efecto sobre el sistema nervioso tras la exposicion a plaguicidas
organofosforados y carbamatos en la medicina ocupacional y ambiental. El éxito de este
biomarcador surge del hecho de que retune una serie de caracteristicas necesarias para
la aplicacion exitosa de una respuesta bioldégica como biomarcador en el biomonitoreo
humano: la respuesta es facil de medir, muestra un comportamiento dependiente de la
dosis a la exposicion a contaminantes, es sensible y exhibe un vinculo con efectos

adversos para la salud.®?
BIOCIDAS

Los biocidas son sustancias o productos que se utilizan para proteger contra plantas,
animales o microorganismos no deseados. Se producen en forma liquida y en polvo, en
formulaciones listas para usar o como concentrados, y se aplican utilizando una variedad
de técnicas. Generalmente, los biocidas se dividen en cuatro grupos principales:
desinfectantes y biocidas generales, conservantes, control de plagas y otros biocidas. Los
biocidas son téxicos no solo para los microorganismos, sino también muy a menudo para
las especies no objetivo. Por tanto, la legislacion europea exige el registro de biocidas

sobre la base de una evaluacion de riesgos.3*
CELULAS DE LEYDIG

Las células de Leydig son las células testiculares responsables de la biosintesis y

secrecion de andrégenos, que son fundamentales para el desarrollo del tracto
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reproductivo y para la funcién reproductiva en el hombre. Hay dos poblaciones distintas
de células de Leydig: las células de Leydig fetales (FLC), que se originan y funcionan en
el feto, pero en gran medida regresan poco después del nacimiento, y las células de
Leydig adultas (ALC). Las FLC producen altos niveles de testosterona (T) necesarios
para la estimulacion de la diferenciacion sexual masculina y el descenso de los testiculos.
Las ALC se forman a partir de células precursoras durante la vida posnatal. Las células
adultas producen altos niveles de T necesarios para mantener la espermatogénesis y las
caracteristicas sexuales secundarias masculinas en la vida adulta. Se ha demostrado que
varios téxicos ambientales alteran la funcién de FLC, el desarrollo de ALC y / o la funcion
de ALC. Con base en el momento en que las células estan expuestas en el ciclo de vida,
se ha demostrado que la exposicibn a sustancias téxicas tiene una variedad de
consecuencias patolégicas, que incluyen hipospadia y criptorquidia, como resultado de la
exposicion de FLC; pubertad retrasada, como resultado de exposiciones posnatales de
células precursoras de Leydig; o hipogonadismo e infertilidad, como resultado de

exposiciones de ALC.*
CELULAS GERMINALES

Las células germinales son los precursores embrionarios de los gametos. Se separan de
los linajes de células somaticas en las primeras etapas del desarrollo de la mayoria de las
especies. En el raton, las células germinales, una vez que se han formado, migran a
través de los tejidos del embrién hasta los primordios de las gbnadas (crestas genitales),
donde se ensamblan con las células gonadales soméaticas para formar los cordones
sexuales. Los cordones sexuales son los precursores de los tubulos seminiferos de la
gonada masculina o los foliculos ovaricos de la gonada femenina. Ademas de su
compleja diferenciacion en évulos y espermatozoides, las células germinales conservan
la propiedad de pluripotencia, necesaria para que los gametos se diferencien en nuevos
individuos. Las células germinales que no entran en los primordios de las gonadas
pueden convertirse en tumores de la linea germinal mas adelante en la vida. Los errores

en la diferenciacién de las células germinales pueden provocar infertilidad.®
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Los compuestos organofosforados (OP) incluyen fésforo trivalente y pentavalente; a
menudo se piensa que estos productos quimicos son insecticidas 0 agentes nerviosos
cuya toxicidad aguda surge de la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE), pero los
compuestos OP también se utilizan ampliamente como retardadores de llama, aditivos
para combustibles, lubricantes, plastificantes y productos farmacéuticos. Ademas de sus

efectos agudos, algunos compuestos anti-AChE OP se han asociado con el sindrome
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intermedio. Finalmente, compuestos OP que inhiben y envejecen la esterasa diana de la
neuropatia, producen neurotoxicidad retardada inducida por compuestos OP, una
degeneracion distal de los axones sensoriales y motores en los nervios periféricos y la

médula espinal.®’
DANO TESTICULAR

Alteraciones en la histologia testicular (cambios degenerativos de leves a severos en los
tubulos seminiferos), bioquimica, dinamica de los espermatozoides (reduccién en el

recuento de espermatozoides) y niveles de testosterona.?
DOSIS LETAL (L/D)

LDso y LCso, dosis letal 50 / concentracion letal 50, es la dosis o concentracion inhalada
de una sustancia que conducira a la muerte del 50% de la poblacién dosificada. Aunque
se estan desarrollando otras pruebas que pueden suplantar en cierto grado la forma
actual de pruebas, estas medidas siguen estando entre las mas importantes para medir la
toxicidad. Muchos eventos llevaron a la implementacion y el uso continuo de estas
pruebas, aungue las poblaciones de prueba se redujeron significativamente de su tamafio
original, pero el siglo pasado ha visto un refinamiento y una mejora significativa de los

métodos.38
METAMIDOFOS

Metamidofos (O, S-fosforamidotioato de dimetilo; con NUumero de Registro 10265-92-6 en
el Registro de Resumenes Quimicos, es el ingrediente activo de varios insecticidas
organofosforados comerciales, incluidos Monitor7, Tamaron7 y Swipe7. Fue patentado
por Bayer Corporation en 1965 y Chevron Chemical Corporation en 1967. La accion del
metamidofos actla inhibiendo la acetilcolinesterasa y tiene una toxicidad muy alta para
los mamiferos. Esta clasificado por la Agencia de Proteccién Ambiental de EE. UU. como
un compuesto de clase | (los requisitos de etiquetado incluyen “Peligro-Veneno”). No hay

evidencia de carcinogenicidad.®
MODELOS ANIMALES

Ciertos animales han sido utilizados como modelos durante siglos para predecir lo que
los productos quimicos y los factores ambientales afectarian a los humanos. Su uso en la
medicina experimental, el estudio farmacolégico y la evaluacion toxicologica es una
practica bien establecida y esencial. Ya sea que sirva como fuente de células o tejidos
aislados, un modelo de enfermedad o como una prediccion de la accion de un farmaco u

otra accion xenobibtica en humanos, los experimentos con animales también han servido
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con éxito como identificadores de peligros potenciales y toxicidad en humanos para

productos quimicos sintéticos con muchos usos previstos.*°
MORFOLOGIA ESPERMATICA

