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Para ti, mi viejo, mi querido viejo. jLo logramos! jMision cumplida!
Gracias infinitas.

“Cuando era niflo, mi abuelo muri6. Era escultor. era un hombre muy amable que tenia mucho
amor para darle al mundo y ayud¢6 a limpiar la maldad de nuestro pueblo; y ¢l hizo juguetes
para nosotros ¢ hizo millones de cosas en su vida; siempre estaba con las manos ocupadas. y
cuando murid, de repente me di cuenta que no lloraba por ¢él, sino por todas las cosas que
habia hecho. Lloré¢ porque ¢l nunca podria hacerlas otra vez, nunca tallaria otra pieza de
madera ni nos ayudaria a criar pichones y palomas en el patio trasero, ni tocaria el violin de la
forma en que lo hacia, ni nos contaria chiste como ¢l sabia hacerlo. El era parte de nosotros
cuando murid, todo lo que ¢l hizo muri6 y no habia nadie que pudiera hacerlo como ¢l sabia.
El era tnico. Era un hombre importante. No me he recuperado de su muerte. A veces pienso
en todas las maravillosas esculturas que nunca se haran porque ¢l murid; en todos los chistes
que el mundo habia perdido y en todos los pichones que nunca serian tocados por sus manos.
El le dio forma al mundo. El hizo cosas por el mundo. El mundo perdi6 diez millones de
buenas acciones la noche que muri6...

Todos deben dejar algo al morir, decia mi abuelo. un nifio o un libro o un cuadro o una casa o
una pared o un par de zapatos. O un jardin. Algo que las manos de uno hayan tocado de algiin
modo. El alma tendra entonces a donde ir el dia de la muerte, y cuando la gente mire ese arbol,
o esa flor, alli estard uno. No importa lo que se haga, decia, mientras uno cambie las cosas.
Asi, después de tocarlas, quedara en ellas algo de uno. la diferencia entre un hombre que solo
corta el césped y un jardinero depende del uso de las manos, decia mi abuelo. La cortadora de
césped pudo no haber estado alli; el jardinero se quedaré en el jardin toda una vida...”

Ray Bradbury. Fahrenheit 451.1953.

Y gracias, gracias mil, a todos aquellos que me han dejado tocar su corazon o su mente, aun
sin saberlo.
Mi alma estar? alli...



Preferiria comprender una sola causa, que ser rey de Persia.
Democrito de Abdera.
Filosofo griego, 460 — 370 a. C.

El cultivo de la mente, es un alimento para el alma humana.
Marco Tulio Cicerén

William james solia predicar “la voluntad de creer”. Yo por mi parte quisiera predicar “la
voluntad de dudar”... Lo que se persigue no es la voluntad de creer, sino el deseo de descubrir,
que es exactamente lo opuesto.

Betrand Russell; Sceptical Essays. 1928.

La cosa mas bella que podemos experimentar es lo misterioso. Es la fuente de toda verdad y
ciencia. Aquel para quien esa emocion es ajena, aquel que ya no puede maravillarse y
extasiarse ante el miedo, vale tanto como muerto: sus ojos estan cerrados...Saber que lo
impenetrable para nosotros existe realmente, manifestindose como la prudencia maxima y la
belleza mas radiante que nuestras torpes capacidades pueden comprender tan sélo en sus
formas mas primitivas... este conocimiento, este sentimiento, se encuentra en el centro de la
verdadera religiosidad. En ese sentido, y solo en ese sentido, pertenezco a las filas de los
hombres religiosos devotos.

Albert Einstein; Lo que creo. 1930.



Resumen

La exposicion a xenobidticos, como los plaguicidas, puede ser una causa importante de
disfuncion reproductiva en humanos y animales. La atrazina y el fenoxaprop-etil, dos herbicidas de
amplio uso, y el malatidén y el diazinén, dos insecticidas organofosforados, se consideran s6lo como
ligeramente toxicos par los animales, pero existen evidencias de que pueden causar graves efectos en la
funcion reproductiva. El objetivo del presente estudio fue la evaluacion del efecto de estos plaguicidas
en la viabilidad y maduracion in vitro de ovocitos. Los gametos se maduraron en concentraciones
crecientes de los plaguicidas para ser tefiidos posteriormente con MTT para evaluar la viabilidad y
bisbenzimida para determinar el grado de maduracioén en el mismo ovocito. La atrazina no tuvo efecto
sobre la viabilidad, pero la maduracion se redujo significativamente, mientras que el fenoxaprop-etil
afect6 a ambos parametros. Los insecticidas afectaron la viabilidad y la maduracion, aunque en grados
diferentes. Los cuatro plaguicidas mostraron un efecto mas pronunciado en la maduracion que en la

viabilidad, debido a un bloqueo en el estadio de vesicula germinal.
Abstract

Exposure to xenobiotics, as pesticides, may be a major cause of reproductive dysfunction in
humans and animals. Atrazine and fenoxaprop-ethyl, widely used herbicides, and malathion and
diazinon, organophosphate insecticides, are considered only slightly toxic to vertebrates; however,
there is evidence of greater effects on reproductive function. The aim of this study was to evaluate the
effect of these pesticides on oocyte viability and in vitro maturation. Gametes were matured in
increasing concentrations of the pesticides and then stained with MTT to evaluate viability and
bisbenzimide to assess the maturation stage, in the same oocyte. Atrazine had no effect on viability but
maturation was significantly reduced, while fenoxaprop-ethyl affected both parameters. The
insecticides affected viability and maturation but to a different degree. The four pesticides showed a

more pronounced effect on maturation than on viability, due to a blockage at germinal vesicle stage.
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EFECTO DE INSECTICIDAS Y HERBICIDAS SOBRE LA

MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS DE CERDO.

Introduccion

Plaguicidas. Generalidades

Los plaguicidas son compuestos que previenen, destruyen o repelen a las plagas y
aunque a menudo se hace referencia so6lo a los insecticidas, el término también se aplica a los
herbicidas, fungicidas, rodenticidas y nematicidas entre otros agentes que inhiben la
proliferacion de las plagas.

Las plagas son una abundancia de organismos indeseados, que causan dafios a los
cultivos, a los animales o a los seres humanos y entre otros se incluyen a los insectos, los
roedores, las malezas, los hongos y algunos microorganismos.

Entre los factores que limitan la produccion agricola se cuentan diversas enfermedades
y plagas propias de las plantas, mientras que diversas patologias transmitidas a los humanos o
animales por vectores como los insectos, son un importante problema de salud publica a escala
mundial. Uno de los principales beneficios que se obtiene con el uso de los plaguicidas es la
proteccion que confieren a los cultivos. Se han hecho estimaciones de que mas de una tercera
parte de los alimentos que se cultivan, se pierden por las plagas durante su produccion,
cosecha y almacenaje, y esta cifra puede alcanzar hasta un 40% en el caso de los paises en
desarrollo. Si la produccion de plaguicidas se detuviera por completo, la produccién de

alimentos disminuiria hasta en un 50% (Yu, 2008).



El uso de plaguicidas a nivel masivo ha permitido controlar la proliferacion de plagas y
enfermedades en los cultivos agricolas y el ganado, y por lo tanto reducir o evitar pérdidas en
la produccién de alimentos. Del mismo modo, han ayudado de manera importante al control
de los insectos y aracnidos (garrapatas y acaros) vectores de distintas enfermedades que
afectan a los seres humanos (CICOPLAFEST, 2002; Saunders y Harper, 1994).

A partir de la Segunda Guerra Mundial comenz¢ la era de la agricultura moderna que
dependia entre otros factores de la mecanizacion de la agricultura, el desarrollo de los
monocultivos a gran escala y el uso extensivo de fertilizantes y plaguicidas (Breckenridge y
Stevens, 2008).

Los plaguicidas modernos sintetizados por primera vez a fines del siglo XIX (el DDT
se sintetizd en 1874), se han empleado recurrentemente desde 1939 y se han convertido en el
grupo mas grande de compuestos quimicos, potencialmente toxicos, que son introducidos de
manera deliberada al medio ambiente con el propdsito de incrementar la produccion agricola.

Los plaguicidas se agrupan de acuerdo a la accién que tienen sobre distintos
organismos y en conjunto conforman un grupo muy diverso de compuestos, por lo que es
dificil realizar generalizaciones acerca de su mecanismo de accion y su posible toxicidad. El
espectro de toxicidad de estos compuestos puede variar desde aquellos que son altamente
toxicos por una exposicion aguda (v. gr. organofosforados y carbamatos), pasando por
aquellos que no representan riesgo por toxicidad aguda pero si por toxicidad crénica potencial
(fungicidas), hasta aquellos que son virtualmente inocuos para los mamiferos (fitorreguladores
e insecticidas bioldgicos).

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que ocurren aproximadamente 500 000

envenenamientos por plaguicidas al afio en todo el mundo, con un nimero de decesos mayor a



10 000, aunque aproximadamente el 90% de estos tltimos son debidos a que el plaguicida fue
empleado intencionalmente como método de suicidio (Saunders y Harper, 1994).

Debe destacarse, que a pesar de su gran importancia econémica al incrementar los
volumenes de las cosechas, la aplicacion indiscriminada de los plaguicidas ocasiona serios
dafios al medio ambiente incluyendo el deterioro a la flora y la fauna, la contaminacion de los
cuerpos de agua y de los suelos, asi como la eventual generacién de plagas mas resistentes.
Aunado a todo lo anterior, estos agentes pueden resultar sumamente peligrosos para los
humanos por las intoxicaciones de grado diverso y por los efectos nocivos que se pueden
presentar a mediano o largo plazo tales como carcinogénesis, teratogénesis, esterilidad,
mutagénesis y otros (CICOPLAFEST, 2002).

El uso indiscriminado o descuidado y la falta de un conocimiento minimo de todos los
riesgos potenciales para la salud y el medio ambiente, ha conducido a episodios espectaculares
de envenenamiento en humanos, como la intoxicacion por exposicion accidental a
metilisotiocianato en Bophal, India en 1984 que arrojé miles de victimas, o la intoxicacion
crénica por DDT, que aunque se dejo de emplear desde hace 20 afios en la mayoria de los
paises, constituye un serio problema por su capacidad de perdurar durante lapsos muy
prolongados en los tejidos de diferentes organismos y al que se le ha relacionado con casos de

cancer de mama (Brusick, 1987, Saunders y Harper, 1994).

Plaguicidas en México

De la gran variedad de plaguicidas desarrollados en el mundo es comin que los mas

antiguos, no patentados, mas téxicos, mas persistentes en el medio ambiente y por todo lo



anterior mas baratos, sean los de uso mas frecuente en las naciones en desarrollo (Ecobichon,
2001).

Parte de esta problematica se sufre en México, que es considerado como la zona
agricola con los dafos a la salud méas elevados para su poblacion causados por los plaguicidas,
y varios estados mexicanos pueden ser considerados como zonas de riesgo debido a la
contaminacion por plaguicidas. Esta situacion produce un serio efecto que deteriora la salud de
las personas expuestas a estos agroquimicos y en algunos casos, las conduce a la muerte
(Valdez-Salas et al, 2000). Por esto, en nuestro pais, se han realizado diversos estudios que
incluyen la identificacion y cuantificacion de plaguicidas organoclorados en sedimentos y
organismos acuaticos en el lago de Catemaco (Calderén et al, 2001) y en sistemas lagunares
del Estado de Chiapas (Rueda et al, 1997), el efecto de plaguicidas organofosforados (OP) en
trabajadores industrialmente expuestos (Palacios et al, 1999), o, a nivel experimental, el dafio
genético en diferentes organismos (Flores et al, 1999).

