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Resumen

La exposicion a plaguicidas altamente peligrosos (PAPs) es un problema de salud
publica y ambiental a nivel mundial. Dentro de estos plaguicidas se encuentra el
clorpirifos (CPF), insecticida organofosforado (OF) clasificado como moderadamente
toxico y utilizado actualmente para el control de vectores transmisores del virus del
dengue, Zika y chikungunya. La exposicion a CPF se ha relacionado con defectos en
el sistema reproductor masculino, incluida la reduccion del peso testicular y nimero de
espermatozoides. En la reproduccién femenina se han reportado efectos como la
reduccion del peso ovarico y de la produccion de foliculos, interrupcion del ciclo estral
e infertilidad. Existe poca informacion sobre los efectos ocasionados en la progenie
por la exposicion al CPF. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos a nivel
reproductivo ocasionados por la exposicion intrauterina a una dosis baja de CPF (5
mg/kg/dia) en ratones hembra y macho CD1 (F1). Para ello, se expusieron ratones
hembra (FO) de 6-7 semanas de edad del dia gestacional (DG) 7-15 y se cuantifico la
actividad de la acetilcolinesterasa (AChE; biomarcador de toxicidad y exposicion). Al
momento del parto se evaluaron los parametros neonatales: nimero de crias nacidas
vivas y muertas y sexo. Cuando las hembras F1 presentaron la apertura vaginal se
realizo el seguimiento del ciclo estral y al llegar al segundo estro fueron sacrificadas,
se extrajeron los érganos (ovarios, rifiones, bazo, pancreas, higado, cerebro y
pituitaria) y se realizé el conteo folicular. Los machos F1 se monitorearon hasta la
semana 11, se sacrificaron, se extrajeron los 6rganos (testiculos, rifilones, bazo,
pancreas, higado, cerebro y pituitaria) y los espermatozoides de la cola del epididimo-
conducto deferente para evaluar la calidad espermatica e integridad del ADN
espermatico. La actividad de la AChE disminuy6 (43.6%) en las hembras gestantes
(FO) 24 horas post-tratamiento (DG 16). No se observaron efectos en los parametros
reproductivos, incluyendo el tiempo de gestacion, nimero de crias en el parto y
proporcién de machos y hembras; tampoco se observé diferencia en el peso corporal
durante la gestacion. En las hembras F1 no se observo diferencia en el peso corporal
o relativo de los 6rganos, ni en la distancia anogenital, pero si en el promedio del dia
en el que se presento la apertura vaginal. Se observé una diferencia en el nimero de
dias en la fase de estro, pero no en el conteo folicular. Por su parte, en los machos F1
no se observéd diferencia en el peso corporal ni en la distancia anogenital, pero si se
observo una disminucion en el peso relativo de los testiculos y un aumento del higado.
Se observé una disminucién en la motilidad (8%) y viabilidad (4%) espermaticas. No
se presentaron diferencias significativas en el indice de fragmentacion del ADN (%DFI)
0 en la condensacion de la cromatina (%HDS) de los espermatozoides. Con nuestros
resultados podemos resumir que la exposicion a 5 mg/kg/dia de CPF durante el
periodo gestacional (DG 7-15) genera efectos reproductivos adversos en las hembras
F1, incluyendo retraso en el inicio de la pubertad y alteraciones en la ciclicidad estral.
Mientras que, en los machos F1 se present6é una diminucién en el peso relativo de los
testiculos y alteracion en los parametros de calidad espermatica. Estos resultados
sugieren que la exposicion intrauterina al CPF tiene efectos generacionales adversos
sobre la funcion reproductiva de los crios hembra y macho (F1), comprometiendo la
salud de la progenie.



Abstract

Exposure to highly hazardous pesticides (HHPs) is a global public health and
environmental problem. Among these pesticides is chlorpyrifos (CPF), an
organophosphate insecticide (OP) classified as moderately toxic and currently used for
the control of vectors transmitting the dengue, Zika and chikungunya virus. Exposure
to CPF has been linked to defects in the male reproductive system, including reduced
testicular weight and sperm count. In female reproduction, effects such as reduction of
ovarian weight and follicle production, interruption of the estrous cycle and infertility
have been reported. There is little information on the effects of CPF exposure on
progeny. The aim of this study was to evaluate the reproductive effects caused by
intrauterine exposure to low doses of CPF (5 mg/kg/day) in female and male CD1 (F1)
mice. To do this, female mice (FO) 6-7 weeks of age of gestational day (GD) 7-15 were
exposed and the activity of AChE (biomarker of toxicity and exposure) was quantified.
At the time of delivery, neonatal parameters were evaluated: number of offspring born
alive and dead and sex. When the F1 females presented vaginal opening, the estrous
cycle was monitored and when they reached the second estrus they were sacrificed,
organs (ovaries, kidneys, spleen, pancreas, liver, brain and pituitary) were removed,
and the follicular count was performed. F1 males were monitored until week 11, they
were sacrificed, organs (testicles, kidneys, spleen, pancreas, liver, brain, and pituitary)
were removed, and spermatozoa were collected from the epididymis-vas deferens talil
to assess sperm quality and sperm DNA integrity. AChE activity decreased (43.6%) in
pregnant females (FO) 24 hours post-treatment (GD 16). Exposure to CPF caused no
effect on reproductive parameters, including gestation time, number of offspring at birth,
as well as on the ratio of males to females; no difference in body weight was observed
during gestation. In the F1 females, a difference in the number of days in the estrus
phase was observed, but not in the follicular count. No difference was observed in the
body or organ relative weights, nor in the anogenital distance, but in the average of the
day when the vaginal opening was presented. On the other hand, in F1 males, there
was no difference in body weight or anogenital distance, but a decrease in the relative
weight of the testicles and liver. A decrease in sperm motility (8%) and viability (4%)
was observed. No significant differences were observed on the DNA fragmentation
index (%DFI) or chromatin condensation (%HDS) in spermatozoa. With our results, we
can summarize that exposure to 5 mg/kg/day of CPF during the gestational period (GD
7-15) generates adverse reproductive effects in F1 females, including delay in the onset
of puberty and alterations in estral cyclicity. Whereas in F1 males, a decrease in the
relative weight of the testicles and alteration in sperm quality parameters were
observed. These results suggest that intrauterine exposure to CPF has adverse
generational effects on the reproductive function of female and male (F1) offspring,
compromising the health of progeny.
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1. INTRODUCCION

Los plaguicidas se definen como cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinada
a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de enfermedades
humanas o animales, especies no deseadas de plantas o animales que causen dafos
durante o interfieran de otra manera con la produccion, procesamiento,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos. Estos productos pueden
obtenerse por extraccion de las plantas o ser sintéticos (WHO, 2003). La exposicién a
plaguicidas altamente peligrosos (PAPS) es una preocupacion a nivel mundial por los
riesgos que representan para la salud y el ambiente. La exposicion gestacional a
contaminantes ambientales, incluyendo los PAPs, tiene efectos en el desarrollo y mas
aun, son el origen de algunas enfermedades en la edad adulta de la progenie. Este
“origen fetal de la enfermedad” es de gran preocupacién hoy en dia, pues esta
explicando el desarrollo de enfermedades degenerativas y reproductivas, entre otras
(Bejarano et al., 2017). Los reportes de la organizacion mundial de la salud (OMS)
muestran que anualmente a nivel mundial, hay aproximadamente un millébn de
intoxicaciones accidentales y dos millones de intoxicaciones provocadas (suicidios),
de las cuales aproximadamente 200,000 terminan en la muerte (WHO, 2003). Los
principales grupos de compuestos asociados con la intoxicacion por plaguicidas son
los piretroides, los organofosforados (OF), los carbamatos (CB) y los organoclorados
(Eddleston et al., 2002). En México, varios plaguicidas organofosforados (OF) son

considerados PAPs (Bejarano et al., 2017).

1.1. Plaguicidas organofosforados (OF)

Los plaguicidas OF representan > 50% del uso total de insecticidas en todo el mundo.
La mayoria de los OF son organotiofosfatos que requieren activacién metabdlica
mediante desulfuracion oxidativa para formar los oxones correspondientes; esta
bioactivacion esta mediada por varias enzimas del citocromo P450 (CYP) (Jokanovick,
2001). Los OF se pueden absorber a través de la piel, pulmones y tracto
gastrointestinal, inhiben la actividad de las acetilcolinesterasas (AChE) en el cerebro y
en el sistema nervioso periférico, incluida la colinesterasa sérica (butirilcolinesterasa

[BuChE], también conocida como pseudocolinesterasa) (Hofmann et al., 2009),

1



convirtiéndolas en enzimas no funcionales al fosforilar el grupo hidroxilo presente en
el sitio activo de la enzima. La funcion de la AChE es hidrolizar la acetilcolina, la cual
es un neurotransmisor que se une a los receptores muscarinicos y nicotinicos, por lo
que su inhibicibn genera la acumulacion de acetilcolina resultando en una
sobreestimulacion de las neuronas colinérgicas, provocando de esta manera un
sindrome colinérgico que es caracteristico de la intoxicacion por OF (Marrero et al.,
2017).

1.2. Clorpirifos (CPF)

1.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas del CPF

El CPF es un plaguicida OF clorado de amplio espectro, con el nombre IUPAC: O, O-
dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato, de peso molecular de 350.6 y formula
quimica, CoH11CIsNO2PS (Figura 1) (Watts, 2012), no es persistente y se utiliza como
plaguicida principalmente en comunidades agricolas y urbanas. Pertenece a una clase
de compuestos organicos llamados aril tiofosfatos y su estructura contiene el acido
tiofosférico como grupo funcional. EI CPF es un polvo cristalino de incoloro a blanco,
con olor a mercaptano (tiol) y tiene baja solubilidad en agua (Rathod y Garg, 2017); sin
embargo, es facilmente soluble en aceite de maiz, benceno, dimetilsulfoxido (DMSO),
metanol, acetona, xileno, cloruro de metileno, Tween 20, entre otros (Smith et al.,
2009). A pesar de haber sido prohibido para uso residencial en 2001 por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés) y la
eliminacion gradual en la Unidén Europea (UE), sigue siendo ampliamente utilizado en
el mundo. Esta disponible comercialmente con varios nombres: Dursban, Lorsban,
Equity, Suscon, Empire20 y Whitmire PT270. El CPF (o sus metabolitos) es una de las
sustancias mas detectadas en el suelo y los seres humanos. Su deteccidén en agua,
frutas, verduras y cereales sugiere que la poblacién en general ingiere de forma
cronica dosis muy bajas (ANSES, 2013).
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Figura 1. Estructura quimica del CPF.

