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Resumen

La funcién reproductiva masculina es conocida por ser altamente sensible
a muchos agentes quimicos. Cipermetrina (CP) es un pesticida piretroide, cuyos
efectos en variables de fertilidad masculina son controversiales. El objetivo de la
presente Memoria de Titulo fue evaluar los efectos téxicos de CP administrada
en dosis unica sobre la citologia testicular de raton macho adulto. Utilizando la
técnica histologica de tincion hematoxilina (PAS) se cuantifico la celularidad del
epitelio germinal de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y la presencia de
espermatozoides; en los mismos preparados, se observo la presencia de
alteraciones histologicas como taponamiento tubular, discontinuidad vy
vacuolizacion del epitelio seminal. Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron
las células inmunomarcadas utilizando como indicador de proliferacion celular el
anticuerpo monoclonal antiantigeno Ki-67. El modelo biolégico estudiado

corresponde a ratones machos adultos cepa CIF1, distribuidos en dos grupos: i)
experimental, al cual se le administré ¥ DILso CP vehiculizada en aceite vegetal,

ii) control inoculados solo con aceite vegetal, todos tratados en dosis tnica via
intraperitoneal, constituyendo el tiempo cero del tratamiento. Durante el periodo
experimental se eutanasiaron tres animales de cada grupo segun el siguiente
calendario: un dia después de la inoculacion, luego cada 8,6 dias, hasta completar
34,4 dias. Los resultados indican que CP indujo una disminucién estadisticamente
significativa de las células en mitosis en el primer ciclo espermatogénico para
luego aumentar compensatoriamente en los tres ciclos posteriores. CP indujo
alteraciones en la organizacion histolégica testicular aumentando la frecuencia de
presentacion de discontinuidad, vacuolizacién del epitelio y, en menor grado,
taponamiento del lumen tubular; este tltimo dafio fue gradualmente revertido al

completarse una onda espermatogénica. La presencia de espermatozoides en



lumen tubular disminuy6 en relacion a los controles. Los recuentos de los
distintos tipos celulares demuestran que las células mas sensibles a la accion de
CP, con valores estadisticamente significativos, las espermatogonias tipo A
disminuyeron a partir del primer ciclo, hasta tres ciclos. Las espermatogonias tipo
B presentaron un aumento hacia el segundo ciclo. Los espermatocitos en
paquiteno y espermatides redondas disminuyeron a las 24 horas post tratamiento
y a los 25,8 dfas que corresponden al tercer ciclo. De estos resultados se concluye
que CP ejerce un efecto toxico manifestandose en la alteracién del patron de
proliferacién espermatogonial, como también en la organizacion histolégica
testicular, y a nivel de las poblaciones celulares del epitelio seminifero afectando

su frecuencia y desarrollo.



Summary

Male reproductive function is known to be sensitive to many chemical
agents. Cypermethrin is a pyrethroid pesticide, whose effects in the variables of
male fertility are notorious. The aim of this investigation is to evaluate the toxic
effects of CP, administered in a single dose over the testicular cytology of adult
male mice. Germ epithelium’s celularity was quantified according to its
morphological characteristics and the existence of spermatozoa by using the
histological technique of staining, haematoxylin (PAS). Histological alterations
(such as tubular bunging, discontinuity and vacuolation of the seminiferous
epithelium) were observed in the same preparations. By means of
immunohistochemistry, immunostained cells were quantified, using the anti-
antigen monoclonal antibody Ki-67 as indicator of cell proliferation. The studied
biological model corresponds to adult male CF-1 mice, distributed into two
groups: 1) experimental group, to whom CP 1/5 was administered using
vegetable oil as vehicle, ii) control group, inoculated only with vegetable oil. All
of them were treated with a single dose via IP, giving origin to zero time of the
treatment. During the experimental period, euthanasia was provoked to three
animals of each group, according to the following schedule: one day after the
inoculation, then 8.6 days, until 34.4 days. The results show that CP caused a
statistically significant reduction of the cells in mitosis in the first spermatogenic
cycle, and then it rises in a compensatory way in the three following cycles. CP
induced alterations in the testicular histological organization, increasing the
frequency of discontinuity appearance, epithelium vacuolation and, to a minor
extent, tubular lumen bunging. This latter damage was gradually reverted when a
spermatogenic cycle ended. The presence of spermatozoa in the tubular lumen
decreased in relation to the control group. The inventories in the different cell

types show that A- type spermatogonies are the most sensitive to CP’s action



cells, with statistically significant figures. These spermatogonies decrease from
the first cycle, until reaching three cycles. B-type spermatogonies show an
increase from the second cycle. The pachytene spermatocytes and round
spermatids decrease when 24 hours have passed after the treatment and when
25.8 days are completed, which correspond to the third cycle. From these results
it is concluded that CP has toxic effects, showing them in the alteration of
spermatoginal proliferation, as well as the histological cell organization of the

seminiferous epithelium, affecting its frequency and development.
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INTRODUCCION

En Chile, existe un uso masivo de pesticidas, donde los sistemas de
produccién intensivos dependen de la aplicacion de éstos para producir
alimentos suficientes, con el fin de abastecer las demandas de la poblacion. Los
efectos de los plaguicidas han producido intoxicaciones graves en personas
expuestas a estos quimicos, y estas implicancias contribuyeron a que algunos
tuvieran un uso restringido o incluso, fueran prohibidos.

A nivel nacional, el Ministerio de Salud en el ano 2005, comunic6 que la
primera causa de intoxicacién aguda por plaguicidas correspondié a pesticidas
organofosforados, compuestos altamente toxicos para mamiferos. Estos son
seguidos por los piretroides, que por su baja toxicidad para mamiferos se
presentaron como alternativa a todos los otros pesticidas organicos. Sin embargo,
otros estudios indican que estos agentes no son tan inocuos como se habia
propuesto y causarian serios riesgos para la salud.

En mamiferos, tanto las células germinales masculinas como femeninas
comparten etapas del desarrollo y una finalidad en comun, la producciéon de
gametos. Desde el punto de vista de la toxicidad es relevante conocer el dafio
que se produce a nivel de estas células, ya que son ellas las responsables de la
transmision de la informacién genética de una generacion a otra permitiendo la
conservacion y perpetuacion de las especies.

En el macho adulto, las células germinales se producen continuamente,
por lo que cualquier alteraciéon inducida por la presencia de agentes toxicos
podria provocar algin grado de infertilidad transitoria, que dada la naturaleza
ciclica de la espermatogénesis, redundaria posteriormente en un repoblamiento

celular. Por el contrario, la hembra cuenta desde su nacimiento con una dotacion

1



de células fijas, sin posibilidades de aportar nuevas al ciclo vital, durante la edad
reproductiva.

Metodologicamente, el estudio de la gametogénesis en el macho adulto
permite identificar distintos tipos celulares segun su morfologia, las cuales tienen
diferentes sensibilidades como también una ubicacién determinada en el tabulo
seminifero que es posible seguir secuencialmente en el tiempo.

Es por este motivo que la espermatogénesis en mamiferos proporciona un
sistema Unico para estudiar los efectos téxicos que pudieran ejercer ciertas
sustancias, como los pesticidas, entre los cuales se encuentra cipermetrina (CP)
un piretroide clasificado como moderadamente toxico por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).

Se ha demostrado que CP induce alteraciones sobre las variables de
fertilidad masculina. A pesar de la extensa investigacién sobre los efectos toxicos
de CP, poco se ha abordado sobre sus efectos en la potencialidad reproductiva
masculina.

Utilizando como modelo biolégico ratones machos adultos cepa CF-1, se
procedié a administrarles CP en dosis unica via intraperitoneal, evaluando los
efectos de ésta sobre la proliferacion, celularidad y morfologia testicular, los que
fueron observados a las 24 horas posteriores al tratamiento y siguiendo con
intervalos de tiempo coincidentes con cada ciclo del epitelio seminifero hasta

completar una onda de la espermatogénesis.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Piretrinas y piretroides

Las plantas han evolucionado por mas de 400 millones de afios y para
contrarrestar el ataque de insectos han desarrollado mecanismos quimicos de
proteccion, como la accién insecticida (Rodriguez ez al, 2003). Estos han sido
utilizados por la industria para la obtencion de insecticidas de origen vegetal,
como también para el desarrollo de nuevos insecticidas sintéticos (Pascual-
Villalobos, 1996).

Un ejemplo de insecticida natural son las piretrinas: su principio activo es
el piretro o pelitre, contenido en plantas herbaceas perennes de la familia de las
asteraceas, tales como crisantemos, caléndulas, zinnias y tagetes. Entre estas
plantas, se destaca el Chrisantemun cinerariaefolinm (Fig. 1) por contener mayores
concentraciones de este compuesto (Rathgeb, 2000). En ella, mediante la
deshidratacion y la extraccion con solventes se obtiene desde la inflorescencia,
una oleoresina con actividad insecticida (Verdugo, 1983). Las piretrinas son de
toxicidad baja para los mamiferos, lo cual es importante desde el punto de vista
de la seguridad para el usuario, no obstante presentaban el inconveniente de ser
rapidamente degradadas, necesitando aplicaciones frecuentes (Casida, 1980;
Casadei, 2003). Mediante modificaciones estructurales sobre la molécula del
piretro, se han creado compuestos de mayor poder residual, originandose las
piretrinas sintéticas o piretroides' (Eil y Nisula, 1990).