La morfologia de los espermatozoides se examina actualmente en frotis de semen con
los principales criterios de normalidad que se basan en los pardmetros morfométricos de
la cabeza, la pieza intermedia y el flagelo del espermatozoide.** La clasificaciéon de la
morfologia de los espermatozoides y su valor diagnéstico y prondstico son todavia un
tema de debate. De acuerdo con las recomendaciones actuales de la OMS, los criterios
estrictos que definen los espermatozoides morfolégicamente normales se utilizan
ampliamente en los laboratorios de andrologia. Mientras que los valores de referencia
oficiales estan pendientes, estudios recientes sugieren valores umbral de 8 a 10% de

formas normales para distinguir entre hombres fértiles e infértiles.*?
PLAGUICIDA

Plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir
o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los
animales, las especies de plantas 0 animales indeseables que causan perjuicio o que
interfieren de cualquier otra forma en la produccién, elaboracién, almacenamiento,
transporte o comercializacién de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para
combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. Este término incluye
las sustancias que se utilizan como reguladoras del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar
la caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después
de la cosecha para proteger el producto contra la deterioraciébn durante el

almacenamiento y transporte.*®
STERMIN 600 SL

Es un insecticida organofosforado, translicido, incoloro, pungente, concentrado soluble,
con una composicion quimica de O, S - dimethyl phosphoroamidothioate
(Methamidophos) 600 g/L, Dietilenglicol y humectantes 570 g/L, altamente tdxico, con
dosis de toxicidad de DLs, oral aguda: 20 mg/kg y DLso dermal aguda: 410 mg/kg. Inhibe
la accion de acetilcolinesterasa (Ach) la enzima responsable de la destruccion y
terminacion de la actividad biolégica del neurotransmisor acetilcolina (AC). Con la
acumulacion de la AC, se altera el funcionamiento normal del impulso nervioso. Se utiliza
en el control de Myzus persicae “Pulgon”, Liriomyza huidobrensis “Mosca minadora”,

Premnotrypes suturicallus “Gorgojo de los andes”, Prodiplosis longifila “Mosquilla del
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ovario”, Spodoptera frugiperda “Cogollero”. Se expende en el comercio con otros
nombres como: LASSER 600, MATADOR 600 SL, MISIL 600 SL, MONOFOS,
THODORON 600, METAMIDOFOS.*

TERATOZOOSPERMIA

La teratozoospermia es una alteracion espermatica caracterizada por problemas en la
morfologia de los espermatozoides. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
establece unos valores de referencia y una muestra de semen debe tener al menos un
4% de espermatozoides con formas normales para considerarse una muestra seminal
buena. En cambio, si una muestra de esperma tiene mas de un 96% de espermatozoides
amorfos, el diagnéstico serd teratozoospermia. Por otro lado, otra clasificacién de las
muestras de semen es mediante el criterio de Kruger. En este caso, la muestra seminal

sera teratozoospérmica si presenta mas de un 85% de espermatozoides amorfos.*
TOXICIDAD AGUDA

Los estudios de toxicidad aguda se llevan a cabo para determinar los efectos adversos
causados por una sola dosis, a menudo grande, de una sustancia quimica. Los objetivos
son descubrir posibles efectos adversos para la salud que pudieran atribuirse al agente
investigado. Este articulo aborda cuestiones relacionadas con la planificacion vy
realizaciéon de dichos estudios, y la interpretacion de los resultados de estos. Ademas, se

analizan varias de las pruebas alternativas validadas que respaldan las '3 R'.4¢

1.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION DE DIMENSION INDICADORES INSTRUMENTOS
LA VARIABLE
Cambios Histoldgicos: | Morfologia y distribucion
Morfologia del tejido | del tejido en la génada
gonadico
Variable Toxicidad Cambios Morfol6gicos: | Morfologia del | Ficha de Recoleccion
oxicida
Dependiente Morfologia espermatica | espermatozoide de Datos
Motilidad de los
espermatozoides
Muerte celular
Intensidad de | Concentracion
Variable Tipo de L Ficha de Recoleccién
) o aplicacion
Independiente Plaguicida i — _ de Datos
Tiempo de aplicacion Tiempo
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1.5. HIPOTESIS
Hi:: Existe dafio testicular en el tejido y en los productos de la génada de ratas albinas
bajo la influencia de Stermin 600 SL a dosis decrecientes de LDsy.
Ho: No existe dafio testicular en el tejido y en los productos de la gbénada de ratas albinas

bajo la influencia de Stermin 600 SL a dosis decrecientes de LDso.
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CAPITULO Il. METODOS Y MATERIALES

2.1. TIPO DE INVESTIGACION
De acuerdo con el tipo de investigacion que se persigue: Aplicada

De acuerdo con la respuesta del problema: Experimental

2.2. METODO DE INVESTIGACION

En esta investigacion se desarrollara el método deductivo — inductivo.

2.3. DISENO DE CONTRASTACION

Por ser la naturaleza del trabajo de tipo experimental, se aplicard un modelo de disefio de

muestra maltiple y estimulo creciente.
2.4. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

El presente trabajo se realiz6 en una poblacion de 20 ratas macho albinas, sexualmente
maduras, estableciéndose cinco grupos de cuatro ejemplares cada uno denominandose
grupos A, B,C,DVYE.