En México, durante 2008, se comercializaron mas de 93 000 toneladas de plaguicidas
para uso agricola (INEGI, 2009). Este volumen corresponde a 112 diferentes insecticidas y 78
herbicidas registrados (CICOPLAFEST, 2002), todos ellos con un potencial altamente tdxico
para la salud humana y animal.

Estos principios activos son comercializados en diversas formulaciones de acuerdo con
el fabricante (Yanez et al, 2002) y asi, por ejemplo, se puede mencionar que en el mercado
existen 4 formulaciones distintas para Fenoxaprop-etil, 34 para Atrazina, 65 para Diazindn y
94 para Malation, sin contar todas aquellas formulaciones en las que el principio activo

mencionado se encuentra mezclado con otros de efecto semejante (CICOPLAFEST, 2002).
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Tipos de plaquicidas

Aunque la definicion literal de un plaguicida incluye a cualquier compuesto o agente
que mate a alguna plaga, esto no es estrictamente correcto en todos los casos, ya que algunos
de ellos controlan la poblacion de organismos considerados como una plaga sin llegar a
matarlos necesariamente.

Los plaguicidas se pueden clasificar de acuerdo al mecanismo de accion, a la familia
de compuestos quimicos a la que pertenece el compuesto activo o mas comunmente de
acuerdo con el organismo blanco sobre el que acttian. Dentro de esta tltima clasificacion se
pueden incluir entonces a los acaricidas, fungicidas, herbicidas, insecticidas, molusquicidas,

rodenticidas y termiticidas por mencionar solo a los mas importantes (Ware, 1991).

Herbicidas.

Son plaguicidas disefiados para ser toxicos Unicamente para las plantas, y las
diferencias fisioldgicas o anatomicas entre las distintas especies permite producir herbicidas
selectivos. Aunque es dificil producir herbicidas que sean completamente seguros para los
animales, por regla general tienen baja toxicidad para los mamiferos (Saunders y Harper,
1994).

En los tltimos 50 anos, el uso de herbicidas quimicos se ha extendido enormemente, en
especial en aquellos paises con practicas de agricultura extensiva y mecanizada. Actualmente,
los herbicidas comprenden la mitad de los aproximadamente 2 mil millones de toneladas de

ingredientes activos para plaguicidas empleados anualmente en todo el mundo (Tominack,

2000).
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Antes de la aparicion de estos agentes, el control de malezas en los cultivos se
realizaba manualmente y alin actualmente, se emplea mas energia a escala global para
desyerbar cultivos que para cualquier otra actividad humana. Ademas de los empleados para la
eliminacion de malezas o malas hierbas en los cultivos, los herbicidas son empleados para
areas recreativas o para los bordes de los caminos (Ware, 1991).

Los herbicidas presentan una gran diversidad en cuanto a su composicion quimica y
pueden actuar sobre su organismo blanco de muy diversas maneras. Algunos de los grupos
mas importantes de estos plaguicidas son las ureas y sulfonilureas, nitrilos, bipiridilos,
carbamatos, triazinas, arilofenoxipropionatos, 4acidos fenoxicarboxilicos, entre otros

(Breckenridge y Stevens, 2008).

Atrazina.

La atrazina (figura 1), una triazina, es uno de los herbicidas méas efectivos, baratos y es
muy empleada para el control de malezas en cultivos, y es ampliamente utilizada a pesar de
que en algunos paises se ha prohibido su uso (Sass y Colangelo, 2006). Fue registrada para su
uso comercial en 1958, y es un herbicida empleado para el control pre- y post-emergente de
malezas en cultivos de maiz, sorgo, cafia de azlicar y pifia.

Al igual que ocurre con el resto de los herbicidas, y con muchos plaguicidas en
general, es detectada frecuentemente en cuerpos acuaticos en los que puede afectar de manera
importante a la fauna y flora (Graymore et al, 2001). Se ha detectado en concentraciones
importantes, de hasta 40 pug por litro, en los escurrimientos provenientes de los campos

agricolas (Tennant et al, 2001).
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Es considerada como ligeramente toxica, y aunque se supone que no es mutagénica o
teratogénica (Breckenridge y Stevens, 2008), existen estudios que muestran su efecto en el
aparato reproductor. Por ejemplo, en ranas puede actuar como un disruptor del desarrollo
sexual normal por una activacion de la aromatasa (CYP19), lo que incrementa la conversion
de testosterona a estradiol (Hayes et al, 2002; Freeman y Rayburn, 2004; Murphy et al, 2006).
Se ha observado también un efecto negativo de este herbicida en el nimero y la calidad de los
espermatozoides de rata (Abarikwu et al, 2009). Asi también, se ha demostrado un efecto en la
transcripcion de genes mitocondriales relacionados con la produccion de especies reactivas de

oxigeno (Jin et al, 2010).
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Figura 1. Estructura quimica de la atrazina.

Fenoxaprop-etil.

El fenoxaprop-etil (FE; figura 2), es un herbicida empleado para el control de malezas
en trigo, arroz y cultivos de hoja ancha. Fue introducido al mercado, en 1980 por la compaiiia

ICIL
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Es un acido arilofenoxialcanoico, que inhibe la biosintesis de lipidos en los meristemos
de las plantas, afectando a la acetil CoA carboxilasas (ACC) (Labrada et al, 1996; Waller et al,
2003). El FE no se considera como carcinogénico o mutagénico y no existen reportes de que

pueda afectar la fertilidad o reproduccion humanas (Peterson et al, 2001).
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Figura 2. Estructura quimica del fenoxaprop-etil.

Insecticidas.

La mayoria de estos agentes ejercen su efecto por la intoxicacion del sistema nervioso
de los insectos, y aunque existen diferencias entre éste y el de los mamiferos, no hay que
olvidar que el mecanismo de accion de los insecticidas es similar para ambos tipos de
organismos. La selectividad en contra de las plagas se presenta en funcion de la dosis
empleada, ya una que es letal para los insectos, normalmente estd muy por debajo de los
umbrales de toxicidad para los mamiferos. Sin embargo, no deja de existir un gran potencial
de efecto toxico para los humanos (Saunders y Harper, 1994).

Hasta antes de la Segunda Guerra Mundial los insecticidas de uso comun eran aquellos
basados en compuestos arsenicales, derivados del petroleo o azufre, cianuros o extractos de
plantas tales como las piretrinas, la nicotina o la rotenona. Después de este periodo se crearon
una infinidad de insecticidas quimicos modernos, que pertenecen en su mayoria a cuatro

grupos principales: los organoclorados (DDT, aldrin, lindano), los OP (paration, malation,
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diazin6én), los carbamatos (aldicarb, carbaril, propoxur) y los piretroides (cipermetrin, fenotrin)

(Ware, 1991).

Insecticidas organofosforados.

De los grupos mencionados, los OP son los insecticidas mas frecuentemente
involucrados en casos de intoxicacion, en comparacion con cualquier otro grupo, siendo el
paration el mas toxico de ellos. Son un grupo muy grande de insecticidas, que incluye a los
agroquimicos mas seguros, pero también a los mas peligrosos, y son en general relativamente
simples en su estructura, en comparacion con muchos otros plaguicidas.

Debido a su diversidad, es dificil generalizar acerca de sus propiedades fisicas. Tienen
una solubilidad en agua que va de moderada a considerable, lo mismo que la presion de vapor,
y algunos son sumamente volatiles y facilmente degradados por hidrélisis inducida por
esterasas. Esta combinacion de propiedades, los hace insecticidas biodegradables y poco
persistentes (Yu, 2008).

Son derivados del acido fosforico, y los hidrogenos pueden ser sustituidos por radicales
organicos como metilo, etilo o fenilo. También, uno o mas de sus oxigenos pueden ser
reemplazados por azufre, carbono o nitrégeno.

Estos insecticidas interfieren con los impulsos nerviosos al inhibir a la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) presente en las sinapsis neuronales colinérgicas y las uniones
neuromusculares de los insectos y mamiferos. Esta enzima, que se encarga de degradar al
neurotransmisor acetilcolina (ACh), es inhibida por la interaccion de los OP o sus metabolitos
con la enzima, que ocasiona la fosforilacion del sitio activo de ésta. Esta fosforilacion puede

ser revertida espontaneamente, aunque puede ocurrir después de dias o semanas, por lo que se
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considera que la inhibicién es irreversible. La inactivacion de la enzima conduce a una
acumulacion de la ACh en la hendidura sinaptica produciendo una neuroexcitacion excesiva.

En los mamiferos, la estimulacion excesiva de los receptores a ACh puede producir un
sindrome colinérgico con efectos que se corresponden con la estimulacion de distintos tipos de
receptores en distintos organos. Asi, la estimulacion de los receptores muscarinicos del
sistema nerviosos autonomo parasimpatico en los ojos produce miosis y vision borrosa; en el
tracto gastrointestinal provoca nauseas, vomitos, diarrea e incontinencia; en las glandulas
exocrinas causa salivacion, lagrimeo y sudoracién excesivos; en el sistema respiratorio
estimula la  secrecion  bronquial excesiva causando edema, broncospasmos,
broncoconstriccion, tos y disnea; en el sistema cardiovascular se produce braquicardia e
hipertension; la estimulacion de la vejiga urinaria produce incontinencia. La estimulacion de
los receptores nicotinicos en las terminaciones nerviosas simpdticas y parasimpaticas del
sistema cardiovascular induce taquicardia e hipertension, mientras que en las fibras nerviosas
produce fasciculacion, calambres, debilidad muscular generalizada en musculos periféricos y
respiratorios, paralisis, temblores y ataxia. En el sistema nervioso central, la estimulacion de
los receptores de las neuronas colinérgicas produce somnolencia, letargo, fatiga, confusion
mental, cefalea, debilidad generalizada, temblores, convulsiones, depresion de los centros
respiratorios, cianosis y coma (Moreno, 2003; Yu, 2008).

Aun cuando la mayoria de los OP fosforilan principalmente a la AChE, algunas otras
esterasas pueden ser fosforiladas por estos insecticidas. Asi, por ejemplo, el diazinon, el
dicrotofos y el paratidon, son capaces de fosforilar a la kinurenina formamidasa (KFasa), que es
una esterasa/amidasa involucrada en la sintesis de NAD, y cuya inactivacion produce

teratogénesis en las aves, o a la esterasa blanco de la neuropatia (NTE), que al inactivarse
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ocasiona una neuropatia retardada e induce la degeneracion de los axones de los nervios
periféricos y las vias sensoriales y motoras de la médula espinal (Casida y Toia, 1992).
Algunos otros, como el etefén (un OP que se usa como fitorregulador y generador de etileno),
inhiben a las butirilcolinesterasas, o como el glufosinato, que inhiben a la glutamato sintetasa,
o el glifosato, que inhibe la sintesis de aminoacidos aromaticos en las plantas (Yu, 2008).

Se ha sugerido que los insecticidas OP pueden inducir un estado de estrés oxidativo por la
inhibicion de la cadena de transporte de electrones (Spetale et al, 1977), relacionado con una
disminucién en la expresion de genes relacionados con la citocromo oxidasa (Salazar et al,

2007; Bonilla et al, 2008).

Diazinon.