1.2.2. Toxicocinética del CPF (ADME)

La exposicion ocupacional al CPF puede ocurrir durante la mezcla, la aplicacién por
aspersion, la limpieza de equipos o la eliminacion de contenedores, mientras que la
poblacidn en general esta expuesta a través de la deriva de la aspersion, los residuos
presentes en los alimentos tratados y el agua potable o la exposicion indirecta del
medio ambiente. Las vias de exposicion al CPF incluyen ingestion, inhalacion y
dérmica. Las exposiciones dietéticas (a niveles traza) de CPF en productos
alimenticios parecen ser la principal fuente de exposicién no ocupacional, tanto en el
pasado como en el presente (Eaton et al., 2008). La DLso oral aguda oscila entre 66 y
195 mg/kg de peso corporal (Kopjar et al., 2018). La NOAEL en ratas es de 1 mg/kg/dia
(Szabo et al., 1988), mientras en el caso de los seres humanos, se calculé en 0.5
mg/kg/dia (Nolan et al., 1984).

1.2.2.1. Absorcién

El CPF se puede absorber a través de la mucosa gastrointestinal, el epitelio pulmonar
y la piel. Después de la exposicibn oral, el CPF es absorbido por el tracto
gastrointestinal y entra al torrente sanguineo. Al administrar una dosis de 50 mg/kg de
peso corporal de CPF en aceite de maiz (en ratas) se observé una absorcion de ~80%
de la dosis, lo que dio como resultado la inhibicion de la AChE (Timchalk et al., 2002).
La Cmax €n sangre de los metabolitos dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato (DETP) y 3,5,6-
tricloro-2-piridinol (TCP) se detect6 3 h después de la administracion. Cook y Shenoy
(2003) describen que ~99% del CPF fue absorbido por el intestino delgado de rata
mediante el uso de un modelo de perfusion intestinal empleando tres concentraciones
de CPF (0.1, 2.0 y 10 pM). Nolan et al. (1984) reportaron una absorcion de ~70% y

93%, respectivamente empleando dosis orales de 0.5y 1 mg/kg de peso corporal de
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CPF en voluntarios humanos. Se sabe que el CPF en los seres humanos y animales
se absorbe a través del tracto respiratorio y la piel, al respirar y estar en contacto con
aerosoles o polvo, aunque no se ha cuantificado el grado y la velocidad de absorcion
(Geer et al., 2004).

1.2.2.2. Distribucién

No se dispone de estudios sobre la distribucion del CPF y sus metabolitos en los seres
humanos, sin embargo, Timchalk et al. (2002), basandose en coeficientes de particién
octanol: agua y el contenido de lipidos en los tejidos, calcularon la distribucion del CPF
entre varios tejidos y la sangre: grasa (435:1), cerebro (33:1), higado (22:1) y rifidén
(10:1). ElI CPF y CPF oxo6n parecen acumularse en el tejido adiposo. En animales
gestantes, el CPF puede atravesar la placenta y llegar al feto (Abdel-Rahman et al.,
2002). En los seres humanos se evidencié la presencia de CPF y sus metabolitos en
el meconio posparto, lo que sugiere la absorcion a través del cordon umbilical y la

difusién a través de la superficie de la placenta (Whyatt y Barr, 2001).

1.2.2.3. Metabolismo

El sitio principal del metabolismo del CPF es el higado; sin embargo, se ha
documentado el metabolismo extrahepatico en tejidos como el cerebro y el intestino.
Las principales vias del metabolismo del CPF (Figura 2) incluyen (Chambers y
Chambers, 1989; Pond et al., 1995; Poet et al., 2003):

e Desulfuracion oxidativa (de P=S a P=0) catalizada por el CYP, dando como
resultado el intermedio toxico CPF oxo6n (bioactivacion).

e Desarilacion catalizada por el CYP, que da como resultado el TCP y DETP
(desintoxicacion).

e Hidrolisis por esterasas tipo A (paraoxonasas-PON1) de los enlaces éster
fosfato del CPF oxdn para formar el TCP y DEP (desintoxicacion).

e Hidrdlisis por esterasas tipo B (carboxilesterasa-CE y BuChE), actuando como
depuradores moleculares al unirse estequiométricamente al CPF oxon
(desintoxicacion).

e Conjugacion del CPF oxon con glutation reducido (GSH) por las glutation-S-

transferasas (desintoxicacion).



e Conjugacién del TCP por glucuronil-transferasas y sulfotransferasas para
formar los correspondientes conjugados de glucurénido y sulfato

(desintoxicacion).
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Figura 2. Via metabdlica del CPF (Solomon et al., 2014).

1.2.2.4. Excrecién

La principal via de eliminacion del CPF es la excrecién urinaria, con el TCP como el
producto mas abundante, junto con el DEP, DETP (empleados como biomarcadores
de exposicion), conjugados de GSH, sulfatos y glucurénidos (Bicker et al., 2005). Se
ha estimado que la vida media de eliminacion en los seres humanos es de 27 h, con
una tasa maxima de excreciéon del TCP en 24 a 48 h después de la exposicion (Nolan
et al., 1984). EI CPF también puede eliminarse en la bilis/heces como conjugados de
GSH vy glucurénido, que pueden hidrolizarse en el lumen intestinal y reabsorberse

entrando en la recirculacion enterohepética. Otra posible via de eliminacién es a través



de la leche materna que, al ser relativamente rica en grasas, puede acumular al CPF
y CPF oxon (Testai et al., 2010).

1.2.3. Mecanismo de toxicidad del CPF

El mecanismo de accion principal, pero no necesariamente el Unico, esta relacionado
con la capacidad del metabolito CPF ox0n para unirse e inhibir irreversiblemente a la
AChE (Slotkin et al., 2005). Durante la reaccién de desulfuracion, la liberacion de
atomos de azufre activados, capaces de unirse irreversiblemente al CYP activo,
provoca la pérdida de la enzima y la reduccion de la correspondiente actividad
monooxigenasa, llamandoseles “sustratos suicidas” (Halpert et al., 1980). Los estudios
en animales muestran que la exposicion a CPF por debajo del umbral de toxicidad
sistémica causada por la inhibicion de la AChE tiene efectos adversos en el desarrollo
del cerebro y produce anomalias neuroconductuales (Slotkin, 2004). Es probable que
un componente importante de la toxicidad del CPF en el desarrollo neurolégico implica
la interrupcion de la maquinaria celular que controla la replicacion y diferenciacion
neuronal, la apoptosis, la formacion de axones, la sinaptogénesis y la formacion de
circuitos neurales (Mauro y Zhang, 2007). No hay evidencia de que el CPF sea
hepatotoxico, nefrotéxico o inmunotoxico, tampoco se considera teratogénico en dosis
menores que las que causan una inhibicion de la AChE en la madre (Eaton et al.,
2008).

1.2.5. Efectos téxicos del CPF

1.25.1. Carcinogenicidad y genotoxicidad

La EPA no reporta evidencias de carcinogenicidad en estudios en animales, pero hay
varios estudios epidemioldgicos que indican que el CPF puede ser carcinogénico para
los seres humanos (EPA 2009). Karunanayake et al. (2012) encontraron una
asociacion significativa del riesgo de cancer de mama por la exposicion a CPF (tasa
de probabilidad = 5.26), en un estudio en hombres con linfoma de Hodgkin en Canada
(316 casos y 1,506 controles). Mientras que, Engel et al. (2005) observaron un riesgo
leve (OR = 1.4) de cancer de mama en las esposas de aplicadores de plaguicidas que
habian usado CPF comparado con aquellas cuyos esposos no lo habian usado (OR =
1.3). Un estudio mas amplio en aplicadores varones de plaguicidas en Estados Unidos
6



(22,431 aplicadores expuestos a CPF y 32,640 no expuestos) encontré un aumento
de 2.7 veces del riesgo de cancer rectal en la categoria de mas alta exposicion (Lee
et al., 2007). De igual manera se ha reportado que el CPF tiene efectos sobre el ADN.
Sandal y Yilmaz (2011) observaron un aumento en la tasa de migracion del ADN, de
acuerdo a la prueba de cometa en linfocitos humanos expuestos a 10 uM de CPF.
Mientras que, Tian y Yamauchi (2003) observaron induccion de microndcleos
dependiente de la dosis en embriones de ratén de 3 dias por exposicién de la madre
durante el periodo temprano de pre-implantacion a las dosis de 40 y 80 mg/kg.

1.2.5.2. Efectos endocrinos del CPF

El CPF ha sido detectado en leche materna humana (0.436 pg/kg; 0.363 mg/L), liquido
cervical (6.83 pg/kg), semen (0.50 pg/kg) (EPA, 2008), sangre del cordén umbilical
(Samarawickrema et al., 2008) y meconio de nifios recién nacidos (Ostrea et al., 2002).
Se ha descrito al CPF como disruptor endocrino (Tabla 1), debido a su capacidad para
inhibir el metabolismo de la testosterona y del estradiol dependiente del CYP,
posiblemente como consecuencia de la interaccion del sulfuro altamente reactivo
liberado durante la reaccion de desulfuracion oxidativa con el hierro del grupo hemo
(Viswanath et al., 2010). Por su parte, Ventura et al. (2012) reportaron que a dosis
bajas de CPF (0.05 uM) existe un aumento en la proliferacién de células mamarias
cancerosas MCF-7 dependientes de estrogeno, mediadas por el receptor de estrégeno
alfa (ER-a); pero a dosis altas (50 uM) indujo la detencion del ciclo celular y por lo tanto
disminuyo la proliferacion. La modificacion del avance del ciclo celular es el preAmbulo

de células tumorales y es clave en el avance del cancer en seres humanos.