El grupo A fue designado como grupo control, y los ejemplares de este grupo, fueron

inyectados con solucién salina fisiologica (SSF) (placebo).

A los grupos siguientes B, C, D y E se les aplic6 una dosis de 5 mg/kg, 3.75 mg/kg, 2.5
mg/kg y 1.25 mg/kg respectivamente. Estas dosis fueron tomadas en cuenta a partir de la

intoxicacion letal intraperitoneal testada en el piloto del experimento. 4’ 48 12.5

Las ratas fueron expuestas a un ciclo de luz/oscuridad de 12 h en una habitacion bien

ventilada durante todo el periodo. Se les proporcioné alimento y agua ad libitum.*°

El Stermin 600 SL, fue disuelto en solucidn salina (NaCl 0,9%) y se administraron por via
intraperitoneal las dosis antes sefialadas durante 4 dias. Se eligié la ruta intraperitoneal
(i.p.) para permitir una administracion precisa y eficiente de la dosis elegida y reducir la
variabilidad de la exposicidn. Las dosis se seleccionaron en base a la LDs reportada por
Burruel et al, (2000), que es de 10 a 15 mg/kg; por lo tanto, las dosis representan
porcentajes si se toman 15 mg/kg como LDso. El tiempo de exposicion (4 dias) se eligié
para garantizar la exposicion a las células maduras. Los controles recibieron solamente
(0,1 ml de solucién salina).>*° Los animales se sacrificaron a los 8, 16, 35 y 40 dias post
tratamiento, para determinar los parametros seminales de conteo de espermatozoides
(ESC - Epididymal sperm count) y el de necrospermia (ESV — percentaje of dead cells), y

realizar la evaluacién semicuantitativa de la histologia testicular.>!
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El sacrificio de los especimenes se realizé por utilizacion de Pentobarbital sédico, segun
lo propuesto por AVMA, 2020.%2

Los testiculos se fijaron en una solucién acuosa de p-formaldehido al 4 % y se lavaron en
tampdn fosfato 10 mmol/l, pH 7,4 a 4 °C durante 12 horas. Después de la deshidratacion,
los tejidos se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones, se tifieron con
hematoxilina-eosina (H y E) vy, finalmente, fueron observados los cortes con un

microscopio Nikon a 400x.4°
2.5. TECNICAS, INSTRUMENTOS, EQUIPOS Y MATERIAL DE RECOLECCION DE DATOS

Al final del tratamiento, los animales fueron sacrificados éticamente y se realizé la
extirpacién quirtrgica (ver anexo 01) y el pesaje de los testiculos y el epididimo. Los
espermatozoides fueron obtenidos por laceracién del tejido testicular de manera
adecuada en 5 mL de PBS, pH 7,4, filtrdndolos en un recipiente con doble gasa. El
filtrado fue centrifugado a 1000 rpm durante 30 segundos y luego resuspendido,
procediéndose a realizar conteos de espermatozoides de testiculo y epididimo en un
hemocitometro Neubauer, expresando el numero de espermatozoides por miligramo de
tejido.*® Se extrajo la cola del epididimo de un testiculo y se colocé en 2 ml de solucién de
cloruro de sodio al 0,9 % en una placa de Petri esterilizada a 37 °C. Luego, se us6 una
tijera esterilizada para sacar el contenido del epididimo a la soluciéon y formar una
suspension. La motilidad de los espermatozoides se examind bajo un microscopio 6ptico
de alta potencia de 400x. El recuento de espermatozoides se realizé bajo un microscopio
optico de 100x.°3

Los niveles de teratospermia se evaluaron solo en los espermatozoides del epididimo. Se
tomd una suspension de semen de 200 microlitros y se incubé durante 10 minutos en 1
ml de tioglicolato de sodio 0,8 M, pH 9,0 (agente reductor) para una mejor evidencia del
fenébmeno de descondensacion de la cromatina. Los frotis de semen fueron tefiidos con
Giemsa 5% en buffer fosfato 6,8, montada con balsamo y observada al microscopio
optico con un aumento de 400 X — 1000X. La coloracion con eosina fisioldgica 0.5% fue
practicada para la determinacion de la necrospermia — viabilidad (ESV) y para el conteo
de espermas se utilizé6 una camara de Neubauer. La coloracion Giemsa se realizd sobre
los extendidos de semen con la finalidad de estudiar la morfologia espermética a 400X —
1000X.%* La coloracién HE fue practicada para los cortes histolégicos del tejido gonadico.
Se analizaron cuatro campos y se contaron 250 espermatozoides por campo. Los
resultados fueron expresados como porcentaje de espermatozoides anormales por
miligramo de tejido epididimario. Los espermatozoides considerados como anormales o

teratospérmicos fueron evaluados segun el manual de la OMS, 2021.5% 48
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Se cortaron secciones seriadas de parafina (5 um) del testiculo derecho y se prepararon
para tincion con hematoxilina y eosina (H y E) para su examen bajo un microscopio

Optico.%®

Para el estudio histoldgico semicuantitativo del grado histolégico de degeneracion de
seccion tubular fue clasificado en tres categorias: 1) Secciones tubulares normales, 2)
Secciones tubulares hipoespermatogénicas caracterizadas por una disminucion en el
espesor del epitelio seminifero que contiene todos los tipos celulares de la linea germinal
y ocasionalmente con descamacion de células germinales y 3) Secciones de tubulos en
parada o detencion donde el epitelio seminifero presenta parada en la maduracion de la
linea germinal en cualquiera de sus etapas. De cada testiculo fueron seleccionadas 2
secciones de 5 um de espesor al azar y 10 secciones tubulares de cada seccion fueron

analizadas.