El diazin6én (figura 3) es un insecticida OP, originalmente utilizado para uso
residencial, que es efectivo en contra de insectos chupadores y cortadores de hojas, en cultivos
de frutales, hortalizas, y pastizales. Fue introducido al mercado en 1952 por la compaiiia
Geigy. Es un insecticida de contacto para el suelo y para tratamiento foliar, con una baja
actividad residual y una baja toxicidad para mamiferos (DLsy en ratas: 108 mg/kg). Aunque
tiene una baja persistencia en el suelo, con un tiempo de degradacion de 2 a 6 semanas, su uso
doméstico fue prohibido en los EUA en 2004, permitiéndose solo para uso agricola (US EPA,
2006). Sin embargo, en muchos otros paises, incluyendo México, tiene un amplio uso. Se ha
reportado que disminuye el peso de los testiculos de la rata, reduciendo la viabilidad y
movilidad espermdtica, e incrementando las anormalidades morfologicas de los
espermatozoides (Abd el-Aziz et al, 1994), mientras que en el raton se altera la estructura de la

cromatina espermatica (Pifia-Guzman et al, 2005).
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Figura 3. Estructura quimica del diazin6n.
Malation.

El malation (figura 4) es otro de los insecticidas OP mas comtinmente utilizado en todo
el mundo (Pluth et al, 1998). Fue introducido en 1950 por la compania American Cyanamid.
Es un insecticida de contacto y fue el primero con un amplio espectro y una muy baja
toxicidad para mamiferos (DLsy en ratas: 1300 mg/kg). Se emplea para eliminar plagas de
cultivos agricolas, plantas ornamentales, invernaderos, graneros, bosques y jardines, asi como
del ganado. El efecto toxico, como el de otros OP, se produce por la inhibicion de la AChE
que es fosforilada en residuos de serina del centro catalitico, incrementando los niveles de
acetilcolina en las uniones neuromusuclares y las sinapsis colinérgicas (Blasiak et al, 1999).
Al igual que ocurre con otros organofosoforados, el malation sufre una transformacion al oxén
correspondiente por accion del citocromo P450 (CYP2B6 en mamiferos) (Seliskar y Rozman,
2007). Por medio de esta bioactivacion, el malaoxén formado resulta mucho mas toxico para
los animales que su precursor el malation, que por si mismo no afecta a la AChE.

Sin embargo, se sabe que para los mamiferos resulta sélo ligeramente toxico porque es

rapidamente degradado por las carboxilesterasas que hidrolizan al malatién y a sus metabolitos
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en compuestos no toxicos que pueden ser facilmente eliminados (Jonakovic, 2001). La
bioactivacion por P450 es mas significativa en insectos, mientras que la detoxificacion
hidrolitica, lo es en mamiferos, de alli su efecto selectivo sobre los primeros. A pesar de esto,
existe preocupacion por los efectos causados por el malation en las funciones reproductivas de
los vertebrados, especialmente alteraciones en las células germinales y somaticas (Bustos-
Obregon y Gonzalez-Hormazabal, 2003), y efectos negativos en la espermatogénesis in Vvivo
(Choudhary et al, 2008; Uzun et al, 2009). También es capaz de inducir apoptosis en células
mononucleares de sangre periférica y en células en cultivo (Masoud et al, 2003; Olgun et al,
2004; Tusch y Schwab, 2005; Ahmed et al, 2009).

En gran medida, la toxicidad del malatiéon se debe a la presencia de impurezas
(isomalation, malaoxon y otros relacionados) en sus formulaciones comerciales que son
capaces de inhibir a las carboxilesterasas séricas y hepaticas, ademas de inhibir la accion de
los linfocitos T citotoxicos y los linfocitos NK (“natural killers”), debilitando por lo tanto al
sistema inmune (Yu, 2008).
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Figura 4. Estructura quimica del malation.
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Plaguicidas como agentes toxicos.

Con el fin de incrementar la produccion de alimentos, los plaguicidas se han utilizado
de modo intensivo para el control de plagas y enfermedades, tanto en el ganado como en los
cultivos. Ademas, con ellos se han logrado mejorar las condiciones de salud de las poblaciones
humanas, al disminuir el nimero de diferentes vectores de enfermedades, principalmente
insectos (Saunders y Harper, 1994; Kimmel et al, 1995).

Sin embargo, su uso indiscriminado produce dafios importantes al medio ambiente
(plantas animales, agua y suelos) y produce también resistencia de las plagas hacia dichos
compuestos. Estos pueden resultar peligrosos para los humanos, ya que causan intoxicaciones
agudas y crénicas, ademds de inducir delicados efectos indeseables como carcinogénesis,
mutagénesis, teratogénesis o esterilidad (Saunders y Harper, 1994).

Aun cuando algunos plaguicidas han sido restringidos en su uso o se han prohibido por
su alta toxicidad, pueden persistir en el ambiente durante mucho tiempo y constituir un peligro
potencial para la vida silvestre y las poblaciones humanas, incluyendo a aquellas que
dependen de los productos del mar para subsistir (Campagna et al, 2001, 2007).

Se ha demostrado que la exposicion a estos agentes puede causar alteraciones en los
patrones reproductivos y contribuir a incrementar problemas como subfertilidad, infertilidad,
abortos (Auger et al, 1995; Zinaman et al, 1996), retardo en el crecimiento, muerte fetal y
defectos al nacimiento en humanos (Shepard, 1986), o falla ovarica en el ganado (Pocar et al,
2003).

Incluso en poblaciones humanas como los Inuit de la region artica, donde el uso de los
plaguicidas no es comun, se puede detectar la presencia de plaguicidas en cantidades

importantes en la sangre y la leche materna. Los plaguicidas se dispersan en el medio y son
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bioacumulados por los animales marinos y costeros, que constituyen el sustento de estas
poblaciones (Campagna et al, 2002). Por otro lado, en las tltimas décadas, la infertilidad
humana se ha incrementado, y se estima que una de cada cinco parejas es infértil y se ha
incrementado la incidencia de tumores gonadales, teniendo como causa probable a Ia

exposicion a estos contaminantes ambientales. (Nunziata, 1998).

Efectos de plaguicidas.

Se han realizado estudios en mamiferos, tanto domésticos como silvestres, centrandose
en los efectos sobre la reproduccion, el sistema nervioso o el sistema inmune.

Los efectos toxicos de los plaguicidas en humanos se han estudiado en poblaciones
ocupacionalmente expuestas o en exposiciones accidentales y se ha reportado una amplia
variedad de efectos tanto agudos como crénicos, que van desde los sistémicos hasta la muerte
(CICOPLAFEST, 2002).

Como ejemplo de esta variedad de efectos se puede mencionar al malation, un
insecticida OP que inhibe selectivamente a la AChE, pero que ha mostrado una multitud de
efectos a nivel del desarrollo. A pesar de que es considerado como moderadamente toxico,
puede producir dafios citogenéticos y genotoxicos tanto in vivo como in vitro (Contreras y
Bustos-Obregon, 1999), ademés de que se le han atribuido propiedades mutagénicas en las
células germinales (Giri et al, 2002).

Es comun que los efectos toxicos de algunos plaguicidas sean debidos no a ellos
mismos, sino a alguno de los productos de su metabolismo. Asi por ejemplo, se ha observado
que el dafio genotoxico del malation se debe principalmente a su biotransformacion en

malaoxon, que puede inducir dafios serios al DNA de un modo dosis-dependiente (Blasiak et
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al, 1999). También se ha observado que el malation en combinacién con otro plaguicida no
teratogénico, el molinato, causa una sinergia teratogénica en embriones de pollo (Jin y Kitos,
1996). Se le ha asociado también en la etiologia del cancer de mama por medio de la
induccién de cambios en el epitelio de la glandula mamaria. Estos cambios parecen estar
mediados por un incremento de la estimulacion colinérgica en dicho tejido causada

indirectamente por el insecticida (Cabello et al, 2001).

Fuentes de intoxicacion.

Debido al amplio e indiscriminado uso que se hace de los plaguicidas, estos
compuestos toxicos estan ampliamente distribuidos y son causantes de contaminacion del aire,
el agua y el suelo, asi como también de alimentos, bebidas, medicamentos y enseres
domésticos (Kovacic y Jacintho, 2001).

La intoxicacion por estos agentes puede ocurrir por exposicion laboral, por residuos en
alimentos, por exposicion accidental, por contacto con jardines y cultivos (Ratcliffe et al,
1993), e incluso se ha propuesto al polvo doméstico como una fuente muy importante de
intoxicacion al actuar como sumidero y reservorio para compuestos organicos semivolatiles
como los plaguicidas. Esta ultima via es considerada como la principal ruta de exposicion de
los infantes a los plaguicidas (Butte y Heinzow, 2002).

En el caso de los paises del tercer mundo la exposicion ocupacional a los
agroquimicos, incluyendo a herbicidas e insecticidas, es muy comun durante las actividades de
produccion, transporte, preparacion y aspersion, y en los trabajadores dedicados a estas
actividades la via de intoxicacion mads frecuente es por contacto o inhalacién (Hoyos-Giraldo,

2000).
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Por otra parte, es comin que las formulaciones comerciales de los herbicidas
contengan agentes surfactantes u otros que favorecen la absorcién por parte del organismo
blanco, pero que al mismo tiempo favorecen la penetracién por via cutanea de los toxicos.
Inclusive en aquellos que presentan caracteristicas hidrofobicas se ha demostrado que pueden
acumularse de modo importante en el estrato corneo de la piel o ser almacenado en el tejido
adiposo (Brand y Mueller, 2002).

Se ha detectado que las enfermedades relacionadas con plaguicidas son una causa
importante de morbilidad entre los trabajadores migratorios, principalmente de origen
mexicano, en el estado de California, EUA. Los OP y carbamatos, asi como los piretroides son

los causantes de mas de la mitad de casos de enfermedad aguda (Das et al, 2001).

Infertilidad producida por plaguicidas.

De todos los riesgos potenciales a la salud asociados con la exposicién a agentes
quimicos, uno de los mas preocupantes es la interferencia con la capacidad reproductiva.

Diversos estudios han reforzado la preocupacion sobre las tendencias en la calidad del
semen humano en los ultimos 50 afios. Se observa una disminucion progresiva en la
concentracion espermatica producida mas que por factores genéticos, por factores ambientales
entre los que se pueden contar los plaguicidas, los estrogenos exogenos y los metales pesados
(Carlsen et al, 1992; Zenick et al, 1994; Sinclair, 2000; Veeramachaneni, 2000).

En los paises desarrollados con poblacion caucasica la incidencia de tumores gonadales
ha aumentado considerablemente (Nunziata, 1998). También se ha observado que
aproximadamente 3% de los recién nacidos presentan malformaciones congénitas o alguna

variacion morfoldgica o bioquimica (Shepard, 1986).
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Del mismo modo se estima que en estos paises una de cada cinco parejas es infértil y
se considera que hasta el 80% de todas las concepciones no llega a término (Zenick et al,
1994; Zinaman et al, 1996). Algunos estudios realizados en parejas que recurren a clinicas de
fertilidad, indican que las pérdidas recurrentes de los embarazos pueden estar relacionados en
buena medida con la exposicion a agentes toxicos ambientales como los plaguicidas (Gardella
y Hill, 2000).

