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RESUMEN

El malathion es un plaguicida organofosforado que ac-
tiua como inhibidor de la acetilcolinesterasa e induce darios
en el ADN. Fue ampliamente utilizado en Arica, Chile, para
eliminar la mosca de la fruta (Ceratitis capitata). El objeti-
vo de este trabajo fue analizar los efectos de malathion so-
bre la celularidad del epitelio seminifero y la proliferacion
celular en testiculo de raton. Treinta ratones adultos de la
cepa CFI fueron divididos en grupo control y cinco grupos
experimentales (n=5, cada grupo). Los grupos experimentales
fueron tratados con una dosis intraperitoneal (p.i.) unica de
malathion, 240mg-kg’ (1/12 DLs,) y analizados a los dias I,
8,6, 17,2; 34,4 y 43 post tratamiento. Posteriormente, el tes-
ticulo derecho fue procesado para histologia, mientras que el

izquierdo fue incubado por Ih en BrdU, para estudio inmuno-
citoquimico. Los resultados muestran que a la dosis emplea-
da malathion altera la progresion de la espermatogénesis en
ratones CFI, provocando una disminucion de la sintesis de
ADN y la proliferacion celular. Se concluye que ratones adul-
tos CFI tratados con malathion expresan efectos desde agudo
en los primeros dias de andlisis (1 y 8,6 dias) hasta cronico
a los 17,2; 34,4 y 43 dias post tratamientos, con mayores in-
dices de taponamiento tubular y aumento de vacuolizacion en
el epitelio germinativo del testiculo. El uso, la manipulacion
y almacenaje de estos pesticidas requiere de normas y pro-
tocolos mas estrictos para no alterar el medio ambiente y la
salud publica.

Introduccion

Los insecticidas organofos-
forados (OP), entre los cuales
se encuentra el malathion, son
ésteres del acido fosforico con
propiedades electrofilicas y
capacidad fosforilante de
esterasas (Karunaratne y
Hemingway, 2001). Estos com-
puestos inhiben a la enzima
acetilcolinesterasa, encargada
de degradar a la acetilcolina.
La acumulacién del neuro-
transmisor acetilcolina es res-
ponsable de las manifestacio-
nes clinicas de la intoxicacion,
en animales y en humanos
(Bello-Ramirez et al., 2000;
Kwong, 2002; Joshi y Sharma,
2011, Hashjin et al., 2013).

La exposicion a altas con-
centraciones de los OP puede
causar sintomas tales como
nausea, cefalea, disnea, falta
de coordinacion, paralisis y
espasmos musculares (Brenner,

1992) e incluso tiene accioén
genotoxica (Rodriguez vy
Bustos-Obregon, 2000, Sogorb
y Vilanova, 2002; Baconi
et al., 2013).

En mamiferos, la degrada-
cion de los OP ocurre a través
de enzimas hidroliticas tipo
fosfatasas y carboxiles-terasas.
La toxicidad del malathion se
debe a sus metabolitos, el
malaoxon e isomalathion, que
son 40 veces mas toxicos que
el malathion. Estudios in vitro
describen que el malaoxon pue-
de inducir rupturas del DNA
en lugares donde se ubican
oncogenes 0 genes supresores
de tumores, por lo que este
metabolito podria ser conside-
rado como un potencial cance-
rigeno y mutageno (Blasiak
et al., 1999; Lu et al., 2012).

A nivel reproductivo, el
malathion parece causar terato-
zoospermia. En ratones se ob-
servo que las alteraciones mas

comunes producidas en esper-
matozoides son a nivel de la
cola, y en menor proporcion
en la cabeza. También se han
reportado alteraciones ultraes-
tructurales a nivel de las célu-
las de Sertoli, donde provoca
vacuolizacion (Bustos-Obregon
y  Gonzalez-Hormazabal,
2003). Las propiedades alqui-
lantes de los OP podrian verse
reflejadas en la interferencia
con el ensamblaje normal de
las proteinas flagelares
(Espinoza-Navarro y Bustos-
Obregodn, 2014).

El efecto de los plaguicidas
sobre el medio ambiente y en
la salud publica es un tema
que demanda una mayor aten-
cién en el manejo de estos
productos, para evitar los da-
fios colaterales (Olalquiaga y
Lobos, 1993; Chirinos y
Geraud-Pouey, 2011). En
Arica, Chile, el malathion fue
ampliamente usado en los

valles agricolas de Lluta y
Azapa para la erradicacion de
la mosca de la fruta (Ceratitis
capitata); sin embargo, otras
especies también fueron afec-
tadas, alterando el equilibrio
del medio ambiente.

