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RESUMEN

Objetivos: El objetivo de la presente revision es estudiar el dafo repro-
ductivo masculino ocasionado por contaminacién quimica ambiental,
en particular la debida a agropesticidas.

Métodos: Se presenta un modelo experimental en ratones intoxicados
con organofosforados y el interés de la lombriz de tierra ( Edsenia foeti-
dn) como bioindicador de polucién del terreno a través del estudio
del dafio reproductivo ocasionado por organofosforados.

Resultados: Tanto en ratones como en lombrices, el dano espermato-

génico se manifiesta por el descenso en el recuento espermatico, alte-

raciones en la calidad de la cromatina y aumento de la apoptosis de las
células espermatogénicas. Estas alteraciones se revierten parcialmente

por la adicién de melatonina a los terrarios tratados con pesticidas.

Conclusiones: Las alteraciones ocasionadas por la intoxicacién con or-
ganofosforados en ratén sugieren un posible deterioro de la fertilidad
a mediano y largo plazo, en tanto que las observadas en la lombriz,
junto con ser indicadores apropiados de la contaminacién del terreno,
destacan a este organismo como una eficiente especie biocentinela.
Dado que la melatonina disminuye el dafio, es posible postular que
éste se debe fundamentalmente al aumento de especies reactivas del
oxigeno ocasionado por el pesticida.
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ABSTRACT

Environmental chemical contamination
and spermatogenic damage

Objectives: The objective of the current review
was to study the male reproductive damage cau-
sed by environmental chemical contamination, es-
pecially that due to agropesticides.

Methods: An experimental animal model in mice,
intoxicated with organophosphorate compounds
is presented. The Californian red earthworm ( Ez-
senia foetida) was analyzed as a bioindicator of
chemical contamination through evaluation of
the reproductive damage produced by organo-
phoshorates.

Results: In both mice and earthworms spermato-
genic damage was evidenced by a reduced sperm
count, alterations in chromatin quality, and increa-
sed apoptosis of spermatogenic cells. These chan-
ges were partially reverted by adding melatonin to
the treated cultures.

Conclusions: The changes clicited by intoxication
with organophosphorates in mice suggest impai-
red fertility in the mid- and long-term. The chan-
ges verified in the earthworm were valid indica-
tors of chemical ground pollution, thus pointing
to this organism as an efficient biosentinel spe-
cies. Given that melatonin decreased the damage,
these alterations could mainly be due to an increa-
se in reactive oxygen species caused by the toxic
activity of the pesticide.

Key words: Chemical contamination. Agropestici-
des. Spermatogenic damage.
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INTRODUCCION

En el actual mundo industrializado, y también en los
paises en desarrollo, hay una creciente preocupacién
por el aumento de la contaminacién quimica ambien-
tal y el efecto nocivo que ésta puede ocasionar en la
reproduccién animal y humana'2.

Nuestro interés se centra en el compromiso del fac-
tor masculino, dado que muchas de estas sustancias
tienen acciébn como téxicos testiculares, correspon-
diendo principalmente a riesgo laboral (uso de agro-
pesticidas) o consumo de firmacos o medicamentos
sin control adecuado.

Hay alrededor de 100.000 productos quimicos de
uso habitual, y anualmente se manufacturan del orden
de 200 millones de toneladas. Algunos productos han
sido designados como “contaminantes emergentes”,
porque se sospecha su toxicidad, aunque atin no hay
ensayos suficientes. Una parte de los contaminantes
actian como disruptores endocrinos, y su efecto dele-
téreo se ejerce por alteracion del eje hipotalamo-hip6-
fisis-testiculo, o por acciones que modifican otros sis-
temas  regulatorios  orginicos  (inmunolégico,
nervioso)3.

Debido al alto nimero de especies quimicas conta-
minantes, y por razones de costes, muy pocas de ellas
se han analizado respecto a su toxicidad reproductiva
o durante el desarrollo, como lo muestran los porcen-
tajes presentados en la tabla 1.

Aun cuando muchos téxicos, como por ejemplo
agroquimicos del grupo de los organofosforados, han
sido declarados no utilizables por el alto riesgo que
representan para la salud humana y animal, su uso ile-
gal o no controlado sigue constituyendo un serio pro-
blema (fig. 1).