Se han detectado grupos de agentes toxicos, conocidos en conjunto como “disruptores
endocrinos”, que interfieren en diversos puntos del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada alterando
la homeostasis endocrina que puede inducir cambios importantes en la estructura o funcion
sexual de machos y hembras, ademas de modificar el desarrollo embrionario. De acuerdo con
la Agencia de Proteccion Ambiental de los EUA (EPA, USA), un disruptor endocrino es
cualquier agente exogeno que interfiere con la produccion, liberacidon, transporte,
metabolismo, union, accion o eliminacion de las hormonas naturales del cuerpo que son
responsables de mantener la homeostasis y regulacion del proceso de desarrollo (Kapp y
Thomas, 2008). Este grupo de disruptores endocrinos incluyen a compuestos de origen
antropogénico en su mayoria, como insecticidas organoclorados, alquil fenoles, ftalatos,
bifenilos policlorados, dioxinas y éteres difenilicos polibromados, entre muchos, otros. Aun
cuando estos disruptores se pueden encontrar en el ambiente en bajas concentraciones, estan
tan ampliamente distribuidos que pueden representar un riesgo importante para la salud
(Rhind, 2002).

Existen multiples estudios, realizados en diversas especies de anfibios o mamiferos,
que muestran este efecto deletéreo de los disruptores endocrinos sobre los mecanismos

reproductivos. Se ha mostrado que pueden reducir drasticamente el ntimero de células
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germinales en las gonadas (Tavera-Mendoza et al, 2002) o afectar directamente la produccion
de hormonas sexuales (Friedmann, 2002) y por lo tanto modificar algunos caracteres sexuales
secundarios (Hayes et al, 2002). También se ha detectado que alteran el inicio de la pubertad
(Stoker et al, 2002), causan un envejecimiento reproductivo acelerado (Ashby et al, 2002) o
pueden inducir diversos tipos de tumores asociados con el aparato reproductor (Buranatrevedh

y Roy, 2001).

Efecto de plaguicidas en la fertilizacién.

Se han encontrado concentraciones relevantes de plaguicidas en el fluido folicular,
secreciones del tracto reproductor y en el semen de los humanos y otros animales (Campagna
et al, 2001), por lo que ha resultado importante evaluar el efecto de estos agentes en la
interaccion de los gametos y el subsecuente desarrollo embrionario temprano.

La maduracién de los ovocitos es un prerrequisito critico para los eventos posteriores
de la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano, por lo que cualquier alteracion de
dicho proceso tiene un potencial considerable para alterar la reproducciéon humana. Dado que
la foliculogénesis depende de varias hormonas reproductivas, la maduracion de los ovocitos
puede ser sensible a la accion de los plaguicidas ya sea por la interrupcion de la produccion o
metabolismo de las hormonas o por una interferencia de la unién con sus receptores
(Campagna et al, 2001).

Se ha mostrado que, por ejemplo, la exposicion de ovocitos a compuestos
organoclorados afecta negativamente la maduracion y su subsecuente competencia para el
desarrollo embrionario, disminuyendo la tasa y la calidad de los blastocistos obtenidos (Alm et

al, 1998; Campagna et al, 2001).
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Por otro lado, el momento de la fertilizaciéon provee de una oportunidad tnica al
espermatozoide para llevar y descargar algiin agente toxico directamente al ovocito. Si el
espermatozoide es expuesto a algin plaguicida durante su desarrollo en el testiculo o durante
su paso por el tracto genital femenino, puede unir a dicho agente en su membrana plasmatica,
el citosol o el ntcleo, para liberarlo después durante la fertilizacion y actuar de manera directa
o indirecta sobre el ovocito afectando su activacion y/o posiblemente su material genético
(Zenick et al, 1994). Este mecanismo de toxicidad ha recibido poca atencion pero puede ser
una fuente importante de dafio en etapas previas al desarrollo embrionario. Por ejemplo, se ha
demostrado que la cocaina se une fuertemente al espermatozoide humano, lo que puede ser
una explicacion para los defectos en el desarrollo que se presentan en hijos de personas
farmacodependientes (Zenick et al, 1994).

El proceso reproductivo en las hembras adultas de los mamiferos es un proceso muy
complejo, caracterizado por distintas fases que incluyen la ovogénesis, la fertilizacion y la
embriogénesis y todas ellas se encuentran bajo el estricto control de hormonas esteroides
(Betancourt et al, 2003). Por lo tanto para conocer los mecanismos por los que un xenobidtico
produce algin dafio reproductivo, es necesario estudiar cada fase por separado ya que cada
agente quimico puede tener distintos blancos y producir distintos efectos dependiendo del
organo o tipo celular involucrado.

Los ovocitos inmaduros, encerrados dentro del foliculo ovarico, se encuentran
detenidos en la profase de la primera division meiodtica y para completar su maduracion y
liberacion del foliculo, es indispensable la participacion de sefiales hormonales adecuadas

(Eppig, 1993). Es por esto que la maduracidon es un evento critico para la fertilizacion y el
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desarrollo embrionario que ocurren a continuacion y es un evento dentro del fendmeno

reproductivo muy sensible a las agresiones de parte de distintos xenobioticos.

Métodos de evaluacién de toxicidad.

De manera general, la mayoria de los estudios toxicoldgicos son descriptivos y se
limitan a las observaciones de los efectos que tiene un tdxico sobre algunas caracteristicas de
los organismos, como peso corporal o histopatologia de los 6rganos, y en el caso de aquellos
compuestos que afectan la funcion reproductiva, los estudios se han enfocado a los efectos de
la exposicion in utero sobre el desarrollo embrionario y fetal (Brusick, 1987; Zenick et al,
1994). La mayor parte de la informacion sobre agentes que afectan la funcion reproductiva son
derivados de estudios con animales, ya que es muy complicado realizar estudios
epidemioldgicos en humanos, debido principalmente a la dificultad de obtener una muestra de
tamafio adecuado. Es por esto que los procedimientos de prueba estandar para determinar la
toxicologia aguda, subcronica y cronica pueden no ser suficientes para detectar la toxicidad
reproductiva o del desarrollo (Manson y Kang, 1994). También cabe aclarar que es comun que
estos estudios sean imperfectos, no necesariamente debido al disefio experimental, sino debido
a multiples variables fuera de control del investigador (Sharpe, 2000).

El interés por la evaluacion de los efectos de agentes toxicos en la integridad y
competencia reproductivas de los humanos se ha incrementado, empleando para ello
bioensayos analiticos que intentan descifrar el mecanismo de accién de los toxicos y
establecer en lo posible una relacion entre el grado de exposicién a un quimico con el
sindrome de toxicidad observado (Brusick, 1987). Con esto se pretende lograr que los métodos

de evaluacion para las sustancias reprotoxicas disminuyan sus costos y cuenten con protocolos
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de menor duracidon que los actuales, ya que es practica comuin que algunos de estos estudios
sean multigeneracionales. Sin embargo, dada la gran cantidad de agentes toxicos a los que
estamos expuestos, y de los cuales s6lo a un porcentaje muy bajo se le ha evaluado el riesgo
reproductivo, se hace necesaria la utilizacion de sistemas in vitro que permitan una valoracion
rapida, econdmica y precisa del dafio causado por dichos agentes.

Los estudios in vivo en animales experimentales, trabajadores ocupacionalmente
expuestos y comunidades expuestas proveen informacion acerca de los efectos toxicos de los,
plaguicidas. No obstante el uso de modelos in vitro puede proveer informacion valiosa para
entender los mecanismos basicos de la toxicidad, lo cual es complicado de identificar en el
organismo integro (Kimmel et al, 1995). Por esto es importante realizar estudios de
toxicologia reproductiva para dilucidar los mecanismos por los cuales los xenobioticos afectan
a la gametogénesis, la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano.

En el laboratorio de Biologia Celular de la UAMI, se han realizado diversos estudios
con plaguicidas para determinar su efecto en procesos tales como la capacitacion y reaccion
acrosomal (Maravilla-Galvan et al, 2009), la movilidad espermatica (Betancourt et al, 2006b),
la maduracion de ovocitos (Casas et al, 2010), la fertilizacion y el desarrollo embrionario
temprano (Ducolomb et al, 2009, Salazar et al, 2007) y la ovogénesis temprana (Bonilla et al,
2008). Asimismo, se han desarrollado trabajos del efecto reprotéxico de metales (Aldama et
al, 2001), antibidticos (Gonzalez-Mandujano, A. 1998), plastificantes y antineopldsicos

(Bonilla, 2000).
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Justificacion.

Dado el uso indiscriminado de los plaguicidas en nuestro pais y para determinar el
grado real de su efecto sobre la poblacion y el medio ambiente, se han realizado algunos
estudios que incluyen la identificacion y cuantificacion de plaguicidas organoclorados en
sedimentos y organismos acudticos en el lago de Catemaco (Calderon et al, 2001) y en
sistemas lagunares del Estado de Chiapas (Rueda, et al, 1997), asi como el efecto de
plaguicidas OP en trabajadores industrialmente expuestos (Palacios et al, 1999).

Sin embargo, es poco lo que se sabe en nuestro pais acerca del dafio producido en el
sistema reproductivo de los humanos y otros animales expuestos a plaguicidas. La importancia
de los estudios de toxicologia reproductiva a nivel basico radica en la necesidad de conocer los
mecanismos por los cuales los plaguicidas afectan a los gametos durante su génesis y funcion,
ademas de las repercusiones que puedan tener en la concepcion y desarrollo de nuevos

individuos, asi como también los efectos producidos en su descendencia.

Hipotesis.

Se ha demostrado que los plaguicidas pueden tener efecto sobre organismos diferentes
de aquellos contra los que son utilizados y actuar por mecanismos de accioén diferentes a los
descritos. Entre otros, se incluyen los efectos demostrados sobre el sistema reproductor de
distintas especies de mamiferos menores.

En el presente estudio se esperan encontrar efectos similares que afecten a la

maduracion in vitro y a la viabilidad de ovocitos de cerdo expuestos a distintos plaguicidas.
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Objetivo general

Evaluar el efecto a nivel celular de los insecticidas diazindn y malation y los herbicidas

atrazina y fenoxaprop-etil, durante la maduracion de ovocitos de cerdo in vitro.

Objetivos particulares
1. Determinar el efecto de los plaguicidas antes mencionados en la viabilidad y la

maduracion nuclear de los ovocitos.

2. Correlacionar el efecto de cada plaguicida con ambos parametros.
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Materiales y métodos.

Todos los reactivos empleados fueron de la marca Sigma Chemical Co. (St. Louis,

Mo.), a menos que se indique lo contrario.

Obtencion y maduracion de ovocitos.

Se colectaron los ovarios de cerdas de aproximadamente 6 meses de edad, recién
sacrificadas en el rastro Los Arcos, Estado de México, y se transportaron al laboratorio en
solucion salina (NaCl, 0.9%) con penicilina (75 pg/ml) y estreptomicina (50 pg /ml), a 25-28
°C. Los complejos ovocitos-células cimulo se aspiraron de foliculos de 3 a 5 mm, utilizando
una jeringa desechable de 10 ml con aguja de calibre 18. El fluido folicular colectado se
depositd en un tubo de centrifuga y se dejo sedimentar. Se desechd el sobrenadante y el
paquete celular se lavo dos veces con medio TBM (medio amortiguado con TRIS: NaCl 113
mM, KCI 3 mM, CaCl, — 2H,O 7.5 mM, TRIS 20 mM, glucosa 11 mM, piruvato de sodio
5 mM).