Estos compuestos presentan varias ventajas comparativas con respecto al
uso de los pesticidas organicos clorados o fosforados. Los piretroides presentan

una potencia insecticida alta, una contaminacién ambiental baja y, para los

! Los piretroides son ésteres de 4cido crisantémico o acido p-clorofenilisovalérico combinado con 3-
fenoxibencil, alfa ciano 3-fenoxibencil o 5-bencil 3-furilmetil alcohol (Perger y Szadkowsky, 1994).



mamiferos, conservan una toxicidad reducida (Casida, 1980; Perger vy

Szadkowsky, 1994; Casida y Quistad, 1998; Garey y Wolff, 1998).

Figura 1. Planta de Crisantemo (Chrisantemun cinerariaefolinm) modificado de Benth y Hooks
(1937).

Sin embargo, estudios epidemiolégicos, informes clinicos y de laboratorios
indican que los piretroides pueden producir una gama de efectos inmunotoxicos
y neurotoxicos, tanto en seres humanos como en otros mamiferos (Garey y
Wolff, 1998; Shan ez al., 2004).

Los piretroides se subdividen en dos tipos, basandose en las diferencias

estructurales y la accion neurofisiolégica—toxicologica (Eells e al., 1992):



- Tipo I. Con ausencia del grupo a-ciano, que en intoxicaciones
agudas producen el sindrome T, con temblor corporal.

- Tipo ILI. Con presencia del grupo o-ciano, determinando el
sindrome CS, con sintomas de salivacién profusa, incoordinacién
motora y coreoatetosis.

Estos compuestos actuan modificando la permeabilidad iénica de la
membrana del axén, generando una neuroexcitacion en todas las especies. En
particular, la accién neuroexitatoria se atribuye a cambios de voltaje dependientes
de los canales de sodio que se mantienen abiertos por intervalos de tiempo
anormalmente prologandos, lo que causa impulsos repetitivos (Cremlyn, 1991;
Casadei, 2003).

Durante la conduccién del impulso nervioso, en la fase de depolarizacion,
los canales de sodio voltaje sensibles (VSSC) permanecen abiertos incorporando
Na" al interior de la célula, para posteriormente limitar su ingreso y con esto la
longitud de la depolarizacién. En consecuencia, los VSSC se inactivan y deben

volver a un estado de “reclinaciéon” antes de volverse a abrir Fig. 2 (Shafer ez a/,

2005).

Extracelular
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Figura 2. Esquema de los VSSC, depolarizaciéon de membrana, corriente de sodio y potencial
de accion. Modificado de Shafer ¢z a/., 2005.



Los piretroides tipo I modifican la apertura de los VSSC, se prolonga hasta
después de terminada la depolarizaciéon produciendo una corriente de arrastre;
esto termina depolarizando la membrana sobre el umbral de generaciéon de
potencial, lo que provoca una serie de potenciales de acciéon. En cambio en los
piretroides Tipo II producen una mayor depolarizaciéon, disminuyendo el
gradiente electroquimico de sodio y la amplitud del potencial de accion,
sosteniendo abiertos los VSSC por mas tiempo, al punto que el potencial de
membrana se depolariza cuando la generaciéon del potencial de acciéon no es

posible Fig. 3 (Shafer ez al., 2005).

V55C Modificados por Piretroides
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Figura 3. Esquema de los VSSC modificados por los piretroides (tipo I y tipo 1I), mostrando
sus efectos en: la depolarizaciéon de membrana, corriente de sodio y potencial de accion.

Modificado de Shafer ¢ /., 2005.

Estos mecanismos de accién hacen que los pesticidas sean sustancias
peligrosas para la vida de las especies. Los seres vivos tienen vias metabdlicas y
procesos bioquimicos que les son comunes o por lo menos equivalentes y es

precisamente en estos que la mayoria de los pesticidas actian (Ciudad, 1995).



Sin embargo, los piretroides muestran mayor toxicidad selectiva en
insectos. En las terminaciones nerviosas, la potencia téxica aumenta con la
disminucién de la temperatura. De este modo, considerando en proporcién el
grado de sensibilidad del nervio en los mamiferos y los insectos, la menor
temperatura de estos ultimos los hace mas sensibles a la accién del pesticida.
Ademas, si se considera el menor tamafio de los insectos, tienen menos
posibilidades de metabolizar los insecticidas antes de que alcancen los sitios
blanco (Zlotkin, 1999).

Por el contrario, en los mamiferos el efecto toxico agudo y la acumulacion
en la grasa corporal son relativamente bajos, debido a su rapida
biotransformacién y eliminacién en forma de metabolitos solubles en agua,
principalmente via renal (Casida ez al, 1983; Cremlyn, 1991; Perger y
Szadkowsky, 1994; Luty ef al., 1998).

En mamiferos, el efecto adverso de los piretroides tipo II mas
comunmente descrito es la parestesia por exposicion dérmica, cuyos sintomas
caracteristicos son sensaciones de ardor, prurito y entumecimiento, lo que es
considerado como un efecto agudo local (Wilks, 2000). Sin embargo, estos
piretroides también pueden producir signos sistémicos por intoxicacion aguda
afectando al sistema nervioso central produciendo mareos, dolor de cabeza,
disturbios de conciencia, fasciculaciones musculares, ataques convulsivos e
incluso, un estado de coma (Perger y Szadkowsky, 1994). A pesar de que los
piretroides se han usado intensamente y por largo tiempo, pocos problemas
serios habfan sido reportados, solo recientemente se ha informado de
enfermedades cronicas severas causadas por piretroides (Perger y Szadkowsky,
1994). En el caso del ser humano, la dosis letal de piretroide es de 50 a 100
gramos pv (Lauwerys, 1994).



La evidencia experimental sugiere que 7z vitro algunos piretroides tienen
afinidad por los receptores de andrégenos de los fibroblastos de la piel humana
como también puede unirse a la globulina ligante de hormonas sexuales (SHBG)
(Eil y Nisula, 1989).

Segun Brody y Loriaux (2003), los resultados en el analisis de fibroblastos
demuestran que el piretroide fenotrin (causante de una epidemia de ginecomastia
en refugiados Haitianos) se une al receptor humano de andrégeno 7 vitro. In vivo,
el Fenotrin se comporta como un antiandréogeno al inhibir el efecto de
testosterona en la prostata en ratas sexualmente inmaduras.

Algunos investigadores han demostrado el potencial de los piretroides para
actuar como agonistas o antagonistas de hormonas esteroidales, desconociéndose
aun el mecanismo de accion (Garey y Woltf, 1998; Kim ez a/., 2004). Sin embargo,
los resultados de los experimentos iz wvitro, en algunos casos han sido
contradictorios.

Go et al. (1999), utilizaron la linea celular MCF-7 del carcinoma mamario,
caracterizado por su sensibilidad a estrégenos. En este modelo, la proliferacion
celular fue utilizada para probar estrogenicidad de los piretroides Sumitrina,
Fenvalerato, D- trans alletrina y Permetrina. Los piretroides Sumitrina y
Fenvalerato indujeron la proliferacion de células MCF-7 de manera dosis
dependiente.

Estudios en lineas celulares de endometriosis Ishikawa Var-1 y de cancer
mamario T47D, productoras de fosfatasa alcalina como indicador de actividad
hormonal, demostraron que los piretroides Fenvalerato y Sumitrina tienen
actividad estrogénica, y que los piretroides Fenvalerato y D- trans Alletrina tienen
actividad antiprogestagena (Garey y Wolff, 1998). Sin embargo, en otro estudio
de siete piretroides, incluido CP, coinciden en la estrogenicidad del piretroide

Sumitrina. Sin embargo, Fenvalerato, Bioaletrina y Permetrina mostraron



actividad antiestrogénica (Kim ez a/,. 2004). Por el contrario, Saito ez al, (2000)

estudiaron en el receptor de estrogenos humano o (JERa) los piretroides D-
Trans alletrina, CP, Empetrina, Fenvalerato, Imiprotrina, Permetrina, d Fenotrina
y Praletrina, describiendo que ninguno de los piretroides considerados en el

ensayo present6 actividad estrogénica o antiestrogénica.

Cipermetrina

La cipermetrina (CP) es un piretroide de amplio espectro activo contra
plagas de lepidéptera, coledptero, hemiptera, homoptera y otras clases de
insectos (Thomson, 1998).