Instrumento de recoleccion de datos: Microscopio Olympus, Micrétomo, Bateria para

coloracién H-E, Eosina, Hemocitémetro, Laptop, Ficha de recoleccién de datos.
2.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos estan presentados como Media + SD y se realizé la prueba t de Student para el
analisis estadistico de los resultados. Se consideraron significativos los valores con p <
0,05.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS

Los especimenes se mantuvieron con signos vitales durante los dias postratamiento,
observandose diferencias en el peso corporal, debilidad y frecuencia aumentada de miccién y

defecacion.
Estudios de Cortes Histologicos

Al realizar la diseccién de los especimenes, fue observada una morfologia normal del aparato
reproductor, tal como se ilustra en la figura 1. Los cortes histolégicos de los testiculos de rata,
en los especimenes control mostraron una citologia normal que muestra tibulos seminiferos
revestidos con una serie de células espermatogénicas: espermatogonias, espermatocitos
primarios y espermatidas redondas (tempranas). Se observaron también células de Sertoli. Los
tubulos estan redondeados por una membrana basal que encierra células mioides. Los
espacios intersticiales entre los tubulos contienen células intersticiales de Leydig (L) que tienen

un nucleo vesicular con nucléolo prominente.

Vesicula Seminal
» Glandula
Coagulante

Cordon Espermatico

Conductos
Deferentes

Cabeza del ;
Epididimo

Testiculo

Cola del Epididimo e, | BT

Figura 1. El sistema reproductor de la rata macho*

* Tomado de Léw et al., 201657
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Las figuras 2 y 3, muestran la histologia normal del testiculo de rata, formas de los tubulos

seminiferos y disposicion de los elementos celulares.

Figura 2. Microfotografia obtenida de testiculos de una rata control que muestra tlibulos seminiferos normales (T)
gue parecen hexagonales o circulares con contorno regular y tejido intersticial (IT). Los tabulos seminiferos
muestran una luz clara y una disposicion normal de los tipos celulares. (Hy E, x 40).

Figura 3. Microfotografia obtenida de testiculos de una rata control que muestra tibulos semiinferos rodeados de
tejido intersticial (IT) que contiene un delicado tejido conjuntivo y células de Leydig (LC). Los tdbulos seminiferos
muestran una luz clara y una disposicion normal de los tipos celulares, espermatidas alargadas (SE), espermatides
redondas (SR), espermatocitos en paquiteno (SP), (Hy E, x 100).
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Las figuras 4 y 5 muestran una disposicion de los elementos celulares meié6ticos y las células
de Sertoli, en cortes histoldgicos de tubos seminiferos de ratas control. La mayoria de las
secciones transversales tubulares mostraban un epitelio seminifero normal. Sin embargo,
también se observaron algunas secciones tubulares hipoespermatogénicas. Las células
mioides localizadas en la pared tubular y las células de Leydig ubicadas cerca de los vasos

sanguineos intersticiales mostraron una morfologia normal.
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Figura 4. Microfotografia a gran aumento de testiculos de ratas control que muestran tibulos seminiferos revestidos
con una serie de células espermatogénicas: espermatogonias (1) espermatocitos primarios (2) y espermatides

redondos (tempranos) (3)

Figura 5. Microfotografia a gran aumento de testiculos de ratas control que muestran tdbulos seminiferos revestidos
con una serie de células espermatogénicas: espermatogonias (1) espermatocitos primarios (2) espermatides
redondos (tempranos) (3) y Células de Sertoli (4)
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La figura 6 muestra la variacion morfologica de los tabulos seminiferos del epididimo, y una
distribucion normal de los elementos celulares a gran aumento.

Figura 6. Microfotografia (a) de testiculos de rata que muestra tubos seminiferos del epididimo, mostrando los dos
compartimentos clasicos: uno basal y otro luminal (o adluminal). Se observa una variacion morfologica de los
tubulos (Hy E, x 40), y en (b) y en (c) microfotografia de gran aumento de testiculos de rata que muestra los tubos
seminiferos del epididimo (H y E, x 100).

La figura 7 muestra las células intersticiales (de Leydig), capaces de producir testosterona y el
factor simil de insulina (INSL3), los cuales se encuentra encargados de la diferenciacion sexual

masculina; la membrana basal y las células mioides contractiles peritubulares.

Figura 7. Microfotografia de gran aumento de testiculos de rata que muestra células intersticiales. Los tubulos estan
rodeados por una membrana basal que encierra células mioides (flechas). (H y E, x 100).
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La figura 8 muestra testiculos de rata con ausencia de espermatozoides maduros en los
tubulos por la inoculacion de la dosis més alta en el experimento.

Figura 8. Microfotografia de testiculo de rata bajo tratamiento 5 mg/kg que mostr6é ausencia de espermatozoides
maduros en los tdbulos (H y E, x 100).

Las figuras 9 y 10 muestran un gran aumento de los testiculos de ratas lo que ocasiona un
ensanchamiento del tejido intersticial, desprendimiento de epitelio germinal, membranas
basales irregulares, atrofia de las células germinales y tubulos seminiferos degenerados.

Figura 9. Microfotografia de gran aumento de testiculos de rata que muestra ensanchamiento del tejido intersticial
(IT), desprendimiento del epitelio germinal y membrana basal irregulares (flechas) y atrofia de células germinales (*)
(Hy E, x 100).
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Figura 10. Microfotografia de gran aumento de testiculos de rata que muestra ensanchamiento del tejido intersticial
(IT), desprendimiento del epitelio germinal (DEG), tibulos seminiferos degenerados; algunos con descamacién de
todo el epitelio espermatogénico en su luz (*). (Hy E, x 100).

El andlisis cualitativo de la histologia testicular con microscopia de campo claro mostré el
efecto del Stermin con dafio significativo a dosis mayores, en la espermiocitogenesis,
espermatogénesis, y tubulos seminiferos (figura 11). La necrosis mas evidente se registro en

la dosis de 5 mg/kg.