Se seleccionaron aquellos ovocitos rodeados por una capa compacta de células cimulo
y se lavaron tres veces con TBM (figura 5). Se transfirieron 30 complejos ovocitos-células
cumulo a cada pozo de una caja de 4 multipozos (Nunc, Dinamarca), que contenia 500 pl de
medio de cultivo (TCM 199, In Vitro, México), suplementado con glucosa 3 mM, piruvato de
sodio 0.91 mM, alcohol polivinilico 0.1 % (v/v), cisteina 0.57 mM, EGF 10 ng/ml, penicilina
75 ug/ml, estreptomicina 50 pg/ml, FSH 1 U/ml y LH 1 U/ml. Los complejos ovocitos-células
cimulo se incubaron a 39 °C, con humedad a saturacion y 5% de CO;, por 44 h para su

maduracion (Wang y Niwa, 1995; Abeydeera et al, 1998).
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Figura 5. Para la maduracion se seleccionaron aquellos ovocitos rodeados de una capa
compacta de células cumulo y el citoplasma uniforme.

Tratamiento con plaguicidas

Para evaluar el efecto de los plaguicidas en la viabilidad y maduracion de los ovocitos,
se emplearon los herbicidas atrazina y fenoxaprop-etil (Aventis Cropscience, México) de
grado técnico, y los insecticidas malation (Agricultura Nacional, México) y diazindn
(Tridente, México) en su formulacion comercial.

Se prepararon soluciones 10 mM en etanol absoluto para los herbicidas y en agua
desionizada para los insecticidas. En ensayos preliminares se observo que los disolventes de
dichas soluciones, adicionados al medio de cultivo en concentraciones equivalentes a aquellas
en que se disolvieron los plaguicidas, no afectaron la viabilidad ni la maduracion de los

ovocitos (datos no mostrados).
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Para probar el efecto de los plaguicidas en la viabilidad, a cada pozo se agregaron
alicuotas de la solucion 10 mM de los plaguicidas en el intervalo de concentraciones finales de
0 a 500 uM, al inicio del periodo de 44 h de maduracion. De acuerdo con estos resultados en
la viabilidad (datos no mostrados), se emplearon concentraciones finales de atrazina y
fenoxaprop-etil de 0, 50, 100 y 500 uM. Los insecticidas diazinén y malatién se emplearon en
concentraciones de 0, 25, 50 y 100 uM y 0, 0.5, 1, 10, 25, 50 y 100 uM, respectivamente, en
virtud de que a partir de la concentracion de 100 pM, la viabilidad disminuyd

considerablemente.

Evaluacion de la viabilidad y la maduracion.

La viabilidad y estado de maduracion de los ovocitos se evalué de modo simultdneo en
el mismo ovocito. Después de la maduracion in vitro, se removieron las células del cimulo
con hialuronidasa 0.1% en PBS. Los ovocitos se lavaron con TBM y se incubaron con
bromuro de metil-tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT) 0.5 mg/ml, por 2 h para evaluar la
viabilidad y se lavaron nuevamente con TBM. Posteriormente, los ovocitos se incubaron con
bisbenzimida (Hoechst 33342) 10 pg/ml, por 40 min, para evaluar la maduracion, se lavaron
en TBM y se incubaron en solucion hipotonica (citrato de sodio 0.075%) por 20 min.
Finalmente se fijaron en paraformaldehido 2% toda la noche y se montaron en glicerol-PBS
(1:9) (Casas et al, 1999).

Al evaluar a los ovocitos bajo el microscopio de campo claro, aquellos que presentaron
una coloracién violeta fueron considerados como vivos, mientras que los incoloros se

consideraron como muertos. La maduracion fue analizada por medio de un microscopio de
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epifluorescencia (Zeiss Axiostar). Los ovocitos que presentaban una vesicula germinal (VG)
fueron considerados como inmaduros, aquellos con los cromosomas en metafase I (MI) como
en vias de maduracion y los que se encontraban en la segunda metafase (MII) y con un cuerpo

polar, como maduros. (Figura 6).

Anadlisis estadistico.

Se realizaron pruebas estadisticas no paramétricas, en virtud de que los datos obtenidos
son variables discretas. Todos los ensayos se realizaron al menos por cuadruplicado.

La correlacion entre la concentracion de los plaguicidas y su efecto en la viabilidad y
maduracion de los ovocitos, se evalué empleando el coeficiente de correlacion de rangos de
Spearman.

La concentracion de plaguicida requerida para disminuir la viabilidad de los ovocitos al
50% (concentracion letal 50, CLsg) y la concentracion necesaria para inhibir en un 50% la
maduracion (inhibicion de maduracion 50, IMsg) fueron calculadas a partir de una regresioén no
lineal. Tanto para la correlacion de Spearman, como para la regresion, se emplearon datos
normalizados, considerando a los controles como 100%.

Los porcentajes de las fases de la meiosis para cada concentracion se compararon
utilizando la prueba de y”.

Se consideré como estadisticamente significativa a una probabilidad de p < 0.05.
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Cuerpo Polar =

B)
VG MI MII
Figura 6. La evaluacion de la viabilidad se hizo mediante la tincion de MTT (A). Los
ovocitos claros fueron considerados muertos (m), mientras que aquellos de color violeta
intenso fueron clasificados como vivos (v). Para evaluar el estado de maduracion, la cromatina

se tind con Hoechst (B). Los que presentaron VG se consideraron inmaduros, los que se
presentaron en MI como en vias de maduracion y maduros a aquellos con MII y cuerpo polar.
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Resultados.

Efecto de la atrazina en la viabilidad y maduracién de los ovocitos.

Se analizaron un total de 664 ovocitos en cinco ensayos, con concentraciones de
atrazina de 0. 50, 100 y 500 uM. La prueba de Spearman no mostrd correlacion entre las
distintas concentraciones y la viabilidad de los ovocitos, ya que ésta no se vio afectada (r = -
0.42), por lo que no fue posible calcular la CLsp; sin embargo, la correlacion con la
maduracion de los ovocitos fue significativa (r = -0.91) y la IMs, estimada fue de 143 uM

(figura 7).
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Figura 7. Efecto de la atrazina en la viabilidad (circulos oscuros: porcentaje de viabilidad;
linea continua: regresion no lineal) y en la maduracion in vitro (circulos claros: porcentaje de
maduracion; linea punteada: regresion no lineal) de ovocitos de cerdo que estuvieron en
contacto con el herbicida durante 44 h de cultivo. Se muestran los datos normalizados para
cada ensayo. Un total de 664 ovocitos fueron analizados en cinco ensayos. La correlacién de
Spearman para la viabilidad no fue significativa (r = -0.42, p > 0.05); por esta razon, no fue
posible calcular la CLs. La correlacion de Spearman para la maduracion fue significativa (r =
-0.91, p <0.05), y de acuerdo con la regresion, la IMs, estimada fue de 143 pM.
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El porcentaje de ovocitos en VG (25%) con la concentracion de 50 uM fue igual al del
control (16%), pero con las concentraciones de 100 y 500 uM, el porcentaje se incrementd
significativamente a 40% y 79%, respectivamente, (p < 0.05; Tabla 1). Los porcentajes de MI
no fueron afectados por ninguna de las concentraciones del herbicida, (23%, 16%, 27% y
19%, respectivamente). El porcentaje de ovocitos maduros (MII) disminuyé a 33% en 100 uM

y a2% en 500 uM (p < 0.05); a 50 uM, el valor fue similar al control (59%) (p > 0.05) (Tabla

).

Tabla 1. Efecto de la atrazina en la maduracion meidtica in vitro de ovocitos porcinos. Las
células se incubaron con el herbicida durante las 44 h de maduracion.

Atrazina (uM) N° ovocitos N° de ovocitos ~ N° de ovocitos ~ N° de ovocitos
analizados en VG (%) en MI (%) en MII (%)
0 164 27(16) 38(23) 99(61)
50 158 39(25) 25(16) 94(59)
100 153 61(40)* 42(27) 50(33)*
500 156 123(79)* 30(19) 3(2)*

El nimero de ovocitos es de un total de 5 ensayos.
*: diferencia significativa con respecto al control p<0.05

Efecto del fenoxaprop-etil (FE) en la viabilidad y maduracién de los ovocitos.

Se analizaron 560 ovocitos en cuatro ensayos a concentraciones de 0, 50, 100 y
500 uM de FE. La correlacion de Spearman fue significativa para ambos parametros:
viabilidad (r = -0.94), y maduracion (r = -0.97). La CLs, para este herbicida fue de 148 uM y

la IMso de 63 uM (figura 8).
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Figura 8. Efecto del fenoxaprop-etil en la viabilidad (circulos oscuros: porcentaje de
viabilidad; linea continua: regresion no lineal) y en la maduracion in vitro (circulos claros:
porcentaje de maduracion; linea punteada: regresion no lineal) de ovocitos de cerdo que
estuvieron en contacto con el herbicida durante 44 h de cultivo. Se muestran los datos
normalizados para cada ensayo. Un total de 560 ovocitos en cuatro ensayos fueron analizados.
La correlacion de Spearman para la viabilidad fue significativa (r = -0.94, p < 0.05); y de
acuerdo con la regresion, la CLs, corresponde a 148 uM. La correlacion de Spearman para la
maduracion también fue significativa (r = -0.97, p < 0.05), y de acuerdo con la regresion, la
IMs estimada fue de 63 pM.

La reduccion en la maduracion de los ovocitos (MII) fue proporcional a las
concentraciones crecientes de FE (Tabla 2). Al final del periodo de maduracion, el porcentaje
de ovocitos en VG fue significativamente mayor para todas las concentraciones (41%, 66% y
86% ) que el del grupo control (17%) (p < 0.05). Los valores de MI no fueron afectados en
ninguna de las concentraciones del herbicida: 24%, 22%, 20% y 14%, respectivamente. El

porcentaje de ovocitos maduros (MII) disminuyé a medida que se incrementaron las

concentraciones de FE: 37%, 14% y 0% en comparacion con el control (59%) (p < 0.05).
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Tabla 2. Efecto del fenoxaprop-etil en la maduracion meidtica in vitro de ovocitos porcinos.
Las células se incubaron con el herbicida durante las 44 h de maduracion.

FE (uM) N° de ovocitos ~ N°de ovocitos ~ N°de ovocitos ~ N° de ovocitos
analizados en VG (%) en MI (%) en MII (%)
0 150 26(17) 36(24) 88(59)
50 138 56(41)* 31(22) 51(37)*
100 125 82(66)* 25(20) 18(14)*
500 125 107(86)* 18(14) 0(0)*

El nimero de ovocitos es de un total de 4 ensayos.
*: diferencia significativa con respecto al control p<0.05

Efecto del diazin6n en la viabilidad y maduracion de los ovocitos.

Se analizaron 590 ovocitos en cinco ensayos con concentraciones de diazinén 0. 25, 50
y 100 uM. Los coeficientes de correlacion de Spearman entre la concentracion y la viabilidad
(r = -0.82), y la concentracién y la maduracion (r = -0.87), fueron significativos. La CLsg
calculada para este insecticida fue de 72 uM, mientras que la IMs fue de 22 uM (figura 9).