La accién de distintos téxicos se ejerce a diferentes
niveles del sistema reproductivo masculino (fig. 2), lo
que complica el analisis del dafio reproductivo.

Nuestro laboratorio presenta aqui un modelo ani-
mal (ratén)! de andlisis del dafio testicular ocasionado
por organofosforados, y un ejemplo de que este dafio
se puede monitorizar por alteraciones similares regis-
tradas en un organismo biocentinela de contamina-
cién ambiental del suelo, como lo es la lombriz roja
californiana ( Eisenia foetida)*.

METODOS
Modelo raton®
Se utilizan ratones de la cepa CF-1 adultos jévenes (3

meses de edad), mantenidos en bioterio con régimen
de luz 12L /12D, alimentados con pellet comercial y

TABLA 1. Estudios de toxicidad reproductiva o del desarrollo

Sustancia Porcentaje analizado
Pesticidas 34
Cosméticos 22
Medicamentos 45
Aditivos alimentarios 20

54% inhibidores de la acetilcolinesterasa

|

44% organofosforados

L T

| 42% altamente toxico | | 37% moderadamente téxico|

] 1

Figura 1. Intoxicaciones agudas por plaguicidas en Chile, ano
2002.
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Figura 2. Esquema que indica los sitios de accion y ejemplos de
compuestos quimicos que a cada nivel interfieren con la funcién re-
productiva del varén.

agua ad libitum. Grupos de 8 animales controles y 8
inyectados intraperitonealmente con paration puro
(Sigma, Saint Louis, Missouri, USA), en dosis de 1/3
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DL-50, se sacrifican a intervalos de 8,3 dias hasta
completar 33,2 dias (duracién de 1 ciclo del epitelio
seminifero y espermatogénesis completa). Se realiza
analisis histopatolégico de cortes de testiculo por téc-
nicas de rutina y de inmunohistoquimica, utilizando
la técnica de TUNEL para deteccién de apoptosis. Se
estudian los espermatozoides de cauda epididimaria,
usando anaranjado de acridina y observacién en epi-
fluorescencia.

Modelo Eisenia foetida*

En terrarios de condicién normal, con humedad con-
trolada y adicién de estiércol de equino, se crian
ejemplares de E. foetida hasta su maduracién sexual
(presencia evidente de clitelo). En otros terrarios se
adicionan dosis crecientes del organofosforado diazi-
non a intervalos de 1, 7, 10, 15 y 30 dias. Mediante
técnicas morfologicas se examina la morfologia gona-
dal (E. foetida es un organismo hermafrodita dic6éga-
mo), testicular y la calidad de la cromatina de los es-
permatozoides obtenidos de la vesicula seminal.

En terrarios de animales intoxicados se agregd tam-
bién melatonina (en dosis de 10 mg/kg de tierra), re-
conocido agente neutralizador de especies reactivas
del oxigeno, para analizar su efecto protector.

RESULTADOS
Raton’®

En la bibliografia hemos propuesto un modelo de en-
sayo en ratones, util para analizar el dafio toxico del
testiculo frente a contaminacién con agropesticidas
organofosforados. Asi se ha comprobado que 1 dosis
tnica de paratién ocasiona disminucién del recuento
de espermatozoides en cola del epididimo, lo que im-
plica dano de las células espermatogénicas en prolife-
racién en el testiculo®, en observaciones hechas du-
rante el periodo de espermatogénesis completo (33,2
dias en el ratén)”8. Igualmente incrementa la necros-
permia y teratozoospermia’, principalmente del flage-
lo, apareciendo células apoptoéticas y vacuolizacion del
epitelio seminifero, situacién que no se recupera com-
pletamente aun a los 50 dias postexposicién!®.

También hay dafio de la cromatina, con espermato-
zoides aneuploides, que muestran viraje metacromati-
co en epifluorescencia con la tincidén de anaranjado de
acridina, lo que demuestra ADN presente en forma
monofilar”.