La CP® es un éster del 4cido dihalovinil-ciclopropano, con un grupo

sustituyente O-ciano perteneciendo a los piretroides tipo II Fig. 4a (Elliott,
1976). La agencia de proteccion del medio ambiente de Estados Unidos (EPA),
considera a CP como prototipo para determinar los riesgos de otros piretroides
(Zahodiakin, 1999).

Se le cataloga como moderadamente peligrosa, clase II de riesgo segun la
OMS y clase III de riesgo para el Ministerio de Salud de Chile, ambas
clasificaciones basada segtin dosis letal 50 (DL;,) administrada a ratas via dérmica
y oral. Ta DL, para ratén via intraperitoneal es de 485 mg/kg peso vivo
solubilizado en aceite de maiz (W.H.O. y F.A.O., 1989; Vallebuona, 2003).

La detoxificacion de CP en mamiferos, esta implicado el sistema
microsomico de oxidasas de funcién mixta que por hidrolisis del éster central
origina dos metabolitos principales: acido fenoxibenzoico y 4cido ciclopropano

carboxilico, que luego de oxidaciones e hidroxilaciones son eliminados como

? Estrucutra quimica de Cipermetrina: 3- (2,2-dichloroethenyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylic acid cyano(3-
phenoxyphenyl)-methyl ester. a — cyano-3-phenoxybenzyl-(£)— cis, trans- 3- (2,2-dichlorvinyl)-2,2-
dimemethylcyclopropane-carboxylate. C22Hi9CILoNO3; n° REGISTRO CAS: 52315-07-8 (W.H.O. y F.A.O.,
1989).



alcoholes o fenoles que se conjugan con glicina, sulfatos y acido glucurénico Fig.

4b (Casida ef al, 1983; Perger y Szadkowsky, 1994; Shan ez al., 2004).
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Figura 4. a) Molécula de cipermetrina b) metabolizacién de cipermetrina. (3PBA): Acido 3-

fenoxibenzoico. (4OHPBA): Acido 3-(4-hidroxi)-fenoxibenzoico.

Estudios en ratas han demostrado que CP es metabolizada rapidamente,
eliminandose mas del 99% en pocas horas. El 1% restante comienza a ser

almacenado en la grasa corporal. Esta porcion es eliminada lentamente, con un
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periodo de vida media de 18 dias para el cis-isomero y 3.4 dias para el trans-
isomero (Elbetieha ez al., 2001).

Se postula, que los agentes quimicos pueden producir potencialmente
dafio en la espermatogenésis en algunas de sus etapas, desde la proliferacion
celular de las espermatogonias hasta los espermatozoides maduros, pudiendose
observar efectos citotoxicos y genotodxicos (Brinkworth y Handelsman, 1997).

La estabilidad de la informaciéon genética es de vital importancia en el
normal funcionamiento y reproduccién de todos los organismos vivos. En
especies heterogaméticas esta estabilidad es mantenida en las células somaticas,
pero en particular en las células germinales (Baarends ez a4/, 2001). Existe
informacién acerca de las alteraciones que pueden ejercer CP sobre el material
genético. Bhunya y Pati (1988), demostraron los efectos genotéxicos de CP al
administrar via intraperitoneal y subcutinea en ratones, y observaron
anormalidades en los espermatozoides. Otros estudios mencionan que CP induce
en ratones aberraciones cromosomicas tales como, ruptura de cromatidas y
cromosomas, fragmentacion, tetraploidia, y aumento de metafases con
aberraciones, como también un aumento de la frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas (SCE)’> en bazo y médula (Amer ez al, 1993). En otros
estudios recientes, se ha demostrado que CP interactia con el ADN, segin el
analisis de SCE, indicando un efecto mutagénico potencial (Chauhan ez a/ 1997,

Girt et al., 2003).

3 Sister chromatid exchange (SCE) es un indicador citogénetico de riesgo genotdxico a productos quimicos.
Detecta el intercambio de ADN en cromosomas en metafase entre los productos de replica en loci homologos
(Chauhan et al., 1997).
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En relaciéon a los efectos de CP sobre el sistema reproductor, la
informacioén es contradictoria. Por una parte, el analisis en ratones de dominantes
letales* no demostré relacién entre dosis utilizadas y reduccién en nimero de
implantaciones o muertes fetales, pues no aparecieron dafios histologicos
testiculares ni epididimarios. En ratas, hasta la tercera generacion siguiente a la
administracion de CP (hasta 500 mg/kg via oral) no se observaron efectos
nocivos sobre la conducta reproductiva, la fertilidad, la gestacion, la viabilidad o
la lactancia de las hembras cruzadas con los machos experimentales (W.H.O. y
F.A.O., 1989).

Mientras que al administrar CP en ratones machos via oral por 65 dias, se
observo una disminuciéon en el recuento de espermatozoides testiculares y
epidimarios, niveles plasmaticos de hormona foliculo estimulante (FSH),
hormona luteinizante (LH) y testosterona significativamente reducidos, ademas
de tasas de implantaciéon embrionaria y viabilidad fetal reducidas en cruzas con
hembras normales (Elbeticha e# al., 2001). Resultados similares observaron al
dosificar cipermetrina via oral en ratas (EL khalek ez a/., 1999).

Estudios en humanos y animales apoyan la idea que los pesticidas inducen
estrés oxidativo como un mecanismo de accién citotéxico en el organismo. Los
radicales libres son atomos o moléculas que contienen unos o mas electrones
desapareados, que son parte del metabolismo oxidativo (Abdollahi ef a/, 2004).
El dafio causado por estos oxidantes a nivel celular es atenuado por enzimas
antioxidantes como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (Gabbianelli ez al, 2002). Estudios en ratas tratadas con alfa

cipermetrina, demostraron una disminucion de las enzimas CAT y SOD, como

* Test indicador de genotoxicidad, mediante los cambios genéticos inducidos de manera dominante que
producen la muerte del cigoto, por ejemplo en mamiferos, la reduccion en el tamafio de la camada, midiendo
y contando el nimero de implantes que sobreviven (Generoso, 1994).
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también alteraciones morfohistologicas en diversos o6rganos, incluidos los

testiculos (Manna e/ a/, 2004)

Gonada masculina

Los testiculos se encuentran rodeados por la tunica albuginea, que en su
superficie posterior forma el mediastino testicular, por donde penetran los vasos
sanguineos y salen los conductos eferentes (Fawcett y Jensh, 1999). Desde el
mediastino se irradian septos testiculares, que dividen al parénquima en
compartimientos piramidales denominados lobulillos testiculares, que contienen
de uno a cuatro tubulos seminiferos de trayectoria flexuosa Fig. 5a (Wrobel,
1999).

Los tubulos seminiferos son estructuras cilindricas, rodeadas por un
compartimiento intersticial formado por tejido conectivo laxo muy vascularizado
en el que se encuentran vasos sanguineos y linfaticos, ademas, fibroblastos,
mastocitos, macrofagos y células de Leydig que representan el componente
endocrino Fig. 5b (Junqueira y Carneiro, 2005). Cada tubulo seminifero esta
rodeado por células mioides peritubulares, que corresponden a los elementos
contractiles que generan ondas peristalticas a lo largo de los tubulos (Schlatt,
1997). Los tdbulos estan revestidos por el epitelio seminifero, formado por las
células de Sertoli en contacto con la lamina basal y las células germinales Fig. 5¢
(Fawcett y Jensh, 1999). Durante la proliferacién y diferenciacion las células
espermatogénicas se desplazan lentamente a lo largo de las caras laterales de las

células de Sertoli, hacia la superficie libre del epitelio (Geneser, 2000).
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Figura 5. a) Esquema de testiculo (corte sagital), b) tdbulos seminiferos corte transversal y c)

detalle del epitelio seminifero. Modificado de Cooke y Saunders, 2002.
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Espermatogénesis

La espermatogénesis es la secuencia citologica de eventos que da como
resultado la formacion de espermatozoides. Este proceso ocurre al interior de los
tibulos seminiferos e involucra la renovacién y expansion celular por
proliferacion mitdtica, la reducciéon del nimero de cromosomas por division
meiotica y la espermiohistogénesis o diferenciacion celular de espermatidas en
espermatozoides (de Kretser y Kerr, 1988).

En mamfiferos, la espermatogénesis es ciclica en cualquier area del tabulo
seminifero una nueva generacion de células germinales comienza a diferenciarse
antes de que la generaciéon pasada haya terminado su desarrollo. De este modo, a
intervalos definidos y periddicos, nuevas generaciones comienzan su proceso de
diferenciaciéon (Roosen- Runge, 1962).