La reduccion en la maduracion de los ovocitos fue proporcional al incremento en las
concentraciones de diazinon (Tabla 3). Al término del periodo de maduracion, el porcentaje de
ovocitos en VG fue significativamente mayor para todas las concentraciones de insecticida:
(53%, 82% y 84%) en comparacion con el control (20%) (p < 0.05). El porcentaje de ovocitos
en MI para la concentracion de 25 uM de diazinén (18%) fue similar al control (28%),
mientras que para el resto de las concentraciones, fue significativamente diferente (16% y
15%, respectivamente) (p < 0.05). El porcentaje de ovocitos maduros (MII) disminuy6 con las
concentraciones crecientes de diazinon (29%, 2% y 2%) en comparacion con el control (52%)

(p < 0.05).
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Figura 9. Efecto del diazindn en la viabilidad (circulos oscuros: porcentaje de viabilidad; linea
continua: regresion no lineal) y en la maduracion in vitro (circulos claros: porcentaje de
maduracion; linea punteada: regresion no lineal) de ovocitos de cerdo que estuvieron en
contacto con el insecticida durante 44 h de cultivo. Se muestran los datos normalizados para
cada ensayo. Un total de 590 ovocitos en cinco ensayos fueron analizados. La correlacion de
Spearman para la viabilidad fue significativa (r = -0.82, p < 0.05); y de acuerdo con la
regresion, la CLsy corresponde a 72 uM. La correlacion de Spearman para la maduracion
también fue significativa (r = -0.87, p < 0.05), y de acuerdo con la regresion, la IMs, estimada
fue de 22 pM.

Tabla 3. Efecto del diazinon en la maduracién meidtica in vitro de ovocitos porcinos. Las
células se incubaron con el insecticida durante las 44 h de maduracion.

Diazinoén (uM)  N°de ovocitos ~ N°de ovocitos ~ N° de ovocitos ~ N° de ovocitos

analizados en VG (%) en MI (%) en MII (%)
0 139 28(20) 39(28) 72(52)
25 77 41(53)* 14(18) 22(29)*
50 130 107(82)* 21(16)* 2(2)*
100 131 110(84)* 19(15)* 2(2)*

El numero de ovocitos es de un total de 5 ensayos.
*: diferencia significativa con respecto al control p<0.05
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Efecto del malatién en la viabilidad y maduracion de los ovocitos.

Se evalud un total de 866 ovocitos en siete ensayos con concentraciones de malation de
0, 0.5, 1, 10, 25, 50 y 100 uM. El coeficiente de correlacion de Spearman fue significativo,
tanto para la viabilidad (r = -0.52) como para la maduracion (r = -0.92). La CLs fue de 57 uM

y la IMsp de 25 uM (figura 10).
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Figura 10. Efecto del malatién en la viabilidad (circulos oscuros: porcentaje de viabilidad;
linea continua: regresion no lineal) y en la maduracion in vitro (circulos claros: porcentaje de
maduracion; linea punteada: regresion no lineal) de ovocitos de cerdo que estuvieron en
contacto con el insecticida durante 44 h de cultivo. Se muestran los datos normalizados para
cada ensayo. Un total de 866 ovocitos en siete ensayos fueron analizados. La correlacion de
Spearman para la viabilidad fue significativa (r = -0.52, p < 0.05); y de acuerdo con la
regresion, la CLs corresponde a 57 uM. La correlacion de Spearman para la maduracion
también fue significativa (r = -0.92, p < 0.05), y de acuerdo con la regresion, la IMs, estimada
fue de 25 pM.

El porcentaje de ovocitos en VG a la concentracion de 0.5 uM (22%) fue similar al del

control (20%), pero fue mas alto, de modo significativo, que el de las concentraciones de 1,

10, 25, 50 y 100 uM (39%, 34%, 46%, 76% y 97%) (p < 0.05) (Tabla 4). La proporcion de
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ovocitos en MI en el grupo control (16%), fue similar (p > 0.05) para el resto de las
concentraciones (23%, 22%, 20%, 15% y 9%), excepto para la de 100 uM que mostré un
valor menor (3%) (p < 0.05). El porcentaje de ovocitos en MII a 0.5 uM (55%) fue similar al
control (64%), disminuyendo significativamente a las concentraciones de malation de 1, 10,

25,50y 100 uM (39%, 46%, 39%, 15% y 0%, respectivamente) (p < 0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del malation en la maduracion meiotica in vitro de ovocitos porcinos. Las
células se incubaron con el insecticida durante las 44 h de maduracion.

Malation (uM) N° de ovocitos N° de N° de ovocitos  N° de ovocitos
analizados ovocitos en en MI (%) en MII (%)
VG (%)
0 203 41(20) 32(16) 130(64)
0.5 104 23(22) 24(23) 57(55)
1 105 41(39)* 23(22) 41(39)*
10 123 42(34)* 25(20) 56(46)*
25 112 51(46)* 17(15) 44(39)*
50 68 52(76)* 6(9) 10(15)*
100 95 92(97)* 3(3)* 0(0)*

El nimero de ovocitos es de un total de 7 ensayos.
*: diferencia significativa con respecto al control p<0.05
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Discusion.

El efecto de contaminantes ambientales, tales como los plaguicidas, en la maduracion in vitro
de ovocitos se ha examinado en distintas ocasiones (Campagna et al, 2002, 2001; Pocar et al,
2003; Graves et al, 2002; Anas et al, 2003; La Chapelle et al, 2007).

Ademas, se ha reportado una disminucion progresiva en la concentracion espermatica
del semen humano en los ultimos 50 afos, producida por factores ambientales mas que
genéticos (Carlsen et al, 1992; Zenick et al, 1994; Veeramachaneni, 2000) y un aumento
notable en la incidencia de tumores gonadales en la poblacion caucasica de paises
desarrollados (Nunziata, 1998). Existen también algunos estudios realizados en parejas
infértiles que indican que la pérdida recurrente de embarazos puede relacionarse con la
exposicion a agentes toxicos (Gardella y Hill, 2000).

Es por estas razones, que surge la necesidad de contar con bioensayos rapidos y
confiables que permitan, como en el presente trabajo, no solo establecer el posible efecto
toxico de un agente quimico, sino al mismo tiempo arrojar luz sobre los mecanismos
involucrados en el dafio observado.

En el presente estudio, se empled un método de tincion doble (MTT + bisbenzimida)
para evaluar el efecto de los plaguicidas en la viabilidad y progresion de la maduracion en el
mismo ovocito. Con esta técnica, el efecto del plaguicida en cada parametro puede ser
evaluado, y se puede inferir una posible relacion directa entre ambos parametros. Uno de los
principales hallazgos fue el hecho de que los plaguicidas ensayados tienen un efecto mas

marcado en la maduracion que en la viabilidad (figuras 7-10). Al comparar las CLs y la IMs
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en todos los casos, la concentracion necesaria para inhibir la maduracion fue menor que la

requerida para inducir la muerte de los ovocitos (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion letal 50 (CLsg) y concentracion de inhibicion de maduracion 50 (IMsg)
de los diferentes plaguicidas ensayados en el presente estudio.

Plaguicida CLso (UM) IMsp (LM)
Atrazina No calculada 143
Fenoxaprop-etil 148 63
Diazinén 72 22
Malation 57 25

El caso mas extremo fue el de la atrazina, para la que no fue posible calcular la CLsy.
La viabilidad no se modifico en el intervalo de concentraciones ensayado, incluso a la mayor
concentracion, aun cuando la maduracion disminuydé en un 50% a la concentracion de
143 uM. Por lo tanto, la concentracion requerida para destruir a los ovocitos es mucho mayor
que la necesaria para inhibir su maduracion. Por otro lado, el FE afect6 tanto la viabilidad
como la maduracidon a concentraciones relativamente mayores que la atrazina: la CLso (148
uM) fue mas de dos veces mayor que la IMsy (63 uM).

El diazinén mostr6 la mayor diferencia: la CLsy (72 pM) fue mas de tres veces mayor
que la IMsp (22 uM). Con el malation, la CLsgp (57 uM) fue dos veces mayor que la IMsy (25
uM).

Se puede observar que de modo general los insecticidas resultaron mas toxicos que los

herbicidas, siendo el diazindén el mas agresivo y la atrazina el que aparentemente causa el
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menor efecto. Estos hallazgos pueden resultar importantes en relaciéon con el proceso
reproductivo normal, ya que es bien conocido que la maduracion de los ovocitos es un evento
crucial para la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano, por lo que la accion de estos
plaguicidas durante el proceso de maduracion puede resultar en efectos deletéreos para etapas
posteriores.

La reproduccion es un proceso complejo que comprende la gametogénesis, la
fertilizacion, el desarrollo embrionario y fetal y finalmente el parto. Cada evento resulta muy
relevante ya que el dano de cualquiera de ellos, puede afectar severamente a los siguientes
estadios.

Campagna et al (2001) demostraron que al exponer a ovocitos inmaduros in Vvitro a una
mezcla de plaguicidas organoclorados en el medio de maduracion, la penetracion espermatica
y las tasas de polispermia disminuyeron, mientras que el desarrollo hasta moérula no se vio
afectado.

En nuestro laboratorio se ha estudiado el efecto de los plaguicidas en diferentes etapas
reproductivas in vitro (Betancourt et al, 2006a). Para estudiar el efecto del malation y el
diazinon en la ovogénesis temprana de raton, se cultivaron ovarios fetales en presencia de los
plaguicidas por 24 h y se determind que la viabilidad disminuye significativamente. Ademas,
al analizar los cambios en la expresion génica de estos ovocitos mediante la generacion de
genotecas de cDNA, se encontr6 que el malation y el diazindn (en concentraciones de 250 uM
y 900 nM, respectivamente) alteran la regulacion de varios genes involucrados en la
transcripcion (BP75), traduccion (proteina ribosomal 5S) y funcidon mitocondrial (citocromo

oxidasa, unidades [ y III) (Bonilla et al, 2008).
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Para estudiar el efecto de los insecticidas en la fertilizacion in vitro (FIV), los gametos
porcinos se coincubaron por siete h en presencia de concentraciones crecientes de diazinén y
malation, y para el desarrollo embrionario temprano, los cigotos se cultivaron en el medio de
desarrollo en presencia de los insecticidas. El diazin6n no afect6 la viabilidad ni la division
embrionaria, pero si lo hizo con la FIV y retras6 la formacion de morulas. Por su parte, el
malation afecté a los cuatro parametros estudiados pero a concentraciones mas bajas,
resultando en estas condiciones mas téxico que el diazinén (Ducolomb et al, 2009).

También se ha estudiado el efecto del malation en la expresion génica durante el
desarrollo embrionario temprano, para lo cual se sometié a los ovocitos de cerdo a una
concentracion subletal del insecticida después de la fertilizacion. Esto disminuy6 en un 50% la
formacion de morulas, y al realizar un andlisis diferencial de la expresion génica, se pudo
observar una disminucion en la expresion de al menos 11 genes, tanto mitocondriales como
nucleares (Salazar et al, 2007).

En otro estudio, se evalud el efecto de los cuatro plaguicidas, empleados en el presente
trabajo, en la viabilidad y patrones de movimiento de espermatozoides de cerdo. En todos los
casos, los patrones de movilidad, en especial la movilidad progresiva, se vieron afectados de
un modo mas pronunciado que la viabilidad. Los resultados obtenidos permiten suponer un
efecto de los plaguicidas sobre la actividad mitocondrial, responsable de la motilidad
espermatica (Betancourt et al, 2006b). También se determiné el efecto de los herbicidas sobre
la capacitacion y reaccidon acrosomal espontanea e inducida con progesterona, incubandolos 4
h en presencia de los herbicidas. Con el fenoxaprop-etil se observd un incremento de la
capacitacion y la reaccion acrosomal, mientras que con la atrazina la capacitacion se vio

disminuida, en tanto que la reaccidon acrosomal se increment6 (Maravilla-Galvan et al, 2009).
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Estos efectos sobre la fisiologia del espermatozoide, podrian explicar la reduccion de la FIV
por una accién directa sobre el gameto masculino.