1.25.3. Efectos del CPF en lareproduccion femenina

Varios estudios han encontrado efectos del CPF a nivel reproductivo femenino (Tabla
2). El CPF actia como un antagonista del receptor de androgenos (AR), suprimiendo
asi las vias de expresion geénica asociadas con la sintesis de gonadotropinas
hipotalamicas o esteroidogénicas. Esta supresion, a su vez, se ha atribuido a defectos
en las gbénadas, asi como a la disminucion de los niveles y la actividad de la hormona

luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Alaa-Eldin et al., 2017).



Tabla 1. Efectos endocrinos por exposicion al CPF.

Estudios In vitro

Efecto Modelo Concentracion  Autores
Inhibicion del metabolismo de la Microsomas 2 uM Usmani et
testosterona. hepaticos humanos al., 2003
Inhibicibn del metabolismo del Microsomas 0.5y 2.0 uM Usmani et
estradiol. hepaticos humanos al., 2006
Disminucion en la biosintesis de la Células de Leydigde 10 nM Viswanath
testosterona. ratas et al., 2010
- Induccién de la proliferacion celular Lineas celulares de 0.05y 50 uM Ventura et
a través del receptor de estrégenos cancer de mama al., 2012
(dosis baja). humano MCF-7 (ER
- Detencion de la fase G2/M y +)y MDA-MB-231
aumento de ROS (dosis alta). (ER-).

Estudios en animales
Reduccién de las concentraciones de Ovejas polipay 12.5 mg/kg Waldbillig,
cortisol y tiroxina (T4) en suero. 2 veces por 1998
semana/43 dias

Aumento en los niveles de colesterol Ratas 1 mg/kg Slotkin et
y triglicéridos. Sprague-Dawley DPN 1-4 al., 2005
Disminucion de los niveles de Tilapia del Nilo 5-15 ppb Orug, 2010
cortisol, estradiol y testosterona en (Oreochromis
suero. niloticus)

Estudios en humanos

Niveles del metabolito TCP en orina 322 varones Rango: 0.58-40.7 Meeker et
asociados a la disminucién de pg/L al., 2008
estradiol. Media: 2.59 ug/ L

*ROS= Especies de oxigeno reactivas; DPN= dia post natal; TCP= 3,5,6-trichloro-2-pyridinol.

1.254. Efectos del CPF en lareproduccion masculina

La exposicion a diversos toxicos ambientales, incluidos plaguicidas como el CPF, se
ha relacionado con la induccién de varios defectos del sistema reproductivo, incluido
el deterioro de la funcion del sistema reproductor masculino y la infertilidad (Sharma et
al.,, 2014). Se han descrito alteraciones en el tracto reproductivo masculino,
disminucién en la calidad espermatica, alteracion de la estructura de la cromatina de
los espermatozoides y una capacidad fértil disminuida en machos expuestos a
diferentes dosis de CPF (Tabla 3).



Tabla 2. Efectos en la reproduccion masculina por exposicién a CPF.

Efecto Modelo Dosis Autores
Disminucion de la motilidad espermatica. Ratones CD1 25 mg/kg/dia Farag et
4 semanas al., 2010
- Disminucion en el peso relativo los testiculos y Ratas Wistar 20 mg/kg/dia Mosbah et
epididimos. 30 dias al., 2012
- Aumento en el peso relativo del higado, rifion y
glandula suprarrenal.
- Disminucion del numero de tubulos seminiferos,
de los niveles de testosterona y T4.
- Disminucién de espermatidas y del numero de Ratas Wistar 20 Mosbah et
espermatozoides. mg/kg/dia al., 2016
- Aumento de los espermatozoides muertos y 4 semanas
anormales.
- Disminucion del peso testicular, y de la calidad Ratas Wistar 6,75 Alaa-Eldin
espermatica. mg/kg/dia etal., 2017
- Incremento en el indice de fragmentacion del 12 semanas
ADN espermaético.
- Disminucién de los niveles séricos de
testosterona, LH y FSH.
- Disminucion de la calidad espermatica, aumento Ratas Wistar 37 mg/kg/dia Babazadeh
de los espermatozoides inmaduros. 45 dias y Najafi,
Espermatogénesis detenida. 2017

- Dafo del ADN de los espermatozoides.
- Disminucion del nimero de células de Leydig.

*T4= Tiroxina; LH= Hormona luteinizante; FSH= Hormona foliculo estimulante

1.2.6. Efectos del CPF en la progenie

Uno de los primeros estudios en asociar la herencia transgeneracional de
enfermedades en mamiferos fue una investigacion de los efectos del fungicida
vinclozolina (100 6 200 mg/kg/dia, DG 8-15 en ratas), en la cual se reportd que la
generacion F3 presentd un aumento en la apoptosis de las células germinales
testiculares y una disminucion de la motilidad de los espermatozoides (Anway et al.,
2005). Por su parte, Manikkam et al. (2014) reportaron una disminucion de la fertilidad
masculina, aumento en la incidencia de enfermedad renal y obesidad en la generacién
F1 y F3 por exposicion al metoxicloro (200 mg/kg/dia, DG 8-14 en ratas). En otro
estudio, McBirney et al. (2017) observaron que la generacion F1 de ratas expuestas

directamente a 25 mg/kg/dia de atrazina (DG 8-14) no desarrollé enfermedad, la F2



mostro una frecuencia mayor de enfermedad testicular y tumores mamarios en ambos
sexos, pubertad de inicio temprano en los machos y disminucién del peso corporal en
las hembras, mientras que en la F3 se present6 una frecuencia mayor de enfermedad
testicular, pubertad de inicio temprano, alteraciones del comportamiento

(hiperactividad motora) y un fenotipo delgado en ambos sexos.

Existe poca informacion sobre los efectos ocasionados en la progenie por la explosion
al CPF, sin embargo, existen reportes que nos indican que es posible que se presenten
efectos negativos en la descendencia (Tabla 4). El CPF y sus metabolitos se
detectaron en muestras de orina de un estudio de cohorte de mujeres embarazadas
(7.1 pg/L 6 16.70 pg/g de creatinina) (Chevrier et al., 2009) y en la sangre del corddn
umbilical (= 4.39 pg/g) de una cohorte de nifios (exposicion prenatal a CPF) (Rauh et
al., 2012). Los insecticidas OF en los seres humanos se han detectado en el liquido
amniético (Bradman et al., 2003) y atraviesan facilmente la placenta (CPF media 3.7
5.7 (rango 0.3-63) pg/g) (Whyatt et al., 2005). Las exposiciones prenatales a CPF y
otros plaguicidas OF se han relacionado con un tamafio de cabeza méas pequefio
(Berkowitz et al., 2004), peso bajo al nacer (Whyatt et al., 2004) y reflejos neonatales
desviados (Engel et al., 2007). Los efectos reproductivos en la progenie (F1)
ocasionados por la exposicion a dosis bajas de CPF no estan caracterizados, por lo

gue se planea iniciar el estudio de efectos multi y transgeneracionales.
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Tabla 3. Efectos en la reproduccion femenina por exposicion al CPF.

Efecto Modelo Dosis Autores
Pérdida de peso corporal y deterioro de la Ratas Fischer 15y 25 Farag et
actividad de la AChE. Fetotoxicidad. mg/ kg/dia al., 2003
- Reduccién de la maduracion nuclear de los Ovarios de 0.02 Nandi et
ovocitos y bloqueo de la accién de las hormonas. bufalos Mg / mL al., 2011
- Ovotoxicidad y embriotoxicidad.
- Induccién de apoptosis en células placentarias, Células de 60 uM Saulsbury
reduccion general del crecimiento y la coriocarcinoma etal.,
proliferacién celular. placentario 2008

humano (JAR)

- Interrupcion en la ciclicidad del estro con un Ratas Wistar 0,1y25 Nishiy
meta-estro prolongado. mg/kg/dia Hundal,
- Aumento en la altura del epitelio de la superficie 8 semanas 2013

del ovario, en el didmetro de la glandula
endometrial el diametro folicular. Atresia folicular.

- Aumento en marcadores de estrés oxidante Ratas Wistar 5 mg/kg/dia  Abolaji et
(H202 y MDA), inflamatorios (MPO y TNF-a) y 35 dias al., 2017
apoptéticos (caspasa-3), alteracién del estado

antioxidante (catalasa, SOD y GST), en el

cerebro, ovario y Utero.

*MDA= Malondialdehido; MPO= Mieloperoxidasa; TNF-a= Factor de necrosis tumoral alfa; SOD=
Superoéxido dismutasa; GST= Glutatién S-transferasa.
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Tabla 4. Efectos en la descendencia por exposicion al CPF.

Estudios en Animales

Efecto Modelo Dosis Autores
- Interfiere con la diferenciacion sexual del Ratas 1y5mg/kg Aldridge
cerebro (relacionado a los receptores 5HT). Sprague- DG 9-12 et al.,

Dawley DG 17-20 2004

- Pubertad temprana en las crias. Ratas (no Dosis Unicade 1  Gore,
- Aumento en los niveles de ARNm de GnRH en especifica  mg/kg en el DG 2001
crias adultas. la cepa) 16.
- Anormalidades fisicas en las crias Ratas 0.3 mg/kg Muto et
(extremidades pequefias delanteras y traseras, Sprague- DG 0-7 al., 1992
asi como falta de desarrollo de la columna). Dawley
- Disminucién del peso y la viabilidad fetal. Ratas 25 mg/kg Farag et
- Muerte fetal y reabsorcion temprana. Fischer DG 6-15 al., 2003
- Reduccién en la cantidad de fetos vivos y Ratones 80 mg/kg Tian et
aumento en las reabsorciones. CD1 DG 10 al., 2005

- Malformaciones de la columna, paladar hendido,
ausencia de vértebras en el toracicas y caudales.