En un corte transversal del tdbulo seminifero, se observan células de la
linea germinal en diferentes estados evolutivos asociados, de manera que siempre
va a existir una determinada combinacién de tipos celulares denominados
estadios, segun el método propuesto por Leblond y Clermont (1952),
considerando la evolucién del acrosoma y la morfologia de los nucleos con el
método histoquimico de Hematoxilina-PAS. Todos los estadios en conjunto
constituyen un ciclo del epitelio seminifero, que consiste en el conjunto de
cambios que ocurre entre dos apariciones sucesivas de la misma asociacion
celular en un area determinada del tdbulo. Para cada especie animal el estadio
ocupa un segmento del tibulo seminifero y limita con un segmento superior e
inferior que contiene otros estadios del ciclo (Geneser, 2000). La secuencia del
segmento tubular que incluye todas las asociaciones distintas o estadios en orden
numérico se denomina onda del epitelio seminifero (Roosen-Runge, 1962).

En el ratén, un ciclo de la espermatogénesis se compone de 12

asociaciones celulares o estadios, que transcurren en 8,6 dias. lLa
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espermatogénesis esta cualitativamente completa cuando son depositados en el
lumen tubular los espermatozoides generados a partir de una espermatogonia con
una duracion de 34,4 dias, correspondiendo a cuatro ciclos Fig. 6 (Oakberg,
1956). En este tiempo, la fase de proliferacion de espermatogonias comprende 6
dias, la fase meidtica 14 dias y la espermiogénesis alrededor de 9 dias (Adler,

2000).

ESTADIOS DE CICLO EN RATON
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Figura 6. Esquema de las doce asociaciones que constituyen un ciclo de la espermatogénesis.

Modificado de Franca ez al., 1998.

Los conceptos de estadio, ciclo y onda del epitelio seminifero han
permitido analizar cuantitativamente y con gran detalle los diferentes tipos
celulares, sirviendo como una herramienta util para investigar los factores que

influencian y regulan el proceso de la espermatogénesis (Roosen-Runge, 1962).
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Regulacion de la espermatogénesis

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es un decapéptido que
se sintetiza en el hipotalamo y se libera en forma pulsatil hacia el sistema porta
hipotalamico-hipofisiario, en la adenohipéfisis se une a los receptores
gonadotrofos para estimular la biosintesis y secrecién de las glicoproteinas:
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Amory y
Bremner, 2003; Keung y Leung, 2005). Estas actian directamente en el testiculo,
la LH estimula la sintesis de testosterona (T) en las células de Leydig, mientras
que la FSH regula la espermatogénesis via células de Sertoli (Guyton y Hall, 2001;
Amory y Bremner, 2003).

La T actua via receptores de andrégenos en las células de Sertoli, de
Leydig y peritubulares (Guyton y Hall, 2001).

La FSH induce a las células de Sertoli para que sinteticen y liberen una
proteina ligante de andrégeno ABP, que se une a la T, de este modo mantiene en
los tubulos seminiferos altas concentraciones de esta hormona necesaria para
iniciar y mantener la espermatogénesis (Gartner y Hiatt, 2002).

La T para llegar a otros tejidos se une a albuminas plasmaticas o a una
globulina 3 denominada globulina ligante de hormonas sexuales (SBGH), de esta

manera circula por la sangre (Guyton y Hall, 2001).
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Celularidad del epitelio germinal

Célula de Sertoli

La célula de Sertoli esta siempre presente en el ciclo espermatogénico. Se
le atribuyen dos funciones principales: coordinar la proliferacion y el desarrollo
de las células germinales, determinando la cantidad de espermatozoides del
testiculo adulto. Se ha demostrado, que bajo condiciones normales como
patologicas, el numero de células de Sertoli se correlaciona con la produccion de
espermatozoides (de Franca ez al, 1995).

En el tdbulo seminifero postpuberal las células de Sertoli se presentan
como elementos alargados, que a modo de pilares se apoyan sobre la lamina basal
y sus extremos apicales alcanzan la luz tubular, de manera que una célula de
Sertoli establece contacto con unas cinco células de Sertoli vecinas y con unas
cincuenta células germinales que se encuentran en distintas etapas de desarrollo.

En preparados para microscopia Optica con hematoxilina-PAS no se
distingue su citoplasma, pero su nucleo se detecta con facilidad (Geneser, 2000);
son polimorfos, de ubicacién basal sobre la lamina propia, lo que en algunas
especies como el ratén y la rata es mas evidente (Russell y Griswold, 1993); en
cortes transversales suelen aparecer de contorno triangular, con cromatina laxa
distribuida desigualmente y el nucledlo contrasta por su intensa coloracién roja
(Bacha y Wood, 1991).

Una caracteristica de la célula de Sertoli, en comparaciéon con las células
germinales, es su elevada resistencia ante sustancias toxicas, radiaciéon y otras
noxas (Nistal y Paniagua, 1984). Motivo por el cual se utiliz6 como factor de
correccion para estandarizar los resultados de los recuentos de las diferentes

poblaciones celulares de la linea espermatogénica (Bustos- Obregén, 1970).
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Células de la linea germinal investigadas

Los tipos celulares de la linea germinal contabilizados fueron identificados
en base a su morfologia y por la diferente ubicacién espacial en el epitelio
seminifero Fig. 7 y 8.

La espermatogonias tipo A son de nucleo palido ovoide con su eje mayor
orientando en paralelo a la membrana basal del tibulo. Su cromatina es
heterogénea. Experimentan mitosis, dando origen a las espermatogonias tipo
Intermedias (presentes solo en roedores), células con un nudcleo oval y la
cromatina se concentra alrededor de la corteza de la membrana nuclear (Setchell,
1978), luego se dividen por mitosis nuevamente generando las espermatogonias
tipo B, en las cuales, las acumulaciones de cromatina son atin mas condensadas y

sus nucleos mas pequefios y esféricos que en las tipo A e Intermedias (Setchell,

1978).

Lumen
tubular
Redonda Elongada
' I Espermatocito |
Espermatogonias en Paquiteno
Espermatides \
Membrana
~ basal

Figura 7. Esquema de los tipos celulares de la linea germinal que se tipificaron y se
contabilizaron en base a su morfologia por microscopia Optica: espermatogonias (tipos A, In
termedias y B), espermatocitos primarios en fase de paquiteno y espermatides (redondas y

elongadas). No se consideran aquellas células que no fueron objeto de estudio.
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Los espermatocitos primarios son las células que experimentan meiosis,
debido a que la profase I es muy extensa, comprende 4 etapas (Leptoteno,
Cigoteno, Paquiteno y Diacinesis), la mayoria de los preparados histolégicos se
observan en esta fase (Junqueira y Carneiro, 2005). Sin embargo en la fase de
paquiteno los cromosomas son gruesos y cortos, permitiendo la facil
identificacion de éstas células, que ocupan una ubicacién intermedia en el epitelio
seminifero entre las espermatogonias y las espermatides (Wrobel, 1999; Gartner y
Hiatt, 2002).

Las espermatides redondas son las células provenientes de la segunda
division meidtica, inicialmente su nuicleo es de forma redondeada y con una
cantidad moderada de citoplasma (Setchell, 1978). Mediante un proceso
denominado espermiohistogénesis a partir de las espermatides redondas se
forman las espermatides elongadas, produciendose los siguientes cambios:
condensaciéon de la cromatina, elongacion del nucleo, eliminacion del citoplasma

y la formacion del flagelo (O Donnell ¢z /., 2001).
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Figura 8. Microfotografia de un corte transversal de tubulo seminifero de ratén. En los
recuadros se amplifican los distintos tipos celulares estudiados, segun estado de diferenciacion.

H-PAS, 1000x.
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Uniones celulares del epitelio germinal

En el epitelio seminifero es posible encontrar uniones entre las células que
tienen un rol importante en la mantenciéon de la organizacion de los tejidos: a)
uniones de comunicacion, b) uniones de adhesiéon que consisten en cuatro
tipos de las cuales dos son formadas por filamentos de actina: uniones célula-
célula y contactos focales entre célula y matriz, y las otras dos por filamentos
intermedios: desmosomas que unen células entre si y hemidesmosomas que unen
las células a la matriz y, c) uniones de oclusidon, son importante ya que en la
pubertad, las fibrillas discontinuas de las uniones oclusivas se vuelven continuas y
se organizan en una zénula oclusiva sellando la ruta paracelular entre células, de
este modo participan en la creacion de una barrera selectiva denominada
hematotesticular Fig.9 (Dym y Fawcett, 1970; Mruk y Cheng, 2002; Mruk y
Cheng, 2004).
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Figura 9. Esquema de las uniones celulares en el epitelio seminifero de ratén. Modificado de

Siu y Cheng, 2004.
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Una consecuencia topografica de la formacién de esta barrera situada en el
tercio basal tubular, es la division del epitelio seminifero en dos compartimientos:
uno basal en el que residen espermatogonias, espermatocitos (fases preleptoteno
y leptoteno) y un compatimiento adluminal en el cual se encuentran
espermatocitos I, I y espermatides en varias etapas de la espermiogénesis Fig. 10
(Dym y Fawecett, 1970; Mruk y Cheng, 2004). De esta manera protege a las
células germinales post-meidticas contra toxicos exdgenos transportados por la

sangre testicular y la linfa (Holstein ez a/., 2003).

