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RESUMEN

Introduccion. Los herbicidas Paraquat y 2,4-D son ampliamente utilizados en la
agricultura para erradicar malezas. Su uso, se han asociado con la toxicidad del sistema
reproductor masculino. La evidencia disponible indica que la presencia de
transportadores y receptores de hormonas tiroideas (HT), asi como desyodasas en los
testiculos son fundamentales para la funcion testicular y reproductiva normal. De la
misma manera los canales idnicos permeables a calcio implicados en hiperactividad
flagelar espermética son indispensables para la fertilizacion. Por lo que en este trabajo
se evalla el potencial de los genes asociados con HT, y de los genes que codifican para
Trpv4 y CatSperl-2, como biomarcadores de efecto temprano a la exposicién aguda a
PQTya2,4-D. Métodos: Se utilizaron ratas macho adultas y se asignaron en tres grupos
experimentales. El grupo control recibié solucion salina y la exposicién aguda se indujo
con tres inyecciones intraperitoneales durante una semana de 100 mg/kg (2,4-D) y 10
mg/kg (PQT), posteriormente, las ratas fueron pesadas y sacrificadas. La expresion
génica de Mct8, Mctl0, Oatplcl, Dio 2-3, TRa, CatSperl-2, Trpv4 y Ppia (gen
constitutivo) en los testiculos se analizé mediante RT-PCR. Todos los datos se informan
como la + estdndar (SEM). Los experimentos se sometieron a pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov), seguido de un andlisis de varianza (ANOVA) o test de Kruskal-
Wallis. Los andlisis estadisticos se analizaron utilizando GraphPad Prism 8.1 (P <0.05
se considero significativo). Resultados: Las ratas expuestas a PQT presentan una mayor
expresion génica de los transportadores Mct8 y Oatplcl, no afecta la expresion de
ninguna de las desyodasas (Dio2-3), pero si una expresion de TRa mayor. La expresion
de CatSperl-2 no se vio afectada pero si afecta a Trpv4. Mientras que, las ratas
expuestas a 2,4-D mostraron una expresion génica menor de Mct10, asi como de la Dio2.
Ademas, disminuye la expresion de Catsperl y Trpv4. Conclusién: Este estudio
demostré que la administracién aguda a PQT y 2,4-D presenta diversos grados de
alteracion en la expresion de genes asociados a HT y canales idnicos (CatSperly Trpv4)
por lo que podrian ser considerados como biomarcadores de efecto temprano para estos
compuestos y ser considerados como disruptores endocrinos por su compromiso con la
fertilidad masculina, aunque se requieren mas estudios para dilucidar ambos
mecanismos de toxicidad. Palabras clave: biomarcador, herbicidas, disruptor endocrino,

toxicidad reproductiva, infertilidad.



ABSTRACT

Introduction: Paraquat and 2,4-D herbicides are widely used in agriculture to eradicate
weeds. However, they have been associated with toxicity to the male reproductive system.
Available evidence indicates that the presence of thyroid hormone (HT) transporters and
receptors, as well as deiodinases in the testes is essential for normal testicular and
reproductive function. In the same way, calcium-permeable ion channels involved in
spermatic flagellar motility and hyperactivity, essential for fertilization. Therefore, in this
work we evaluated the potential of the genes associated with HT, and of the genes that
code for Trpv4 and CastSperl-2, as biomarkers of early effect after acute exposure to
PQT and 2,4-D. Methods: Adult male rats were used and randomly assigned in to three
experimental groups. The control group received saline solution; Acute exposure was
induced with three intraperitoneal injections in a week of 100 mg/kg for the 2,4-D group
and 10 mg/kg for the PQT group, subsequently, the rats were weighed and sacrificed.
Gene expression of Mct8, Mctl10, Oatplcl, Dio 2-3, TRa, CatSper1-2, Trpv4 and Ppia
(household gene) in the testis was analyzed by RT-PCR. All data are reported as the
mean = standard (SEM). The experiments were subjected to normality tests (Kolmogorov-
Smirnov), followed by analysis of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis test when the
results passed the normality tests. Statistical analyzes of data were analyzed using
GraphPad Prism 8.0 software (ANOVA P<0.05 was considered significant). Results: The
testes of rats exposed to PQT show a higher gene expression of the Mct8 and Oatplcl
transporters, curiously it does not affect the expression of any of the deiodinases (Dio2-
3), but it does affect a higher expression of TRa. On the other hand, the expression of
CatSperl-2 was not affected but Trpv4 was. While, the rats exposed to 2,4-D showed a
lower expression of the Mctl0 gene, as well as the expression of Dio2. TRa was not
affected in its expression. On the other hand, if the expression of CatSperl and Trpv4
decreases. Conclusion: This study revealed that the acute administration of PQT and
2,4-D presented varying degrees of differences in the expression of genes associated with
HT and ion channels (CatSperl and TRPVA4) in rat testes, so they could be used as early
effect. biomarkers for this type of compounds and be considered as endocrine disruptors
that compromise male fertility, although more studies are required to elucidate both

mechanisms of toxicity.

Keywords: biomarker, herbicides, endocrine disruption, toxicity reproductive, infertility



|.  INTRODUCCION

I.1 Marco tedrico
I.1.1 Generalidades de los plaguicidas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a los plaguicidas como compuestos
quimicos utilizados para erradicar plagas, incluidos insectos (insecticidas), roedores
(rodenticidas), hongos (fungicidas) y plantas no deseadas (malezas; herbicidas). El uso
mundial de estos productos quimicos es aproximadamente de dos millones de toneladas
cada afo (45% se usa en Europa, el 25% en Estados Unidos de América, y el 25% en el
resto del mundo) (Damalas y Eleftherohorinos, 2011; De et al., 2014).

Los plaguicidas han sido utilizados ampliamente en la mayoria de los sectores de
la produccion agricola para la prevencion de las pérdidas causadas por plagas y malezas,
ademas de mejorar el rendimiento y la calidad del producto. Desde este punto de vista,
los plaguicidas son considerados como una herramienta eficiente para el manejo del
control de plagas por los altos beneficios econdmicos que trae consigo (Cooper y Dobson,
2007; Damalas, 2009).

A pesar de su popularidad, el uso extensivo de estos compuestos ha planteado
serias preocupaciones sobre los riesgos para la salud a corto y largo plazo derivados de
la exposicion principalmente de personas dedicadas al trabajo en los campos de cultivo,
de residuos en alimentos y el agua potable, ademas de serios problemas en la
degradacion del medio ambiente. En los paises en desarrollo, los agricultores como la
poblacién en general aun se enfrentan a grandes riesgos de exposicion debido al uso de
quimicos toxicos prohibidos o restringidos en otros paises, técnicas de aplicacion
incorrectas, equipos de fumigacion con un mal mantenimiento o totalmente inapropiados,
practicas de almacenamiento inadecuadas y, a menudo, la reutilizacién de envases de
plaguicidas viejos para el almacenamiento de alimentos y agua (Damalas, 2009).

Entre los plaguicidas, los herbicidas son los que se utilizan en mayor cantidad
(47,5%), mientras que el uso de insecticidas y fungicidas es menor (29,5 y 17,5%,

respectivamente). Los plaguicidas pertenecientes a otros grupos (alguicidas,



bactericidas, etc.) se utilizan con menor frecuencia (5,5%) (De et al., 2014; Bojarski y
Witeska, 2020).

1.1.1.1 Herbicidas

Los herbicidas son sustancias quimicas capaces de inhibir o interrumpir el
crecimiento y desarrollo normal de las plantas. Se utilizan ampliamente en areas
agricolas, industriales y no agricolas para el manejo de malezas. Los herbicidas pueden
proporcionar un control de malezas rentable al tiempo que minimizan el trabajo. Sin
embargo, el uso inadecuado de herbicidas puede resultar en dafios a los cultivos, control
deficiente de malezas, evolucion de malezas resistentes a herbicidas, contaminacion
ambiental o riesgos para la salud. Los herbicidas son clasificados de acuerdo a su época
de aplicacion, selectividad, tipo, familia quimica y modo de accion (De et al., 2014; Martin,
2009):

Epoca de aplicacion. Se denominan en presiembra (PS), preemergentes (PRE) y
post-emergentes (POST). En el caso de los herbicidas de presiembra se dividen en dos:
foliares y al suelo. Por su lado los herbicidas PS foliares se utilizan en sustitucion de la
labranza primaria para el control de la maleza presente antes de la siembra de los
cultivos. El glifosato, el Paraquat, y el 2,4-D son los herbicidas cominmente aplicados en
esta época.

Selectividad. Son aquellos que a ciertas dosis, formas y épocas de aplicacion
eliminan algunas plantas sin dafiar significativamente a otras. Por el contrario, los
herbicidas no selectivos son toxicos en toda clase de vegetacion y Unicamente se utilizan
en terrenos sin cultivo o bien evitando el contacto con las plantas cultivadas.

Tipo de accion. Existen herbicidas de contacto y sistémicos: el primero se refiere
a la eliminacion de la parte de la planta con la que entran en contacto por lo que requieren
de un buen cubrimiento de la maleza para controlarla y tienen un transporte limitado
dentro de la planta. El segundo se aplica al suelo o al follaje y se absorben y transportan
a toda la planta incluidas sus raices y otros 6érganos subterraneos.

Familia quimica. Es la composicién de las sustancias activas utilizadas en la
generacion de este tipo de compuestos tal es el caso de las familias quimicas de
herbicidas (triazinas, las dinitroanilinas, los fenoxiacéticos, las cloroacetamidas, las

ciclohexanodionas, las sulfonilureas y los bipiridilos).



Modo de accion. Es la secuencia de eventos que ocurren desde la absorcion hasta
la muerte de la planta, se pueden considerar como: reguladores de crecimiento,
inhibidores de la fotosintesis, inhibidores de sintesis de lipidos y amino&cidos o
destructores de membranas celulares.

