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RESUMEN

El Malatién induce alteraciones testicul ares ligadas a la disminucién de fertilidad en distintas especies. Se utilizé el extracto
de una planta (Maca) para analizar si gjerce un efecto antagénico a malation, paralo cual se utilizaron 52 ratones de 12
semanas de edad, distribuidos en 4 grupos (Control, Maca, Malation, Maca + Malation) alos cuales se le administré Malation
o cloruro de sodio 0,9% via intraperitoneal y/o Maca via oral mediante sonda esofégica, con sacrificios alos dias 1, 7,
14y 21, en los que se determind la frecuencia de los estados del ciclo del epitelio seminifero en cortes histol 6gicos tefiidos
con Acido Peryodico Schiff — Hematoxilina para la evaluacion del acrosoma espermético. Los datos se analizaron con
los test de ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallisy andlisis multivariable de Dunn. Al dia 1 post tratamiento se observé
con Macay Malation + Maca que aumenta el estadio XI1 y disminuye con Malatién. Por otra parte, a dia 7 se observé
aumento significativo del estadio V11 en el grupo tratado con Malation. Al dia 14 se produjo aumento de los estadios V111
en el grupo tratado con Malation, lo que fue evitado en el grupo tratado con Malation + Maca, 1o mismo ocurre al dia
21 para el estadio I X. Los resultados sugieren que Malation altera la frecuencia de estadios del ciclo en tanto que maca
protege al tibulo seminifero de este dafo.
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ABSTRACT

Effect of Malathion and Maca (Lepidium meyenii) on esper matogenis of mouse

Malathion induces testicular alterations related to decrease of fertility in different species. The extract of a plant (Maca)
was utilized to analyze if it has an antagonistic effect to malathion. For this trial, for which 52 mice of 12 weeks of age
were utilized, distributed in 4 groups (Control, Maca, Malathion, Maca + Malathion) and injected intraperitoneally with
Malathion or NaCl 0.9% and/or Maca (given orally by means of an esophagic tube) mice were sacrificed at days 1, 7,
14 and 21. The frequency of the stages of the seminiferous epithelium was determined in histological sections staind with
Peryodic Acid Schiff — Hematoxylin for the evaluation of the spermatic acrosomas. The data were analyzed with the t
non parametric test of ANOVA of Kruskal-Wallis, and multivariable analysis of Dunn. Al day 1 post treatment it was observed
that the stage X11 is more frequent with Maca and Malathion + Maca but diminishes with Malathion by day 7. A significative
increase of the stage V11 isfound in the group treated with Malathion. Al day 14 an increase of the stage VII1 isseenin
the group treated with Malathion, which is not the case for group treated with Malathion + Maca, the same situationsis
found by day 21 in the stage | X. These results suggest that Malathion alters the frequency of stages of the cycle while
Maca protects the tubules from this damage.
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INTRODUCCION

Hoy en dia gracias a un conocimiento més acabado sobre
plaguicidas organofosforados, se han creado nuevas estrategias
de aplicacién para estos productos agroguimicos. En 1950,
se describe el Malation compuesto organofosforado,
ampliamente utilizado en la agroindustria, en cultivos de frutas
y hortdizas, siendo hoy uno de los que producen mayor nimero
de intoxicaciones agudas a nivel mundial (Hu et al., 1989).

En Chile, existen antecedentes de importacion de
plaguicidas en el 2001, en el cual se importaron 17.942
toneladas, 1o que llevd a un incremento de los casos de
intoxicacion, malformaciones e infertilidad principalmente en
la poblacion rural del pais (MINSAL, 2002), por lo cual es
importante evaluar su toxicidad y como los residuos de éstos
contaminan el medio ambiente natural. Malathion por su ata
liposolubilidad se acumula en tejidos grasos donde pueden
ser liberados en forma de metabolitos activos (formas oxon).
La intensidad y duracion de los efectos farmacol 6gicos
dependen de su viade administracion, liposolubilidad y tiempo
de degradacion metabdlica. Rodriguez & Bustos-Obregén
(2000) demostraron que los organofosforados afectan la
proliferacion del epitelio seminifero disminuyendo la sintesis
de ADN espermatico. Atef et al. (1995) describen un efecto
negativo sobre la masa testicular y motilidad espermética,
induciendo aumentos en la mortalidad y en el nUmero de
anormalidades morfol Ggicas que presentan |0s espermatozoides.