Lumen
tubular

Compartimiento
adluminal

Compartimiento
basal

de Sertoli
2 b b

(a) Transporte de substancias hacia el compartimiento basal
(b) Para el compartimiento adluminal v lumen tubular el
transporte se realiza via célula de Sertoli

Figura 10. Esquema de los compartimientos formados por la barrera hematotesticular. Las

flechas indican la direccién del transporte de substancias (modificado de Holstein ez a/., 2003).

Consecuente con lo anteriormente descrito, se considera de interés el
analisis de los efectos respecto de la acciéon de un insecticida considerado como
moderadamente toxico, sobre la fertilidad masculina representada por la

morfologia, proliferacion y celularidad de su epitelio seminifero.
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HIPOTESIS

La espermatogénesis en raton adulto CF-1 es alterada por la exposicion al
pesticida piretroide cipermetrina, administrado en dosis unica, produciendo

cambios en la morfologia, la celularidad y en la proliferacion del epitelio germinal.

OBJETIVOS

Objetivo General

= Evaluar los efectos toxicos del insecticida cipermetrina sobre la

citologia testicular de raton macho adulto.

Obijetivos Especificos

* (Cuantificar la proliferacién espermatogonial en ratén tratado con
cipermetrina en dosis Gnica.

* Evaluar las alteraciones morfolégicas de los tubulos seminiferos de
ratén tratado con cipermetrina en dosis unica.

* Cuantificar los diferentes tipos celulares del epitelio germinal en

ratones tratados con dosis tnica de cipermetrina.
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MATERIAL Y METODO

Ubicacion

La presente memoria de titulo se realiz6 en el ILaboratorio de
Histoembriologia del Programa de Morfologia del I.C.B.M. de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile.

Se conto con la infraestructura y el apoyo técnico del laboratorio central de
histologfa, donde se desarrollaron la totalidad de las técnicas histologicas de
rutina y especiales. Paralelamente, se utilizo la sala de microscopia 6ptica del

laboratorio de histoembriologia.

Material quimico

El pesticida utilizado corresponde al piretroide cipermetrina, cuya solucion
madre se encuentra a una concentracion de 92.7%, con una densidad de 1,23

g/1, elaborado en Anasac S.A. Chile.

Material biolégico

Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CF1 de 2,5 a 3 meses de edad,
con un peso promedio de 30 g. Aproximadamente, mantenidos bajo condiciones
estandares de bioterio: fotoperiodo de 12 hrs. luz: 12 hrs. oscuridad, temperatura
entre 18 a 22 °C, pellet comercial y agua ad libitum.

Los animales fueron distribuidos al azar en dos grupos de 15: al grupo

control, se les administré 0.2 ml de aceite vegetal y al grupo experimental, se le

administré cipermetrina vehiculizada en aceite vegetal a una concentracion de %

de la DL, en un volumen final de 0,2 ml, via intraperitoneal.
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Durante el periodo experimental tres animales de cada grupo fueron
anestesiados con ketamina 10% (Ketostop®) via im. y posteriormente
sacrificados por dislocacion cervical, segin el siguiente calendario: 1 dfa despues
de la inoculacién, luego a intervalos de 8,6 dias hasta completar 34,4 dias. Al

sacrificio y por una incisién retroumbilical en la linea media, se extrajeron las

gbnadas.
Tabla 1. Calendario de eutanasia.
Eutanasia Tiempo post-tratamiento (dias)
Grupos 1 8,6 17,2 25,8 34,4
Control 3 3 3 3 3
Experimental 3 3 3 3 3

Procedimiento histolégico

Los testiculos obtenidos fueron fijados en una soluciéon de Bouin alcohdlico
fresco o Dubosq - Brasil. Transcurrida la primera hora de fijacion, la muestra fue
seccionada en los polos para permitir una rapida perfusion del fijador al tejido,
permaneciendo hasta completar un periodo de 8 horas, para luego pasar a una
solucién de alcohol al 70%.

Posteriormente, los tejidos fueron procesados por técnicas histologicas de
rutina: incluidos en parafina (paraplast), permitiendo confeccionar bloques a
partir de los que se obtuvieron secciones transversales de tejido gonadal de 5 pum
de espesor. La mitad de los cortes fueron montados en portaobjetos previamente
tratados con silano al 1%, para muestras destinadas a inmunohistoquimica y la

otra mitad en portaobjetos con poli-L-lisina, para tincion hematoxilina- PAS.
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a) Reaccion histoquimica Hematoxilina- PAS.

Se utiliz6 el método de histoquimico Hematoxilina- PAS (Acido Peryoédico
de Schiff), para evidenciar los polisacaridos de la membrana basal del tibulo
seminifero, destacando el limite periférico del compartimiento tubular, ademas
esta técnica permite contrastar e identificar los nicleos de las diferentes

poblaciones celulares del epitelio seminifero ver Anexo 2 (Lillie, 1965).

b) Técnica de inmunohistoquimica.

Para contabilizar la proliferacion celular se utilizé un anticuerpo monoclonal
de conejo Ki-67 (clon SP6) Labvision Co. REF RM 9106-R7 Lot 9106R404D,
dirigido contra la proteina antigeno, detectable exclusivamente en el nucleo/

nucleolos durante las fases S, G,, M, G, del ciclo celular y ausente en fase G, ver

Anexo 2y 3 (Gerdes et al., 1984).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Para cada testiculo se contabiliz6 un minimo de 50 tdbulos seminiferos
utilizando un microscopio 6ptico; se tipificaron las células segiin morfologia para
luego contabilizar el nimero de células: de Sertoli, espermatogonias (A, In, B)
espermatocitos en fase de paquiteno, espermatides (redondas y elongadas).

Una vez cuantificados los tipos celulares del tdbulo seminifero, se

calcularon las siguientes proporciones:

1.- (Tipos celulares/ células de Sertoli) x 100
2.- (Tipos celulares/ N° total de tibulos) x 100

Las células positivas para la reaccion inmunohistoquimica se evidenciaron
de color rojo por microscopia Optica con aumento 400x; luego de contabilizarlas

se calculo:

Proporcion:

1.- (N° de tubulos matcados/ N° total de tubulos) x 100

Fraccion de inhibicion (Vetly ez al, 1971):

(valor control - valor experimental) /valor control
En los preparados histologicos también se observo segun presencia o

ausencia: espermatozoides en el lumen tubular y alteraciones morfologicas

(discontinuidad, vacuolizacién del epitelio seminifero y taponamiento tubular).
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Proporcion:
1.- (Tipo de alteracion morfologica del epitelio)/ N° total de tibulos.

2.- (Espermatozoides en lumen tubular) /N° total de tdbulos.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para validar las diferencias existentes entre el grupo control y el
experimental en el recuento de las diferentes poblaciones celulares y la
proliferacion celular, se utilizo un test de hipotesis paramétrico (t de Student)
para comparar dos poblaciones independientes se consider6 un nivel de
significancia de un 5%.

Las diferencias estadisticas para evaluar la presencia de espermatozoides y
las alteraciones morfologicas entre los grupos control y experimental se realizo
mediante una prueba para comparar proporciones de dos poblaciones
independientes através del estadistico dado por la distribucién normal.

Las pruebas estadisticas fueron procesadas utilizando el software

estadistico SPSS versiéon 11.5 en espafiol.
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RESULTADOS

Recuento celular del epitelio seminifero por reacciéon histoquimica

hematoxilina-PAS.

1 dia post tratamiento

A las 24 horas postinoculacién de CP la proporcion tipo célular/célula de
Sertoli, mostré una disminucién estadisticamente significativa (p< 0,01) entre el
grupo control y el experimental para espermatocitos en fase de paquiteno y
espermatides redondas.

En la proporcién tipo celular/ tdbulos totales se presentd una disminucion

de los tipos celulares en fase de paquiteno y espermatidas elongadas

estadisticamente significativa (p< 0,01).

8,6 dias post tratamiento (primer ciclo espermatogénico)

En la proporcion tipo células de Sertoli se evidencié una disminucion de
las espermatogonias tipo A en relacion al grupo control, siendo ésta
estadisticamente significativa (p< 0,01). Para los demas tipos celulares no
existieron diferencias significativas.

En la proporcién tipo celular/ tibulos totales entre el grupo control y el
experimental se registré una disminucion estadisticamente significativa (p< 0,01)
para las siguientes poblaciones celulares: espermatogonias tipo A, tipo B y

espermatocitos en paquiteno.
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17,2 dias post tratamiento (segundo ciclo espermatogénico)

Para el segundo ciclo de la espermatogénesis del ratén en la proporcion
tipo celular/ células de Sertoli, disminuyeron las espermatogonias tipo A y
aumentaron las espermatogonias tipo In, diferencia estadisticamente significativa
(p< 0,03).