El metabolito paraox6n ha demostrado ser igual-
mente toxico, y todavia mas los preparados comercia-
les de paratiéon o malatién de uso agricola.
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Eisenia foetida’

En la figura 3 se presentan los resultados del recuento
de espermatozoides de E. foetida, expresado en miles,
para cada intervalo de tiempo en presencia de distin-
tas dosis de organofosforados (diazinén), con o sin
adicién de melatonina, y su comparacién con los con-
troles. Se observa disminucién del recuento con las
dosis mas altas de diazinén, y un efecto protector,
aunque sin alcanzar los valores control, en los anima-
les tratados con melatonina.

La viabilidad de los individuos también demuestra
el efecto protector de melatonina, ya que la sobrevida
de éstos se asemeja al control, registraindose alta mor-
talidad dependiente de la dosis en los gusanos trata-
dos con diazinén (tabla 2).

DISCUSION

Hay numerosos estudios que analizan los efectos toxi-
cos de los organofosforados y el testiculo como érgano
afectado. Dado que la espermatogénesis es un proceso
complejo que comprende proliferaciéon y diferencia-
cién celular, el dano y los mecanismos involucrados
son dificiles de establecer'. El dano se ha establecido
tanto en ratones adultos como en ratones inmaduros!?,
en que se constata disminucién del didmetro tubular y
de la altura del epitelio seminifero. Este efecto puede
revertirse parcialmente por la administracién de un ex-
tracto acuoso de la raiz (tubérculo) de Lepidium meye-
nii (maca), una planta brassicicea que se cultiva en el
Altiplano peruano. Esta propiedad ha sido reportada
por Gonzales et al (2001 y 2003)!213  en que dicho
extracto protege del dano espermatogénico ocasiona-
do por hipoxia de altura y de los cambios debidos a se-
nescencia de los animales. Nuestro grupo ha observado
que el extracto de maca protege de los efectos deleté-
reos para el testiculo ocasionados por el malatién!41°.

Respecto al uso de la lombriz de tierra como bioin-
dicador de contaminacién quimica del terreno, es posi-
ble afirmar que si bien las tasas de supervivencia mues-
tran claramente el impacto de los organofostorados en
este organismo, se sabe que este parimetro es menos
sensible desde un punto de vista ecotoxicoldgico, ya
que puede haber efectos subletales de importancia. Por
lo tanto, crecimiento y reproduccién son indicadores
que pueden resultar mds ttiles, como se discute en la
bibliografia!®!”. Hemos demostrado que el ndimero de
capsulas que se producen y de lombrices que nacen en
terrarios expuestos a concentraciones crecientes de pa-
ratién comercial decrece en relacién directa con la con-
centracion del pesticida®. Una situacién similar se regis-
tra respecto a la pérdida de peso observada a los 5, 15 y
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Recuento espermatico
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Figura 3. Recuento espermitico de Eisenia foetida para cada intervalo de tiempo y tratamiento. D representa la aplicaciéon de diazinén, en
dosis de 14, 12 y 34 de la DL (dosis letal)-50, y M: melatonina (dosis: 10 mg/kg de tierra). °p < 0,05. °p < 0,01.

TABLA 2. Porcentaje de supervivencia de Eisenia foetida 30 dias dcs.pucs de la exposicion, lo que se acompana
de apoptosis detectada por el ensayo de cometa en los

nucleos de células germinales de E. foetida. El recuento

Tiempo de exposicion (en dias)

Tratamientos

Dial  Dia7 Dial0 Dia15 Dia30 espermdtico parece ser uno de los marcadores més sen-
(%) (%) (%) (%) (%) sibles, as{ como la tasa de apoptosis secundaria a la in-
Control 100 100 100 100 100 toxicacién, denotando accién genotoxica del pesticida.
Melatonina 100 100 100 100 100 En resumen, los parimetros reproductivos de la
D 14 100100 93,3 90 70 lombriz son bioindicadores utiles, que denotan conta-
D12 100 97,5 80 80 50 . .,
D34 100 05 30 75 40 minacién del terreno.
M+ D 14 100 100 100 100 90 En consecuencia, E. foetida resulta ser una especie
M+D12 100 100 100 95 80 biocentinela adecuada, en la cual el estudio de pari-
M+D 34 100 97,5 933 20 80 metros reproductivos refleja fielmente la polucién
M: melatonina (10 mg/kg de tierra); D: diazin6n (14, 12 'y 34 de dosis letal-50). quimica de su ambiente.
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