En México, la utilizacion de herbicidas es una practica frecuente para la agricultura,
aungue se desconoce la cantidad real que se aplica de estos productos a los cultivos. La
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) menciona que el
promedio anual de produccion de plaguicidas es de 31, 767 toneladas de 2007 a 2018
(Informe del Medio Ambiente en México, 2018).

Entre los herbicidas mas utilizados, e incluso recomendados para su uso en
México, pero prohibidos en otros paises, se encuentran el Paraquat y el acido
diclorofenoxiacético (2,4-D), por lo que en la presente investigacion nos enfocamos en

ellos, y a continuaciébn mencionamos sus generalidades.

[.1.1.2 Paraquat

El Paraquat (PQT; dicloruro de 1,1 ’dimetil 4,4’ bipiridilo; CAS 1910-42-5) fue sintetizado
por Weidel y Rosso en 1882. Hay varios métodos disponibles para la sintesis de
Paraquat. EI método mas comun se produce acoplando piridina en presencia de sodio en
amoniaco anhidro y cuaternizando el 4,4-bipiridilo con un exceso de cloruro de metilo
para obtener dicloruro de Paraquat (Figura 1). Pertenece al grupo de herbicidas
bipiridilium de amonio cuaternario, se ha utilizado desde 1960 y se encuentra entre los
mas utilizados en todo el mundo debido a su fabricacion econdmica. Es un herbicida de
amplio espectro de accion rapida, no selectivo, de contacto. Se utiliza principalmente en
ferrocarriles y bordes de carreteras para prevenir el crecimiento de malezas y pastos de
hoja ancha (Dinis-Oliveira et al., 2008).

EI PQT es un compuesto altamente toxico para humanos y animales. Se encuentra
dentro de la categoria toxicoldgica Il, definido como moderadamente peligroso. Ya ha
sido prohibido en méas de 38 paises, sin embargo se sigue utilizando en mas de 130
paises aunque presenta una mortalidad anual del 54%, 74% y 80% en paises como
EEUU, Francia y Asia respectivamente; siendo Asia el mayor ocupante con fines suicidas.

En México sigue siendo parte de los programas gubernamentales que apoyan el campo



y aunque se desconoce con exactitud la cantidad que se utiliza en los cultivos forma parte
de la lista de las 31,767 toneladas utilizadas de 2007 a 2019 (Hoshina et al., 2018;
CEDRSSA, 2020).

2N ) + Na/NH,O,
Piridina \ /

Figura 1. Sintesis del Paraquat. Se produce —

a partir del acoplamiento de piridina en N / \
presencia de sodio en amoniaco anhidro, y
cuaternizando el 4,4-bipiridilo con un exceso
de cloruro de metilo para obtener dicloruro de
Paraquat. Tomado de Dinis-Oliveira et al., 2CH,CI
2008.

4,4-bipiridilio

Paraquat

2CI + Hsc—+ N\ / / \N+—CH3

Ademas, el PQT es altamente persistente, la vida media estimada es de 1000 dias.
En el aire predomina en fase de patrticulas, y suele ser removido de la atmosfera por
gravedad o precipitacion junto con la lluvia. Es altamente afin a los suelos, se une rapida
y fuertemente a las arcillas, humus y materiales organicos. En sistemas acuaticos la
persistencia puede ser mayor que en el suelo por la menor disponibilidad de oxigeno y
suele ser adsorbido a los sélidos suspendidos y sedimentos o absorcion de las plantas
acuaticas. De manera patrticular es casi insignificante su potencial de bioconcentracion,
sin embargo, puede bioacumularse en las plantas acuaticas. Pero puede ser
fotodegradado en la superficie de las hojas de las plantas. La volatilizacion en el ambiente
en general no es un destino importante para este compuesto, como tampoco lo son la
fotdlisis e hidrolisis en agua (Dinis-Oliveira et al., 2008; Roede y Miller, 2014).

La toxicidad de PQT es diferente de acuerdo con cada organismo es decir se torna
moderada en aves, ligera a moderada en moluscos y zooplancton, ligera en crustaceos,
nula a moderada en peces y nula a ligera en anfibios e insectos. A concentraciones

elevadas puede inhibir la fotosintesis en algunas especies de algas y al contacto directo



puede destruir los tejidos verdes en las plantas. En un supuesto bajo condiciones de uso
recomendado no constituye un riesgo para la vida silvestre. Existen evidencias limitadas
que el PQT sea capaz de producir cancer en especies de animales de laboratorio.

El PQT se puede absorber rapidamente por inhalacion y a través del intestino
después de la ingestion. La absorcién después de la ingesta oral es de aproximadamente
el 10%. La absorcion a través de la piel intacta es generalmente baja, pero aumenta
sustancialmente si la piel esta dafiada, también ha provocado la muerte en humanos.
Después de la ingesta oral, hay una alta concentracion inicial en el higado y los rifiones,
que luego se reduce. La concentracion plasmaética es relativamente estable durante 30 h
y aumenta la concentracion en los pulmones. Los niveles bajos de PQT pueden retenerse
en el tejido muscular después de la exposicion de la piel y liberarse lentamente a la sangre
(Roede y Miller, 2014).

Los pulmones son el principal érgano diana del PQT, y la insuficiencia respiratoria
resultante de la inflamacion pulmonar grave y la fibrosis intersticial es una de las
principales causas de muerte. Ademas, el PQT puede generar especies reactivas de
oxigeno que estan asociadas con dafio celular y apoptosis en muchos 6rganos. El
contacto a corto y largo plazo provoca irritacion, retrasa la recuperacion de cortes y
heridas en la piel. La intoxicacion grave por PQT es caracterizado por insuficiencia
multiorganica, que afecta principalmente a los pulmones, rifiones e higado (Chen et al.,
2012; Marashi et al., 2019).

1.1.1.3 Acido 2,4-diclorofenoxiacético

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; CAS 94-75-7) pertenece al grupo de los
herbicidas fenoxiacéticos, que constituyen uno de los mayores grupos de herbicidas
vendidos en todo el mundo. Actualmente, se utilizan dos procesos para la producciéon de
2,4-D. En el primer proceso, el fenol se condensa con acido cloroacético formando acido
fenoxiacético, que posteriormente se clora. En el segundo proceso se clora el fenol,
generando 2,4-diclorofenol, que posteriormente se condensa con acido cloroacético
(IARC, 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Sintesis del &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a partir de dos vias: (A) via 2,4-diclorofenol
y (B) a partir el acido cloroacético. Tomado de IARC, 2018.

Las formulaciones del herbicida 2,4-D son derivados de compuestos fendlicos y
pertenecen a la familia de herbicidas de acido fenoxiacético. Son considerados herbicidas
moderadamente toxicos, clase 2B por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017).
Son auxinas de hormonas vegetales sintéticas empleadas en muchos cultivos, incluidos
arroz, trigo, sorgo, cafia de azucar y maiz para controlar las malezas de hojas anchas.
Estos herbicidas tienen un modo de accién anélogo a la hormona auxina natural.

El mecanismo de accién de los herbicidas de auxina depende de la dosis y este
efecto depende de la sensibilidad de los tejidos y las especies. A las dosis recomendadas,
los herbicidas de auxina pueden actuar con las propiedades de una hormona auxina
natural. Sin embargo, concentraciones mas altas que las recomendadas provocan
irregularidades en el crecimiento de plantas sensibles (Magnoli et al., 2020; Pazmifio et
al., 2012).

El uso de herbicidas a base de 2,4-D se inici6é en 1940 durante la Segunda Guerra
Mundial y su aplicacion generalizada aumenté cuando aparecio la necesidad de un
herbicida alternativo contra las malas hierbas resistentes al glifosato. Se utiliza por su

selectividad sobre malezas de hoja ancha. Actualmente se utiliza la combinacién de 2,4-



D y glifosato debido a la necesidad de incrementar el espectro de accion de ambos
herbicidas. Ademas de la forma acida en el mercado mundial, hay tres formulaciones de
este herbicida, el inorgénico, la amina y las sales de ésteres. Hay méas de 600 productos
que contienen 2,4-D en el mercado. En 2001, la formulacion basada en estos compuestos
representd alrededor del 90-95% del total de 2,4-D comercializado en el mundo. Los
Estados Unidos de América, Sudamérica, Europa y Rusia son los principales mercados
y productores de 2,4-D, y su consumo aumento6 alrededor del 40% en la ultima década
(USDA, 2017). La principal fuente de exposicion al 2,4-D en humanos y animales es el
aire, el agua potable, el suelo y los alimentos contaminados. Ademas, el trabajo humano
en el campo y en las fabricas de sintesis de 2,4-D son las practicas con mayor riesgo
(Figura 3) (Magnoli et al., 2020).
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Figura 3. Ruta ambiental del 2,4-D después de la aplicacién agricola y doméstica. Los herbicidas
como el 2,4-D, después de su aplicacion en los cultivos, llega al humano y a los animales a través de la
volatilizacion, escorrentia, y al bioacumularse en los organismos y biomagnificarse a través de la cadena
trofica. Tomado de Magnoli et al., 2020.



El 2,4-D residual y sus principales metabolitos de degradacion persistente
(como 2,4-DCP; 2-CP; 4-CP) producen efectos toxicos inespecificos en organismos
no objetivo. Se han demostrado efectos hepatotoxicos y nefrotdéxicos en animales
cuando estan expuestos a altos niveles de estos herbicidas (Fent, 2003). Sumado
a estos efectos, también se informan alteraciones inespecificas como problemas de
miocardio, depresion del sistema nervioso central e irritacion gastrointestinal. El 2,4-
D y sus derivados provocan una gran preocupacién por sus fuertes efectos
negativos en diferentes tipos de organismos. En peces, el contacto directo con la
concentracion base de 2,4-D esta involucrado en las deformaciones en la luz del
tubulo del hepatopancreas y en la mielinizacion de las alteraciones histopatoldgicas
del tejido branquial (Bortolozzi et al., 2003; Benli et al., 2016).

