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RESUMEN: Los insecticidas organofosforados son ampliamente utilizados para eliminar las plagas en
la agricultura. En Arica-Chile, se usaron para controlar y eliminar la plaga de la mosca de la fruta (Ceratitis
capitata). Actian como inhibidores de la acetilcolinesterasa e inducen dafios en el ADN. El objetivo de este
trabajo fue analizar los efectos de malation y metamidofos dos plaguicidas organofosforados, sobre los
parametros reproductivos de macho de lombriz de tierra Fisenia foetida. Una vez determinada la LD50 en
mg por kildgramo de tierra (malation= 880 mg/kg y metamidofos= 85,3 mg/kg), se procedidé a someter a
FEisenia foetida a dosis de 1/10, 1/6, 1/3 y 2/3 de la LD50. Los grupos controles fueron asperjados con agua.
Todos los grupos fueron analizados a 1, 6, 15 y 30 dias post tratamiento. Se determiné el peso y cambios
morfolégicos externos. Recuento espermatico se realizé en camara de Neubaur, la integridad del ADN se
determind con el test de naranja de Acridina. El Comité de Etica/Bioética de la Universidad de Tarapaca,
aprobd los protocolos de investigacion. Los resultados muestran que ambos organofosforados expresan una
disminucién significativa del peso corporal en todos los individuos tratados con un 100% de cola enrollada.
Se observo un alza significativa del nimero de espermatozoides a los 1, 6 y 15 dias seguido de una disminu-
cion significativa entre los 15 a los 30 dias. Se observd un aumento significativo de espermatozoides anor-
males metacromaticos (fluorescencia roja) en todos los animales tratados. Se concluye que malation vy
metamidofos, alteran la morfologia externa, el recuento y la calidad espermatica en lombriz de tierra £isenia
foetida. El uso de estos agroquimicos necesita de mejores procedimientos de manejo y almacenaje para no
alterar el medio ambiente y la salud publica humana.

PALABRAS CLAVE: Toxicologia reproductiva; Gusanos; Arica-Chile; Biocentinela.

INTRODUCCION

El hombre en su constante afan de satis-
facer sus propias necesidades actua directamen-
te modificando su entorno, perjudicando a otros
organismos vivientes y a si mismo. El uso de
los insecticidas organofosforados (OP), permi-
tid erradicar varias plagas en la agricultura, pero
dejando graves efectos colaterales. Estos com-
puestos actuan por inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa, alterando el funcionamien-
to de transmision del impulso nervioso que van
a los musculos y los que viajan por las fibras

*

colinérgicas. Esta inhibicidn enzimatica produ-
ce acumulacién de acetilcolina que es la res-
ponsable de las manifestaciones clinicas de la
intoxicacién, en animales y en la especie hu-
mana (Bello-Ramirez et a/., 2000; Kwong, 2002;
Joshi & Sharma, 2011; Hashjin et a/., 2013). La
exposicion a organofosforados causan sintomas
como nauseas, cefaleas, disnea, falta de coor-
dinacion, paralisis y espasmos musculares
(Brenner, 1992) e incluso accion genotdxica
(Sogorb & Vilanova, 2002; Baconi ef a/., 2013).
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En mamiferos la degradacion de los OP ocu-
rre a través de enzimas hidroliticas tipo fosfatasas
y carboxilesterasas. La toxicidad de malation y
de metamidofos se debe a sus metabolitos, el
malaoxon y metadoxdn que pueden ser 40 veces
mas toxicos que el mismo producto. Estudios /77
vitro describen que los organofosforados indu-
cen rupturas del ADN en lugares donde se ubican
oncogenes 0 genes supresores de tumores, por
lo cual estos metabolitos podrian ser considera-
do como un potencial cancerigeno y mutageno
(Basiak et a/., 1999; Lu et a/., 1012).

Malation es un compuesto cuya formula qui-
mica es 5-1,2-di (etoxicarbonil) etil 0,0-dimetil
fosforo ditioato. Es considerado de baja toxicidad
para mamiferos y fue ampliamente usado en hi-
giene publica (EPA, 2012). Metamidofos con una
formula muy similar es o,S-
dimetilfosforoamidotioato, cominmente usado
como acaricida (Garcia-Santos & Keller-Ferrer,
2011).