Figura 11. Microfotografia de testiculos de rata que muestra tabulos irregulares (H y E, x 40).
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El parénquima testicular formado por los tubulos seminiferos que en las imagenes aparecen en
diversos planos de corte, ocupan la mayor parte del testiculo, las vias seminales intra
testiculares y el tejido intersticial. Estuvo conformado por secciones de tdbulos con epitelio
seminifero normal alternando con otros con diversos grados de alteracion o degeneracion
histologica incluyendo la hipoespermatogénesis, detencién de la maduracién celular a nivel de
espermatocitos y espermatidas. Los tubulos hipoespermatogénicos presentaron un aumento
de la luz tubular, por disminucion del espesor del epitelio seminifero. En los tubulos
aparecieron tipos celulares normales asi también como aquellos que presentaron un grado de
degeneracion al que se le consider6 como epitelio hipoespermatogénico con descamacion
celular en la luz tubular. La detencién de la espermatogénesis se observd con un epitelio
formado sélo por espermatogonias, células de Sertoli y espermatocitos. Por ultimo, se
encontré tubulos en los que el epitelio se reducia s6lo a escasas espermatogonias y células de

Sertoli o sélo células de Sertoli.

El dafio significativo fue registrado a dosis mayores, en la espermiocitogenesis,
espermatogénesis, y tubulos seminiferos (figura 12). La necrosis mas evidente se registro en
la dosis de 5 mg/kg.

Figura 12. Microfotografia de testiculos de rata que muestra tibulos irregulares y con lesiones (H y E, x 40).
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La figura 13 muestra la morfologia normal del espermatozoide de la rata y las alteraciones en

la morfologia post tratamiento con Stermin.

Figura 13. Microfotografias de espermatozoides A) Espermatozoides con morfologia normal B) Cabeza poco
curvada, con insercién del cuello anormal C) Cabeza doblada sobre el cuello, cola angulada D) Cabeza alargada,
cola irregular E) Insercién del cuello defectuosa, cola angulada F) Cuello con inserciéon anormal en la cabeza, cola

angulada G) Cuello irregular, cola angulada H) Cuello con insercion irregular, cola enrrollada.
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Tabla 1. Conteo espermatico epididimal (ESC) en ejemplares bajo tratamiento a dosis crecientes de

Stermin.

dosis mg/kg
Control
1.25
2.50
3.75
5.00

88.8
86.6
85.3
33.4
20.6

dias post tratamiento

16

88.7
85.2
84.6
66.0
20.7

35

88.5
82.9
80.8
80.5
50.3

40

89.0
80.1
82.0
93.0
70.3

Los ejemplares expuestos a altas dosis mostraron una disminucion del peso con relacion a

aquellos expuestos a dosis minimas. El conteo de espermatozoides (ESC) (Tabla 1) en los
ejemplares sometidos a tratamientos en dosis altas mostraron ESC inferior con relacion al

grupo control.

Tabla 2. Viabilidad espermatica (ESV) (Necrospermia) en ejemplares bajo tratamiento a dosis crecientes

de Stermin.

dosis mg/kg
Control
1.25
2.50
3.75
5.00

El porcentaje de espermatozoides muertos (ESV) o necrospermia fue mayor a dosis mayores.

1.8

30
32
30

dias post tratamiento

16

1.6
5
35
37
36

35

1.8
8
48
48
46

40

1.3
10
48
46
42

El ESV y el ESC decrecieron en animales tratados para todos los intervalos post tratamientos

examinados (Tablas 1, 2). El indice de teratozoospermia mostré ser mayor para el flagelo en

los animales tratados con Stermin a dosis creciente, evidenciandose alteraciones morfolégicas,

tales como se muestran en la figura 13.



Tabla 3. Caracteristicas microscopicas del tejido testicular de

segln dosis y dias post tratamiento.

40

Rattus albinus, tratadas con Stermin

Dosis Células o » Fibrosis i )
) Espermiogénesis Espermétides Células de Leydig
mg/kg Germinales Estromal
Con alteraciones Sin alteraciones Sin alteraciones i . .
1.25 o o S No se evidencia Ocasionalmente
significativas significativas significativas
N o o o Levemente
2.50 Leve disminucion Leve disminucion Leve disminucion  No se evidencia
aumentada
Con necrosis en L
Disminucion o ] ] ] )
3.75 20% de los . ESC disminuido  No se evidencia No se evidencia
. notoria
tubulos
Con necrosis en ) i o
Notoria en mas del  ESC disminuido ) ] ] )
5.00 40% de los ) No se evidencia No se evidencia
i 50% o abolido
tibulos
Presentes y
BASAL Presente Presente Ausente Ausente

organizados

Tabla 4. Efecto del Stermin sobre los parametros espermaticos (recuento, motilidad y viabilidad)

Pardmetros Control Gl G2 G3 G4

Concentracion (x 10%/ml) 84.64+6.84 83.71%+6.70 72.73+£4.19 57.59 £3.15 51.05+2.36
Viabilidad (%) 80.00 £ 0.96 79.10+£1.25 75.30%1.28 72.27£2.11 78.73+£1.10
Motilidad (%) N 59.91+3.19 56.12+3.14 51.03+2.36 48.79 £ 2.83 4491 +3.10

A 2478%141 2242 +1.47 21.68 £1.33 20.02+1.41 19.87 £1.32

B 19.05+1.23 18.87£1.21 16.94 £1.20 16.44 £1.22 1511 £1.17

C 16.08%1.16 1483 +1.12 1241 +1.11 12.33+£1.17 9.93+1.13

D 17.67+2.98 16.20 £ 2.77 14.62 £ 4.59 4.41 +1.46 2.11£0.88

En la Tabla 4 se observa una reduccion no significativa en el recuento y la motilidad de los
espermatozoides en el grupo tratado G1 en comparacion con el grupo de control. Sin embargo,
hemos encontrado una reduccion significativa mayor y muy mayor (P<0,01, P<0,001) en los

grupos G3 y G4, respectivamente, en comparacion con el control.
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La influencia es no significativa del Stermin en los espermatozoides del grupo G1 en
comparacion con el control, mientras que en los grupos G3 y G4, observamos un aumento
significativo (P<0,05, P<0,01) en comparacién con el grupo de control. La motilidad de los
espermatozoides tipo (A, B y C) disminuyé en los grupos G3 y G4, pero el grupo G2 no se vio

afectado significativamente (P>0,05) en comparacion con los animales control.
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CAPITULO IV. DISCUSION