Con respecto a la exposicion de 2,4-D en humanos, se ha descrito que la
exposicion a 2,4-D puede estimular la produccion de especies reactivas de oxigeno,
induciendo estrés oxidativo y provocando lesiones mutagénicas y peroxidacion de
las lipoproteinas. Ademas, la alta exposicion a 2,4-D se asocio con un aumento del
riesgo de linfoma no Hodgkin 3.8 veces en comparacion con un historial de baja
exposicion; esta asociacion aparecié en mujeres y hombres. La leucemia no se
asocio6 con 2,4-D (Lerro et al., 2017).

Independientemente del tipo de plaga a la que se ataque (herbicida,
rodenticida, fungicida, etc.), ya se ha demostrado que la exposicion a ciertos
plaguicidas representa un peligro continuo para la salud, especialmente en el
entorno agricola. Puesto que, por propia naturaleza, los plaguicidas muestran un
alto grado de toxicidad porque estan diseflados para erradicar ciertos organismos
y, por lo tanto, crean algun riesgo de dafio. En este contexto, su uso ha suscitado
serias preocupaciones no solo por los posibles efectos en la salud humana, sino
también por los impactos en la vida silvestre y los diversos ecosistemas (Damalas,
2009; De et al., 2014).



I.1.2 Ecotoxicologia de los plaguicidas

Los plaguicidas presentan efectos adversos sobre el medio ambiente, en particular,
el uso inadecuado se ha relacionado con la pérdida o reduccion de especies
beneficiosas (organismos no objetivo), contaminacion del agua por plaguicidas
moviles o derivados de estos; contaminacion del aire por plaguicidas volatiles; dafio
en plantas no objetivo debido a la deriva de herbicidas; dafio a cultivos rotatorios
por residuos de herbicidas que permanecieron en el campo; dafio al cultivo debido
a altas tasas de aplicacion, tiempo de aplicacion incorrecto o condiciones
ambientales desfavorables en y después de la aplicacion de plaguicidas (Damalas
y Eleftherohorinos, 2011; Sharma et al., 2019).

Los efectos adversos de los plaguicidas sobre el medio ambiente dependen
en gran medida de sus propiedades fisicoquimicas (presion de vapor, estabilidad,
solubilidad, pKa), la adsorcion y la persistencia en suelo, de factores como pH,
componentes organicos, superficies inorganicas, humedad del suelo, microflora y
fauna del suelo, especies de plantas y la variacion climatica han sido reconocidos
durante mucho tiempo como los factores mas importantes que afectan el destino
del plaguicida en el ambiente y, en consecuencia, la actividad, la selectividad y los
efectos adversos (Sharma et al., 2019).

Aunque el suelo agricola es el principal receptor de plaguicidas, los cuerpos
de agua adyacentes suelen ser el receptor final de los residuos. Plaguicidas como:
aldrina, clordano, diclorodifeniltricloroetano (DDT), dieldrina, endrina, heptacloro y
hexaclorobenceno contienen contaminantes organicos persistentes (COP) que
resisten la degradacion y, por lo tanto, permanecen en el medio ambiente durante
afios (Kim et al., 2017). Ademas, tales compuestos son capaces de bioacumularse,
biomagnificarse y pueden bioconcentrarse hasta 70.000 veces en relacion a la
concentracién inicial (Hernandez et al., 2013). Ya se ha descrito que la aplicacién
repetida de plaguicidas conduce a la pérdida de biodiversidad y aumenta la
resistencia a las plagas. Se ha estimado que el 95% de los plaguicidas aplicados
tienen el potencial de impactar organismos no objetivo y dispersarse ampliamente

en el medio ambiente (Damalas, 2009; Sharma et al., 2019).



La degradacion y la sorcion son factores que influyen en la persistencia de
plaguicidas en el suelo. Los impactos de algunos compuestos plaguicidas pueden
durar décadas, afectando negativamente la conservacion del suelo y reduciendo la
biodiversidad y calidad del suelo (Jacobsen y Hjelmsg, 2014).

La contaminacién atmosférica de plaguicidas puede ocurrir a través de la
deriva de plaguicidas (deriva de la pulverizacion aérea) y volatilizacién posterior a
la aplicacion. Incluso en interiores, las corrientes de aire creadas por calefaccion,
refrigeracion y los sistemas de ventilacion pueden ser un mecanismo para la
propagaciéon de plaguicidas utilizado en ambientes interiores (insecticidas,
rodenticidas, etc.). El uso de plaguicidas representa aproximadamente el 6% del
nivel total de ozono troposférico. Se han encontrado concentraciones altas de
plaguicidas en el aire ambiental de sitios de cultivo, siendo estos sitios potenciales
de riesgo para la vida silvestre (Damalas, 2009; Kim et al., 2017).

También se han encontrado residuos de plaguicidas en la lluvia y en las
aguas subterrdneas. En algunos paises como Hungria, los contaminantes mas
comunes en el agua fueron atrazina (6%), acetoclor (4%), propisocloro (1,5%),
metolacloro (1,5%), diazindn (1%) y 2,4-D (1%) (Székacs et al., 2015). En el agua
potable de Turquia se han encontrado concentraciones altas de beta-
Hexaclorociclohexano (3-HCH), 4,4'-DDT, endrina cetona y metoxicloro (Bulut et al.,
2010); ademas de encontrar residuos de plaguicidas organoclorados en aguas
superficiales entre 2000 y 2002 en el rio Klicik Menderes en Turquia (Turgut, 2003).
La contaminacion del medio acuatico con plaguicidas se ha observado en muchos
paises del mundo, por ejemplo, en Argentina, Australia, Grecia, Nigeria, Portugal,
Espafia, Uruguay y Estados Unidos de América (Bojarski y Witeska, 2020).

En cuanto a la fauna, tanto en reptiles como mamiferos estan expuestos
diariamente a una variedad de plaguicidas a través del contacto, ingestion,
inhalacién, transferencia materna a los huevos, exposicion dérmica y absorcion por
los huevos de los ambientes circundantes. La mayoria de las areas donde habitan
estos organismos se encuentran en la proximidad de campos con intensa actividad
agricola. El principal problema para la salud de las poblaciones es la coincidencia

de su época de reproduccion con el periodo de maxima aplicacion de plaguicidas
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(primavera y verano), lo que implica un riesgo de contaminacion especialmente
importante para los embriones en desarrollo y los recién nacidos. Ademas, los
contaminantes acumulados en el cuerpo materno podrian llegar al embrién a través
de layema, la placenta, afectando también el desarrollo embrionario y fetal (Bojarski
y Witeska, 2020; Mestre et al., 2020).

En peces, existen extensos estudios sobre los efectos toxicos de varios
plaguicidas. La exposicion a estos provoca alteraciones metabodlicas que se
manifiestan como cambios en los indices bioquimicos, lesiones histopatoldgicas y
cambios en los parametros hematolégicos. También, la exposicién a plaguicidas
puede provocar alteraciones endocrinas, reproductivas, de crecimiento e incluso
conductuales. En todo el mundo que se ha informado que son capaces de inducir
diversas alteraciones adversas en lineas celulares humanas y otras especies
(Mestre et al., 2020).

En el caso de PQT y 2,4-D, como se menciono con anterioridad, ambos ya
se han prohibidos en varios paises, y se ha observado que puede causar
alteraciones los parametros hormonales (disrupcién endocrina) y reproductivos, sin
embargo, aun no se han catalogados como disruptores endocrinos (Van der Oost
et al., 2003; Carnevali et al., 2018).

[.1.3 Plaguicidas como disruptores endocrinos

Los EDC (Endocrine Disrupting Chemicals, por sus siglas en inglés) son sustancias
capaces de alterar el sistema hormonal (mimetizando, potenciando, bloqueando o
inhibiendo la accion de las propias hormonas) lo que resulta critico para el
crecimiento, el desarrollo, la reproduccidn, la diferenciacion sexual y la regulacién
de los procesos metabdlicos (Van der Oost et al., 2003; Carnevali et al., 2018).
Existen dos tipos de disruptores endocrinos: los no persistentes, capaces de
actuar durante cortos periodos de tiempo y en momentos criticos del desarrollo y
pueden desaparecer del organismo con facilidad; y los persistentes, que se
acumulan en el organismo y actdan aunque la exposicion no haya tenido lugar en
un momento critico, por lo que se le atribuye baja biodegradabilidad, el transporte a

otros lugares por el aire y el agua, asi como la bioacumulacién en la cadena tréfica
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(Hutchinson, 2006). A continuacion, se describen cuatro principales vias de accion

de un EDC:

1. Por unibn y activacibn de receptores estrogénicos-androgénicos
(xenoestrégenos y xenoandrégenos). Estos EDC se unen y activan el receptor
estrogénico y presentan efectos aditivos y/o sinérgicos con la consecuente
accion mas prolongada. Varios tejidos como las gonadas, higado, cerebro y
Organos sexuales accesorios muestran una cantidad elevada de este tipo de
receptores.

2. Por unién sin activacion del receptor estrogénico. Actian como antiestrogenos
o antiandrégenos. Tal es el caso de las dioxinas y PCBs.

3. Por modificaciéon del metabolismo hormonal. Actuan sobre la ruta metabdlica del
estradiol y son capaces de aumentar la concentracién plasmatica de dicho
esteroide, impiden su sintesis y aumentan la velocidad de degradacion tal es el
caso de plaguicidas como el lindano y la atrazina.

4. Por modificacién del nimero de receptores hormonales en la célula. Un EDC es
capaz de reducir o aumentar el nimero de receptores, por lo tanto, afecta el

estado de respuesta a las hormonas naturales o sintéticas.