En conjunto, todos estos resultados indican que cada uno de los eventos de la
reproduccion presenta diferente sensibilidad a los plaguicidas empleados, y que inclusive
dichos efectos pueden ser detectados solamente hasta una etapa posterior. Esto puede
explicarse en funciéon de la diversidad de estructuras de los plaguicidas empleados, que
seguramente actian a través de diferentes mecanismos de accion.

Aunque existen reportes de que la exposicion de los ovocitos a quimicos tdxicos
pueden inducir fallas en la fertilizacion (Campagna et al, 2001; Anas et al, 2003; Alm et al,
1998), no se ha demostrado una correlacion directa entre tales alteraciones y la viabilidad de
los gametos. Los resultados del presente trabajo indican que en algunos casos, la infertilidad
puede explicarse por una falla en la maduracién mas que por la muerte del ovocito.

Un estudio acerca de los efectos de los bifenilos policlorados en la maduracion in vitro
de ovocitos de bovino, mostrd que los ovocitos expuestos quedan detenidos en la metafase |
por un bloqueo en el proceso de maduracion (Pocar et al, 2001). Esto no fue el caso en el
presente estudio, ya que en relacion a los estados de maduracion, a medida que se incrementa
la concentracion de los plaguicidas también aumenta el porcentaje de ovocitos que
permanecen en estado de VG, indicando un bloqueo en el reinicio de la meiosis. El porcentaje
de ovocitos tratados con los herbicidas, que permanecen en MI, fue similar al control en todas
las concentraciones, mientras que para los insecticidas este porcentaje fue similar al control en
concentraciones menores o iguales a la CLsy (Tablas 1-4). Por lo anterior, se puede suponer
que la MI es s6lo una fase de transicion entre la VG y la maduracion que no es afectada de

modo significativo por los plaguicidas en concentraciones subletales. Esto sugiere que
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aquellos ovocitos que rompen la VG eventualmente completaran la maduracion nuclear. Por
encima de la CLs, la MII fue completamente suprimida y el incremento en el bloqueo de la
maduracion fue causado por la muerte de las células.

Los plaguicidas presentan una diversidad de estructuras quimicas que hace dificil
generalizar acerca de los mecanismos involucrados en su toxicidad, asi como también acerca
de sus efectos sobre la funcion celular (Ecobichon, 2001).

Los herbicidas modernos tienen mecanismos mas fitoespecificos y en general no
causan problemas graves en animales o humanos (Cremlyn, 1991). Sin embargo, existen
reportes que indican que algunos de ellos pueden producir importantes efectos colaterales en
la funcién reproductiva.

Este es el caso de la atrazina, una triazina que inhibe al fotosistema II en las malezas
(Labrada et al, 1996). Se ha utilizado por 40 afos y es, tal vez, el herbicida de mayor uso en el
mundo. Debido a su corta vida media, escasa bioacumulacion y aparente falta de efectos en los
animales adultos, ha sido considerado como un plaguicida seguro (Hayes et al, 2002). No
obstante, se ha demostrado que puede retrasar el inicio de la pubertad femenina (Stoker et al,
2002), reducir el nimero de células germinales en el ovario (Tavera-Mendoza et al, 2002), e
inducir un envejecimiento reproductor prematuro y la formacién de tumores mamarios (Ashby
et al, 2002). Muchos de estos efectos han sido atribuidos que la atrazina es un disruptor
endocrino, y puede actuar ya sea como un agonista de estrogenos o aumentando la produccion
de estas hormonas (Cooper et al, 2000; Cooper et al, 2007).

Los disruptores endocrinos son un grupo de xenobidticos, que incluye al diazinén y al
malation entre otros, que alteran la homeostasis endocrina mimetizando a las hormonas

naturales o bloqueando sus receptores lo que induce a respuestas endocrinas anormales (Pocar
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et al, 2003; Olea et al, 2002). El ciclo reproductor en las hembras adultas es un proceso
complejo, que incluye a la gametogénesis y embriogénesis, bajo el control de hormonas
esteroides, haciéndolo blanco potencial para los disruptores endocrinos (Pocar et al, 2003;
Cummings et al, 2000). Las alteraciones en la maduracion pueden ser el resultado de un efecto
toxico directo sobre el ovocito, induciendo en algunos casos su destruccion. Los bifenilos
policlorados disminuyen la maduracion nuclear del ovocito alterando los patrones de
poliadenilacion del RNA, y modificando la migracion y exocitosis de los granulos corticales
(Pocar et al, 2001, 2003). Las células foliculares que rodean al ovocito mantienen una estrecha
comunicacion con éste y le permiten completar su crecimiento y maduracion dentro del
foliculo, por lo que los mecanismos mencionados pueden afectar indirectamente la produccion
de esteroides por estas células, interfiriendo con la maduracién apropiada del gameto
femenino (Hoyer, 1999; Beker-van Wouldenberg et al, 2004). De este modo, es posible que la
atrazina cause el efecto observado en el presente estudio por una accidén directa sobre el
ovocito o de modo indirecto sobre las células foliculares.

El FE, un herbicida arilofenoxialcanoico, inhibe la sintesis de lipidos en los meristemos
de las plantas por una inhibicion directa de la acetil-CoA carboxilasa (Waller et al, 2003;
Peterson et al, 2001). No hay reportes que indiquen alguna capacidad mutagénica o
carcinogénica de este compuesto, ni existen estudios que muestren su influencia en la
fertilidad o el proceso reproductivo. El presente estudio muestra que el FE afecta la
maduracion nuclear de los ovocitos bajo condiciones experimentales, por un mecanismo aun
desconocido.

El diazindén y el malation, como insecticidas OP, actiian en los animales por inhibicion

de la acetilcolinesterasa, lo que induce una acumulacién de la acetilcolina en las sinapsis
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colinérgicas y las uniones neuromusculares. Esta acumulacion es la responsable directa o
indirecta de los efectos toxicos de estos insecticidas (Cremlyn, 1991; Ferrer, 2003). Los OP
tiene también la habilidad de fosforilar diversas proteinas, incluyendo a la carboxiesterasa, la
tripsina y la quimiotripsina entre otras. Todas ellas presentan en comun un residuo de serina
que puede ser fosforilado e inactivado permanentemente por este grupo de insecticidas
(Jonakovic, 2001; Ferrer, 2003). Del mismo modo, las protaminas espermaticas también
pueden ser fosforiladas por los OP (Pifia-Guzman et al, 2005; Sanchez- Pena et al, 2004).
Existen reportes acerca de la toxicidad de los OP y de su efecto en procesos bioldgicos
distintos de la neurotransmision en las uniones neuromusculares. En células mononucleares de
sangre periférica en cultivo, el malation induce una disminucion del glutation intracelular,
asociado a muerte por apoptosis (Ahmed et al, 2009) Este efecto se ha observado en otros
tipos celulares, incluyendo a células HepG2, YAC-I1, timocitos y fibroblastos de raton
(Masoud et al, 2003; Olgun et al, 2004; Tuschl y Scwab, 2005). Aunque el malation es
considerado como ligeramente toxico, se ha demostrado que puede ser genotoxico, tanto in
vivo como in vitro (Bustos-Obregon y Gonzalez-Hormazabal, 2003). Tiene propiedades
mutagénicas en las células germinales (Giri et al, 2002) y se sospecha que puede inducir
cancer de mama (Cabello et al, 2001). Hay reportes que indican que el diazinoén tiene efectos
genotdxicos (Tisch et al, 2002), inmunotdxicos (Handy et al, 2002) y sobre la reproduccion a
nivel celular (Betancourt et al, 2006b) y molecular (Salazar et al, 2007; Bonilla et al, 2008).
En la literatura, diversos reportes demuestran los efectos in vivo de los plaguicidas en
animales experimentales y humanos expuestos (Murphy et al, 2006; Bustos-Obregon y
Gonzalez-Hormazabal, 2003; Pifia-Guzman et al, 2005; Cooper et al, 2000; Sanchez-Pena et

al, 2004; Giri et al, 2002; Handy et al, 2002). En general, las concentraciones de plaguicidas
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que tienen efecto en este estudio, se encuentran en un intervalo semejante al de aquellas

reportadas con efecto in vivo.

En conclusion, se determind la CLsy y la IMso de dos herbicidas y dos insecticidas,
empleando los ovocitos porcinos como modelo. Todos ellos afectaron negativamente la
maduraciéon en concentraciones subletales, induciendo un bloqueo significativo en la
transicion de VG a MI. Se requiere de mas estudios para determinar cuéles son los
mecanismos particulares por los que cada plaguicida ejerce el efecto observado y también si
dicho efecto ocurre sobre el ovocito directamente o sobre las células foliculares que lo
acompafian durante el proceso de maduracion. Estos resultados resaltan la importancia de
estudiar los efectos de los contaminantes ambientales en el crecimiento y maduracion de los
ovocitos como una posible causa de alteraciones en la salud reproductiva, ya que la
maduracion normal del ovocito es un prerrequisito critico para que eventos posteriores, Como
la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano, ocurran de modo normal (Brevini et al,

2005).
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ANexo

Estructura y mecanismo de accidon de los plaquicidas atrazina, fenoxaprop-etil, diazindn

y malation.

Atrazina
'i' DLsg oral (mg/kg): 1780 (rata)
cl =—CH,—CH, Catgoria toxicologica: IV
r IDA: 0.035 mg/kg
Exposicion aguda: Irritante dérmico, ocular
y de mucosas.

H/N\TH_G"' Exposicion cronica: Alteraciones del
CHy higado y corazén.
Nombre IUPAC: 6-cloro-N-etil-N*- Poco persistente.
isopropil-1,3,5-triazin-2,4-diamina Uso: Agricola e industrial.

Formula: C8H14C1N5
Peso molecular: 215.68

Las triazinas S-sustituidas fueron descubiertas en 1952 por la compaiiia Geigy. Los

representantes mas conocidos de este grupo de herbicidas son la simazina y la atrazina.
Son herbicidas persistentes en el suelo y se utilizan para controlar de manera selectiva a
malezas en cultivos de maiz, cafa de azlcar, pifia, sorgo y arboles frutales. En el caso
particular del maiz y la cafia, éstos poseen una enzima que hidroliza a las triazinas y origina
productos que no son herbicidas. Son absorbidos por las raices de las malezas emergentes,
ocasionando un amarillamiento de las hojas; como no penetran profundamente en el suelo,
tienen poco efecto en plantas con raices profundas como arboles y arbustos.

Entre las 25 triazinas comerciales, la atrazina es con mucho la mas importante y
alcanza una produccion anual de 45 000 toneladas por afio, en EU solamente, lo que la hace el
herbicida fabricado en mayor escala en el mundo.