Estudios en Humanos

- Defectos del cerebro, ojos, oidos, paladar, 4 niflos Madres Sherman,

dientes, corazén, pies, pezones y genitales. expuestas 1996

- Malformaciones cerebrales en los ventriculos, durante el

cuerpo calloso, plexo coroidal y septum embarazo (No

pellucidum. mencionan

- Malformaciones genitales como criptorquidia, concentracion)

microphallu y labios de la vagina fusionados.

Bajo peso al nacer y menor longitud. 314 pares 4.0+6.1 pg/g Whyatt et
madre- en corddn al., 2004
recién umbilical
nacido

Bajo peso al nacer y menor circunferenciade la 263 7.6 pg/g en Perera et

cabeza. mujeres corddn umbilical  al., 2003

y 7.1 pg/g en

sangre materna

*DG= Dia Gestacional; 5HT= 5-hidroxitriptamina; GnRH= Hormona liberadora de gonadotropina.
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1.3. Justificacion

La exposicion a contaminantes ambientales como los PAPs, dentro de los que se
encuentra los plaguicidas OF como el CPF, tiene un gran impacto en la salud
reproductiva en la poblacién en general. Sin embargo, la constante necesidad de
controlar a los vectores transmisores de enfermedades ha ocasionado el aumento en
el uso incontrolado de estos plaguicidas. EI CPF esta clasificado como
moderadamente peligroso por la OMS y como moderadamente toxico por la EPA, no
obstante, son cada vez mas los estudios que reportan los efectos téxicos ocasionados
por la exposicion a este plaguicida. La exposicion a CPF se ha relacionado con la
reduccion del peso testicular y numero de espermatozoides, necrosis en los tubulos
seminiferos y alteracion de la estructura de la cromatina espermatica. También se ha
reportado la reduccion del peso ovérico y de la produccién de foliculos, niveles bajos
de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), interrupcion del ciclo
estral e infertilidad. Se ha descrito al CPF como disruptor endocrino, debido a su
capacidad para inhibir el metabolismo de la testosterona y del estradiol. Existe poca
informacion sobre los efectos ocasionados en la progenie por la exposicién a CPF,
entre ellos una pubertad de inicio temprano, disminucion del peso y la viabilidad fetal.
Actualmente no existen estudios que describan los efectos multigeneracionales a nivel
reproductivo ocasionados por la exposicion a dosis bajas de CPF, ni los posibles
mecanismos por los que se lleva a cabo. Por lo que fue de interés del presente trabajo
evaluar los efectos reproductivos por exposicidn intrauterina a dosis bajas de CPF en
un modelo de ratones hembra y macho F1. Esto permitirA generar datos clave para
establecer y comprender los posibles efectos a nivel reproductivo ocasionados por la
exposicion a CPF y a su vez, contribuir a la reevaluacion del riesgo del uso del CPF,

con la finalidad de tener un mejor control del uso y comercializacion de este.

1.4. Hipotesis

La exposicion intrauterina a dosis bajas de CPF produce efectos reproductivos en

ratones hembra y macho F1.

13



1.5. Objetivo general

Evaluar los efectos reproductivos por exposicion intrauterina a dosis bajas de CPF en

ratones hembra y macho F1.

1.6. Objetivos particulares

1) Evaluar pardmetros generales neonatales: niamero de crias nacidas vivas y
muertas y sexo.

2) Evaluar los efectos reproductivos en la descendencia femenina (F1): inicio de la
pubertad, conteo folicular y ciclicidad estral.

3) Evaluar los efectos reproductivos en la descendencia masculina (F1): calidad
espermaética e integridad del ADN espermaético.

4) Cuantificar la actividad de la AChE en la madre gestante (FO) como biomarcador

de toxicidad y exposicion.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Reactivos

El clorpirifos (O, O-dietil O-3,5,6-trichloropyridin-2-il fosforotioato) con una pureza de
98.6% se obtuvo de Chem-Service® (PA, USA), el aceite de maiz libre de tocoferol se
obtuvo de MP biomedicals (llikirch, France). El triton x100, etopropazina, floxina B,
hematoxilina y eosina Y se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El &cido 5,5 -
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), yoduro de acetiltiocolina, formaldehido, etanol, xilol,
sulfato de aluminio, potasio dodecahidratado y acido acético glacial se obtuvieron de
JT Baker (PA, USA). El kit de tincién rapida EspermaForm se adquirié de Laboratorio
Fertimexico S.A. de C.V. (Ciudad de México, México). El naranja de acridina (NA) se
obtuvo de USB Amersham Life Science (Amersham, UK).

2.2. Disefio experimental
El disefio experimental se presenta en la figura 3.

2.3. Modelo animal

Se usaron ratones hembra (6-7 semanas de edad, FO) y macho (12 semanas de edad)
CD1 (cria de colonias del Cinvestav), los cuales se alojaron en jaulas de polisulfona
convencionales en un ciclo de 12:12 (luz-oscuridad) a 25 °C. Los animales tuvieron
acceso al alimento y agua de bebida ad libitum. Todos los procedimientos
experimentales con animales se realizaron conforme a los lineamientos
internacionales para el Uso y Cuidado de Animales de laboratorio, de acuerdo con el
protocolo No. 0333-22 aprobado por el Comité de Investigacién para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio del Cinvestav (CICUAL).
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Ratones hembra CD-1 de 6-7 semanas
de edad, agua y alimento ad libitum

Apareamiento |, Ratones macho CD-1, 12-16 semanas de
(relacion 1:1) | edad con fertilidad probada
G 12 h después

DGO0.5 [ Presencia del tapén vaginal ]

g

Exposicién a 5 mg/kg/dia* de CPF por deposicion oral (n= 3)
Control; Aceite de maiz libre de tocoferol (n=3)

DG7 DG 15
Periodo gestacional Eﬂ > [ Parto ]
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Figura 3. Disefio experimental. Se presenta el esquema general de trabajo y las técnicas
experimentales empleadas. AChE, acetilcolinesterasa; CPF: clorpirifos; DG: dia gestacional; FSH:
hormona foliculoestimulante; LH: hormona luteinizante; RIA, radioinmunoensayo; SCSA: Sperm

Chromatin Structure Assay.
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2.4. Exposicion de los animales

Una vez identificado el tapon vaginal, los ratones hembra se administraron con aceite
de maiz libre de tocoferol (control, n=5) o CPF (grado técnico; dosis 5 mg/kg/dia, n=5)
por deposicion oral desde el DG 7 hasta el DG 15. Antes y después del tratamiento,
los ratones hembra recibieron alimento estandar y agua ad libitum. La dosis se eligié
a conveniencia por ser el primer estudio de su tipo y considerando que 1 mg/kg/dia es
la dosis a la que no se observa efecto (NOAEL) (Nishiy Hundal, 2013) y 6.75 mg/kg/dia
es la dosis a partir de la cual se ha reportado un efecto oxidante en ratas hembra
(Wistar), tanto en los ovarios como en la tiroides (Chebab et al., 2017). El embarazo
se dejo a término y después del destete, los animales hembra se mantuvieron hasta
las 62 semana de edad y los macho hasta la 122 semana, cuando se les practico la

eutanasia por dislocacion cervical.
2.5. Actividad de la AChE

2.5.1. Fundamento

La actividad de la AChE se evalué para determinar la exposicion y toxicidad del CPF,
mediante el método descrito por Ellman et al. (1961). El método se basa en que la
AChE degrada la acetiltiocolina produciendo tiocolina, la tasa de formacion de tiocolina
se monitorea a través de la reaccion del grupo tiol de la tiocolina con el DTNB [5,5-
ditio-bis-(2—acido nitrobenzoico)] que da lugar a la formacién de un anion de color
amarillo, 5-tio-2-nitrobenzoato, que provoca un aumento de absorbancia a 410 nm que

es proporcional a la actividad de la enzima.

2.5.2. Procedimiento

Se tomaron muestras sanguineas de las hembras expuestas (FO) a CPF a partir de la
vena caudal antes y un dia después de la ultima administracion (DG 0 y 16). La
velocidad de hidrolisis de la acetiltiocolina se midié espectrofotométricamente a 405-
410 nm durante 3 min para obtener el cambio de absorbancia por minuto. La actividad

se expres6 como pmol de tiocolina/min/ml de sangre.
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2.6. Parametros generales neonatales

Al momento del nacimiento se realiz6 el registro del nimero de crias nacidas (vivas y
muertas), el peso corporal de cada una y la distancia anogenital (sexado). Para dicho
propasito se pesaron las crias y se midio la distancia entre la papila genital y la apertura
anal, la cual es casi el doble en los machos. El tamafio de la papila genital es también

ligeramente mayor en los machos.
2.7. Efectos reproductivos en la descendencia femenina (F1)

2.7.1. Ciclicidad estral

Las muestras vaginales se obtuvieron diariamente en la generacion F1 durante un
periodo de 30 dias. Las muestras se analizaron al microscopio y se clasificaron segun
su morfologia en estro, proestro, diestro y metaestro. Esta técnica se realiza de

acuerdo con protocolos estandar.
2.7.2 Histologia

2.7.2.1. Fundamento

La histologia es una técnica util para la evaluacion de la morfologia de los tejidos. Esta
técnica consiste en la inclusion de tejidos (previamente fijados) en parafina para
proporcionar cortes que muestran imagenes de estructuras tisulares contrastadas con
una tincién (Cormack, 1987). Las tinciones de los cortes histoldgicos permiten obtener
un contraste de color mediante la combinacion de colorantes acidos y basicos. La
hematoxilina, al ser un colorante basico, tifie de color morado a los acidos como el
ADN y ARN; mientras que la eosina, al ser colorante acido, tifie de color rosado a las

bases.