Sin embargo la literatura reporta que estos
OP provocan alteraciones a los sistemas organi-
cos de muchas especies. Malation en ratones al-
tera el comportamiento del sistema reproductor
masculino, con cambios en la cabeza y cola de
los espermatozoides. También se ha reportado
que causaria alteraciones ultraestructurales a ni-
vel de los sustentocitos, provocando
vacuolizacién. En ratas tratadas con malation tam-
bién se ha observado un alto porcentaje de anor-
malidades en cabeza y cola de espermatozoides.
Las propiedades alquilantes de los OP podrian
verse reflejadas en la interferencia con el ensam-
blaje normal de las proteinas flagelares (Espinoza-
Navarro & Bustos-Obregon, 2014). Metamidofos
también muestra efectos adversos en reproductor
de ratones machos.

En trabajadores que manipulan estos toxi-
cos se ha observado alteracion de la integridad
de la cromatina espermatica (Burrel et a/., 2000;
Salazar-Arredondo ef g/., 2008). El gusano de tie-
rra £/senia foetida ha sido incluido como una es-
pecie biocentinela capaz de monitorear los cam-
bios por contaminantes en los ecosistemas te-
rrestres (OECD, 1984; Bustos-Obregon &
Goicochea, 2002).

En Arica-Chile, malation fue ampliamente
usado en la erradicacion de la mosca de la fruta
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(Ceratitis capitata), observandose el impacto en
otras especies.El efecto de los plaguicidas so-
bre el medio ambiente y en la Salud Publica es
un tema que demanda una mayor atencion en
el manejo de estos productos, para evitar los
dafios colaterales (Olalquiaga Fauré & Lobos
Aguirre, 1993; Chirinos & Geraud-Pouey, 2011).

Dada la potencialidad toxica del malation
y del metamidofos sobre distintos sistemas bio-
l6gicos, en este trabajo se analizan los efectos
de dosis menores a la LD50 a diferentes dias
post-administracion, sobre la morfologia gene-
ral, nimero y calidad espematica de Fisenia
foetida, un organismo biocentinela.

MATERIAL Y METODO

Gusanos F£isenia foetida, sexualmente
maduros con clitelo desarrollado, fueron utili-
zados en esta investigacion, todos ellos coloca-
dos en tierra con condiciones de alimentacién
estandarizada (proteinas 20,5%, fibra 5%. Mi-
nerales, vitaminas y materia organica se obtie-
ne del origen vegetal. Las condiciones de hu-
medad (50%), pH (6,5) y temperatura se
normaron segun Cikutovic et a/. (1999). El peso
promedio de los individuos fue de 0,45 g.

El primer paso fue determinar la LD50 para
cada uno de los compuestos. Para malation
(Farmagro S.A. Perl) se utilizaron concentra-
ciones de 1.200, 900, 600, 300 y 150 mg/kg de
tierra (Espinoza-Navarro & Bustos-Obregon,
2005). Para metamidofos (Bayer Agricultural
Products. P.O. Box 4913, Kansas City, USA), se
utilizaron concentraciones de 200, 150,10y 50
mg/kg (EPA). Se observaron los porcentajes de
sobreviva a los 14 dias post tratamiento. Los
resultados determinan que la LD50 para
malation fue de 880 mg/kg y para metamidofos
de 85,4 mg/kg. Posteriormente se procedio a
aplicar el disefio experimental.

Se conformaron cinco grupos de trabajo
con animales con un peso promedio inicial de
0,45 g. Cada grupo (n= 40) fue asperjado con
malation y metamidofos (separadamente) en
dosis de 1/10, 1/6, 1/3 y 2/3 de la LD50, los
grupos controles recibieron solo agua. Poste-
riormente fueron analizados a los dias 1, 6, 15
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y 30 post tratamiento. En cada dosis y periodo
de analisis se ocuparon 8 individuos. Se deter-
mino el peso al inicio y al final del tratamiento
(Balanza MK-500C, USA). Los cambios
morfoldgicos externos, se determinaron a sim-
ple vista y registrados en fotos. La cantidad y la
calidad de los espermatozoides se obtuvo pre-
vio al anestesiado y muerte del animal en solu-
cion de alcohol al 5%, colocado en placa fria.
Posteriormente se procedié a extraer testiculo
y vesiculas seminales, ubicados en la zona en-
tre el clitelo y el prostomium.