Muchas investigaciones sobre toxicidad y genotoxicidad de plaguicidas en diferentes
escenarios ocupacionales o medio ambientales se han realizado utilizando diversas
metodologias.®® % €0 6L 62 6 Ha sido reportado que la exposicion a contaminantes
medioambientales, incluidos los plaguicidas, produce efectos patoldégicos en el sistema
reproductor humano® %, asi como en animales de experimentacion®®. Los métodos
propuestos aplicados en los especimenes utilizados en el presente trabajo, y el uso del

pesticida Stermin, causaron alteraciones en el sistema reproductor.

La exposicion cronica o retardada a insecticidas ejerce su toxicidad en varios sistemas, como
el nervioso, el inmunoldgico, el respiratorio y el reproductivo; considerando la estructura
quimica, los insecticidas podrian dividirse en cinco grupos: (i) organoclorados, (i)
organofosforados, (iii) carbamatos, (iv) piretrinas/piretroides y (v) nicotina/neonicotinoides. De
ellos los organofosforados tienen efectos perjudiciales dependientes de la dosis sobre la
morfologia de los testiculos y los tubulos seminiferos al causar atrofia e inducir la muerte de
las células germinales®®. Las aplicaciones de los pesticidas pueden ser en dosis orales’™,

intraperitoneales™ o por procesos inhalatorios™.

El presente trabajo examind los efectos potenciales del STERMIN (Metamidophos) en la
funcion reproductiva ratas macho, después de la administracion oral letal media en dosis de
tratamiento subletal de 5 mg/kg, 3,75 mg/kg, 2,5 mg/kg y 1,25mg/kg. Sin embargo, se ha

sefalado que la LDso oral aguda de metamidofos para ratas fue de 30 mg kg-1 dia-1.7#

Uriéstegui-Acosta®, administré a ratones macho adultos 10 a 12 semanas de edad, 3,75 0 5
mg/kg/dia de metamidofos durante 4 dias en base a la DLso y tiempo conocido para completar
la maduracion epididimal de los ratones que luego fueron sacrificados 1, 28 o0 45 dias después
del tratamiento (dpt) para evaluar los efectos de metamidophos sobre la maduracion
epididimaria, la meiosis o la mitosis, respectivamente. De otro lado la dosis de toxicidad aguda
en ratas ha sido indicada entre 15y 30 mg/kg de peso corporal segun la LDso en aplicaciones

orales.”™

Ha sido sefalado que el metamidofos y su formulacion Monitor 74 son muy téxicos por via
oral, con valores de LDso similares en ratas y ratones, de 13 a 16 mg/kg, para ambos sexos’®.
Peiris”’ estudi6 los efectos reproductivos del metamidofos, en ratas macho después de una
administracion oral subcrénica (en 3 dias alternos). Las dosis probadas fueron 1,8750 y 0,9375
mg/kg/dia y los efectos reproductivos se investigaron hasta 28 a 35 dias después del

tratamiento.
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Segun la NAC/AEGL utilizando protocolos estandar, se aplicO6 metamidofos para detectar
toxicidad oral y dérmica aguda e irritacion y sensibilizacion de la piel, correspondiendo La DLso
oral aguda a 15,6 mg/kg en ratas macho y de 13,0 mg/kg en ratas hembra’®. Los efectos de los
OP han sido investigados exhaustivamente en ratas, por ejemplo, el dimetilmetilfosfonato
(DMMP) y el trimetilfosfato (TMP) provocan esterilidad en roedores, provocan células gigantes
multinucleadas y vacuolacién citoplasmatica de células de Sertoli, otros como el metilparatién
provoca una disminucién del peso de la vesicula seminal, el epididimo y prostata’, efectos

gue no han sido observados en presente estudio.

El tejido testicular y el proceso de espermatogénesis son altamente sensibles a los agentes
fisicos y quimicos®’, tal como se ha registrado para organofosforados®!: 82 83, 84. 85, 48, 86, 87, 88, y g|
metamidofos (MET; O,S,dimetilfosforamidotiolato), un pesticida anticolinesterasico altamente
téxico, es uno de los mas utilizados en la agricultura y el control de plagas urbanas en paises
en desarrollo como México®, y el Stermin forma parte de una de sus formulaciones comerciales
con resultados coincidentes sobre todo por el dafio en la espermatogénesis y en cualquier

etapa de la proliferacion de espermatogonia a espermatozoides maduros.

Los datos epidemioldgicos y estudios experimentales han indicado que hay una correlacién
entre la exposicion a OP y alteraciones de cromatina el ADN, el acrosoma, la motilidad de los
espermatozoides, morfologia de los testiculos y los tubulos seminiferos al causar atrofia e
inducir la muerte de las células germinales; y en general en los parametros funcionales del
esperma (SFP) asi como una disminucion de la fertilidad, el presente trabajo apoya lo

sefalado por Kara®.

La presente investigacion sobre toxicidad reproductiva inducida por el organofosforado Stermin
apoya lo sefialado por Mitra y Maitra’®, que en mamiferos la toxicidad se manifiesta
generalmente por alteraciones en el comportamiento y rendimiento sexual, inicio de la
pubertad, produccién y transporte de gametos, ciclo reproductivo anormal y senescencia
reproductiva prematura, infertilidad, pérdida del feto durante el embarazo o modificaciones en
otras funciones, que dependen de la integridad de los sistemas reproductivos tanto en

hembras como en machos.