El desarrollo y mantenimiento de las funciones reproductivas, es en gran
medida controlada por hormonas esteroides y por lo tanto puede estar influenciado
por EDC. Los estudios in vivo e in vitro han demostrado que los EDC, como los
contaminantes organicos persistentes (COP), bifenilos policlorados (PCB),
plaguicidas organoclorados y otros compuestos pueden imitar y/o antagonizar
hormonas enddgenas. Especificamente, en procesos reproductivos masculinos, se
ha descrito que la exposicion a los EDC se asocia con atrofia testicular y fertilidad
reducida en mamiferos (Long et al., 2007).

Estudios epidemioldgicos han demostrado la asociacion general de PCB y
pesticidas organoclorados con una motilidad, concentracion y morfologia de
espermatozoides anormal en hombres (Hauser et al. 2002). Sin embargo, aun no
es concluyente si la exposicion a niveles bajos de EDC tiene un impacto en la

reproducciéon masculina.
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[.1.4 Reproduccion masculina

El sistema endocrino juega un papel importante en la regulacion de diversos
procesos entre ellos la reproduccién. En el caso del género masculino para que se
lleve a cabo la reproduccion se requiere de dos procesos (esteroidogénesis y
espermatogénesis) en los cuales se ven involucrados distintos ejes hormonales,
principalmente, el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo. El hipotalamo es el encargado
de segregar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) estimulando la
produccion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante
(LH) en el I6bulo anterior de la hipdfisis (adenohipdfisis). Las hormonas hipofisarias
FSH y LH estimulan la funcion endocrina y exocrina del testiculo (Arrondo, 1999).

En el caso del funcionamiento endocrino en la esteroidogénesis, la LH
estimula a las células de Leydig para secretar andrégenos, particularmente
testosterona. La testosterona inhibe de forma directa la secrecion de GnRH en el
hipotalamo, provocando una disminucion de LH en la adenohipofisis, 1o que reducira
la produccion de testosterona en las células de Leydig. La mayor parte de la
inhibicién de la secrecion de la hormona masculina se atribuye a este mecanismo
de retroalimentacion. Ademas, el testiculo es capaz de metabolizar la testosterona
a estradiol mediante las enzimas aromatasas presentes en los tubulos y el
intersticio. El estradiol, en concentraciones fisiolégicas, también disminuye la
frecuencia y amplitud de los pulsos de LH (Arrondo, 1999).

La funcién exocrina es un proceso dinamico implicado en la multiplicacién,
maduracién y diferenciacion de células germinales hasta la formacién de células
maduras denominado espermatogénesis. Esta se lleva a cabo en los tubulos
seminiferos actuando en los receptores especificos de las células de Sertoli para la
produccion de espermatozoides y se estimula por la FSH (Arrondo, 1999; Barret et
al., 2016). Un factor importante que actta sobre la hipdfisis frenando la produccién
de FSH es la hormona llamada inhibina, producida por las células de Sertoli. En
presencia de una dotacion de células espermatogénicas en el epitelio seminifero, la
inhibina se va liberando de modo continuo y actia sobre la hipofisis para frenar o

suprimir la produccién de FSH. También se conoce que la propia testosterona y el
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estradiol son capaces de reducir los niveles séricos de la FSH (Arrondo, 1999). La
testosterona también es necesaria para el proceso de la espermatogénesis.

Las células de Sertoli sintetizan una proteina fijadora de andrégenos (la ABP:
androgen binding protein) que es necesaria para mantener una concentracion
adecuada de testosterona en el epitelio seminifero. La ABP se segrega a la luz de
los tubulos y transporta la testosterona necesaria para mantener una funcién normal
del epitelio que reviste los tubulos eferentes y el epididimo completando el proceso
de la espermatogénesis (Figura 4; Barret et al., 2016).

Cerebro

Hipotalamo

Inhibina

A

Espermatocitos Testosterona

Testiculo
v
/Segundos
vmensajero
Célula de
Sertoli » 0 ..
e 5> 0
v S e 0 <
Espermatozoides <
'> 7
Testosterona
l L

Figura 4. Eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo. El hipotdlamo sintetiza y libera la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula a la adenohipdfisis para que libere a las hormonas
luteinizante (LH) y a la hormona foliculo estimulante (FSH). La LH actia en las células de Leydi para
la esteroidogénesis, mientras que la FSH act(a en las células de Sertoli para la espermatogénesis.
Proteina fijadora de andrégenos (ABP). Tomado de Shah et al., 2021.
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1.1.5 Participacion del eje tiroideo en la reproduccion masculina

Otro eje implicado en la reproduccion masculina es el eje tiroideo. Este eje
esta conformado por el hipotalamo, la hipdfisis y la tiroides, y se encarga de la
regulacion de las hormonas tiroideas. Las hormonas tiroideas son esenciales para
el crecimiento y desarrollo pre y posnatal normales, y se sabe que juegan un papel
fundamental en la regulacion del metabolismo de casi todos los tejidos de los
mamiferos. Estas hormonas son importantes para el desarrollo normal del sistema
nervioso central, sistema pulmonar, sistema cardiovascular y sistema reproductivo
(Zamoner et al., 2011).

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es sintetizada en las neuronas
del nacleo paraventricular del hipotdlamo, para luego transportarse por el sistema
portohipofisiario hasta la glandula adenohipdfisis para estimular la sintesis y
secrecion de la hormona estimulante de tiroides (TSH). Esta hormona a su vez
estimula la sintesis y secrecion de hormonas tiroideas en la glandula tiroides (Lam
de Calvo y Castillero de Santos, 2021).

La tetrayodotironina (tiroxina; T4) es la hormona tiroidea que se secreta en
mayor proporcion por la glandula tiroides, sin embargo, para poder llevar a cabo su
funcidén, esta hormona necesita convertirse a triyodotironina (T3); es decir perder un
yodo. Este proceso se da a través de tres enzimas desyodantes (DIO1-3). La
conversion se logra principalmente por la DIO tipo 1 y tipo 2 (DIO1 y DIO2), su
accion modifica la disponibilidad de T3 local, asi como los niveles séricos
(Hernandez et al., 2017).

La T3 y T4 son moléculas sin carga y liposolubles, sin embrago tienen baja
tasa de difusibn a través de la membrana celular por lo que requieren ser
transportadas al interior de las células blanco y lo hacen por medio de
transportadores de membrana especificos. Tal como transportadores de
monocarboxilatos (MCT8 y MCT10) y los polipéptidos transportadores de aniones
organicos (OATP1C1), y otros menos especificos como los transportadores de
aminoacidos tipo L (LAT1 y LAT2) EI MCT8 puede transportar T4, T3y rT3; el
MCT10, principalmente T3; por su parte los LAT1 y LATZ2 transportan T3 y T4 con
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muy poca especificidad. Por altimo, los transportadores OATP1C1 transportan T4,
T3y T3 (Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021).

Las hormonas tiroideas actian principalmente a nivel genémico por medio
del control de la expresion de genes especificos a través de sus receptores. Los
receptores nucleares para las hormonas tiroideas (TRs) son factores de
transcripcion con sensibilidad a estas hormonas, se encuentran unidos a la
cromatina y pueden alterar la transcripcion de genes especificos. Existen cuatro TRs
que poseen un dominio de union al ADN y otro dominio a unién de hormona tiroidea,
entre los cuales se encuentran TRal, TRB1, TRB2 y TRB3. Estos receptores son 10
veces mas afines a T3 que a T4, ademas, pueden formar un heterodimero con el
receptor del acido 9-cis-retinoico llamado Receptor de Retinoide X (RXR); esta
union intensifica la union de los TRs con el ADN, por lo cual se genera un incremento

en la actividad biologica (Figura 5; Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021).
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Figura 5. Mecanismo de accion de las hormonas tiroideas. La T4 y T3 séricas entran a la célula
blanco. La T4 pierde un yodo y se convierte en T3. El receptor nuclear de hormona tiroidea (TR)
forma heterodimero con el receptor del &cido retinoico (RXR) este complejo TR-RXR se une
al ADN en el Elemento de Respuesta a Hormonas Tiroideas (THRE). La unién de T3 al receptor
induce aumento o disminucién de la transcripcion de genes que rigen la sintesis de proteinas.
Modificado de Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021.
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Los TRs funcionan mediante interaccion con secuencias especificas de los
genes regulados, denominados Elementos de Respuesta a Hormonas Tiroideas
(THRE). En ausencia de T3, el complejo TR-RXR, que se une a los THRE de los
genes de los tejidos blanco, forma un complejo proteico con correpresores (SMRT
y N-Cor) que se unen a deacetilasas de histonas (Sin3, HDAC), para mantener
compacta a la cromatica y la transcripcion reprimida. La union de T3, hace el cambio
de conformacién de receptor, liberando a los correpresores y forma un complejo
coactivador (SRC-1) con proteinas que inducen la acetilacion de la cromatina
(CBP/p300, pCAF) y asi permitir la transcripcién génica. Todo ello para formar una
gran cantidad de ARN mensajero de distintos tipos, para proceder en minutos u
horas a la traduccién en los ribosomas citoplasmaticos para formar cientos de
proteinas intracelulares (Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021).

Las hormonas tiroideas pueden actuar sobre el testiculo y demas érganos
reproductivos modulando la secrecién y el efecto de las hormonas gonadotréficas
(LH y FSH), factores de crecimiento y otras proteinas que regulan la funcion
reproductiva y sexual (Carosa et al., 2017; Hernandez et al. 2018).