El recuento espermatico se realizd6 en camara
de Neubauer, determinando el nimero de
espermatozoides por mg de tejido reproductor
de testiculo y vesiculas seminales (Cikutovic et
al.). Cambios en el ADN espermatico se deter-
mino con el test de naranja de Acridina obser-
vando reaccién de ortocromasia o metacromasia
en la cabeza espermatica, color verde o rojo
respectivamente. Los porcentajes de
metacromasia se realizaron en recuentos de 200
espermatozoides por campo de observacion
(Andreetta et a/., 1995).

El andlisis estadistico de los resultados,
se realizd utilizando la media+ desviacion
estandar con el programa INSTAT y test no
paramétrico Kruskal-Wallis. Se considerd un p
<0,05 como significativo.

RESULTADOS

Los individuos normales sin tratamiento
con organofosforados, tuvieron un tamafio pro-
medio de 0,6 cm y un peso aproximado de 0,45
g con cuerpo estirado (Fig. 1).

0 1 2
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Fig. 1. Registro fotografico de la
estructuracion corporal de F£isenia
foetida, individuos normales.

En la Figura 2, se observa el registro foto-
grafico de la anormalidad de contraccién corpo-
ral con la caracteristica cola enrollada que pre-
sentan todos los individuos tratados con
malation y metamidofos.

A partir del primer dia de tratamiento con
malation, en dosis de 1/3 hubo una disminu-
cion significativa del peso corporal de los indivi-
duos tratados. Para metamidofos se observa
esta disminucion significativa a partir de los 6
dias en dosis de 2/3 (*p<0,05) (Tabla I).

Fig. 2. Se observa el registro fotogra-
fico de la contraccién corporal carac-
teristica de cola enrollada que presen-
tan todos los individuos tratados con
malation y metamidofos.

Tabla I. Se registran los pesos corporales de individuos controles y tratados con dosis 1/10, 1/6, 1/3, 2/

3 de malation y de metamidofos (*p<0,05).

Dosis de la LDso

0 1/10 1/6 1/3 2/3

Malation (LDs,) Dia 1 0,48+0,03 0,42+0,02 0,41+0,02* 0,41+0,03* 0,40%0,02*
Dia 6 0,53+0,02 0,38+0,03* 0,37+0,04* 0,36+0,03* 0,35+0,03

Dia 15 0,55+0,03 0,38+0,02* 0,35+0,03* 0,32+0,02* 0,30+0,04*

Dia 30 0,56+0,02 0,30+0,02* 0,29+0,03* 0,2840,03* 0,28%0,04%

Metamidofos Dia 1 0,48+0,02 0,44%0,03 0,43%0,04 0,43+0,05 0,43+0,04
(LDsg) Dia 6 0,48+0,03 0,45%0,03 0,44+0,02 0,43%0,03 0,42+0,02%
Dia 15 0,47+0,03 0,41+0,03* 0,33+0,03* 0,29+0,04* 0,29+0,03*

Dia 30 0,46+0,03 0,36+0,04* 0,33+0,03* 0,27+0,03* 0,29+0,04*
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La Tabla II muestra un incremento sig-
nificativo en el niUmero de espermatozoides
en el primer dia de tratamiento con malation,
en dosis de 1/6 y 1/3, igual comportamiento
se observo al dia 6 en dosis 1/6. Alos 15y 30
dias se observé una disminucién en el nime-
ro de espermatozoides, siendo significativa a
dosis de 2/3 de malation. El tratamiento con
metamidofos muestra aumentos significativos
en el recuento espermatico a los 1, 6 y 15

dias en todas las dosis de tratamiento. En dia
30 se observa una disminucion significativa
de espermatozoides a dosisde 1/6, 1/3y 2/3
(*p <0,05).