Las triazinas destruyen a las malezas al interferir con la fotosintesis, y el sitio primario
de accion es la reaccion de Hill del transporte fotosintético. Todos los herbicidas que inhiben
esta reaccion (derivados de urea y triazinas, entre otros) tiene como estructura comun la

siguiente:
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-N-C=X

donde X es un atomo que posee un par de electrones no apareados (N u O). Este
arreglo se une a la enzima D1 del fotosistema II y bloquea la accién de la plastoquinona,
evitando la fotolisis del agua. Al interrumpir el flujo electrénico, la luz que contintia excitando
a la clorofila la lleva a un nivel energético superior lo que induce un dafio a los lipidos de
membrana o crea especies reactivas de oxigeno que pueden interactuar con los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos de la célula. Ademas de la formacion de las especies reactivas de
oxigeno, estos inhibidores bloquean la produccién de alimento para la planta al limitar la
disponibilidad de ATP y NADPH requeridos en la fase oscura de la fotosintesis, donde se fija
el CO2 y se producen los carbohidratos. Esta reduccion en la produccion de azucares conduce
a una lenta inanicién de la planta, y los signos de dafio incluyen clorosis, seguida de una
necrosis de los tejidos de las hojas. El herbicida es incorporado por las raices o el follaje de las
plantas, y es conducido a las hojas, donde el dafio se pone de manifiesto primero en las hojas
mas viejas o a lo largo de los bordes de las mismas (Breckenridge y Stevens, 2008).

Aunque no existe un sitio de inhibicion similar al de la reaccion de Hill en los
mamiferos, se ha detectado un modo de acciébn comun para las triazinas que afecta al eje
hipotalamo-hipoéfisis-gonada, modificando la secrecion de LH y prolactina También se ha
sugerido que puede tener un efecto agonista de estrégenos o aumentar la produccion de éstos
(Cooper et al, 2007). Por exposicion aguda las triazinas solo causan irritacion dérmica, ocular
y de mucosas por pero pueden inducir la aparicién temprana de tumores mamarios por

exposicion cronica (Pocar et al, 2003).

60



Fenoxaprop-etil

c DLsg oral (mg/kg): 2357 (rata)
m_o Catgoria toxicologica: IV
\O\O_E:' IDA: 0.8 mg/kg
—{ Exposicion aguda: Irritante ocular y
—CH,—CH, dérmico.
Exposicion cronica: No se ha determinado

en animales.
Medianamente persistente.

Nombre IUPAC: etil (RS)-2-[4-(6-
clorobenzoxazolil-2-oxi) fenoxi]propionato
Formula: C13H16C1NO5

Peso molecular: 361.78

Este plaguicida pertenece al grupo de los arilofenoxipropionatos que fueron
introducidos por la companiia Hoechst en 1975, para el control pre-emergente de malezas
anuales en cereales y plantas de hoja ancha. Estos compuestos pueden actuar a manera de
antiauxinas al competir por el sitio de unién con el acido indolacético (Cremlyn, 1991).

Sin embargo, actualmente se sabe que su actividad herbicida resulta del bloqueo de la
biosintesis de acidos grasos, por la inhibicion selectiva de la acetil coenzima A carboxilasa
(ACC) en las plantas. Estos acidos grasos son indispensables para la produccion de lipidos que
constituyen membranas celulares y para la formacion de ceras en las cuticulas de las plantas
en crecimiento. El herbicida se incorpora por el follaje y se mueve por el floema a los sitios de
los nuevos brotes.

La ACC existe en dos formas alternativas en las plantas: 1) la forma procarionte, que
se encuentra en las dicotiledoneas de hoja ancha y que es de 400 a 6000 veces mas tolerante a
estos herbicidas, y 2) la forma eucarionte, que se encuentra en los pastos anuales y perennes,
que es mucho mas susceptible. Aunque la ACC de los mamiferos es parecida a esta segunda
isoforma, no existen datos especificos que indiquen que este grupo de herbicidas pueda alterar
la sintesis de acidos grasos en los animales (Breckenridge y Stevens, 2008).

No se ha demostrado cuales son los niveles de estos herbicidas que puedan inducir
toxicidad aguda, ni existen reportes que indiquen que deban ser considerados como agentes

mutagénicos o que causen dafios reproductivos o del desarrollo.

61



Diazin6on v Malatién

Diazinon
CH,

Y —C‘H s O—CH,—7H,
)_)_‘/ 0—CH,—2H,
CH,

Nombre [UPAC: O,0-dietil O-2-isopropil-

6-metilpirimidin-4-il fosforotioato
Foérmula: C12H21N203PS
Peso molecular: 304.34

Malation

CHy—CHy
e

cH.—m.—o"c\o

Nombre IUPAC: dietil
(dimetoxifosfinotioiltio) succinato
Foérmula: C10H1906PSZ

Peso molecular: 330.4

DLs oral (mg/kg): 5500 (rata)

DLsg oral (mg/kg): 1250 (rata)

Catgoria toxicoldgica: 111

IDA: 0.002 mg/kg

Exposicion aguda: Efectos colinérgicos,
irritante ocular, dérmico y de mucosas.
Exposicion cronica: Neurotoxico.

Poco persistente.

Uso: Agricola, pecuario, doméstico,
jardineria, urbano e industrial.

Catgoria toxicologica: IV

IDA: 0.02 mg/kg

Exposicion aguda: Efectos colinérgicos,
irritante ocular, dérmico, del tracto
respiratorio y de mucosas.

Exposicion cronica: Inhibicion de

colinesterasas plasmatica y cerebral. Dafio

hepatico.
Ligeramente persistente.

Uso: Agricola, pecuario, jardineria, urbano

e industrial.

Ambos pertenecen al grupo de los insecticidas organofosforados (OP) que son

derivados del 4cido fosforico, y los hidrogenos pueden ser sustituidos por radicales organicos

como metilo, etilo o fenilo. También, uno o mas de sus oxigenos pueden ser reemplazados por

azufre, carbono o nitrégeno.

De este modo, los OP se agrupan en seis clases diferentes de acuerdo a los radicales

sustituyentes que poseen (figura 11).
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Figura 11. Estructura general de los compuestos organofosforados. Todos ellos son
derivados del 4cido fosforico con diferentes sustituyentes.

1. Fosfatos. Se conservan los oxigenos del acido fosforico y los hidrogenos se sustituyen por
diversos radicales orgéanicos. Ejemplo: Diclorvos, un insecticida muy utilizado en los

collares para pulgas.

o] O—~=CH
1 \P/ 3
,, VAN
/C=CH—C' O—CH,
1
Diclorvos

2. Fosforotioatos. En estos OP, un dtomo de azufre se une por un doble enlace al atomo de
fosforo. A este grupo pertenece el diazindn. Ejemplo: Paration. Es un insecticida/acaricida

de contacto, muy efectivo en contra de afidos.
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5 O0—~0CH,—CH
\P/ 3 3
AN
DENQO O—CH,—CH,
Paration.

3. Fosforoditioatos. Contienen dos atomos de azufre unidos al residuo de acido fosforico de
la molécula. a este grupo pertenece el malation. Ejemplo: Dimetoato. Insecticida sistémico

que es capaz de controlar a una amplia variedad de insectos.

5 O—CH
5 \\F_/ ?
%, SN
XC—CHZ—S 0—CH,
CHy—N
s,
H

Dimetioato.

4. Fosforotiolatos. Contienen un azufre unido al 4&tomo de fésforo por medio de un enlace
sencillo. Algunos autores los agrupan dentro de los fosforotioatos, porque no hacen
distincion entre un tiono azufre (=S) y un tiolo azufre (-S-). Ejemplo: Metil-oxodemeton.
Insecticida sistémico y de contacto empleado para proteger hortalizas y plantas

ornamentales.

9] O—i0CH
D Ny ?
Y AN
;S—CHE—CHE—S 0—CH,
CHg_Hzc

Metil-oxodemeton.

5. Fosfonatos. En estos OP, el fosforo se une directamente al carbono de un sustituyente
organico. Ejemplo: Triclorfon. Es un insecticida de contacto y digestivo, eficaz contra una

amplia variedad de insectos y empleado en cultivos de arroz y tabaco.
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Triclorfon.

6. Fosforamidatos. En esta subclase de insecticidas, el atomo de fosforo se une a un atomo de
nitrégeno. Ejemplo: Metamidofos. Insecticida y acaricida de amplio espectro, empleado en

cultivos de algodon, papa y frutales.

O\P/D—CH3
H—N/ \\S—CHg

L

Metamidofos.
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Mecanismo de accidon de los organofosforados

Todos estos insecticidas interfieren con los impulsos nerviosos al inhibir a la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) presente en las sinapsis neuronales colinérgicas de los insectos y en
las uniones neuromusculares de los mamiferos. La AChE presenta dos sitios activos: el sitio
esterasico, con un grupo OH de una serina y un grupo imidazol de una histidina, y el sitio
anionico, que presenta un grupo carboxilo libre de un 4cido aspartico o de un acido glutamico.

La unién de la acetilcolina (ACh) con la AChE ocurre en tres pasos:

0
CH, — COCH,CH,N*(CH,),

! I

OH elele}

Paso 1.Unién de la ACh con la AChE. Se produce una interaccion de la acetilcolina con el
sitio activo de la enzima, por una diferencia de cargas eléctricas.

o
| HOCH,CH,N*(CHy),
CH3——$
OH COO"
2

Paso 2. Acetilacion de AChE. el grupo acetilo de la ACh se une covalentemente a la enzima, y
se libera la colina.
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'\CH3 — (’:—OH

OH COO°

Paso 3.Desacetilacion de AChE. Al cabo del tiempo, ocurre una hidrélisis que libera el grupo
acetilo, y deja a la enzima lista para reiniciar el proceso de degradacion de una nueva
molécula de ACh.

La acumulacion de ACh produce una neuroexcitacion excesiva, y en mamiferos, los signos
de intoxicacion incluyen hiperexcitabilidad, temblores, convulsiones, insomnio, inquietud y
parélisis. Ademas se pueden presentar contracciones musculares involuntarias, debilidad
extrema, salivacion, diarrea y en casos severos paralisis, convulsiones y la muerte.

Algunos OP son agentes bioactivos por si mismos, pero muchos otros requieren ser
activados, principalmente por el citocromo P450 (CYP2B6 en mamiferos), que los oxida al
oxon correspondiente. Esta biotransformacién ocurre por igual en plantas, insectos y
mamiferos.

Debido a sus estructura quimica, la reaccion que ocurre entre los OP, o sus metabolitos y
la AChE es muy similar a la reaccion fisioldgica normal y produce una enzima fosforilada
(fosfoenzima). Se puede producir una reactivacion espontanea por defosforilacion, que en
general es lenta y puede tomar dias o semanas, por lo que se considera que la inactivacion de

la enzima es una inhibicidn irreversible (figura 12) (Yu, 2008).
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Figura 12. Interaccion de los OP con la AChE. El grupo fosfato del OP interactta con el
sitio esterasico de la enzima (A), uniéndose covalentemente a éste (B) con la pérdida de un
sustituyente para formar la fosfoenzima. Al cabo del tiempo se puede producir una
reactivacion espontanea, por la liberacion del residuo de OP (C).

En ocasiones, en vez de esta reactivacion espontanea, se puede perder un segundo
sustituyente de la fosfoenzima (el primero se pierde por la entrada del fosfato), originando una
porciéon cargada en el sitio activo de la enzima. Por este proceso, conocido como
"envejecimiento ", la enzima queda inhibida permanentemente y es resistente a cualquier

proceso de reactivacion espontanea (figura 13).
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Figura 13. Envejecimiento de la AChE. El OP pierde un segundo sustituyente, confiriendo
una carga negativa al sitio activo de la enzima, lo que impide su reactivacion.
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