Se ha descrito que las hormonas tiroideas regulan los niveles de ARNm del
transportador de glucosa tipo 1, la actividad de la aromatasa, y varios procesos de
las células de Sertoli y de Leydig en varias especies de mamiferos. Las hormonas
tiroideas pueden afectar la proliferacion de células de Sertoli de forma directa o
indirecta. Generalmente, la forma indirecta esta mediada por la T3 que inhibe la
produccion de FSH y reduce la proliferacion de estas. Algunos estudios demostraron
que el tratamiento con T3 puede reducir la actividad de proliferacion, asi como el
periodo de proliferacion y el numero de células de Sertoli al acelerar la acumulacién
de los inhibidores del ciclo celular p27Kiply p21Cipl. Cabe sefialar que la hormona
tiroidea, el &cido retinoico y la testosterona comparten efectos supresores similares
sobre la tasa de division de las células de Sertoli sin ningun efecto aditivo aparente.
Otro estudio mostro que las conexinas 43 (Cx43) podrian ser un objetivo intermedio
de T3 en la inhibicién de la proliferacion de células de Sertoli. La presencia de TRs
especificos, descritos en células de Sertoli prepuberales, implica la existencia de

una influencia temprana y critica de las hormonas tiroideas en el desarrollo testicular
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(Jannini et al., 1999). En este contexto, se ha demostrado que la relacion
TRa2/TRal aumenta progresivamente desde la vida fetal hasta la edad adulta, lo
que refuerza que probablemente se requiera TRal durante la diferenciaciéon y el
desarrollo normal de los testiculos (Jannini et al., 2000). Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren claramente que las hormonas tiroideas y sus receptores estan
involucrados en la diferenciacion de testiculos y confirman que la edad prepuber es
el objetivo importante de estas hormonas.

En roedores, la Dio2 se presenta en testiculos en desarrollo hasta la edad
adulta localizada en células germinales. También se ha detectado actividad en
menor proporcion de Diol en los testiculos en desarrollo, pero se desconoce su
significado funcional y las células que expresan la enzima. La expresion de Dio3 es
alta en testiculos de rata y ratén en desarrollo, con la mayor expresion durante las
primeras dos semanas de vida (Bates et al., 1999; Martinez et al., 2016; Hernandez
etal., 2017; 2018).

En cuanto a TRs, Thra se expresa predominantemente en los testiculos de
roedores en desarrollo y en la edad adulta. Por su parte en el humano no se observa
expresion de THRPB pero si un nivel significativo de THRa a diferentes edades
observandose un pico elevado en la edad neonatal temprana disminuyendo en la
edad adulta (Hernandez et al., 2017; 2018).

Actualmente se sabe que tanto Mct8 como Oatplcl estan expresados en los
testiculos. Por su parte, el Mct8 se expresa fuertemente en testiculos de pollo y de
ratbn mayormente en neonatos que en adultos (Heuer y Visser, 2009; Martinez et
al., 2016; Bourgeois et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que, en humanos y roedores, las
alteraciones en el estado de las hormonas tiroideas pueden causar anormalidades
testiculares, influyendo en la esteroidogénesis y la fisiologia de los androgenos
(Maran, 2003). Ademas, alteran la espermatogénesis, lo que en Udltima instancia
conduce a una reduccion de la fertilidad masculina. Por lo que niveles anormales de
hormonas tiroideas durante etapas particulares de desarrollo conducen a defectos
moleculares, celulares y funcionales en los testiculos (Wagner et al.,, 2008;
Castaneda et al., 2014; Gao et al., 2014).
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La mayoria de los efectos no gendmicos de las hormonas tiroideas involucran
respuestas celulares mediadas por iones de calcio (Ca?*) en diferentes tipos de
células. Se sabe que los canales de Ca?* son enlaces esenciales entre cambios
transitorios en el potencial de membrana y una variedad de respuestas celulares.
Ménegaz et al. (2010) demostraron que la T4 desencadena una entrada de Ca?*
rapida y transitoria en las células de Sertoli. Ademas, se requerian actividades
extracelulares de Ca?* y del canal de Ca?* dependiente de voltaje (VDCC) para la
captacion de aminoacidos inducida por T4, y este efecto fue independiente de la
sintesis de proteinas. Ademas, se ha descrito que tanto la T3 como la T4 estimulan
la hiperpolarizacion de las células de Sertoli (Menegaz et al.,, 2006), pero
curiosamente, a pesar de las aparentes similitudes de estos efectos, el mecanismo
de accion de T3, desencadenando la acumulacion de aminoacidos, dependia de la
sintesis de proteinas activas, mientras que la accion de T4 no (Menegaz et al.,
2006).

Ademas del Ca?*, otros canales i6nicos son modulados por las hormonas
tiroideas en los testiculos. La evidencia de la participacion de diferentes canales de
potasio (K*), Ca?*y cloro (CI7) en el mecanismo de accién de las hormonas tiroideas,
caracteriza a la membrana plasmatica como un importante microambiente capaz de
coordinar rutas estratégicas de transduccién de sefiales en testiculos de rata
(Menegaz et al., 2006, 2010, Zamoner et al., 2011).

Independientemente de las hormonas, practicamente todas células requieren
de los canales i6nicos para desempefar sus funciones. Dado que los
espermatozoides son transcripcional y traduccionalmente inactivos, lo que significa
gue los espermatozoides son en gran medida incapaces de sintetizar nuevo ARNm
o traducirlo en nuevos polipéptidos, todas las actividades celulares en su interior se
llevan a cabo mediante sefiales controladas por los canales i6nicos de los
espermatozoides y transportadores de membrana que generalmente se heredan

durante su diferenciacion (Miller et al., 2015).
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1.1.6 Canales i6nicos implicados en la funcion espermatica

La sefalizacion celular en el espermatozoide es iniciada y mantenida por
canales ionicos permeables a cationes, a protones, no selectivos y varios canales
activados por ligandos que se encargan de regular multiples procesos inmersos en
la capacitacion espermatica. Entre los canales idnicos que participan en la motilidad
hiperactivada, vital para la supervivencia y fertilidad de los espermatozoides, se
encuentran: el canal de Ca?* (CatSper), el canal de K* (KSper), el canal de H* (Hv1),
el canal Na* y el canal receptor de potencial transitorio tipo vanilloide (Trpv4) (Kumar
et al., 2016; Mundt et al., 2018). En la presente investigacion nos enfocaremos al

canal CatSpery al Trpv4.

[.1.6.1 Canal de cationes de los espermatozoides, CatSper

El canal de cationes CatSper se expresa en testiculos y exclusivamente se
encuentra localizado en el fragmento principal del flagelo de los espermatozoides
maduros. Es débilmente dependiente de voltaje, sensible al pH, selectivo a Ca?*, es
decir, controla la entrada de iones de calcio en espermatozoides, indispensable para
la fertilidad masculina. CatSper es un canal heterotetramérico, se conforma por
cuatro subunidades a (alfa) encargadas de la formacion del poro (CatSper 1-4) y
cinco subunidades auxiliares adicionales: CatSper 8 (beta), CatSper y (gamma) y
CatSper 0 (delta), CatSper  (zeta) y CatSper € (épsilon), codificadas por al menos
siete genes, lo que lo convierte en uno de los canales mas complejos (Figura 6)
(Lishko et al., 2012, Lin et al., 2021).

En 2001, se descubrié el primer poro que forma la subunidad del canal de
cationes CatSper, nombrado como CatSper 1, después del descubrimiento de otras
subunidades. El gen CatSperl de raton se encuentra en el cromosoma 19 y codifica
una proteina de 686 aminoacidos; mientras que, el gen CatSper2 se identifico como
otra subunidad a formadora de poros. Los dos miembros de la familia, CatSper3 y
CatSper4, se identificaron posteriormente mediante bases de datos in silico.
CatSper3 (Tabla 1) (Rahban et al., 2020).

CatSper 1 es diferente de las otras tres subunidades a puesto que posee un

gran dominio terminal citoplasmatico rico en histidina que se especula que funciona
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como un sensor de pH (83 histidinas en los 446 aminoacidos que componen el
extremo N). De hecho, se observa que la similitud de secuencia entre las cuatro
subunidades a es baja y oscila entre el 16 y el 22 %. Lo mismo sucede con la
homologia de las diferentes subunidades de CatSper entre especies como en el
raton y el ser humano que oscila entre el 50 % (CatSperl) y el 69 % (CatSper4) lo
gue es relativamente bajo. Esto podria explicar las diferencias significativas en la
funcion y regulacion de CatSper en estas especies (Singh, et al., 2015; Rahban et
al., 2020).
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Figura 6. El canal de cationes de los espermatozoides, CatSper. El canal CatSper se localiza en
la parte media del flagelo de los espermatozoides. CatSper se compone de al menos diez
subunidades que incluyen CatSperl—4 que forma poros, CatSperf, CatSpery, CatSperd y CatSpere
que no forman poros, y CatSper( citosolico y la proteina 9 que contiene el dominio de unién a calcio
(EFCAB9). Tomado de Wang et al., 2021.

Tabla 1. Localizaciéon cromosémica e identificadores de genes de las subunidades de CatSper
en ratones y humanos.

Gen Cromosoma Aminoécidos Cromosoma Aminoécidos
(humano) Ratén
CatSper 1 11913.1 780 19A 686
CatSper 2 15915.1-15.3 530 2E5 588
CatSper 3 5¢31.1 344 13B1 395
CatSper 4 1p36.11 472 4D3 442
CatSper 8 14932.12 1116 12E 1109
CatSpery 19913.2 1159 7B1 1145
CatSper 6 19p13.3 798 17D 805

Tomado de Singh, et al., 2015; Rahban et al., 2020.
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El canal CatSper se conserva evolutivamente en el genoma de especies
desde mamiferos tal como: humanos, chimpanceés, perros y ratas, lo mismo ocurre
con invertebrados erizos de mar, reptiles, tunicados, equinodermos y cnidarios. Sin
embargo, los genes CatSper se pierden en los genomas de aves, anfibios, insectos,
peces, moscas, gusanos y plantas (Singh et al., 2014).