Pelegrino® y Farag®; al realizar un examen histolégico de testiculos y epididimo en ratones
bajo tratamiento con metamidophos, observaron testiculos que mostraban cambios leves en
las células espermatogénicas con areas focales de tdbulos seminiferos irregulares
ensanchados y separados; degeneracion de las células espermatogénicas, y disminucion en el

namero de espermatozoides a dosis altas. Estos resultados son coincidentes con el nuestro.
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El acefato es un pesticida organofosforado que se ha utilizado ampliamente para controlar
plagas de insectos en campos agricolas durante décadas. Sin embargo, su uso ha sido
parcialmente restringido en muchos paises debido a su producto intermedio toxico
metamidofos®. En un estudio Nakuleshwar®? encontr6 que el acefato produjo marcadas
alteraciones en histologia de la cola epididimaria y reduccion de la densidad de los
espermatozoides. Igualmente, ha sido sefalado que el Acefato produce alteraciones
histopatoldgicas®®. Esto pone de manifiesto el efecto que produce el ingrediente activo del

metamidofos independiente de su formulacion comercial (Stermin).

El ensayo de morfologia espermatica es uno de los parametros ampliamente utilizados en
toxicologia de contaminantes y farmacos y sus efectos genotoxicos. Ademas, el desarrollo de
la anomalia de la cabeza del esperma ha sido utilizado como indicador biolégico confiable a
corto plazo en la evaluaciébn de la genotoxicidad quimica. La prueba de morfologia del
espermatozoide del raton también Identifica los efectos de los productos quimicos que inducen
disfuncion espermatogénica y quizas mutaciones hereditarias. Dentro de los testiculos, las
células de Leydig, Sertoli y germinales son tres células objetivo-principales de los téxicos para
alterar la espermatogénesis®™ > %. Nuestro ensayo de morfologia espermatica determiné

cambios en la cabeza, pieza intermedia y cola del espermatozoide.

Normalmente, la morfologia del esperma de rata se evalla examinando preparaciones
himedas de espermatozoides epididimarios fijjados usando microscopia de contraste de
fases®, nosotros hemos evaluado con microscopia de campo claro las formas atipicas de la
cabeza, pieza intermedia y cola; y la morfologia esperméatica de la cabeza incluyé las formas
de gancho romo, cabeza de platano, cabeza amorfa, cabeza de alfiler y cabeza doble, con
frotis tefiidos, secados al aire y fotografiados con un celular. Los especimenes no tratados
(control), generalmente presentaron muy pocas anomalias morfol6gicas (< 2%) tal como lo

postulado por Perreault®,

Los recuentos de espermatozoides del epididimo es un método ampliamente utilizado, sencillo
y sensible para evaluar los efectos toxicos reproductivos masculinos en el sitio de accion del
epididimo y/o testicular®”. Kempinas y Lamano-Carvalho®, postularon un método para la
estimacion de la concentracion de espermatozoides en la cola del epididimo en rata,
encontrando un rango de 1525 a 230 x 10’ con un promedio de 187.7 x 10’
espermatozoides/ml. En la literatura analizada, el nimero de recuentos celulares en ratas
mostré una enorme variacion por ejemplo Maines®’ sefial6 que el niUmero de espermatozoides
en la cola del epididimo fue de 299.3 + 19.7, y el nUmero de espermatozoides en cabeza y
cuerpo, 153.9 + 8.2 x 10°; Lucio® en relacién a la concentracién espermatica, cuantificé de 152
a 230 millones de espermatozoides; Choirul® 74.72 + 10.75 x 10° ml; Iranloye!® 51.45 + 2,2 x

108, Saba'®? 83,25 + 2.32.



45

La exposicion a Stermin, provocd cambios significativos en la histologia testicular y cinética
espermatogénica, tal como ha sido mencionado para varios autores® 193 5 79. 8 3 parg
organofosforados, demostrando que los roedores son sensibles a la accion de estas
sustancias. Con base en estos datos los autores concluyen que el metamidofos podria ser
perjudicial para la sexualidad y fertiidad de los organismos que estdn constantemente

expuestos a plaguicidas.

Respecto a motilidad y vitalidad espermatica, estas han sido reportadas con gran variacién en
diferentes estudios por ejemplo Lucio® reporto 23% de motilidad; Nour'® reporté una
disminucion significativa de la motilidad de los espermatozoides a concentraciones mas alta de
los pesticidas probados; Iranloye'®* reporté una motilidad (%) de 84 + 7,7; Saba?? reportd una
motilidad (%) 80 * 4.8; Adamkovicova® reportdé una motilidad (%) de 50.31 + 9.15 y dentro de
ésta los progresivos (%) representaron el 27.69 + 7.34. La reduccion de la motilidad y del
namero de espermatozoides de la cola del epididimo, de especimenes expuestos a
metamidofos, dependiente de la dosis ha sido reportada por Peiris’’, Uriéstegui®, datos que

son coincidente con los hallazgos hechos por nosotros.

La morfologia anormal de los espermatozoides ha sido reportada variable, y dependiente del
tipo de plaguicida, dosis y tiempo de administracion, Adamkovicoval® reporté una morfologia
normal de 97.44 + 0.94 y dentro de esta, las anomalias de la cabeza 1.74 + 0.69 y de la cola
0.82 * 0.39. Espinoza-Navarro*® encontré6 un aumento significativo del nivel de teratospermia
en las ratas tratadas con Malation de (42,1%), con niveles elevados de cabezas de esperma
anormales (26,4%) (p <0,05). Nuestros hallazgos difieren con lo sefialado por los autores

mencionados.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones téxicas del organofosforado Stermin 600 SL han sido observadas a
partir de la dosis de 1.25 mg/kg, sin embargo, se aprecia una toxicidad mayor a dosis mas

elevadas, especificamente a partir de 2.5 mg/kg.