Malatién se absorbe viaintestinal, respiratoriay dérmica,
y el 90% de los metabolitos es excretado por viarena, siendo
el higado el organo reservorio por excelencia; su DL es
variable seguin laviade ingreso; Van Den Heuvel et al. (1990)
reportan en ratones las DL, por viaoral y dérmica de 1375
mg kg y 4400 mg kg™, respectivamente.

Maca (Lepidium meyenii) es una planta hipocotila que
se cultiva en los Andes Peruanos a una altura entre 3700 y
4500 m.s.n.m. (King, 1987), alacua se le atribuyen acciones
terapéuticas y nutricionales. Gonzéles et al. (2001) evaluaron
su efecto en ratas sometidas a hipoxia hiperbérica, en las cuales
incrementaron el recuento final de espermatozoides en los
grupos tratados con Maca.

La espermatogénesis es un proceso complejo de division
y diferenciacion celular que conduce a la formacion de
espermatozoides, ésta comienza cuando |0s gonocitos se
multiplican para producir diversas generaciones de
espermatogonias'y dan origen a espermatocitos primarios, 10s
cuaes entran en meiosisy originan finalmente céulas haploides,
las espermatidas. L uego de un proceso de citodiferenciacion,
dardn origen a los espermatozoides que, liberados
fisioldgicamente del epitelio germinal en el momento de la
espermiacion, discurren por lavia semina, donde experimentan
cambios morfolégicos y funcionales conocidos como
maduracion (Bustos-Obregdn, 1999). Los estadios del ciclo
de la espermatogénesis |o constituyen grupos de células en
similares estados de desarrollo y que van evolucionando
sincrénicamente, agrupadas en asociaciones mas 0 menosfijas.
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Hay 12 estadiosen € ratén 'y 14 en larata. Cada estadio ocupa
pequefios segmentos alo largo del tibulo seminiferoy laserie
completa de los estadios del ciclo del epitelio seminifero
constituye un ciclo, que en €l ratén equivale en tiempo a 8,45
dias y para espermatogénesis completa es de 33 dias.

La hipdtesis para este estudio postula que Malation,
administrado en dosis subletales, dafia el epitelio seminifero
disminuyendo la espermatogénesis y, por otra parte, Maca
(Lepidium meyenii), por sus cualidades estimulantes, disminuye
el efecto adverso del Malation.

MATERIALESY METODOS

Animales

Se utilizaron 52 ratones machos (Mus musculus), cepa
CF1, adultos con 12 semanas de edad y con peso que vario
entre 30 y 32 gr., provenientes del bioterio del Laboratorio
de Biologia de la Reproduccién de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile.

Preparacion del extracto acuoso de Maca

Por medio de la pulverizacién de las raices secas hervidas
en agua destilada por 30 minutos 'y posteriormente filtrada,
se llega a una concentracion de 333 mg mL de estracto de
Maca seco en solucién acuosa, se deja enfriar atemperatura
ambiente para después ser almacenada en frascosy refrigerada
a 4°C hasta su uso.

Losanimaesfueron distribuidos d azar en 4 grupos. Grupo
1 s0lo sele administro Malation 1/36 DL, equivalentes a 80
mg kg™ de peso de raton, viaintraperitonea (DL, = 2880 mg
kg™) solo unavez al dia 0. Grupo 2 se trat solo con extracto
de Maca en suspensién acuosa administrada diariamente por
sonda esofagica en dosis de 666,6 mg kg™ de peso corporal.
Grupo 3 recibié Malation (solo unavez, viaintraperitoneal)
y Maca diariamente en sus respectivas dosis y finalmente el
cuarto grupo se usé como control, inyectando sélo suero
fisioldgico por viaintraperitoneal (solo unavez, dia0), para
maés tarde ser sacrificados (previa sedacion con éter) alos dias
1,7, 14 y 21, respectivamente.

Evaluacion histolégica

Se fijaron los testiculos en Bouin acuoso, e incluyeron
en parafina. Posteriormente se realizaron cortes transversales
ecuatoriales del testiculo con un espesor de 5 um, y teflidos
con la técnica de acido peryddico — Schiff y Hematoxilina,
paraluego ser observados a microscopio Gptico con aumento
de 1000. Se analizaron 200 tubulos por raton, clasificandolos
por estadios segin la agrupacion de células en el tabulo
seminifero y determinando e grado de desarrollo del acrosoma.