Diversos estudios demuestran que la interrupcion dirigida de cada una de las
cuatro subunidades a formadoras de poros CatSperl-4 conduce a la infertilidad
masculina causada por la pérdida de la funcion del canal y la ausencia de motilidad
hiperactivada. De manera similar, los humanos que tienen mutaciones patogénicas
en los genes CATSPER1 Y CATSPER?2 sufren de infertilidad (Singh, et al., 2015;
Rahban et al., 2020).

En términos generales, CatSper al ser permeable permite la afluencia de Ca?*
con ello aumenta la concentracion de calcio intracelular en los espermatozoides,
dando lugar a la motilidad hiperactivada que se define por un aumento en el angulo
de la curva flagelar, lo que resulta en mas movimientos asimétricos (como latigos)
y una fuerza de natacidon mas vigorosa, esencial para llegar al sitio de fertilizacion
(Kirichok et al., 2006; Lishko et al., 2012).

CatSper es un canal regulado por cambios en el pH intracelular, y se sugiere
que la histidina en el dominio N-terminal es la responsable de la sensibilidad de este
parametro. Ademas, se ha demostrado que necesitan de sefales quimicas, como
el liquido folicular, la progesterona y las prostaglandinas para poder llevar a cabo
su accioén biolégica. La progesterona y las prostaglandinas en humanos estimulan
la entrada de Ca?* a través de activacion directa de CATSPER. La progesterona es
liberada por los ovarios y las células del cimulo que rodean al évulo iniciando con
ello un alto flujo de entrada de Ca?" dando como resultado el inicio de la
hiperactivacion del esperma y, posteriormente, la reaccién acrosomal para alcanzar
con éxito la fertilizacidon (Lishko et al., 2011; Brenker et al., 2012).

La sensibilidad de los espermatozoides a la progesterona depende de su
etapa de desarrollo de manera que la sensibilidad maxima se observa en los
espermatozoides eyaculados, lo cual especula que la variacién en la sensibilidad

puede actuar como un filtro de control de calidad del esperma en el tracto
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reproductor femenino de modo que soOlo espermatozoides maduros y de buena
calidad fecundan el 6vulo. También, se cree que las prostaglandinas provocan la
entrada de Ca?* y los ligandos, activando directamente CatSper sin involucrar a los
receptores acoplados a proteina G y la adenosina ciclica monofosfato (Brenker et
al., 2012).

Durante la maduracion, los espermatozoides humanos estan expuestos a
elevadas temperaturas, especialmente antes y durante la ovulacion, que se
correlaciona con un aumento de la temperatura corporal basal en 1 °C por lo que la
presencia de un canal de iones sensible a la temperatura podria servir como sensor
potencial para el inicio de la capacitacion y podria garantizar maduracion final de los
espermatozoides en el aparato reproductor femenino. En este caso, los
espermatozoides cuentan con canales receptores de potencial transitorio tipo
vaniloide (TRPV) (Nilius y Owsianik, 2011; Nilius y Flockerzi 2014).

[.1.6.2 Canal receptor de potencial transitorio tipo vaniloide, TRPV4

El canal TRPV4 se describié por primera vez en el afio 2000, es un canal
catiénico no selectivo. TRPV4 (también conocido como OTRPC4, VRL-2, VR-OAC
y TRP12) se identific6 por primera vez como un canal activado por la inflamacion
celular inducida por hipotonicidad pero, también es sensible a una amplia variedad
de estimulos fisicos y quimicos. Es importante destacar que es capaz de integrar
diferentes estimulos y confiere muchas funciones celulares distintas en varios tipos
de células en todo el cuerpo (Wouter et al., 2010).

Recientemente, TRPV4 ha sido confirmado como un canal iénico sensible a
la temperatura del esperma. Este canal esta distribuido en la pieza principal del
flagelo del espermatozoide donde también residen CatSper y Hvl (Mundt et al.,
2018; Kumar et al., 2020). TRPV4 esta presente en el esperma de varios
vertebrados que van de peces a humanos y regula los niveles de Ca?*, Mg?* y la
termotaxis. El Ca?* intracelular, dependiendo de la concentracién, puede potenciar
o inhibir la actividad del canal TRPV4 (Wouter et al., 2010).
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Los espermatozoides estan expuestos a un aumento tanto en la temperatura
como en los iones de sodio (Na*) al depositarse en el tracto reproductivo femenino.
El flujo de entrada de Na* mediado por TRPV4 induce la despolarizacion de la
membrana, que a su vez activa tanto Hvl como a CatSper. La salida de H* a través
de Hv1 promueve la alcalinizacion intracelular y, por lo tanto, mejora la activacion
de CatSper. La apertura resultante de CatSper genera una entrada de Ca?* a lo
largo del flagelo y sirve como desencadenante de la hiperactivacion (Figura 7;
Mundt et al., 2018).
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Figura 7. Canales ionicos en el espermatozoide. La transicion a la motilidad hiperactivada se
desencadena por un aumento mediado por CatSper en los niveles de calcio citosélico. La funcion
adecuada de CatSper requiere tres mecanismos de activacion concurrentes: (1) despolarizacion de
la membrana, (2) alcalinizacion intracelular a través de la extrusion de protones mediada por Hvl y
(3) abundancia de progesterona (P4). El canal TRPV4 del esperma se activa con temperaturas
cdlidas (37°C en el lugar de la fertilizacién). La entrada de sodio mediada por TRPV4 induce: (1)
despolarizacion de la membrana, que a su vez activa tanto Hvl como CatSper. Luego, Hv1 extruye
protones fuera del esperma, lo que conduce a (2) la alcalinizacién intracelular y una mayor activacion
de CatSper. Tomado de Munt et al., 2018.

Dado que existen estudios epidemiolégicos y en modelos animales que
relacionan a los herbicidas con problemas reproductivos e incluso infertilidad en
machos los genes de estos canales idnicos (CatSper y TRPV4), asi como los genes
involucrados en la accion de las hormonas tiroideas, son posibles candidatos para

utilizarse como biomarcadores para evaluar la funcion testicular.
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1.1.7 Biomarcadores

Unos de los factores de riesgo de muchas patologias se encuentran intimamente
relacionado con la exposicion a téxicos ambientales. El riesgo del deterioro puede
ser evaluado mediante el uso de biomarcadores. Los biomarcadores son
parametros biolégicos medibles capaces de proporcionar informacion del estado de
salud o cuadro patolégico de un individuo y/o una poblacién, se utilizan
principalmente para la compresion de enfermedades desde el tratamiento
adecuado, forma de prevencién, diagndstico y progresion de la enfermedad,
ademas de respuestas terapéuticas, evaluaciones toxicologicas medicamentosas 0
agroquimicas, medicién de riesgo ambiental y epidemiolégico, entre otros (Corella
y Ordovas 2015).

Un biomarcador es una variacion en la respuesta biolégica ya sea molecular,
celular, fisiolégica, y/o cambios conductuales. Es decir, cualquier alteracion en un
organismo o en sus productos como la orina, heces, cabello, plumas, etc., que se
da por la relacion entre el sistema biolégico y un agente externo con potencial
peligroso pudiendo ser quimico, fisico o biologico (Arango 2011; Corella y Ordovas
2015).

Para que un biomarcador pueda ser utilizado es fundamental haber pasado
por un proceso de seleccion y aprobacion considerando diversas caracteristicas
(especificidad, fiabilidad y sensibilidad) como medida de riesgo disponiendo de la
exactitud y precision, ademas de la garantia de la calidad del procedimiento analitico
y la interpretacion de datos de la medicién, que se deben verificar comparados con
otras variables. Para que un biomarcador pueda ser validado debe cumplir con
consideraciones de acuerdo con los lineamientos de la WHO-ICPS1993, ademas
de consideraciones éticas (Arango 2011):

¢ ldentificacion de riesgo: confirmar que el agente es capaz de producir efectos
adversos en el organismo.

e Evaluacién dosis- respuesta: estableciendo relaciones cuantitativas entre la
dosis y el efecto.

e Evaluacién de la exposicion: identificacién del tipo de exposicion que se

produce.
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Los biomarcadores se subdividen en tres clases (Ostrosky-Wegman y Gonsebatt
1997):

Biomarcadores de exposicion: Este tipo de biomarcador detecta y mide la
presencia de sustancias exdgenas, metabolitos o el producto de la interaccion entre
un agente xenobidtico y una molécula o célula blanco en fluidos dentro de un
organismo. Se utilizan como medio confirmatorio de la exposicion individual o
poblacional de una sustancia en particular con el fin de proveer informacion de la
exposicion externa y la dosis interna. La bioacumulacion de ciertos contaminantes
ambientales persistentes en tejidos animales puede considerarse biomarcadores de
la exposicion a estos quimicos.

Biomarcadores de efecto: Evaltan alteraciones bioquimicas, fisiolégicas o de
comportamiento que se asocian con una posible enfermedad. Es posible utilizarlos
para documentar efectos adversos a la salud por la exposicion a agentes toxicos.

Biomarcadores de susceptibilidad: Son dependientes de las caracteristicas
propias de cada organismo, es decir informan acerca de la capacidad heredada o
adquirida del mismo para responder a la exposicion de una sustancia toxica
especifica incluyendo factores genéticos y cambios en los receptores que alteran la
susceptibilidad de un organismo a esa exposicion, aunque en muchas ocasiones

las categorias pueden traslaparse.