2.7.2.2. Procedimiento

El tejido (ovario) se fij6 en p-formaldehido al 4% durante 24 horas, se lavé y deshidrato
en una serie de concentraciones crecientes de soluciones alcoholicas hasta alcanzar
100% de alcohol. Se enjuagd y se incluyé en parafina para su posterior corte en

laminas de 8 um. La parafina se disolvié y se eliminé con xileno. Las secciones de
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tejido se rehidrataron y se sometieron a la tincion con hematoxilina y eosina para el

analisis de microscopia Optica.

2.7.3. Conteo folicular

El conteo de los foliculos ovaricos se realizé de acuerdo con las especificaciones de
Benedict et al. (2000). Cada diez cortes histologicos de ovario (seccionados en serie
de cortes de 8 uM) se marcaron para su andlisis y los foliculos fueron clasificados
como: primordiales, primarios, preantrales, antrales y preovulatorios de acuerdo a sus
respectivas caracteristicas. Los foliculos primordiales eran aquellos rodeados de una
capa de células de la granulosa con forma aplanada o una capa incompleta de células
de la granulosa con forma cubica; los foliculos primarios eran aquellos rodeados de
una capa completa de células de la granulosa de forma cubica; los foliculos
secundarios eran aquellos que tenian dos o mas capas de células de la granulosa sin
espacio antral; los foliculos antrales presentaban el espacio antral o antro; y los
foliculos ovulatorios presentaban el espacio antral y el complejo ovocito-células del
cumulo a punto de separarse de las células de la granulosa. Para contabilizar a los
foliculos solo se tomaron en cuenta aquellos que contenian ovocitos con un nucleo
visible. El numero de foliculos contados por estadio de desarrollo se multiplicaron por
un factor de 10 y el resultado se consider6 como numero total de foliculos de ese

estadio de desatrrollo.
2.8. Efectos reproductivos en la descendencia masculina (F1)

2.8.1. Obtencion de espermatozoides y calidad espermaética

Los espermatozoides se obtuvieron de la cola del epididimo-conducto deferente
mediante disgregacion mecanica en solucion de fosfatos (PBS) atemperada a 36 °C.
Los parametros de calidad de los espermatozoides, incluida la concentracion,
viabilidad, motilidad y morfologia se evaluaron de acuerdo con las directrices de la
OMS (2021).

2.8.2. Concentracion

La concentracion se determiné en un hematocitbmetro. Se realizé una dilucién de la

suspension espermatica (generalmente de 1:50 v/v) en PBS 1X con Triton X100 al
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0.1%. Los espermatozoides se contaron por microscopia de contraste de fases. La

concentracion se expresé como el nimero de células x 10%/mL.

2.8.3. Motilidad

La motilidad se evalué colocando 10 pyL de la suspension espermatica y 10 yL de
solucion salina (0.9%) en un portaobjetos, el cual se cubrié con un cubreobjetos para
posteriormente observar a los espermatozoides por microscopia de contraste de fases.
La muestra se mantuvo sobre una placa de calentamiento a una temperatura de 36.5
°C. Se evaluaron 200 espermatozoides y se contaron los que presentaron motilidad

progresiva. El resultado se expreso en porcentaje.

2.8.4. Morfologia

La morfologia se evalué tomando una alicuota de 10 pL de la suspension espermatica
para realizar un extendido y posteriormente se realizé la tincion empleando el kit
Espermaform que nos permitié observar las caracteristicas de la cabeza, cuello y cola
de los espermatozoides. Se evalué la presencia y morfologia del acrosoma (morado
claro), nucleo (morado oscuro), parte media y flagelo (verde oscuro) y residuo
citoplasmico (morado claro). Se analizaron 200 células y el resultado se expreso en

porcentaje.
2.8.5. Viabilidad

La viabilidad de los espermatozoides se evaluo por la técnica de eosina-nigrosina: los
espermatozoides vivos eran blancos y los muertos se tefilan de rojo. La nigrosina
provee un fondo oscuro que facilita el analisis de los frotis y el resultado se expresé en

porcentaje de células vivas sobre un total de 200 células.
2.8.6. Integridad del ADN espermatico
2.8.6.1. Fundamento

La integridad del ADN espermatico se evalué mediante el ensayo de la estructura de
a cromatina (SCSA, por sus siglas en inglés: Sperm Chromatin Structure Asssay)

realizada por citometria de flujo (Evenson, 2016). Se utiliza el fluorocromo naranja de
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acridina que es permeable a las células y florece verde al intercalarse en la doble hebra

(ADN integro) o rojo al intercalarse en la hebra sencilla (ADN fragmentado).

2.8.6.2. Procedimiento

Alicuotas de 2 x 10° espermatozoides se suspendieron en 100 pl de solucion
amortiguadora TNE (Tris HCI 17 mM, NaCl 50 mM y EDTA 7 mM, pH 7.4). Después
se agreg06 200 pul de solucion permeabilizante pH 1.2 (Tritén X-100 0.1%, NaCl 0.15 M
y HCI 0.08 N) para llevar a cabo la desnaturalizacion acida del ADN. Posteriormente
se agregaron 600 ul de una solucién de naranja de acridina (6 pg/mL en solucion
amortiguadora de tincion: acido citrico 0.1 M, Na2P0O4 0.2 M, EDTA 1 mM, NaCl 0.15
M, pH 6.0). Tres minutos después, las muestras se analizaron (por duplicado) en el
citbmetro de flujo FACScalibur, evaluando 5,000 eventos a un flujo de 200-250 cél/seg.
La fluorescencia verde se detecté a una longitud de onda de 530 + 15 nm y la roja a
una de 600 = 20 nm. Los datos obtenidos se analizaron con el software SCSASoft®
(SCSA Diagnostics, Inc., Brookings, SD) para obtener los parametros de %HDS (por
sus siglas en inglés: High DNA Stainability), que indica una falta de protaminacion o
defectos en las proteinas que empaquetan al ADN, y %DFI (por sus siglas en inglés:
DNA Fragmentation Index), que representa defectos en el DNA de los

espermatozoides (Evenson 2016).

2.9. Anadlisis estadistico

La prueba de Kolmogo6rov-Smirnov se utilizé para evaluar la normalidad de los datos y
posteriormente se realizo la prueba t-Student para comparar controles versus tratados.
Los datos se analizaron con el Software Graph Pad Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego CA, EU). Los resultados se expresaron como la media £ DE y se considerd un

valor de p < 0.05 como significativo.
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto del CPF en hembras gestantes (FO)
3.1.1. Efecto en la actividad de la AChE

Se determind la actividad de la enzima AChE, la cual es considerada como un
biomarcador de exposicion y de efecto para los OF. Se observé una disminuciéon de
43.6% en el grupo tratado a la dosis de 5 mg/kg/dia, 24 horas post-tratamiento (DG
16) respecto al grupo control (Figura 4).

0.010- * 33 Controles
0.0094 — ' Bl Tratados

0.008-
0.007-
_ 0.006-
§ 0.005- —
0.004-
0.003-
0.002-
0.001-
0.000

| 43.6%

Actividad de AChE

T 1
DGO DG 16

Dia gestacional

Figura 4. Actividad de la AChE eritrocitaria en ratones hembra expuestos a 5 mg/kg/dia
de CPF del DG 7-15 (via oral). Se presentan los resultados de las muestras obtenidas antes
del tratamiento (DG 0) y 24 h post-tratamiento (DG 16). Los valores se expresan como la media
* DE del grupo control (n=3) vs. el grupo tratado (n=3). * p < 0.05; ** p < 0.001 de acuerdo a
la prueba t-Student.

3.1.2. Efecto en el peso durante el periodo gestacional

Se realizd el monitoreo del peso corporal en las hembras durante el periodo
gestacional los dias 1, 4, 7, 10, 13 y 16, sin observar diferencias entre el grupo control
y el tratado en ninguna de los dias (Figura 5).
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Figura 5. Peso corporal de las hembras expuestas a 5 mg/kg/dia durante el periodo
gestacional (DG 7-15). Se presentan los pesos obtenidos de las hembras durante el periodo
gestacional (dias 1, 4, 7, 10, 13 y 16). Los valores se expresan como la media + DE del grupo
control (n=3) vs. el grupo tratado (n=3). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-Student.

3.1.3. Efecto en los parametros reproductivos de las hembras gestantes

La exposicion a CPF no caus6 efectos en los parametros reproductivos de las
hembras, incluyendo el tiempo de gestacion, el nimero de crias en el parto, asi como
en la proporcion de machos y hembras entre el grupo control y el grupo tratado (Tabla
5).

Tabla 5. Efecto de la exposicion al CPF en parametros reproductivos de las hembras

gestantes.

Parametro C(ﬁgt;())l T(rr?iag)o Valor P ¢
Periodo gestacional (dias) 21 19 0.1000
Numero de crias 8 9 0.9999
Numero de hembras 3 4 0.7706
NUumero de machos 5 5 0.9999

¢ Se presentan los valores expresados como la media = DE del grupo control (n=3) vs. el grupo
tratado (n=3). * p < 0.05 de acuerdo con la prueba t-Student.
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3.2. Efectos reproductivos del CPF en las hembras F1

3.2.1. Efecto en el peso corporal y relativo de los 6rganos

Se realizd el monitoreo del peso de las hembras F1 (n=14) provenientes de dos
hembras gestantes control (n=6) y de dos hembras tratadas (n=8), desde el destete
hasta el dia del sacrificio. Solo se observé una diferencia significativa en el peso en la
semana tres correspondiente al tiempo del destete respecto al grupo control (Tabla 6).
De igual manera, al momento del sacrificio se pesaron los 6rganos (ovarios, rifiones,
bazo, pancreas, higado, cerebro y pituitaria) y no se observo diferencia en el peso

relativo de los mismos entre el grupo control y el tratado (Tabla 7).

Tabla 6. Efecto de la exposicion al CPF en el peso de las hembras F1 desde el
destete hasta el dia del sacrificio.