Dada la potencialidad toxi-
ca del malathion sobre distin-
tos sistemas bioldgicos, en
este trabajo se analizan los
efectos de una dosis unica de
malathion a una concentra-
cion de 1/12 DLs, a diferen-
tes dias post-administracion,
sobre la organizacion histolo-
gica (celularidad del epitelio
seminifero) y la proliferacion
celular (inmunocitoquimica
de BrdU) de testiculo de ra-
ton adulto de la cepa CF1.

Materiales y Métodos
Treinta ratones machos de la

cepa CF1, de 10 a 12 semanas,
fueron distribuidos en un
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EFFECT OF MALATHION INSECTICIDE ON TESTICULAR GERMINAL EPITHELIUM OF CF1 MICE
Omar Espinoza-Navarro, Héctor Rodriguez Bustos, Héctor Kemble Molina and Camilo Arriaza O.

SUMMARY

Malathion is an organophosphorus pesticide that acts as an
acetylcholinesterase inhibitor and induces DNA damage. It was
widely used in Arica, Chile, to eliminate the fruit fly Cerati-
tis capitata. The aim of this study was to analyze the effects of
malathion on the cellularity of the seminiferous epithelium and
cell proliferation in the mouse testis. Thirty adults mice of the
CF1 strain were divided into control group and five experimen-
tal groups (m=5 each). The experimental groups were treated
with single intraperitoneal (i.p.) doses of malathion, 240mg-kg’
(1/12 LD50) and analyzed on days 1; 8.6, 17.2; 34.4 and 43 post
treatment. Subsequently, the right testis was processed for his-

EFEITO DE INSETICIDA MALATION SOBRE O EPITELIO
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RESUMO

O malation é um praguicida organofosforado que atua como
inibidor da acetilcolinesterase e induz danos no ADN. Foi am-
plamente utilizado em Arica, Chile, para eliminar a mosca da
fruta (Ceratitis capitata). O objetivo deste trabalho foi analisar
os efeitos de malation sobre a celularidade do epitélio semini-
fero e a proliferagdo celular em testiculo de ratos. Trinta ra-
tos adultos da cepa CFI foram divididos em grupo controle e
cinco grupos experimentais (n=5, cada grupo). Os grupos ex-
perimentais foram tratados com uma dose intraperitoneal (p.i.)
unica de malation, 240mg-kg” (1/12 DLs,) e analisados aos dias
1; 8,6, 17,2, 34,4 e 43 post tratamento. Posteriormente, o tes-
ticulo direito foi processado para histologia, enquanto que o

tology and the left testicle was incubated for 1h in BrdU for im-
munocytochemistry. The results show that at the applied dose,
malathion alters the progression of CFI mice spermatogenesis,
causing a decrease in DNA synthesis and cell proliferation. We
conclude that adult CF1 mice treated with malathion expressed
from acute effects in the early days of analysis (I and 8.6 days)
to a chronic effect at 17.2, 34.4 and 43 post treatment days, with
higher rates of tubular plugging and increased vacuolization in
the germinal epithelium of the testis. The use, handling and stor-
age of agropesticides requires stricter standards and protocols,
not to alter the environment and public health.

GERMINATIVO DE TESTICULO DE RATO CF1
Molina e Camilo Arriaza O.

esquerdo foi incubado por 1h em BrdU, para estudo imunoci-
toquimico. Os resultados mostram que a dose empregada ma-
lation altera a progressdo da espermatogénese em ratos CFI,
provocando uma diminui¢do da sintese de ADN e a prolifera-
¢do celular. Conclui-se que ratos adultos CFI tratados com
malation expressam efeitos desde agudo nos primeiros dias de
analise (1 e 8,6 dias) até cronico aos 17,2; 34,4 e 43 dias apos
tratamentos, com maiores indices de entupimento tubular e au-
mento de vacuolizagdo no epitélio germinativo do testiculo. O
uso, a manipulagdo e armazenagem destes pesticidas requerem
de normas e protocolos mais estritos para ndo alterar o meio
ambiente e a saude publica.

grupo control y cinco grupos
experimentales, cada uno
constituido por cinco indivi-
duos. Los ratones fueron ali-
mentados con pellet comercial
y agua ad libitum. E1 Comité
de Etica/Bioética de la
Universidad de Tarapaca apro-
bo los protocolos de investiga-
cion en cumplimiento al traba-
jo con animales de experimen-
tacion, segun los principios de
las 3Rs (CONICYT, 2009).