En la proporcién tipo celular/tabulos totales disminuyeron las células en

fase de paquiteno comparadas con el grupo control, cuya diferencia esta validada

estadisticamente (p< 0,03).

25,8 dias post tratamiento (tercer ciclo espermatogénico)

A los 25,8 dias posteriores al tratamiento con CP se evidencié en la
propotcién tipo célular/ células de Sertoli una disminucién significativa (p< 0,01)
de los siguientes tipos celulares: espermatogonias tipo A, células en paquiteno,
espermatides redondas y elongadas.

Para la proporcion tipo celular/ tubulos totales se establecieron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,01) entre el grupo control y el experimental
con disminucién de las espermatogonias tipo A, células en paquiteno,

espermatides elongadas y aumento de las espermatogonias tipo In.

34,4 dias post tratamiento (cuarto ciclo espermatogénico)

Transcurridos 34,4 dfas del inicio del tratamiento con CP, la proporciéon
tipo célular/ célula de Sertoli para las espermatogonias tipo A se observd una
disminucion estadisticamente significativa (p< 0,01).

Al analizar la proporcién tipo celular/tdbulos totales, no se registrd
diferencias estadisticamente significativas para las diferentes poblaciones
celulares.

Los resultados anteriores se encuentran especificados en los graficos 1y 2.
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Grafico 1. Tipo célular/ célula de Sertoli en grupo expetimental y control para los dias post tratamiento

Proporcidn tipo celular/ células de Sertoli en grupo experimental
y control para los dias de post tratamiento
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A= espermatogonia tipo A; In= espermatogonia tipo Intermedia; B= espermatogonia tipo B; P= Espermatocitos en fase
de paquiteno; R= Espermatidas redondas; E= Espermatidas elongadas; C= Grupo control; E= Grupo experimental.

33



Grafico 2. Tipo celular/ tdbulo totales en grupo experimental y control para los dias post tratamiento

120
100

o
o

N° de celulas
A O
o o

N
o O

Tipos celulares/ tubulo totales en grupo experimental y control
para los dias de post tratamiento

o1
B86
017.2
m2538
B34.4

e
C E
AIT

A= espermatogonia tipo A; In= espermatogonia tipo Intermedia; B= espermatogonia tipo B; P= Espermatocitos en
paquiteno; R= Espermatidas redondas; E= Espermatidas elongadas; C= Grupo control; E= Grupo experimental.
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La presencia de espermatozoides en lumen tubular por tdbulos totales,

mostré una disminucién en el grupo experimental estadisticamente significativa

(p< 0,01) a partir del primer ciclo de la espermatogénesis, disminucién que se

extiende durante los tres ciclos posteriores, siendo mas evidente al dia 34,4, al

completarse la onda espermatogénica (Grafico 3).

Grafico 3. Presencia de espermatozoides para los grupos control y experimental

segin dias post tratamiento.
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Proliferacion celular del epitelio seminifero mediante deteccion del anti Ki

67 con anticuerpo monoclonal de conejo clone SP 6

1 dia post inoculacion
Transcurridas las primeras 24 horas post inoculacién de ratones con CP, se
observé una disminucion estadisticamente significativa (p< 0,05) de las células

inmunomarcadas en el grupo experimental en relacién al grupo control.

8,6 dias post inoculacion (primer ciclo espermatogénico)
Al analizar el primer ciclo espermatico se evidencié una marcada

disminucién del recuento de células inmunomarcadas en el grupo experimental,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05) Fig. 11.

17, 2 dias post inoculacién (segundo ciclo espermatogénico)

En el segundo ciclo ambos grupos experimentaron un aumento en el
recuento de células inmunomarcadas, en comparacién a las mediciones anteriores
(1 dia y 8,6 dias). Sin embargo, en el grupo experimental este aumento fue mayor

al recuento de células inmunomarcadas del grupo control, diferencia validada

estadisticamente (p< 0,05) Fig. 12.

25,8 dias post inoculacién (tercer ciclo espermatogénico)
En el tercer ciclo espermatogénico no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las células inmunomarcadas del grupo

experimental y las del grupo control.
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34,4 dias post inoculacion (Onda espermatica)

A los 34,4 dias posteriores a la inoculaciéon con CP se observo una
proliferacién celular menor en el grupo experimental con respecto al grupo de
control, estadisticamente significativa (p< 0,05).

Los resultados de la proliferacion celular para cada tiempo evaluado en el

experimento se presentan en el grafico 4:

Grafico 4. Proliferacion celular calculado segun la fraccion de inhibicion.

Proliferacion celular
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Fraccion de inhibicion
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Figura 11. Microfotografia de un corte transversal de tdbulo seminifero de ratén tratado con
CP utilizando la reaccion inmunohistoquimica Ki- 67 (400x). Las flechas indican las células

inmunomarcadas.

Figura 12. Microfotografia de un corte transversal de tubulo seminifero de ratén tratado con

CP. Utilizando la técnica de inmunohistoquimica Ki-67, aumento 400x.
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Alteraciones motfologicas del epitelio seminifero

1 dia post tratamiento
Se observé un mayor nimero de tubulos con taponamiento tubular,
discontinuidad y vacuolizacién epitelial, en comparacion con los ratones

controles, siendo mas marcada la discontinuidad y la vacuolizacion que el

taponamiento tubular, todas estadisticamente significativas (p< 0,01).

8,6 dias post tratamiento
La discontinuidad y vacuolizaciéon del epitelio seminifero mostré un
aumento en el grupo experimental estadisticamente significativa (p< 0,01). No se

detectd taponamiento tubular en los grupos evaluados Fig 13 y 14.

17,2 dias post tratamiento

La discontinuidad y vacuolizacion del epitelio seminifero observado fue
mayor en el grupo experimental que en el control, diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,01). No se observé taponamiento tubular en los grupos

analizados.

25,8 dias post tratamiento
Se observé que la discontinuidad del epitelio esta aumentada en el grupo

experimental, mientras que en el grupo control no existe hallazgo de esta
patologia, diferencia analizada estadisticamente con un (p< 0,01). La

vacuolizacion registré un aumento en relacion al grupo control. (p< 0,01). No se

observo taponamiento tubular en los grupos analizados.
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34,4 dias post tratamiento

Con valores muy similares a los observados en los recuentos realizados a

los 25,8 dias se mantiene la discontinuidad y vacuolizacion del epitelio seminifero

con diferencias

estadisticamente

significativas

taponamiento tubular en relacion al grupo control.

(p< 0,01) y ausencia de

Tabla 2. Alteraciones morfoldgicas segun grupos evaluados para todos los

tiempos postratamiento.

Dias post tratamiento
Histopatologia
8,6 17,2 25,8 34,4

C E C E C E C E C E

Discontinuidad 0,12 0,96 0,0 0,63 0,0 0,96 0,0 0,69 0,0 0,68
E00) | F027 | 200) | @03 | 00 | FON* | 00) | 0% | (£00) | (02

v li .z 0,01 0,63 0,0 0,08 0,0 0,28 0,0 0,23 0,0 0,29
acuollzaclon | o0) | 0 | 00 | FOD* | F00) | F0DF [ £00) | EO0DT | 00 | (02

T ient 0,03 0,16 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
aponamiento | g0 | o [ 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | F00 | *+00)

C =Grupo control; E =Grupo experimental; (*) = diferencia estadisticamente
significativa p < 0,05.
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Figura 13. Microfotografia de un corte transversal de testiculo de ratén tratado con
Cipermetrina (200x). Método Reaccion histoquimica Hematoxilina-PAS. Las flechas indican

discontinuidad y vacuolizacion del epitelio.

Figura 14. Microfotografia de un corte transversal de testiculo de ratéon tratado con
Cipermetrina. Reacciéon histoquimica Hematoxilina-PAS (400x). Se observa discontinuidad de

epitelio y vacuolizacion. Las flechas indican vacuolizacion y discontinuidad de epitelio

41



DISCUSION

Los efectos evaluados de CP sobre la proliferacién celular en el testiculo,
para el primer ciclo de la espermatogénesis mostraron una disminuciéon de las
células inmunomarcadas tanto en grupo experimental como en el grupo control,
siendo mas severa en los animales experimentales. Este efecto fue revertido al
segundo ciclo espermatico donde aument6 la proliferaciéon manteniendose hasta
completar una onda espermatica. Este tipo de respuesta celular frente a un téxico
fue observada por van Keulen y de Rooij (1973), quienes administraron en ratas
via intraperitoneal, Busulfan (agente alquilante de ADN), observando que las
espermatogonias tipo A, reaccionaban aumentando la proliferacion pero en el
periodo cercano a cumplirse un ciclo de la espermatogénesis. Resultados
similares obtuvieron Bustos-Obregén y Gonzalez-Hormazabal (2003), quienes
administraron 1/12 DL 5, de Malatién, un pesticida organofosforado en dosis
unica a ratones de la cepa CF1, observando una disminucién de la proliferacion y
luego un aumento hacia el segundo ciclo espermatico.