Peso corporal (g)
No. semana Valor P ¢
Controles (n= 6) Tratadas (n= 8)
Semana 3 14.33 12.33 0.003
Semana 4 19.03 19.85 0.446
Semana 5 22.63 22.61 0.992
Semana 6 24 23.11 0.441

4 Se presentan los resultados preliminares del peso de las hembras F1 provenientes de dos
hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la media +
DE del grupo control (n=6) vs. el grupo tratado (n=8). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-
Student.

3.2.2. Efecto en la distancia anogenital y en la apertura vaginal

Al momento del destete (dia 21), se midi6 la distancia anogenital, y de igual manera
se realizé el monitoreo diario de las hembras F1 para establecer el dia en el que se
presento la apertura vaginal. No se observé diferencia en la distancia anogenital entre
el grupo tratado y control, sin embargo, si se observé diferencia significativa en el

promedio del dia en el que se presento la apertura vaginal (Tabla 8).
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Tabla 7. Efecto de la exposicion al CPF en el peso relativo de los 6rganos de las
hembras F1.

Peso relativo

Hembras control | Hembras tratadas [IRAlas
(n=2) (n=2)
Ovario Derecho 0.0002 0.0003 0.1
|Ovario Izquierdo 0.0001 0.0002 0.3
|Riﬁén derecho 0.006 0.0071 0.3
|Riﬁén izquierdo 0.006 0.0075 0.3
|Bazo 0.002 0.003 0.3
|Péncreas 0.009 0.006 0.3
|H|'gado 0.067 0.034 0.1
|Cerebro 0.012 0.014 0.1
pituitaria 0.0002 0.0002 0.7

¢ Se presentan los resultados preliminares del peso relativo de los 6rganos de hembras F1
provenientes de dos hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se
expresan como la media + DE del grupo control (n=2) vs. el grupo tratado (n=2). * p < 0.05 de
acuerdo a la prueba t-Student.

Tabla 8. Efecto de la exposicidn al CPF en la distancia anogenital y la apertura
vaginal en hembras F1.

. Controles Tratadas
Distancia anogenital 0.40 0.37 0.099
(mm/peso)
Apertura vaginal (dias) 315 35.9 0.001

¢ Se presentan los resultados preliminares del peso de las hembras F1 provenientes de dos
hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la media £
DE del grupo control (n=6) vs. el grupo tratado (n=8). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-
Student.
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3.2.3. Efecto en el ciclo estral y en el conteo folicular

A partir de que las hembras F1 presentaron la apertura vaginal, se inicio el monitoreo
del ciclo estral mediante citologia vaginal hasta el momento del sacrificio (semana 6
de edad). Se observo una diferencia en el nimero de dias que las hembras F1 del
grupo tratado paso en la fase de estro, respecto al grupo control, pero no se presento
diferencia en los dias que pasaron en el resto de las fases del ciclo estral (Figura 6).
Al momento del sacrificio se conservaron los ovarios de las hembras F1 para realizar
la histologia y el conteo folicular; no se presentaron diferencias en el numero de

foliculos entre las hembras del grupo control y tratado (Tabla 9).

3.3. Efectos reproductivos del CPF en los machos F1

3.3.1. Efecto en el peso corporal y relativo de los 6rganos

Se realiz6 el monitoreo del peso de los machos F1 (n=20) provenientes de dos
hembras gestantes control (n=10) y de dos hembras tratadas (n=10), desde el destete
hasta el dia del sacrificio. Solo se observé diferencia en el peso en la semana cuatro
en los machos F1 provenientes de las hembras gestantes expuestas respecto al grupo
control (Tabla 10). De igual manera, al momento del sacrificio se pesaron los 6rganos
(testiculos, rifiones, bazo, pancreas, higado, cerebro y pituitaria) y se observé una
disminucién en el peso relativo de los testiculos y un incremento en el peso relativo del

higado entre el grupo control y el tratado (Tabla 11).

3.3.2. Efecto del CPF en la distancia anogenital y en la calidad espermatica

Al momento del destete (dia 21) se midio la distancia anogenital de los machos F1. No
se observo diferencia en la distancia anogenital entre el grupo tratado y control (Figura
7). De igual manera, al momento del sacrificio se evaluaron los parametros de calidad
espermatica y se observo una disminucién en la motilidad (8%) y en la viabilidad (4%)
espermaticas en los machos F1 provenientes de las hembras expuestas durante la
gestacion. No se observaron diferencias en la concentracion o morfologia

espermaticas (Figura 8).
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Figura 6. Alteracion del ciclo estral en las hembras expuestas a 5 mg/kg/dia durante el
periodo gestacional (DG 7-15). Se presentan los resultados preliminares del nimero de dias
gue pasaron en cada fase las hembras F1 provenientes de dos hembras gestantes control y
dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la media + DE del grupo control (n=6)
vs. el grupo tratado (n=8). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-Student.

Tabla 9. Efecto de la exposicion al CPF en el conteo folicular de las hembras F1.

No. de foliculos Hemb(rr?:s ;:)ontrol Hembr(ﬁs:tzr)atadas Valor P ¢
Foliculos primordiales 202 197.5 0.486
Foliculos primarios 103 96.5 0.069
Foliculos preantrales 52 48 0.106
Foliculos antrales 46 44 0.293

¢ Se presentan los resultados preliminares del conteo folicular de las hembras F1 provenientes
de dos hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la
media + DE del grupo control (n=2) vs. el grupo tratado (n=2). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba
t-Student.

27



Tabla 10. Efecto de la exposicion al CPF en el peso de los machos F1 desde el
destete hasta el dia del sacrificio.

| Peso corporal (g)

ACEECUEUEI Controles | Tratados (AN
(n=10) (n=10)
Semana 3 15.11 14.66 0.367
Semana 4 23.10 21.04 0.001
Semana 5 26.68 26.12 0.353
Semana 6 28.09 28.74 0.422
Semana 7 29.94 29.28 0.444
Semana 8 31.24 30.38 0.320
Semana 9 31.54 30.82 0.378
Semana 10 32.44 31.38 0.184
Semana 11 33.43 32.70 0.310

¢ Se presentan los resultados preliminares del peso corporal de machos F1 provenientes de
dos hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la
media + DE del grupo control (n=2) vs. el grupo tratado (n=2). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba
t-Student.

3.3.3. Efecto del CPF en la estructura de la cromatina espermatica

Se evalud el indice de fragmentaciéon del ADN (%DFI) y la condensacion de la
cromatina (%HDS) en espermatozoides (obtenidos al momento del sacrificio) de los
machos F1 provenientes de dos hembras gestantes control (n=10) y de dos hembras
tratadas (n=10). No se observé diferencia significativa entre los machos F1

provenientes de las hembras gestantes expuestas respecto al grupo control (Figura 9).
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Tabla 11. Efecto de la exposicion al CPF en el peso relativo de érganos de los

machos F1.

Peso relativo de los 6rganos

Control Tratados Valor P

(n=10) (n=10)
Testiculo derecho 0.0028 0.0023 0.0008
Testiculo izquierdo 0.0026 0.0021 0.0009
|Riﬁén derecho 0.0051 0.0054 0.3263
|Riﬁén izquierdo 0.0049 0.0051 0.3697
|Bazo 0.0017 0.0017 0.6764
|Péncreas 0.0063 0.0056 0.2009
|H|'gado 0.0321 0.0379 <0.0001
|Cerebr0 0.0073 0.0074 0.9197
pituitaria 0.00024 | 0.00028 0.3553

¢ Se presentan los resultados preliminares del peso relativo de érganos de los machos F1
provenientes de dos hembras gestantes control y dos hembras tratadas. Los valores se
expresan como la media + DE del grupo control (n=10) vs. el grupo tratado (n=10). * p < 0.05
de acuerdo a la prueba t-Student.
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Figura 7. Efecto en la distancia anogenital de los machos F1 provenientes de hembras
expuestas a5 mg/kg/dia durante el periodo gestacional (DG 7-15). Se presentan los resultados
preliminares de la distancia anogenital de los machos F1 provenientes de dos hembras gestantes
control y dos hembras tratadas. Los valores se expresan como la media + DE del grupo control
(n=10) vs. el grupo tratado (n=10). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-Student.
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Figura 8. Efecto en los pardmetros de calidad espermética en machos provenientes de
hembras expuestas a 5 mg/kg/dia durante el periodo gestacional (DG 7-15). Se presentan
los resultados preliminares de los parametros de calidad espermatica de los machos F1
provenientes de dos hembras gestantes control y dos hembras tratadas. A) Motilidad,
viabilidad y morfologia espermaticas, representadas en porcentaje en base a un conteo de 200
células. B) Concentracion espermatica, representada como el niumero de células/mL. Los
valores se expresan como la media + DE del grupo control (n=10) vs. el grupo tratado (n=10).
* p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-Student.
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Figura 9. Efecto en la integridad del ADN y la estructura esperméticos en machos
provenientes de hembras expuestas a 5 mg/kg/dia durante el periodo gestacional (DG
7-15). Se presentan los resultados preliminares de la integridad del ADN y la estructura
espermaticos de los machos F1 provenientes de dos hembras gestantes control y dos hembras
tratadas. Los valores se expresan como la media + DE del grupo control (n=10) vs. el grupo
tratado (n=10). DFI= indice de fragmentacion del ADN. HDS= alta tincion del ADN
(condensacion de la cromatina). * p < 0.05 de acuerdo a la prueba t-Student.
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4. DISCUSION

Actualmente, la exposicion a PAPs dentro de los que se encuentra los plaguicidas OF
como el CPF, representa un importante problema de salud publica y ambiental a nivel
mundial. La exposicion a estos contaminantes ambientales tiene un gran impacto en
la salud reproductiva en la poblacion en general. Sin embargo, por la constante
necesidad de controlar y/o erradicar la presencia de vectores transmisores de
enfermedades como el mosquito Aedes aegypti, portador del virus del dengue, Zika y
chikungufia, ha ocasionado el uso incontrolado de estos plaguicidas en toda
Latinoamérica, entre ellos esta el insecticida CPF. Hoy en dia, el CPF es uno de los
OF mas utilizados el cual esta clasificado como moderadamente peligroso por la OMS
y moderadamente toéxico por la EPA, no obstante, cada vez hay mas estudios que
reportan los efectos toxicos ocasionados por la exposicion a este plaguicida.