En la Tabla III se observa un aumento sig-
nificativo de metacromasia en individuos trata-
dos con malation y con metamidofos en todos
los dias de tratamiento y casi en todas las dosis
de exposicion (*p <0,05).

Tabla II. Se observan los cambios en el recuento espermatico de los individuos tratados con malation
y metamidofos a dosis de 0, 1/10, 1/6, 1/3, 2/3 de la LD50, por los periodos de 1, 6, 15 y 30 dias de

tratamiento.

Dosis de la LDso

0 1/10 1/6 1/3 2/3

Malation (LDs,) Dia 1 2305 32%0,2 45+2,0% 43+1,8% 33%1,0

Dia 6 33+1,2 34+1,3 54+4,0% 31+3,0 36%3,0

Dia 15 28+3,0 27+2,0 21+3,0 18+4,0 15+4,0%

Dia 30 41+3,0 45+4,0 38+3,0 35+4,0 22+3,0%
Metamidofos Dia 1 7£2,0 24+1,5% 18+4,0* 28+5,0* 30£4,0%*
(LDsp) Dia 6 8+4,0 16+5,0%* 29+5,0% 33+5,0%* 38+4,0%*

Dia 15 10+5,0 25+4,0% 37+4,0% 38+4,0* 45+5,0%

Dia 30 11+4,0 12+3,0 7+2,0% 6+2,0% 4+2,0%
(*p<0,05).

Tabla III. Se observan los porcentajes de metacromasia en individuos tratados con malation y
metamidofos a dosis de 0, 1/10, 1/6, 1/3, 2/3 de la LD50, por los periodos de 1, 6, 15 y 30 dias de

tratamiento.

Dosis de la LDso

0 1/10 1/6 1/3 2/3
Malation Dia 1 12 15 25% 16 27%
(LDsg) Dia 6 13 18 19* 25% 34%
Dia 15 10 17 21% 31%* 42%
Dia 30 11 26% 40%* 33 43%
Metamidofos Dia 1 9 21% 17%* 27% 30%
(LDs,) Dia 6 8 17* 29% 33% 38
Dia 15 11 27% 36* 38 46%
Dia 30 11 38* 44% 42% 43%
(*p<0,05).
DISCUSION

En el mundo existe actualmente mucha
preocupacion de los efectos adversos de agen-
tes quimicos ambientales sobre los sistema bio-
l6gicos. Es el caso de los compuestos
organofosforados comidnmente utilizados en
agricultura (Toppari ez a/., 1996).

Para monitorear estos efectos se utilizan
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las llamadas especies biocentinelas. Lombriz de
tierra, £/senia foetida, es un organismo que cum-
ple una labor importantisima en la estructura y
fertilidad de los suelos, siendo considerado uno
de los mejores modelos para estudios de
ecotoxicidad (OECD; Espinoza-Navarro & Bus-
tos-Obregon; Lin et a/., 2010; Phugare et a/.,
2012).
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Malation y metamidofos son dos compues-
tos organofosforados cominmente usados para
el control de plagas en la agricultura. Sin em-
bargo su accion también afecta a otros organis-
mos que comparten el mismo ecosistema tales
como las lombrices de tierra. Estos compuestos
alteran la funcidon neuromuscular lo cual expli-
caria cambios en la morfologia externa con con-
traccion muscular y enrollamiento de la cola,
este fendmeno es sumativo al disminuir la loco-
mocion, afectando el desplazamiento hacia el
alimento e influyendo en la pérdida de peso de
Eisenia foetida. Este efecto se observa en las
Figuras 1 y 2 y en la Tabla I en los individuos
tratados con malation y metamidofos (Yasmin
& D'Souza, 2010; Chen et a/., 2012; Dureja &
Tanwar, 2002).

En gusanos la espermatogénesis atravie-
sa un periodo de morula con agrupacion de hasta
10 espermatozoides, en el interior de la
espermateca. Malation y metamidofos tendrian
un efecto disruptor sobre los filamentos de
actina, rompiendo las uniones morulares, lan-
zando una gran cantidad de espermatozoides
inmaduros en la espermateca (Sorour & Larink,
2001). Esto explicaria el aumento inicial en el
recuento espermatico en los individuos trata-
dos, seguida de una baja considerable en el re-
cuento (Tabla II).