Existen subgrupos dentro de las espermatogonias tipo A, que difieren en
su sensibilidad frente a agentes toxicos: las espermatogonias de reserva (A;), no
proliferan en condiciones normales y son mas resistentes que las
espermatogonias de renovacién o proliferantes denominadas A, A,, A; A,
(Clermond y Leblond, 1968; de Rooij, 2001), en presencia de una noxa las A,
experimentan mitosis continuando con la espermatogénesis (Lipshultz, 1991,
Brinkworth y Handelsman, 1997; de Rooij, 2001). CP como un efecto toxico
directo podria haber depletado a las espermatogonias de renovacién y haber
estimulado a las espermatogonias de reserva a experimentar mitosis sucesivas.
(Cotran et al., 2000) postulan que la proliferacion celular puede ser inducida por
fenémenos como lesiones y muerte celular; regulada por factores de naturaleza

quimica que se encuentran en el microambiente celular.
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En el testiculo, la proliferaciéon espermatogonial esta regulada por
inhibidores fisiologicos que actian en diferentes etapas del ciclo celular de las
espermatogonias del tipo A de reserva. Estos inhibidores se denominan chalonas
y son producidas por células mas diferenciadas del tipo espermatocitos primarios
y las espermatides redondas (Bustos-Obregon, 1989), Al disminuir las
espermatogonias en renovacion disminuyen también las células que producen las
chalonas y via retroalimentacién negativa estimularia a las espermatogonias a
entrar en mitosis (Thuman y Bustos-Obregén, 1978).

La poblacién celular mas susceptible a la accion toxica de CP, segtn los
resultados, fueron las espermatogonias tipo A. Debido a su ubicacion basal en el
epitelio seminifero, quedando bajo la barrera hematotesticular mas cerca del
intercambio de substancias transportadas por la sangre, las que no serfan
mediadas por las células de Sertoli si no que ingresarian por simple difusioén hacia
el compartimiento basal (Holstein e al, 2003). De esta manera las células
germinales diploides serfan mas vulnerables que sus equivalentes haploides a la
muerte célular espontanea y posiblemente también a la apoptosis inducida por
agentes toxicos testiculares (Brinkworth y Handelsman, 1997).

La disminucién de espermatocitos primarios y de espermatidas redondas a
las 24 horas y a los 25,8 dfas posteriores a la administracion de CP podria deberse
a que en los espermatocitos I ocurre la primera profase meidtica y en ese
momento a nivel de la cromatina hay modificaciones que la hacen mas vulnerable
a la interaccién con otras macromoléculas (Lafuente-Indo, 1989). En las
espermatides redondas se debe considerar, que durante la espermiohistogenésis,
experimentan una transformaciéon morfogenética, ultraestructural y de resistencia
a agentes quimicos y fisicos, las proteinas nucleares, histonas son reemplazadas
secuencialmente por proteinas intermedias y protaminas, de este modo las

espermatides elongadas serfan mas resistentes que las espermatides redondas a la

43



accion de noxas debido a que se ha producido la compactacién del material
genético (Lafuente-Indo, 1989; Wouters-Tyrou ez al., 1998).

La espermatogénesis se establece y empieza a funcionar en forma continua
y cada generacion celular va adquiriendo un equilibrio en el tiempo dependiendo
directamente de aquellas células que le han precedido (Brown ef al, 1987),
entonces la disminucién de la presencia de espermatozoides en el lumen tubular
al completarse la onda espermatogénica puede deberse a la evoluciéon de la
alteracion cuantitativa de las poblaciones celulares atribuible a la toxicidad de CP
inducida cuatro ciclos antes en las células precursoras.

En los preparados histologicos observados se encontré un aumento de
alteraciones morfolégicas indicando que CP en la dosis utilizada fue capaz de
inducir un efecto toxico en la organizacién celular del testiculo, modificando el
desarrollo normal de la espermatogénesis.

La vacuolizacién del epitelio seminifero es una alteracién morfolégica
comun producida por una variedad de xenobidticos’, constituye la sefial
morfolégica de dafo testicular y la respuesta cardinal mas temprana a téxicos que
alteran las células de Sertoli (de Kretser er a/, 1981). Estas alteraciones se
atribuyen a la dilataciéon y fusiéon de la membrana citoplasmatica que limita
organelos como el reticulo endoplasmico y vesiculas, estas lesiones han sido
observadas al tratar ratas con 2,5 hexanediona (Chapin ¢ a/., 1983). Esta injuria
celular fue revertida fisiolégicamente en la medida que progresaba la
espermatogénesis, se descartd la destruccion de los filamentos del citoesqueleto
que sirven como anclajes uniendo la membrana plasmatica al interior de la célula

de Sertoli, debido a que este tipo de lesion es de caracter irreversible (Cotran ef

al., 2000).

% Xenobidticos son compuestos externos a un organismo vivo que interactdan con él, generalmente a través de
alteraciones metabolicas.
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La apariciéon de células inmaduras en el lumen tubular, se denomina
taponamiento tubular o pseudoespermiacion y se ha observado en el uso de
toxicos que provocan dafios severos a las células de Sertoli, como por ejemplo
exposiciones a compuestos nitroaromaticos (Foster et al, 1986) y pftalatos
(Creasy et al., 1980).

La alteracién morfoldgica tipo taponamiento tubular se observé como un
dafio agudo solo a las 24 horas luego de tratar los ratones con CP y también fue
observada en el grupo control, esto refleja una recuperacion del epitelio a esta
lesion morfolégica. Una situacion similar fue demostrada por Contreras y Bustos-
Obregén (1999), que administraron Malation a ratones cepa CF-1, que indujo
teratozoospermia, taponamiento tubular y wvacuolizacion. El taponamiento
tubular podria deberse a un desprendimiento y perdida apical de fragmentos de
epitelio seminifero (Creasy e# al., 1986; Foster ez al., 1980)

A las 24 horas post tratamiento se evidencia la presencia de discontinuidad
del epitelio en el grupo control y en el grupo experimental con valores mas altos
para las muestras tratadas con el pesticida, el que se mantuvo en los tiempos
evaluados, por lo que no es posible establecer si existi6 una recuperacion del
epitelio, por este motivo se considera una lesiéon de caracter irreversible en las
condiciones dadas de la investigacion.

La discontinuidad de epitelio podria deberse a un defecto en la barrera
hematotesticular por acciéon del pesticida sobre los filamentos de actina como la
lesién observada al administrar citocalasina D, la cual compromete la integridad
estructural y funcional de la barrera hematotesticular (Weber ¢z a/., 1988).

A los piretroides se le ha demostrado actividad hormonal y han sido
clasificados como disruptores endocrinos (Garey y Wolf, 1998). La interaccion de
un disruptor endocrino con hormonas puede ocurrir por diversos mecanismos

involucrados en la liberacién, sintesis, transporte, metabolismo o la excrecién
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(Greim, 2004). No obstante el mecanismo de accién atn no ha sido dilucidado
Kim et al, 2004). En terminos de la regulaciéon endocrina, es claro que la
iniciaciéon y la mantenciéon de espermatogénesis depende del delicado equilibrio
del eje hipotalamo-hipofisis-gonada (O Donnell, 2001). CP podtia actuar como
disruptor endocrino e interferir en ese equilibrio y afectar indirectamente la
actividad sexual causando una infertilidad de tipo pre-testicular (Brinkworth y
Handelsman, 1997; Elbeticha ez a/., 2001).

La unién de un piretroide a una proteina transportadora como SBGH
indica una similitud estructural con los andrégenos que normalmente se unen en
ese sitio para ser transportados a otros tejidos, por lo cual puede ser la base para
unirse al receptor de andrégeno, dejando la concentracion no baja de andrégenos
(Eil y Nisula, 1990; Brody y Loriaux, 2003).

La funcionalidad de la membrana biolégica requiere que los lipidos se
encuentren en estado liquido y las alteraciones en esta fluidez se ha demostrado
que interfiere con sus funciones. Los piretroides son compuestos altamente
hidrofébicos y esto sugiere que su accion al interior de las membranas biologicas
se podria relacionar con la asociacién a proteinas integrales y con fosfolipidos
(Michelangeli ez al, 1990). CP induce una disminucién de la fluidez de la
membrana que podria producir algunos cambios en las actividades vy
conformacion de las proteinas de la membrana, como por ejemplo, los canales de
sodio voltaje sensibles.