A cada grupo experimental
se le administr6 por via intra-
peritoneal (i.p.) y en dosis Gni-
ca 240mg-kg!' (1/12 de la
DL,,) de malathion (ANASAC,
Chile) vehiculizado en aceite
de maiz. Al grupo control solo
se les administro aceite de
maiz. Luego de 1; 8,6; 17,2;
34,4 y 43 dias, los animales
fueron sacrificados segun nor-
mas estandarizadas de eutana-
sia (CONICYT, 2009). Estos
tiempo fueron empleados con-
siderando que cada ciclo de la
espermatogénesis en ratones

dura 8,6 dias; 17,2 dias corres-
ponde a dos ciclos; 34,4 dias
representa cuatro ciclos de la
espermatogénesis y es equiva-
lente a una onda de la esper-
matogénesis; y 43 dias es
una onda mas un ciclo
(Bustos-Obregon y Gonzalez-
Hormazabal, 2003). Una vez
sacrificados los animales se
extrajeron ambos testiculos por
via retroperitoneal.

El testiculo derecho fue fi-
jado por 8h en Bouin alcoho-
lico e incluido en parafina
(punto de fusiéon 56-58°C),
practicandose cortes de Sum
de espesor para técnica histo-
logica de hematoxilina y eosi-
na. Se analiz6 la integridad
del epitelio seminifero, cuan-
tificando la discontinuidad y
vacuolizacion del epitelio ger-
minal, y el taponamiento tu-
bular, cuyos resultados se ex-
presaron en porcentajes.
Ademas, se cuantificaron las
diferentes poblaciones del epi-
telio seminifero por tubulos:
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espermatogonias (A, B e In),
paquitenos y espermatidas
alargadas y redondas (Monesi,
1962; Setchell, 1978).

Paralelamente, el testiculo
izquierdo luego de ser libera-
do de la tnica albuginea, fue
preincubado por 15min en
Ham F-10, a pH 7,2 y 35°C,
100% de humedad y 5% de
CO,. Luego se adiciono
50ul de bromodeoxiuridina
(BrdU) y se incub6 por 1h.
Posteriormente se fijo en
Bouin alcohdlico (4h) e inclu-
yo6 en parafina de punto de
fusion 56-58°C. Se practicaron
cortes de S5um que fueron
montados en portaobjetos pre-
tratados con Vectabond para
inmunocitoquimica segun los
protocolos del kit comercial
anti-BrdU (ZYMED® Inc, San
Francisco, CA, EEUU). Los
resultados se expresaron como
promedios de células marca-
das (en proliferacion) por ta-
bulo y el porcentaje de tibu-
los con células marcadas.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se
realizaron con el Software
Origin 8.0, utilizando los pro-
medios, desviacion estandar,
error estandar, y correlacio-
nes. La significancia estadisti-
ca de las diferencias dentro y
entre grupos se realizd me-
diante las pruebas t student y
ANDEVA (p<0,05).

Resultados

En la Tabla I se aprecia
como efecto agudo (dia 1) de
la administracion de malathion
un aumento estadisticamente
significativo en las células es-
permatogoniales del tipo B y
en paquiteno, efecto que igual-
mente se observa en esperma-
tidas redondas y alargadas por
tibulos. Sin embargo las es-
permatogonias del tipo A
muestran una disminucion sig-
nificativa. A partir de los 8,6
dias se mantiene el alza
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significativa de las espermato-
gonias tipo B, con bajas signi-
ficativas en paquiteno, esper-
matidas redondas y alargadas.
Todos los grupos tratados con
malathion muestran una dismi-
nucion significativa en las es-
permatogonias troncales tipo A.

En la Tabla II se muestra
los resultados seglin uso de la
técnica inmunocitoquimica de
BrdU, segun el numero de
espermatogonias positivas vs
tubulos seminiferos con célu-
las marcadas, y el porcentaje
de tubulos con células marca-
das en relacion al total de td-
bulos, bajo los efectos del
malathion. Se observa una
disminucion significativa en
el numero de espermatogonias
marcadas desde el tratamiento
a los 8,6 dias y hasta el final
post-tratamiento (43 dias).
Igual comportamiento se

observa en los tubulos marca-
dos, pero esta baja no es
significativa.

En la Tabla IIT se observa
un porcentaje alto de tubulos
seminiferos con taponamiento
tras la administracion de
malathon (1/12 DL,), carac-
teristica que contintia en as-
censo durante todo el periodo
de evaluacion. La vacuoliza-
cion celular y epitelial alcan-
za un valor maximo de 37,3
% al dia 34,4 post-inyeccion
de malathion.