Cuando se trata de evaluar toxicos en el ambiente (por ejemplo, los
plaguicidas, herbicidas, etc.) se comparan datos obtenidos de la exposicion en el
laboratorio con los datos esperados en campo, aunque de alguna manera medir un
toxico asi resulta complejo, por lo que es necesario el desarrollar investigaciones
multidisciplinarias para llegar a conocer de forma mas profunda los efectos adversos
de un contaminante. Existen biomarcadores utilizados en el area ecotoxicolégica
gue se miden en especies centinelas como aves, peces, invertebrados y diferentes
tipos de organismos siguiendo protocolos éticos con el fin de, monitorear y evaluar
los riesgos ambientales (Corella y Ordovas 2015).

En la actualidad existen mdultiples metodologias que permiten proponer

biomarcadores para efectos tempranos previos al desarrollo de una patologia por lo
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gue se podréa interrumpir la forma de exposicion y por tanto la prevencion de la
enfermedad disminuyendo de este modo el indice de morbilidad y mortalidad. Se
conocen biomarcadores que permiten conocer los efectos a nivel genético
(genotoxicos) entre ellos los biomarcadores directos que determinan aductos de
proteinas y ADN (complejos quimicos carcinégenos unidos a proteinas o DNA),
también biomarcadores indirectos que evallan las mutaciones, cambios en los
cromosomas, integridad en los genes, niveles de expresidon génica, aparicion de
proteinas anormales, inhibicibn enzimatica, entre otros (Arango 2011; Corella y
Ordovés 2015).

Contaminantes
ambientales

Enfermedad
Clinica

BIOMARCADORES SUSCEPTIBILIDAD

Figura 8. Biomarcadores. Dosis interna, biomarcadores (exposicion y efecto) y el efecto que
conduce a una enfermedad clinica. Tomado de European Union’s Horizon, 2020.

En el presente trabajo se evallo los cambios en la expresion de genes
involucrados en la funcion testicular como biomarcadores de efecto temprano. A
continuacion, se describe la evidencia que existe hasta el momento, del efecto de
la exposicién a los herbicidas Paraquat y 2,4-D sobre la funcién reproductiva

masculina.
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.2 Antecedentes

I.2.1 Efecto de los plaguicidas sobre la reproduccion masculina

Numerosos estudios han relacionado a los plaguicidas con la reduccion de la
fertilidad masculina. Desde la década de los 70s, se establecié una asociacion entre
el dibromocloropropano (DBCP) y una severa reduccion en la espermatogénesis
entre los trabajadores de la industria de fabricacion de plaguicidas. El
diclorodifeniltricloroetano (comunmente conocido como DDT) es uno de los
plaguicidas mas reconocidos por su asociacion con posibles resultados adversos
en la fertilidad. EI DDT y sus metabolitos, incluido el DBCP, han demostrado efectos
estrogénicos en los hombres al bloquear los receptores de andrégenos, disminuir la
testosterona, el peso testicular, el nUmero y porcentaje de espermatozoides méviles
en el epididimo, el peso de las vesiculas seminales y aumentar las hormonas LH y
FSH (Mnif et al., 2011).

Mas de 100 plaguicidas han sido clasificados como EDC con diversos
mecanismos de accion propuestos que causan trastornos endocrinos y posibles
impactos en la fertilidad (Krzastek et al., 2020). En el estudio de la fertilidad
masculina se han investigado plaguicidas como piretroides, organofosforados,
acidos fenoxiacéticos, carbamatos, organoclorados y combinaciones de cada uno
de ellos. La exposicion a organofosforados se ha asociado con parametros
anormales del semen, incluidas reducciones en el recuento, la motilidad, la
viabilidad y la densidad de los espermatozoides, y un aumento del dafio en el ADN
y una morfologia anormal. Ademas, los organofosforados se han asociado con
cambios testiculares macroscopicos, incluido el volumen testicular reducido
(Mehrpour et al., 2014; Krzastek et al., 2020).

Respecto a los herbicidas, la mayoria de estos pueden inducir estrés
oxidativo, produciendo radicales libres y causando peroxidacion lipidica. El aumento
de la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo pueden dafar las actividades de los

antioxidantes enzimaticos protectores (Bernardi et al., 2022).
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I.2.2 Efectos del Paraquat y del 2,4-D sobre la funcion testicular

En ratas, la exposicion a Paraquat disminuye los niveles séricos de la hormona
testosterona, los niveles de ARNm de enzimas como Hsd17b3, Srd5al, Hsd11bl
Cypllal y Cypl7al, las cuales estan relacionadas con la esteroidogénesis que
llevan a cabo las células de Leydig. Ademas, disminuye el numero de
espermatozoides sin afectar al numero de células de Leydig (Li et al., 2019a).
También se ha observado una disminucion significativa en la motilidad y la viabilidad
de los espermatozoides; asi como, un incremento de la teratospermia
(espermatozoides anormales). A nivel histologico, el Paraquat incrementa la
peroxidacion lipidica y la apoptosis en los testiculos, especialmente de las células
germinales (Chen et al., 2017). A nivel de organismo, el Paraquat disminuyo el peso

corporal y el peso de los testiculos y epididimos (Li et al., 2019b).

Los efectos de la exposicion a 2,4-D han sido mayormente estudiados
respecto al Paraquat. Estudios epidemiol6gicos mostraron que la exposicién a 2,4-
D se asocia con astenosperma (espermatozoides inmoviles), azoospermia
(ausencia de espermatozoides en semen) y teratospermia (Panuwet et al., 2018).
En ratas, la exposicion al 2,4-D disminuy6 el peso corporal, el de los testiculos, el
de las vesiculas seminales y el de la préstata. A nivel histologico, se evidencia
espacios intracelulares, pérdida de tejido, atrofia de los tubulos seminiferos (Zhou
et al., 2022). Ademas, decrementé el numero y la motilidad de los espermatozoides
(Marouani et al., 2017). La evaluacion in vitro de espermatozoides humanos mostré
que el 2,4-D no afect6 la viabilidad, la capacitacion o la reaccién acrosomatica; sin
embargo, si inhibe la motilidad y la capacitacion espermatica (Tan et al., 2016).
Entre los mecanismos de toxicidad del 2,4-D sobre los testiculos que se han
propuestos se encuentra la via Fas/FasL, la cual se encuentra involucrada en la
apoptosis de las células germinales (Zhou et al., 2022); a través de la activacion del
receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa (PPARa) al alterar la
homeostasis colesterol/ testosterona (Harada et al., 2026); o por una inhibicién

directa de la sintesis de ADN en los testiculos (Oakes et al., 2002).
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Si bien los estudios anteriormente descritos muestran que tanto la exposicion
a Paraquat como a 2,4-D pueden alterar la funcion testicular y con ello afectar la
reproduccién masculina; es necesario indagar biomarcadores de efecto temprano
que nos eviten llegar a estos efectos patolégicos. Dado que ambos herbicidas
alteran la esteroidogénesis y la espermatogénesis (especialmente la motilidad
espermatica) los genes relacionados a la accidén de las hormonas tiroideas y los
genes de los canales permeables a Ca?* al estar involucrados en estos procesos

pueden orientarnos sobre una alteracion temprana.

1.2.3 Efectos del Paraquat y del 2,4-D sobre el eje tiroideo

Aunque se ha descrito que en humanos y en ratas la exposicién a Paraquaty a 2,4-
D alteran los niveles séricos de las hormonas T4, T3 y TSH (Kobal et al., 2000;
Kongtip et al., 2019; Santos et al., 2019), aun no se ha evaluado el efecto sobre los
transportadores, desyodasas y receptores de las hormonas tiroideas.

Otros herbicidas, como el glifosato y el acetoclor, han mostrado alteraciones
en la expresion génica de los receptores TRa y TRb, de los transportadores MCT8
y OATP1C1, asi como de las desyodasas DIO1, DIO2 y DIO3. Estas alteraciones
no son dosis-dependientes y son diferentes para cada tejido e influenciadas por el
sexo (Yang et al., 2016; de Souza et al., 2017; Xu et al., 2019; Costa et al., 2020).

I.2.4 Efectos del Paraquat y del 2,4-D sobre canales permeables a calcio

A la fecha, no hay reportes sobre el efecto de los herbicidas Paraquat y 2,4-D sobre
los canales CatSper o TRPV4. Se sabe que los metales pesados como plomo,
mercurio y cadmio (Wang et al., 2017; Mohamadi et al., 2018), asi como otros
toxicos ambientales como el bisfenol, el p,p’'DDE, el pentaclorofenol y las dioxinas
alteran la funcionalidad del canal CatSper, conllevando a una hiperactivacion
disminuida que puede desencadenar a problemas de fertilidad (Tavares et al., 2013;
Wang et al.,2016; Mohamadi et al., 2019; Zhang et al., 2020).
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[.3 Hipotesis

Los genes asociados con la accion de las hormonas tiroideas (transportadores,
desyodasas y receptores), asi como, los genes que codifican para canales de calcio
son sensibles a estimulos externos como la exposicion aguda a PQT y a 2,4-D que

evidencian su potencial como biomarcadores de efecto temprano sobre la fisiologia

testicular en la rata.
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1.4 Justificacion

El equilibrio ecolégico y los diversos ecosistemas que integran la biosfera se
encuentran en peligro por el uso desmedido o descuidado de plaguicidas. En la
actualidad se ha sugerido que enfermedades como el cancer, las alergias, los
trastornos neuroldgicos y las alteraciones reproductivas pueden estar relacionados
con la exposicion, tanto aguda como crénica, a los plaguicidas.

En cuanto a los herbicidas, se han observado una variedad de respuestas
toxicas reproductivas en los seres humanos y especies de fauna silvestre como:
mamiferos, aves, reptiles, peces y moluscos. Las anomalias observadas varian
desde cambios sutiles hasta alteraciones permanentes, incluida la diferenciacion
sexual alterada con oOrganos sexuales feminizados, comportamiento sexual
modificado, funcion hormonal alterada e incluso infertilidad.