Andlisis estadistico

Se utilizé el test de ANOVA no paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido de la comparacion multiple de Dunn,
considerando el nivel p < 0,05 como significativo. Los
resultados fueron expresados como promedios.
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RESULTADOS

Dia1l

Se observé unadisminucion de lafrecuencia del estadio
| en e grupo tratado con Macaad compararlo con d grupo tratado
con Malation + Maca también se observa una disminucién del
porcentgje en e estadio XI1 enlosanimaestratados con Maation
al compararlo tanto con el grupo control como a compararlo
con el grupo Maca + Malation (Figura 1).

Dia7

Siete dias después del tratamiento se observa aumento
significativo en lafrecuencia del estadio V11 en € grupo tratado
con Malatién con respecto a control. Por otra parte, € estadio
X1l en el grupo tratado con Maca muestra disminucion
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significativa con respecto al control. Sin embargo, esta
disminucion es evitadaen e grupo tratado con Maation + Maca
(Figura 2).

Dia 14

Se observa aumento de la frecuencia de los estadios 11
y 11 en el grupo tratado con Malation al compararlos con €l
grupo tratado con Maca + Malation. Por otra parte, el estadio
V11l aumenta significativamente su frecuencia en el grupo
tratado con Maathion al compararlo tanto con el grupo control
como con € grupo tratado con Malation + Maca, en este Gltimo
grupo se observa unainhibicion del aumento de lafrecuencia
de este estadio encontrado en € grupo tratado solo con Maation,
lo que sugiere un efecto protector de Maca sobre la Integridad
del epitelio seminifero (Figura 3).
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Figura 1 — Porcentaje de tdbulos seminiferos de raton cuantificados en microscopio Optico, dia 1. Se observan diferencias al comparar 10s siguientes
estadios. Estadios | Maca v/s Malation y Maca v/s Maca + Malation. Estadio X1 Malation v/s Control, Malation v/s Malation + Maca, Maca v/s

Malatién + Maca. *

p < 0,05; ** p <0,01.
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Figura 2 — Porcentaje de tibulos seminiferos de ratén cuantificados en microscopio éptico, dia 7. Se observan diferencias al comparar |os siguientes
estadios. Estadio VII Malation v/s control. Estadio XIl Maca v/s control y Maca v/s Maation + Maca. * p < 0,05.
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Dia 21

Se observa aumento de la frecuencia de los estadios |1
y Il en & grupo tratado con Maca con respecto a grupo control
como con el grupo Malation + Maca, mostrando un efecto
protector de Maca sobre este estadio, el grupo tratado con
Malatién presenta aumento significativo con respecto al grupo
Malatién + Maca, mientras que en el estadio VIl se observa
disminucién de lafrecuenciaen el grupo tratado con Malation

Bustos-Obregon et al.

con respecto al control [o que no se observaen € grupo tratado
con Malation + Maca, sugiriendo un posible efecto protector
de Maca sobre este estadio. El estadio IX muestra aumento
en el grupo tratado con Malation, lo que es evitado s se combina
Malation con Maca, y los estadios X y X| presentan aumento
delafrecuenciaen e grupo tratado con Maca en comparacion
al control, sugiriendo un efecto estimulatorio de Maca sobre
este estadio (Figura 4).
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Figura 3 — Porcentaje de tubulos seminiferos de ratén cuantificados al microscopio 6ptico, dia 14. Se observan diferencias al comparar los siguientes
estadios. Estadios Il y 111, Malatién v/s Maca + Malatién. Estadio V111, Malation v/s Control y Malation v/s o Malation + Maca. ** p < 0,01.
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Figura 4 — Porcentaje de tlbulos seminiferos de raton cuantificados a microscopio Optico, dia 21. Se observan diferencias a comparar |os siguientes
estadios. Estadios Il y 11 Maca v/s Control y Maca v/s Malation + Macay el grupo tratado con Malation v/s Malation + Maca. Estadio VIl Malation v/s
Control. Estadio IX Malatién v/s Control. Estadios X y XI Maca v/s control, presentan diferencias significativas. * p < 0,05.; ** p < 0,01.
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DISCUSION