En la Figura 1 se muestra
una seccion testicular con tin-
cion inmunocitoquimica de
DAB/HRP con uso de anti-
cuerpos especificos anti-BrdU
y contraste con hematoxilina.
En el estrato basal del com-
partimiento tubular se obser-
van células tefiidas de color
marrén intenso.

TABLA 1

Figura 1. Microfotografia de tubulo seminifero de raton (40X) de gru-
po tratado con malathion 1/12 LDy, (17,2 dias post tratamiento), some-
tido a técnica de inmunocitoquimica (BrdU). Se observan células
marcadas positivamente de color marrén intenso, en proliferacion
(flecha). Barra: 10um.

Discusion

DISTRIBUCION DE LA RAZON ENTRE LA POBLACION CELULAR DEL EPITELIO

GERMINATIVO ¥S TUBULOS SEMINIFEROS EN TESTICULO DE RATON
ADULTO CEPA CF1, TRATADOS CON 1/12 DLy, MALATHION
A 1; 8,6; 17.2; 34,4; 43 DIAS POST-INYECCION

Control dia 1 dia 8,6 dia 17,2 dia 34,4 dia 43
A/tabulo 2,95 0,97* 2,01 1,20* 1,60%* 1,90
In/tabulo 2,99 2,90 1,30* 3,00 2,00%* 2,60
B/tubulo 7,78 12,81* 11,30* 12,00%* 7,00 13,00*
P/tabulo 46,90 58,10* 40,30%* 45,28 40,60* 42,10%*
SR/tubulo 72,39 115,44* 40,36* 76,37 59,94%* 52,02%
SA/tabulo 32,20 48,02* 24,52% 38,58 29,05 20,74*

A: espermatogonia troncal, In: espermatogonia intermedia, B: espermatogonia Tipo B, P: paquiteno, SR: es-
permatida redonda, SA: espermatida alargada. * p<0,05.

TABLA 11
INMUNOCITOQUIMICA CON TECNICA DE BRDU EN ESPERMATOGONIAS Y TUBULOS
MARCADOS 7S TUBULOS SEMINIFEROS, DE RATONES ADULTOS CEPA CF1
TRATADOS CON 1/12 DL,, MALATHION A 1; 8,6; 17,2; 34.4; 43 DIAS POST-INYECCION

Control dia 1 dia 8,6 dia 17,2 dia 34,4 dia 43
Espermogonias marcadas 17,3 +4,0 17,4 £2,9 9,70 £2,9* 15,82 +£3,4* 14,26 £3,0 11,11 +£2,8%
Tubulos marcados 0,65 £0,17 0,64 £0,1 0,48 +0,21 0,51 0,23 n 0,46 £0,3 0,48 £0,13
Promedio + desviacion estandar. * p<0,05.
TABLA III

ANALISIS HISTOLOGICO PARA DETERMINAR TAPONAMIENTO Y VACUOLIZACION
EN TUBULOS SEMINIFEROS DEL TESTICULO DE RATON ADULTO INDUCIDO
POR MALATHION (1/12DLy,), EN DISTRIBUCION PORCENTUAL, A 1; 8,6;

17,2; 34,4; 43 DIAS POST-INYECCION

Control dia 1 dia 8,6 dia 17,2 dia 34,4 dia 43
Vacuolizacion 17,6 11,3* 8,0* 5,0% 37,3* 23,0*
Taponamiento 32.8 30,0 46,0* 53,0% 26,6 39,0%
Total tibulos 250 250 250 250 250 250
* p<0,05.
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Choudhary et al. (2008) des-
criben que en ratas el mala-
thion induce efectos significa-
tivos sobre algunas variables
testiculares como disminucion
del peso testicular asociado a
una menor densidad esperma-
tica en el epididimo y una cai-
da en los indices de fecunda-
cién. Sin embargo, también
aumentan el contenido total de
proteinas y colesterol testicula-
res. Paralelamente afecta la
expresion de las enzimas fos-
fatasas (acida y alcalina) y los
niveles de testosterona, que
disminuyen.