4.1. Efecto del CPF en hembras gestantes (FO0)

4.1.1. Efecto en la actividad de la AChE y en el peso durante el periodo
gestacional

Uno de los primeros parametros de toxicidad evaluados en el presente trabajo fue la
actividad de la AChE (mecanismo principal de toxicidad), y se observo una disminucién
de 43.6% en el grupo tratado y no se observaron diferencias en el peso corporal de las
hembras durante el periodo gestacional. Farag et al. (2003) reportaron sintomas
clinicos de toxicidad en las ratas madres que recibieron 15 y 25 mg/kg/dia de CPF del
DG 6-15 de gestacion, presentando pérdida de peso corporal e inhibicion de la
actividad de AChE, asi como reduccion del peso fetal y muerte al DG 21. Esta
inhibicion es causada por la formacion de aductos del atomo de fosforo con los
residuos de serina (S200) en el sitio catalitico de la enzima (Aldridge et al., 1969).
Durante este proceso también se da la pérdida del grupo alquilo y la liberacion de acido
fosforico monosustituido, el cual es tan reactivo que puede unirse a otras proteinas, a

la cadena de ADN o incluso a la misma enzima (De Matteis, 1989).

4.1.2. Efecto en los parametros reproductivos de las hembras gestantes

En este estudio evaluamos los efectos del CPF en los parametros reproductivos de las

hembras gestantes, sin embargo, no se observaron efectos en los mismos, incluyendo
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el tiempo de gestacion, el nUmero de crias en el parto, asi como en la proporcién de
machos y hembras. El CPF al ser un compuesto altamente lipofilico es capaz de
atravesar la placenta y llegar al feto durante el embarazo (Breslin et al., 1996). No hay
evidencia consistente de efectos teratogénicos en la descendencia cuando las ratas
prefiadas son administradas (gavage) con dosis altas como 15 mg de CPF/kg/dia
durante 10 dias (DG 6-15), tampoco hubo evidencia de fetotoxicidad, medida como
mortalidad prenatal o alteraciones en el peso fetal (Breslin et al., 1996). Otros estudios
en ratas han revelado problemas como toxicidad reproductiva, fetotoxicidad,
teratogenicidad, anomalias cognitivas y conductuales a largo plazo, reabsorciones,
disminucién del peso fetal y desarrollo incompleto de la columna vertebral en los recién
nacidos a la dosis de 0.3 mg/kg/dia del DG 0-7 en ratas (Muto et al., 1992). Los signos
de toxicidad prenatal, como es el retraso del crecimiento fetal, asi como una mayor
incidencia de malformaciones (es decir, variaciones esqueléticas menores) se han
observado también en ratas expuestas a 12 y 15 mg/kg/dia durante todo el periodo
gestacional (21 dias) (Akhtar et al., 2006). En este estudio, no se observaron efectos
similares a los descritos previamente, posiblemente porque la exposicion no fue
durante todo el periodo gestacional (ellos abarcaron todas ventanas de

susceptibilidad).

La exposicion durante la primera semana del desarrollo embrionario puede causar
dafio severo a las células conduciendo generalmente a la pérdida embrionaria antes
de la implantacion, mientras que una lesibn menor permite que las células
sobrevivientes se repongan con un retraso en el desarrollo (Rousseaux and Bolon,
2013). La susceptibilidad teratogénica del embrion es menor durante la gastrulacion
(DG 6.5-7), y la exposicion a sustancias toxicas en esta etapa normalmente no
producen malformaciones estructurales. Una vez que la organogénesis esta en
progreso, incluso concentraciones bajas de una sustancia pueden producir defectos

morfologicos (Suzuki et al., 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que el CPF induce efectos apoptéticos en las células
de la placenta al provocar condensacion y fragmentacion nuclear, pérdida del potencial

mitocondrial y una reduccién general en el crecimiento y la proliferacion celular
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(Saulsbury et al., 2008). Nishi y Hundal (2013) reportaron que CPF induce
alteraciones en el peso y la morfologia, al contribuir al engrosamiento del epitelio
superficial y del miometrio. Ademas, Ventura et al. (2016) sugieren que el mecanismo
de accion ovotoxico y embriotdxico del CPF implica la alteracion de procesos como la
eclosion embrionaria, la proliferacion celular y la apoptosis. En los seres humanos, la
exposicion al CPF durante el embarazo, estimada por los niveles urinarios de TCP en
las mujeres embarazadas o los niveles de CPF en el plasma del corddn, se ha
asociado con diferentes problemas en el nacimiento, incluida la disminucion del
tamafo al nacer (Whyatt et al., 2004), la disminucion de la edad gestacional al nacer
(Eskenazi et al., 2004) y la disminucién de la circunferencia de la cabeza en presencia

de niveles bajos de la enzima PONL1 en la madre (Berkowitz et al., 2004).
4.2. Efectos reproductivos del CPF en las hembras F1

4.2.1. Efecto en el peso corporal y relativo de los 6rganos

Se realiz6 el monitoreo del peso de las hembras F1 desde el destete hasta el dia del
sacrificio y solo se observé una diferencia en el peso en la semana tres,
correspondiente al tiempo del destete y no se observo diferencia en las semanas
posteriores. De igual manera, no se observé diferencia en el peso relativo de los
organos (ovarios, rifiones, bazo, pancreas, higado, cerebro y pituitaria) al momento del
sacrificio. Actualmente no existen estudios que reporten el peso relativo de los érganos
de las crias de hembras expuestas al CPF durante el periodo gestacional que nos

permita comparar nuestros resultados.

4.2.2. Efecto en la distancia anogenital, apertura vaginal, ciclicidad estral y

conteo folicular

Los efectos de toxicidad reproductiva inducidos por los insecticidas OP en las crias
incluyen la reduccion del peso ovarico y de la produccion de foliculos, alteraciones del
ciclo ovarico y detencion del ciclo estral, asi como alteraciones asociadas a enzimas
esteroidogénicas, prolongacion de la duracion del embarazo, mortinatos e infertilidad
(Kara and Oztas, 2020).
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En este estudio no se observo diferencia en la distancia anogenital, sin embargo, si se
observd diferencia en el dia promedio en que se presentd la apertura vaginal,
indicando un retraso en el inicio de la pubertad, esto puede tener como consecuencia
alteraciones reproductivas en la vida adulta (Oduwole et al., 2021). En un estudio
realizado por Breslin et al. (1996) en dos generaciones de ratones hembra expuestas
a 0.1, 3y 15 mg/kg/dia del DG 6-15 no se observo toxicidad reproductiva, incluido dafio
al évulo, cambios en el ciclo estral o la ovulacion, ni complicaciones endocrinas,
tampoco se observé un efecto relacionado en la apertura vaginal ni hubo efecto del
tratamiento sobre la edad del primer celo o la duracion del ciclo estral. Mientras que,
Gore (2001) mostro que la apertura vaginal y el primer celo se produjeron en forma
mas temprana en las crias tratadas con CPF (1 mg/kg/dia) el DG 16, en comparacion
con el grupo control. Estos resultados son contrarios a los observados en el presente
estudio, lo que puede ser explicado por los diferentes periodos (dias gestacionales) en
la que la madre fue expuesta al CPF, ya que en el DG 16 la organogénesis ya ha
concluido, por lo que el efecto directo a nivel reproductivo es menos probable (Suzuki
et al.,, 2002). Sin embargo, la exposicion prenatal a partir del DG 16 (en ratones),
permite abordar otro periodo critico durante el cual, el CPF actia como
neuroteratégeno, lo que a su vez puede ocasionar efectos en el desarrollo del
comportamiento sexual, alteraciones a nivel hormonal y en la diferenciacion de las
regiones del cerebro involucradas en el dimorfismo sexual; actualmente no se conoce
el mecanismo especifico por el cual CPF provoca estos efectos, por lo que es

necesario realizar mas estudios al respecto (Levin et al., 2002).

En este estudio no se presentaron diferencias en el numero de foliculos, pero si se
observd una diferencia en el numero de dias que las hembras F1 del grupo tratado
pasaron en la fase de estro. Esto podria deberse a una posible disminucion en los
niveles hormonales de progesterona, FSH, estradiol y/o LH. Esta idea se apoya en
estudios previos que han demostrado que la fase de estro corresponde a la fase de
formacion de los foliculos ovulatorios y a la fase ovulatoria; en consecuencia, esta fase
coincide también con la formaciéon de cuerpos lUteos que secretan progesterona
(Oduwole et al., 2021). EI CPF se ha relacionado con la reduccion de las hormonas

sexuales séricas, incluidas la progesterona y el estrégeno en raton (Gheibi et al.,
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2020). En nuestro estudio no fue posible evaluar los niveles hormonales debido a que

se siguen colectando muestras de sangre para lograr este objetivo.