L os compuestos organofosforados pueden tener efectos
gonadotoxicos, induciendo una serie de alteraciones en la
calidad del semen de algunos animales y del hombre,
generéndose de esta forma una accién deletérea sobre la
espermatogénesis (Bustos-Obregén & Valenzuela, 1998).
Motivados por estos antecedentes y el uso masivo de estos
compuestos se planificé y realizd el presente trabajo
experimental en ratones asociando un componente (Maca) que
disminuiria tal efecto. Otros estudios indican que Maca
(Lepidium meyenii) tendria un efecto protector sobre el dafio
gonadal provocado por diversos agentes fisicos, como quedd
demostrado en lainvestigacion en ratones sometidos a hipoxia
de altura, donde se evalud la frecuenciarelativa de los estados
del ciclo del epitelio seminifero por la técnica de
transiluminacién (Bustos-Obregén et al., 2005) y que se
corroboran en nuestro estudio en donde Maca evito la
disminucion del estadio XI1 producido por Malatiéon al dia
siguiente del tratamiento. Lafrecuenciarelativadel estadio V1|
fue aumentada de manera dosis dependiente en ratas tratadas
con Maca considerando que la exposicién alaalturaredujo la
espermiacion (estadio VIII) en e grupo de animales que no fue
tratado con Maca. En conclusion, € tratamiento de ratones con
Maca previno lainterrupcion de la espermatogénesisinducida
por la hipoxia. Otro estudio en relacion con agentes fisicos fue
realizado en ratones sometidos a hipoxia hipobéarica simulada
en 4100 MSNM, confirmandose que la hipoxia gjerce efecto
inhibitorio sobre las poblaciones celulares en division, en la
espermatogénesis (Bustos-Obregdn et al., 2005).

Hay agentes quimicos que se utilizaron en
investigaciones de gran interés, como factores productores
de dafio gonadal, debido a uso masivo para distintas areas,
como ejemplo de esto tenemos |os pesticidas organofos-
forados, que son elaborados artificialmente y aplicados para
controlar las plagas de insectos. Sus caracteristicas principales
son su alta toxicidad, su baja estabilidad quimicay su nula
acumulacion en lostejidos, caracteristica ésta que lo posiciona
en ventaja con respecto a los organoclorados de baja
degradabilidad y gran bioacumulacién. Malation es usado
extensamente en todas partes del mundo, a pesar de que no
se han estudiado todos sus efectos reproductivos. Bustos-
Obregén & Gonzalez-Hormazabal (2003) evaluaron el
recuento epididimario de espermatozoides, teratozooespermia
y nivel plasmético de testosterona, concluyendo que Malation
interfiere con lafuncion testicular del ratén provocando una
disminucion del recuento espermético epididimario y en los
niveles de testosteronay alteraciones estructurales en la
morfologia de las células germinales. Bustos-Obregon et al.
(2005) utilizaron la técnica de transiluminacion que consiste
en observar de manera longitudinal una serie de tubulos
seminiferos frescos montados “in toto”, permitiendo de esta
forma determinar las frecuencias relativas de los estadios
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del ciclo del epitelio seminifero. Los resultados de ambos
trabajos indican que algunos estadios se ven mas alterados,
lo que esta en directa relacion con aguellos que representan
eventos importantes en el transcurso del ciclo espermato-
génico; como lo es el estadio VIII donde se produce la
espermiacion, esto también ocurrié en el grupo tratado con
Malation. Sin embargo, Maca fue capaz de evitar el aumento
de frecuencia en el estadio VIII alos 14 dias después del
tratamiento con el pesticida, [o que nos sugiere que se produce
una espermiacion normal.

También fue evaluado tejido testicular de ratones de 7
dias de edad, tratados con el organofosforado Paration,
demostrando la disminucion del peso corporal y testicular y
un dafio temprano de las células germinales de efecto reversible
donde la recuperacion se presenta a interval os largos post-
inyeccion (Sobarzo, 2000).

En estudios posteriores fue evaluado € efecto de Malation
en ratones adultos donde se determinaron alteraciones en la
frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio seminifero
provocando dafio a nivel de las células germinales, mas
especificamente en las espermatogonias en renovacion,
desencadenando efectos posteriores en el desarrollo normal
de la espermatogénesis donde se observé que algunos estadios
fueron més vulnerables a la accion del pesticida (Bustos-
Obregon et al., 2005). En conclusion, se evidencié un efecto
protector de Maca sobre estadios claves de la espermatogénesis
en los grupos tratados con Malation y un efecto estimulatorio
al dia21 sobrelosestadiosII-111'y X y XI. Ahora nos queda
por aclarar el mecanismo molecular de tales efectos sobre el
epitelio seminifero.
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