La literatura también informa que los
organofosforados poseen un efecto inhibitorio
de la sintesis de ADN, debido sus caracteristi-
cas de liposolubilidad que lo capacita para atra-
vesar las membranas bioldgicas e ingresar al
nucleo (Karunaratne & Hemingway, 2001). El
efecto de estos quimicos en la calidad
espermatica, se demuestra en la Tabla III, don-
de se observa una directa relacién entre el au-
mento del porcentaje de metacromasia (fluo-
rescencia roja) y el aumento progresivo de las
concentraciones de malation y metamidofos
(efecto dosis-respuesta). Ademas la liberacion
temprana de espermatozoides inmaduros ten-
dria un efecto sinérgico en el ensamblaje ADN-
histonas (Salazar-Arredondo et a/.).

El uso de agropesticidas suele asociarse a
mezclas quimicas de diferentes presentaciones,
ejerciendo una accion sinérgica en los sistemas
organicos, por lo cual a pesar de su toxicidad,
resulta dificil determinar cual de ambos

organofosforado en estudio, malation o
metamidofos, resulta mas toxico o menos toxi-
co. Sin embargo es importante destacar que
estos tipos de estudios sobre el uso de pestici-
das en la agricultura, son muy necesarios para
implementar mejores politicas en el manejo,
bioseguridad y biocontencion de estos conta-
minantes, de manera que no alteren el medio
ambiente y la Salud Publica humana (Chirinos
& Geraud-Pouey; Strada ef a/., 2012).

CONCLUSIONES

Se concluye que malation y metamidofos,
compuestos organofosforados, alteran la mor-
fologia externa, provocando una baja significa-
tiva en el peso corporal y expresando contrac-
ciéon muscular en forma de cola enrollada en
Eisenia foetida.

Malation y metamidofos alteran las estruc-
turas reproductivas de la espermateca y morula
de Eisenia foetida, con un aumento significati-
vo inicial de espermatozoides inmaduros segui-
do de una disminucién significativa en el recuen-
to espermatico.

La calidad espermatica en lombriz de tie-
rra £/senia foetida, por accion de estos com-
puestos, provoca un aumento significativo de
espermatozoides metacromaticos con ADN al-
terado (fluorescencia roja).

El uso de estos agroquimicos necesita de
mejores procedimientos de manejo vy
bioseguridad para no alterar el medio ambiente
y la salud publica humana.
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SUMMARY: Organophosphate pesticides are widely used to eliminate pests in agriculture. In Arica-
Chile, they were used to control and eliminate the plague of fruit fly (Ceratitis capitata). They act as
acetylcholinesterase inhibitors and induce DNA damage. The aim of this study was to analyze the effects of
malathion and methamidophos two organophosphate pesticides on male reproductive parameters of red
earthworm £/senia foetida. After determining the LD50 in mg per kilogram of soil (malathion= 880 mg/kg
and methamidophos= 85.3 mg/kg), we proceeded to subdue £/sen/a foetida at a dose of 1/10, 1/6, 1/3 and
2/3 of the LD50. The control groups were sprayed with water. All groups were analyzed at 1, 6, 15 and 30
days post treatment. The weight and external morphological changes was determined. Sperm count was
held in camera Neubaur, DNA integrity was determined with Acridine orange test. The Ethics / Bioethics
Committee at the University of Tarapaca, approved the research protocols. The results show that both
organophosphate express a significant decrease in body weight in all animals treated with 100% of coiled
tail. A significant rise in the number of sperm at 1, 6 and 15 days followed by a significant decrease from 15
to 30 days was observed. A significant increase of abnormal metachromatic sperm (red fluorescence) in all
treated animals was observed. It is concluded that malathion and methamidophos, alter the external
morphology, sperm count and quality of £isenia foetiada red earthworm. The use of these chemicals needs

better handling and storage procedures to avoid altering human health and the environment.

KEY WORDS: Reproductive toxicology; Worms; Arica-Chile; Biocentinela.
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