El uso indiscriminado y excesivo de organofosforados, puede tener graves efectos en el
sistema reproductivo al actuar sobre la naturaleza anatémica de los testiculos y las células
reproductivas, por lo tanto, en el presente estudio se ha logrado identificar el efecto toxico
que genera Stermin 600 SL en las células esperméticas de la rata.

En el presente estudio se ha logrado identificar la morfologia normal y anormal de los
espermatozoides de la rata relacionadas con las concentraciones del Stermin 600 SL,
observandose que a mayor concentracion del producto (5 mg/kg) existe mas cambios en la
morfologia de las células esperméticas.

En cuanto a los pardmetros seminales, el conteo de espermatozoides (ESC) en los
ejemplares sometidos a tratamientos en dosis altas mostraron ESC inferior con relacion al
grupo control; mientras que para el porcentaje de necrospermia, este fue mayor a dosis

altas.

En el presente estudio se determiné el indice de teratozoospermia, que es una alteracion
espermatica caracterizada por problemas en la morfologia de los espermatozoides. Se
determiné que las muestras con dosis mas altas contenian un porcentaje elevado de
espermatozoides amorfos, lo que demuestra la toxicidad del organofosforado Stermin 600
SL.
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RECOMENDACIONES

1. Existe necesidad atribuida a los organismos regulatorios del uso de pesticidas, para que
establezcan medidas o controles regulatorios severos que reduzcan el impacto de estas
sustancias sobre especies no objetivo, a fin de mitigar los efectos en la biodiversidad y la

proteccién de la salud reproductiva.

2. Frente a los resultados obtenidos en este trabajo, podemos recomendar la realizacion de
ensayos complementarios con el plaguicida en estudio, en células animales cultivadas in
vitro, que detecten diferentes tipos de dafios en el ADN contribuyendo de modo eficaz a
una mejor evaluacion de los efectos genotdxicos y mutagénicos de herbicidas utilizados en

la Agricultura Regional.

3. Continuar los estudios sobre toxicidad y genotoxicidad de plaguicidas, ampliando
parametros cualitativos y semicualitativos de la histologia testicular, tanto como de las
células espermatogénicas, y asi poder comprender la cinética reproductiva y los posibles
efectos sobre la fertilidad.

4. Sugerir a las autoridades de la Facultad la adquisicion de un equipo automatizado CASA
(Computer Assisted Semen Analysis), para la evaluacion de parametros seminales en
animales de experimentacién y en el hombre, que sirva para fines de investigacion en
andrologia animal y humana y ofrezca servicios de asistencia diagndstica reproductiva en

el hombre.
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ANEXOS

Anexo 01: Extirpacién quirargica de los 6rganos reproductores de los animales de estudio.
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Anexo 02: Microfotografias de anomalias de la cabeza del espermatozoide de rata.

=o eSS —al ot Lot 3 ¥
Cabeza acentuada por un gancho marcado, que conduce a una

Muestra un gancho torcido
forma similar a una coma

Similar a una linea recta Gancho pronunciado Forma alterada e indefinida de la Aumento del area basal de la
cabeza del espermatozoide cabeza del espermatozoide

Fig. Microfotografias de anomalias de la cabeza del espermatozoide de rata, tincién con Giemsa, 400X.

Anexo 03: Microfotografias de anomalias de la cola del espermatozoide.

Fig. Microfotografias de anomalias de la cola del espermatozoide de rata, las flechas indican la alteracion, tincién con Giemsa, 400X.
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Anexo 04: Preparacion de la Dosis Letal 50 de Stermin 600 SL.

El STERMIN 600 SL, es un insecticida Organofosforado, translicido, incoloro, pungente,
concentrado soluble, con una composicidn quimica de O, S — dimethyl phosphoroamidothioate
(Methamidophos) 600 g/L, Dietilenglicol y humectantes 570 g/L, altamente téxico, con dosis de
toxicidad de DLsp oral aguda: 20 mg/kg y DLso dermal aguda: 410 mg/kg. Inhibe la accién de
acetilcolinesterasa (Ach) la enzima responsable de la destruccion y terminacion de la actividad
biol6gica del neurotransmisor acetilcolina (AC). Con la acumulacién de la AC, se altera el
funcionamiento normal del impulso nervioso. Se utiliza en el control de Myzus persicae
“Pulgdn”, Liriomyza huidobrensis “Mosca minadora”, Premnotrypes suturicallus “Gorgojo de los
andes”, Prodiplosis longifila “Mosquilla del ovario”, Spodoptera frugiperda “Cogollero”. Se
expende en el comercio con otros nhombres como: LASSER 600, MATADOR 600 SL, MISIL
600 SL, MONOFOS, THODORON 600, METAMIDOFOS.*

PREPARACION DE LA LDsg

1 litro de STERMIN 600 SL contiene 600 gramos de ingrediente activo/L (ia)
1 litro de Stermin, contiene 600 gramos de ingrediente activo (ia)

Para Convertir 600 g (ia) a miligramos (mg)

Multiplicar 600 gr (ia) x 1,000 mg = 600,000 mg = 6 x 10° mg.

Para calcular el volumen, hacer una regla de tres simple:

Sien 1,000 ml. de Stermin =~ -------------------- 600,000 mg de (ia)
X e 200 mg

600,000 mg

X =0.3333333 =0.330 ml
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Convertir los ml a pl:

k1) G — =333.3 l

Con este valor se procede a 1 litro de la solucién LDso (200 mg/It)

De aqui hacer diluciones decrecientes a 25, 50, 75% LDso de STERMIN para administrar 10ml

por kilo de peso de los animales de experimentacion.

83.325 pl de la solucién LDsg (200 mg/It) (25% de LDso)
166.65 pl de la solucién LDso (200 mg/It) (50% de LDso)
249,98 pl de la solucién LDso (200 mg/It) (75% de LDso)

333.3 ul de la solucion LDsg (200 mg/It) (100% de LDsp)