A pesar de que no existen muchos estudios que describan el posible mecanismo por
el cual el CPF puede influir sobre la reproduccion femenina, algunos autores han
reportado que estos son ocasionados por un desbalance hormonal atribuido al
deficiente desarrollo gonadal, mientras que otros autores sugieren que este
desbalance es el resultado de la union del compuesto a los receptores hormonales,
debido a que posee actividad antiestrogénica y antiandrogénica (Nandi et al.,
2011; Kara y Oztas, 2020). Por una parte, la produccién disminuida de estrégenos
puede ocasionar que las hembras alcancen la pubertad a una edad tardia y causar
alteraciones en la ciclicidad estral; por otra parte, la disminuciéon en los niveles de
androgenos se ha asociado a alteraciones en la ovulacidén (detencion) y un deficiente
desarrollo de la receptividad sexual, lo que a su vez disminuye el éxito reproductivo
(Oduwole et al., 2021). Con nuestros resultados podemos concluir que, si hay un
efecto a nivel reproductivo ocasionado por la exposicion a CPF, lo que podria
ocasionar problemas de fertilidad en las hembras F1, ademas de la posibilidad de

transmitirlo a la progenie.
4.3. Efectos reproductivos del CPF en machos F1

4.3.1. Efecto en el peso corporal y relativo de los 6rganos

El monitoreo del peso de los machos F1 revel6 una diferencia en el peso en la semana
cuatro y al momento del sacrificio se observo una disminucion en el peso relativo de
los testiculos y un incremento en el del higado en los animales tratados. A la fecha no
existen estudios que describan los efectos multigeneracionales en el peso de los
organos por exposicion al CPF, sin embargo, un defecto reproductivo importante que
se ha demostrado en los machos adultos como resultado de la exposicion al CPF es
la reduccién del peso testicular, el cual se ha atribuido a alteraciones degenerativas y
necroticas en los tubulos seminiferos, ensanchamiento de los espacios intersticiales y
la reduccidon en el nimero de células germinales en las dosis de 15 y 20 mg/kg/dia
(Farag et al., 2010). En un estudio realizado por Ezzi et al. (2015) empleando dosis de

3.1 y 6.2 mg/kg/dia de CPF en ratas macho durante cuatro semanas via oral,
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reportaron una disminucion en el peso relativo del higado en el grupo tratado a la dosis
mas alta (6.2 mg/kg/dia), lo que puede deberse al aceleramiento en procesos como la
glucogendlisis, la lipdlisis o la protedlisis (mas catabolismo que anabolismo). Lo
anterior se vio evidenciado por la presencia de una intensa vacuolizacion
citoplasmatica y aparicion de focos de células necréticas moderadas en el parénquima
hepatico. Actualmente no existen estudios que reporten un aumento en el peso relativo
del higado en machos F1 provenientes de hembras expuestas durante la gestacion,
sin embargo, Mansour et al. (2011) reportaron un aumento en el peso relativo del
higado de ratas macho expuestas a 13.5 mg/kg/dia via oral (durante 28 dias), lo que
pudo ser atribuible al aumento del contenido de la enzima UDP-glucuronil transferasa
(UDP-GT) en el higado por la generacion de estrés oxidante por parte de algunos OF
(Cook et al., 1997).

4.3.2. Efecto del CPF en la distancia anogenital y en la calidad espermaética

Al momento del destete no se observé diferencia en la distancia anogenital de los
machos F1 del grupo tratado. Al momento del sacrificio se observd una disminucion
en la motilidad (8%) y en la viabilidad (4%) espermaticas, lo que indica una mala
calidad de los espermatozoides. En la literatura solo hay datos de efectos
reproductivos del CPF en animales adultos. EI CPF caus6 una disminucién en la
motilidad y en viabilidad de ~20% y en la concentracion de ~ 50-60%, asi como arresto
en la espermatogénesis y disminucion del nimero de células de Leydig en ratas
expuestas a 37 mg/kg por 45 dias (Babazadeh y Najafi, 2017). Por otro lado, se ha
reportado una disminucion en la calidad espermatica, niveles de testosterona, tiroxina
y enzimas esteroidogeénicas (17-cetoesteroide reductasa) en ratas expuestas a CPF a
20 mg/kg/dia/4 semanas (Mosbah et al., 2016). Igualmente, en un estudio realizado en
ratas macho expuestas a CPF (3 mg/kg/dia durante 20 semanas) se observo una
disminucién en la cuenta de espermatozoides, niveles de testosterona, concentracion
de gonadotropinas, con un aumento en el dafio oxidante en los testiculos (Li et al.,
2019). Varios estudios han reportado que el CPF actla como un antagonista del
receptor de androgenos (AR), lo que suprime las vias de expresion génica asociadas
con la sintesis de gonadotropina hipotalamica (que involucra a la LH y FSH) o la

esteroidogénesis. Esta supresion, a su vez, se ha atribuido a la disminucion de los
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niveles de testosterona (debido al probable dafio oxidante en las células de Leydig),
defectos de las génadas y la actividad reducida de la LH y FSH (Alaa-Eldin et al., 2017).
En este estudio no se pudo cuantificar el perfil hormonal, lo que podria contribuir a
explicar algunos de los efectos observados.

Una de las principales causas de la funcion defectuosa de los espermatozoides que
ha surgido en la ultima década ha sido el estrés oxidante. Los espermatozoides son
particularmente susceptibles a esta forma de estrés porque son ricos en acidos grasos
insaturados que son sustratos para el ataque de radicales libres y también son
vulnerables por tener un espacio citoplasméatico extremadamente limitado y, en
consecuencia, poca presencia de enzimas antioxidantes citosoélicas (ej. catalasa,
superoxido dismutasa (SOD) o glutation peroxidasa) que protegen a la mayoria de las
células del ataque de radicales libres (Aitken et al., 2010). Las ROS son un producto
del metabolismo celular normal y los espermatozoides son capaces de generarlas y
en concentraciones bajas, estas ROS contribuyen a la capacitacion de los
espermatozoides, reaccion acrosomal y unién a la zona pellcida. Sin embargo, la alta
generacion de ROS se ha relacionado a diversas anomalias en las células
espermaticas, degradacién de las células espermatogénicas y en ultima instancia,
infertilidad) (Aitken et al., 2010). Se ha reportado que el CPF tiene la capacidad de
oxidar biomoléculas, incluyendo espermatozoides (Babazadeh y Najafi, 2017; Deeba

et al., 2017). La evaluacion del dafio oxidante esta pendiente realizar en este estudio.

4.3.3. Efecto del CPF en la estructura de la cromatina espermatica

El ADN de los espermatozoides es vital para la transmision de la informacion genética
durante el proceso de reproduccién y si su integridad estructural o funcional se ven
comprometidas por anomalias asociadas con la cromatina o dafios en el propio ADN,
la probabilidad de problemas de fertilidad paterna se multiplica. En el presente estudio
se evaluo el indice de fragmentacion del ADN (%DFI) y la condensacion de la
cromatina (%HDS) en espermatozoides (obtenidos al momento del sacrificio) de los
machos F1, sin embargo, no se observaron efectos. Los OF como el CPF han

demostrado ser agentes fosforilantes, oxidantes (Babazadeh y Najafi, 2017) y capaces
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de inducir dafio a la cromatina al unirse a las protaminas y/o al ADN (Alaa-Eldin et al.,
2017; Pifia-Guzman et al., 2005, 2009; Uriéstegui-Acosta et al., 2014).

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos resumir que, la
exposicion al CPF a la dosis de 5 mg/kg/dia durante la gestacion genera efectos
reproductivos adversos en la generacion F1 de ambos sexos. En las hembras F1 se
observo alteracion en el peso corporal, asi como retraso en el inicio de la pubertad y
alteraciones en la ciclicidad estral. Mientras que, en los machos F1 se observé una
diminucion en el peso relativo de los testiculos e higado y alteracion en los parametros
de calidad espermatica. Esto indica un efecto generacional del CPF a nivel
reproductivo, lo que puede ocasionar una fertilidad reducida y a su vez, aumentar la

probabilidad de heredar dichos efectos a las siguientes generaciones.
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5. CONCLUSIONES

En hembras gestantes (FO)

La exposicién a 5 mg/kg/dia de CPF (DG 7-15) disminuyé la actividad de la
AChE (43.6%), 24 horas post-tratamiento (DG 16).

No se observo diferencia en el peso corporal durante el periodo gestacional.
La exposicién a CPF no causo efectos en los pardmetros reproductivos de las
hembras (FO0), incluyendo el tiempo de gestacién, el nimero de crias en el parto,

asi como en la proporcion de machos y hembras.

En hembras F1

En

No se observo diferencia en el peso corporal o relativo de los 6rganos (ovarios,
rifones, bazo, pancreas, higado, cerebro y pituitaria).

No se observé diferencia en la distancia anogenital, sin embargo, si se observé
diferencia en el promedio del dia en el que se presenté la apertura vaginal.

Se observo una diferencia en el nimero de dias que las hembras pasaron en la
fase de estro y no se observé diferencia en el nimero de foliculos.

Los efectos reproductivos observados en las hembras podrian ocasionar

problemas de fertilidad, ademas de transmitirlo a la progenie.

machos F1

No se present6 diferencia en el peso corporal, pero se observo diferencia en el
peso relativo de los testiculos y del higado.

No se observo diferencia en la distancia anogenital.

Se observo una disminucion en la motilidad (8%) y en la viabilidad (4%)
espermaticas.

El indice de fragmentacion del ADN (%DFI) y la condensacion de la cromatina
(%HDS) en espermatozoides no presentaron diferencia significativa.

El efecto observado en la calidad espermatica podria ocasionar alteraciones en
la funcién de los espermatozoides y problemas de fertilidad, aunado a la

posibilidad de transmitirlo a generaciones futuras.
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6. PERSPECTIVAS

1)
2)

Evaluar el potencial fértil de los ratones macho y hembra F1.

Determinar el perfil hormonal de los ratones macho y hembra F1.

Empleando diferentes dosis y siguiendo la linea germinal femenina hasta la generacion

F3:

3)

4)

5)

6)

7)

Evaluar parametros generales neonatales: nimero de crias nacidas (vivas y
muertas) y proporcion por sexo.

Evaluar los efectos reproductivos en la descendencia femenina: capacidad fertil,
inicio de la pubertad, conteo y viabilidad folicular, conteo de cuerpos luteos,
ciclicidad estral y perfil hormonal.

Evaluar los efectos reproductivos en la descendencia masculina: capacidad
fértil, inicio de la pubertad, calidad espermaética, integridad del ADN espermético
y perfil hormonal.

Determinar del perfil de metilacion global del ADN en la descendencia
(masculina y femenina).

Evaluar la capacidad del CPF para generar aductos con la 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina y dos etenonucledsidos (1, N6-Etenoadenosina y 1, N6-
Etenoguanosina) en el ADN espermatico.
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