Los OP provocan dafios a
nivel del epitelio germinal de
testiculo en ratones CF1, los
que se traducen en tapona-
miento de los tiibulos semini-
feros, causado por el debilita-
miento de las uniones interser-
tolianas adluminales. Este ta-
ponamiento podria ser consi-
derado como una respuesta
aguda al malathion, lo que
implica la liberacién prematura
de las células meiodticas duran-
te la espermiohistogénesis
(Bustos-Obregén y Gonzalez-
Hormazabal, 2003). La esper-
matogénesis en raton se desa-
rrolla en base a cuatro ciclos
de 8,6 dias cada uno, con 12
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estadios celulares diferentes, los
cuales estan determinados por
diferentes asociaciones de célu-
las. Algunos de estos estadios
se caracterizan por ser de tipo
mitdtico, mientras que otros son
de progreso en el desarrollo de
la espermatogénesis (Setchell,
1978). Malathion alteraria la
frecuencia de los diferentes es-
tadios del ciclo espermatogéni-
co, comportamiento que se ob-
serva en las Tablas I y II, con
disminucion de las células en
sintesis de ADN y en la dismi-
nucion de tibulos con células
marcadas.

Otros estudios donde se eva-
Iud la replicacion de ADN me-
diante incorporacion de timidi-
na tritiada describen los efec-
tos inhibitorios sobre la proli-
feracion celular en presencia de
paraoxon, que es otro OP utili-
zado comunmente en agricul-
tura (Rodriguez y Bustos-
Obregodn, 2000).

Los OP posiblemente inhiban
la sintesis de ADN en testiculo
de mamiferos, causando dafos
genéticos y epigenéticos (Blasiak
et al., 1999). La capacidad del
malathion para atravesar las
membranas celulares e ingresar
al nucleo para interactuar con el
ADN estaria dada por sus carac-
teristicas de lipo-solubilidad
(Karunaratne y Hemingway,
2001) El uso de técnicas inmu-
nocitoquimicas de incorporacion
de BrdU permite demostrar la
sintesis de ADN en los tejidos
analizados. Lo descrito indicaria
que estas células entraron en
mitosis durante el pulso de
BrdU y el periodo de incuba-
cion, es decir ocurrio la fase ‘S’
del ciclo celular (Figura 1).

La dosis utilizada manifies-
ta sus efectos toxicos a través
del taponamiento del lumen
tubular. Resultados similares
observa Massoud et al. (2010)
en el tejido hepatico de ratas
utilizando el mismo OP.

Las grandes limitaciones en
los estudios sobre la toxicidad
de plaguicidas estan representa-
das por la inmensa gama de
toxicos quimicos sintéticos em-
pleados en el mundo y la difi-
cultad para determinar los efec-
tos en su composicion pura, ya
que por lo general suelen aso-
ciarse al uso de mezclas quimi-
cas de diferentes presentaciones
para aumentar su efecto toxico

en las plagas, ejerciendo una
accion sinérgica en todos los
sistemas organicos y siendo uno
de los mas afectados los para-
metros reproductivos, con ac-
cion directa en el testiculo y el
epididimo, alterando la meiosis
y el accionar del eje hipotala-
mo-hip6fisis-gonada (Saadi
et al., 2008; Yu et al., 2011).
Efectos similares han sido des-
critos para las personas que
trabajan con estos pesticidas,
quienes por lo general no si-
guen normas ni protocolos es-
trictos de manipulacion y alma-
cenaje; se reporta que malathion
induce un dafio significativo en
la calidad seminal, con una baja
concentracién de espermatozoi-
des, una pobre motilidad y un
alto porcentaje de teratozoos-
permia (Hossain et al, 2010).

Por ello es importante desta-
car que el uso de pesticidas en
la agricultura requiere de mejo-
res politicas de manejo adecua-
do, de tal manera que no alte-
ren el medio ambiente y la sa-
lud publica humana, como ocu-
rrid en el norte de Chile
(Olalquiaga y Lobos, 1993;
Chirinos y Geraud-Pouey, 2011;
Strada et al., 2012).

Conclusiones

Malathion, a 1/12 de la LDy,
en dosis unica (i.p.), altera la
progresion en el desarrollo de
la espermatogénesis, provocan-
do una disminucion de las cé-
lulas en sintesis de ADN y la
proliferacion celular en testicu-
lo de ratones adultos de la
cepa CFl, expresando efectos
desde agudo en los primeros
dias de analisis (1 y 8,6 dias)
hasta un efecto cronico en los
analisis de post-tratamientos a
los 17,2, 34,4 y 43 dias.

Ratones CF1 tratados con
malathion expresan mayores
indices de taponamiento tubu-
lar y aumento de vacuolizacion
en el epitelio germinativo del
testiculo.

Los efectos del pesticida
malathion podrian traducirse
en una disminucién de la fer-
tilidad, infertilidad y esterili-
dad, asi como también en mu-
taciones trasmisibles a las
nuevas generaciones.

El uso de estos agroquimicos
requiere de mejores procedi-
mientos de manejo y almacenaje
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para no alterar el medio ambien-
te y la salud publica humana.
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