Kale ez al., (1999) demostré que CP indujo tension oxidativa en eritrocitos.
La generacion de radicales libres produce la lipoperoxidacion creciente de la
membrana celular. CP producto de las reacciones metabolicas formaria aldehidos
y otras conjugaciones lipofilicas que producen tensién oxidativa y contribuir a la

toxicidad de CP.
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Manna e al, (2004) En un estudio en ratas tratadas via oral,

administrando 0~ cipermetrina® en forma crénica, observé dafio hepético
reflejado en el aumento en suero de las enzimas AST, ALT, LDH y la
disminucion del citocromo P,

Por ultimo se administré CP en dosis unica via intraperitoneal, esta ofrece
una gran superficie de absorcién aumentando la rapidez de la biodisponibilidad
del téxico, considerando que una vez inoculado el pesticida via intraperitoneal se
distribuye rapidamente hacia el higado (Elliot, 1976; Miyamoto, 1976; Casida ez
al., 1983; Graillot y Hoellinger, 1982) podtia haber causado algin grado de lesion

hepatica e interferir con la normal detoxificacion, acentuando sus efectos toxicos.

® o- Cipermetrina es un isomero de CP

47



CONCLUSION

El insecticida piretroide CP administrado en % de la DL, , en dosis

unica via intraperitoneal a ratones machos adultos cepa CF-1, induce alteraciones
en la citologfa testicular, manifestaindose en las variables evaluadas
temporalmente durante cada ciclo del epitelio seminifero hasta completar una
onda de la espermatogénesis: 1) modifica la proliferacién celular, induce una
disminucién de las células que experimentan mitosis, efecto que se revierte en el
transcurso de los 3 ciclos espermaticos posteriores, ii) altera la morfologia
testicular aumentando la frecuencia de presentaciéon de discontinuidad y
vacuolizacion epitelial, y en menor proporcion, taponamiento tubular, iii) altera la
frecuencia y evolucién de las diferentes poblaciones celulares en el epitelio

germinal.
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ANEXO 1

Reactivos y equipos

Reaccidén histoquimica Hematoxilina- PAS
Soluciones
* Bouin Alcohélico (Fijador Dubosq-Brasil).
Para un volumen final de 225 ml.: Etanol al 80%, 150 ml, Formol 36 -
40%, 60 ml, Acido Acético Glacial 15 mly Acido Picrico 1 g,
= Agua sulfurosa:
A 100 ml de agua destilada agregar 5 ml de acido clorhidrico 1 N y 5 ml de
metabisulfito de potasio (10%).
* Reactivo de Schiff
Disolver 1 g de fucsina basica en 200 ml de agua destilada hirviendo, dejar
enfriar a 50 °C, filtrar se adicionan 20 ml de Acido clorhidrico 1 N, enftiar a 25
°C agregar 1 g de metabisulfito de sodio o potasio 0,2 g de carbén activado, dejar
reposar la solucion en la oscuridad durante 24 h, agregar 0,2 ¢ de carbon
activado, luego agitar, filtrar y almacenar bien cerrado en un frasco ambar.
* Acido peryodico
A 100 ml de agua destilada se le agrega 0,5 g de Acido peryédico
* Medio de montaje resinoso

Flotex
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Inmunohistoquimica

Reactivos

= (itrato de sodio pH 6.0. 10 pM.

Para un volumen final 1000 ml: 2,1 g de acido citrico agregar agua

destilada 1000 ml. Ajustar pH con NaOH 2 M (aproximadamente 13 ml).

= Silanizacién de portaobjetos ( 3- aminopropiltrietoxisilano 2% en acetona):

Limpiar los portaobjetos con una soluciéon de alcohol clorhidrico (etanol

95% y acido clorhidrico 0,5%). Enjuargar los portaobjetos en acetona pura por 1

min, luego luego sumergirlos en una solucién de 3- aminopropiltrietoxisilano al

2% en acetona durante 3 min, enjuagar en acetona por 15 segundos, secar

rapidamente utilizando un secador de pelo, dejar secando durante 1 h en estufa a

60 °C.

= Anticuerpo monoclonal de conejo Ki-67 (clon SP6) Labvision Co. REF
RM 9106-R7 Lot 9106R404D.

» Kit de revelado del anticuerpo monoclonal o sistema de deteccion L.H.Q.
UltraVision Plus Detection System Anti-Polyvalent, HRP/AEC (Ready-
To-Use).

1.

Peroxido de hidrogeno: Hydrogen Peroxide block REF TA-015
HP, Lot AHP40616.

Anticuerpo secundario biotinilado: Biotinnylated goat anti
polyvalent (plus) REF TP 015 BNX Lot BNX 40602.

Solucion estreptavidina peroxidasa (Streptavidin peroxidase (plus))
REF TS 015 HAX, Lot HRX 40602.

Sustrato cromégeno amino- etil- carbazol A.E.C. Single solution

REF TA-015-SA, Lot ASA 40824.

* Medio de montaje acuoso: Ultramount plus
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Equipamiento

* Horno microondas marca Samsung modelo CE2933N
*  Microscopio 6ptico: Nikon modelo Eclipse E 400 serie 677410
= Fotografia : Camara Nikon modelo Coolpix MDC Lens

* Imagenes e ilustraciones: Adobe Photoshop 7.0.1
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ANEXO 2

Protocolos

Reaccion Inmunohistoquimica Ki 67 (Clone SP 6) DATA SHEETS, 2000.

= Desparafinar e hidratacion de las muestras

Xilol 100% 3 min.
Xilol 100% 3 min.
Etanol 100% 3 min.
Etanol 95% 3 min.

Agua corriente

1.- Aplicar solucién buffer fosfato salino (PBS) a pH 7,2 a T° ambiente por 2
min.

2.- Aplicar solucion peroxido de hidrégeno H,0, al 3% 100 pl por 5 min.

3.- Lavar con soluciéon PBS pH 7,2 por escurrimiento.

4.- Recuperacién de antigenos con buffer citrato de sodio pH 6 (10 pM) en
microondas por 20 min.

5.- Dejar enfriar a T® ambiente durante 20 min.

6.- Aplicar 100 pl del anticuerpo primario (Ki 67) incubar por 10 min.

7.- Lavar con soluciéon buffer PBS pH 7,2 por escurrimiento.

8.- Aplicar 100 pl del anticuerpo 2° incubar por 10 min.

9.- Lavar con soluciéon buffer PBS pH 7,2 por escurrimiento.

10.- Aplicar 100 pl de solucién estreptavidina- peroxidasa e incubar durante 10
min.

11.- Lavar con H,0d por escurrimiento.

12.- Aplicar cromoégeno (AEC) e incubar por 8 min.

Aplicar tincién de contraste Hematoxilina de Mayer.
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13.- Lavar las muestras con agua corriente.
14.- Montaje en medio hidroéfilo Ultramount Plus.

15. Observar al microscopio 6ptico con aumento de 400x.
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M¢étodo histoquimico Hematoxilina-PAS (Lillie, 1965).

= Desparafinar e hidratacion de las muestras

Xilol 100%
Xilol 100%
Etanol 100%
Etanol 95%
Etanol 70%

3 min.
3 min.
3 min.
3 min.

3 min.

Lavar en agua corriente.

1.- Aplicar acido periédico 1% por 10 min.

2.- Lavar con agua destilada (H,0d).

3.- Aplicar reactivo de Schiff a T° ambiente por 10 min.

4.- Lavar con agua sulfurosa por 5 min (3 veces).

5.- Lavar con agua corriente por 10 min.

0.- Aplicar Hematoxilina de Mayer por 10 min.

7.- Lavar con agua corriente.

8.-Deshidratar:

Alcohol 70%
Alcohol 80%
Alcohol 95%
Alcohol 95%
Alcohol 100%
Alcohol 100%
Xilol 100%
Xilol 100%

10 min.
10 min.
10 min.
10 min.
10 min.
10 min.
15 min.

15 min.

9.- Montaje en resina sintética (Flotex).

10. Observar al microscopio 6ptico con aumento de 400x.
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ANEXO 3

Reaccion de Inmunohistoquimica (Miller, 1996).

Se utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo clone SP 6 (anticuerpo
primario), contra la proteina antigeno Ki 67 de la célula, detectable
exclusivamente en el nucleo —o en los nucleolos- durante las fases S, G,, M, G,
del ciclo celular y ausente en fase G, (Gerdes ef al., 1984). Se aplicé un segundo
anticuerpo polivalente biotinilado, unido a una proteina biotina (vitamina H) la
cual tiene afinidad por una proteina tetramérica de 60 kD la estreptavidina que
une a una enzima peroxidasa la cual al incubarse con el sustrato cromégeno AEC
(3,9, amino etil carbazol) y contrastado con hematoxilina de Mayer, produce una
reacciéon coloreada y estable evidenciandose la inmunomarcacién de células
positivas de color rojo en fondo azul. Posteriormente, estas células son

observadas por microscopia 6ptica y cuantificadas.

Anticuerpo A\ V) "
Secundario \h‘”‘*‘

’,v v
Sustrato
. cromégeno AEC

Anticuerpo L
Primario N Biotina

/I\L/\\ X S
Epitopos

Figura 15. Reaccién inmunohistoquimica método Streptavidin- Biotin- Complex (SABC)

Modificado de Dako. C°, California, 2000.
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