Los herbicidas Paraquat y 2,4-D son ampliamente utilizados en México y en
paises en desarrollo. Ambos se han relacionados con alteraciones hormonales y
problemas reproductivos masculinos. Sin embargo, no han sido catalogados como
disruptores endocrinos. A la fecha, estos herbicidas se han relacionado con
alteraciones en hormonas gonadotrépicas (LH y FSH) y gonadales (testosterona y
estradiol); asi como con alteraciones histolégicas y estrés oxidativo en los testiculos.
Dado que estos efectos son ya en un grado patologico, es necesario evaluar
biomarcadores mas sensibles y de efecto temprano como un sistema de alerta
temprana para la supervivencia de las especies, asi como para la vigilancia y
proteccion de la calidad del medio ambiente, de este modo frenar la pérdida de la
biodiversidad del planeta y evitar efectos negativos sobre las especies, los
ecosistemas y el propio ser humano.

Por esta razon, el estudio actual propone evaluar el potencial de los genes
asociados con la accion de hormonas tiroideas y de los genes que codifican para
canales permeables a calcio como biomarcadores de efecto temprano a la

exposicion aguda a PQT y a 2,4-D usando como modelo a la rata.
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I.5 Objetivos

General

Evaluar el potencial de los genes asociados con la accion de las hormonas tiroideas
(Mct8, Mct10, Oatplcl, Dio2, Dio3, TRa, TRb), y de los genes que codifican para
canales permeables a calcio (Casperl, Casper2, TRPV4) como biomarcadores de
efecto temprano de la funcion testicular a la exposicion aguda a PQT y a 2,4-D

usando como modelo a la rata.

Especificos

En los testiculos de las ratas de los grupos Control y expuestos a PQT y a 2,4-D:

1. Evaluar los cambios en la expresion génica de los transportadores (Mct8,
Mctl0, Oatplcl), desyodasas (Dio2-3) y receptores (TRa y TRpB) de
hormonas tiroideas, para seleccionar cuales presentan potencial para
utilizarse como biomarcador de efecto temprano sobre disrupcion tiroidea en

testiculo.

2. Evaluar los cambios en la expresion génica de los canales CatSperl,
CatSper2 y TRPV4, para seleccionar cudles presentan potencial para
utilizarse como biomarcador de efecto temprano sobre la hiperactivacion

flagelar espermatica.

3. Evaluar el peso de los testiculos y la expresion de los genes TNFa y
Caspasa-3 para correlacionarlos con procesos de apoptosis testicular.
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ll. MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron 18 ratas macho adultas de 2 meses de edad de la cepa
Wistar (200-250 g), con certificado de salud animal (Anexo 8.1), donadas por el
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV, Unidad Zacatenco). Los animales fueron mantenidos en el Centro de
Investigacion en Genética y Ambiente (Universidad Autonoma de Tlaxcala), en
condiciones estandar (12 h/12 h de luz y oscuridad, luces encendidas a las 8:00 am;
a 22 + 2 °C), alojadas en cajas de acrilico colectivas (43 x 33 x 20 cm; 4 ratas por
caja), con alimento (Purina rat chow) y agua ad libitum, y con un periodo de
aclimatacién de 4 semanas. Todos los protocolos y procedimientos con los animales
se realizaron siguiendo los lineamientos de la Norma Mexicana para Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-199).

Tratamiento. Después del periodo de aclimatacion, las ratas fueron
asignadas aleatoriamente en tres grupos experimentales (6 ratas por grupo): control
(CNT; n= 6), administradas con Paraquat (PQT; n= 6) y con acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D; n=6). Se utilizaron los plaguicidas comerciales
LUCAQUAT (25% de Paraquat; Anexo 2) y DESMONTE A (41% de 2,4-D; Anexo
3) diluidos en solucion salina para una dosis final de 10 y 100 mg/kg peso corporal,
respectivamente (100 pL volumen final). El grupo CNT recibi6 una inyeccion i.p. del
vehiculo (100 pL solucién salina). La administracion de los plaguicidas se realizo via
intraperitoneal (i.p.) cada tercer dia durante una semana (Figura 9).
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Figura 9. Fases de aclimatacién y exposicion aguda a herbicidas. Fotografias representativas
de los animales de los grupos control, paraquat y 2,4-D alojados en cajas de acrilico, con agua y
alimento ad libitum. Imagen propia.

Extraccion de tejidos. Tres dias después de terminado el tratamiento, las
ratas se pesaron y se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico via
intraperitoneal (120 mg/kg, i.p.). Se les realiz6 una incisidbn ventromedial para
exponer los tejidos (Figura 10). Se removieron cuidadosamente los testiculos, se
colocaron sobre un papel aluminio para pesarlos, se congelaron en nitrogeno liquido
(-196 °C), y posteriormente se almacenaron en un ultra congelador a -80 °C hasta

Su procesamiento para la extraccion de ARN.

Figura 10. Extraccion de tejidos en la rata. Extraccion de testiculos de los animales de los grupos

Control y expuestos a Paraquat y a 2,4-D. Imagen propia.

Extraccion de ARN total. Para la extraccién de ARN total se utilizo tejido
testicular derecho (250mg) con el método del Trizol seguido de una purificacion
del ARN total con el método de la ADNasa como se ha descrito en Luis et al.,
(2019) y Morales-Juéarez (2022). Para visualizar el ARN purificado y su integridad
se realiz0 electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v). Verificando con ello las
bandas ribosomales 28S y 18S.
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Cuantificacion de ARN. Posteriormente, se realizé la cuantificacion de
ARN por espectrofotometria. Después, se sintetizd el ADN complementario
(ADNCc) usando 5 ug de ARN total con la transcriptasa inversa M-MLV (Promega),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La calidad del ADNc se evaluo
mediante la expresion del gen constitutivo PPIA, se realizé electroforesis en geles
de agarosa al 2.5% (p/v).

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

Todos los reactivos, incluyendo el agua, utilizados en esta técnica son grado
biologia molecular de Sigma-Aldrich, y la centrifugacion fue a 13000 rpm por 10 min
a 4°C, a menos que se indique lo contrario. La RT-PCR se realiz6 en un

termociclador Applied Biosystem.
Disefio de cebadores. Los cebadores para la amplificacion de los genes se

bas6 en secuencias de estos genes previamente reportadas en la bibliografia.
(Tabla 2). Los cebadores fueron sintetizados por Sigma-Aldrich.
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Tabla 2. Secuencias de cebadores empleados en este trabajo.

Nombre del cebador

Receptor de hormona
tiroidea beta

Hormona estimulante de
tiroides

Receptor de hormona
tiroidea alfa

Desyodasa tipo Il

Desyodasa tipo 111

Canal de cationes de
espermatozoides 1

Canal de cationes de
espermatozoides 2

Canal i6nico de potencial
del receptor transitorio
vaniloide 4

Transportador de
monocarboxilatos tipo 8

Polipéptido transportador
de aniones orgéanicos tipo
1ci

Transportador de
monocarboxilatos tipo 10

Factor de necrosis tumoral
alfa

Caspasa 3

Ciclofilina A

Trb-F

Trb-R
Tsh-F
Tsh-R
Tra-F

Tra-R
Dio2-F
Dio2-R
Dio3-F
Dio3-F
CatSperl-F
CatSperl-R
CatSper2-F
CatSper2-R
Trpv4-F
Trpv4-R
Mct8-F
Mct8-R
Oatplcl-F
Oatplcl-R
Mct10-F
Mct10-R
Tnfa- F
Tnfa- R
Casp-3-F
Casp-3-R
Ppia-F

Ppia-R

Secuencia (5’-3’)
TGGGCGAGCTCTATATTCCA
ACAGGTGATGCAGCGATAGT
CAGCATTAACTCGCCAGTGC
AAGCAAGAGCGAAAAGCACG
ACCTCCGCATGATCGGGGC
CCTGATCCTCAAAGACCTC
AGAAGCACCGGAACCAAGAG
AGCCACAACTTGACACTGGG
GCCTCTACGTCATCCAGAGC
GCCCACCAATTCAGTCACTT
TCTTGGAGCGATGAGGAC
GACGATTGTGTTCAGGCA
TGGTTGTTGCTTGGTTCC
TTCCTTGACTGGTTCCTCT

CAGCAAGATCGAGAACCGCCA

CGAACTTACGCCACTTGTCCCT

CCCAAGCAAGAGAGGCGCCC

CGGTAGGTGCGCTGGCGAAA

GGATCCCCAGTGGGTCGGGG

ACCAGAAAGGCACGGCTGCA

GGATACTTTGTGCCTTATGTT

GCAAATAGTCTGCAATGCGG

CTACTCCCAGGTCCTCTTCA

GGTAGTTGGGCATGTTGATC

CGGGGTACCCCATGGCCGACA

AGGTCCTG

CTAGTCTAGATGCCCACAGACA

TTC
CCGCTGTCTCTTTTCGCC

GCTGTCTTTGGAACTTTGTCTG

Producto (pb)

185

72

108

89

170

204

193

80

96

83

145

214

159

129

De Souza et al.,
2016

Zohour-
Soleimani et al.,
2018

Huang et al.,
2019

De Souza et al.,
2016

Luis et al., 2019

F: secuencia del cebador en sentido (forward); R: secuencia del cebador en antisentido (reverse).
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Se sintetizé el ADN complementario (ADNc) usando 5 ug de ARN total con la
transcriptasa inversa M-MLV (Promega), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La calidad del ADNc se evalué mediante la expresion del gen constitutivo
Ppia, se realizo electroforesis en gel de agarosa al 2.5% (p/v).

Amplificacion de genes. Se realiz6 con 1 ug de cebadores especificos para
HT, canales ionicos (Catsperl-2, Trpv4), caspasa-3 y TNFa, fueron incubados por
separado con 1 ug de ADNc y 0.2 pg de la enzima Taq polimerasa de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). Las condiciones de reaccion fueron
35 ciclos a: desnaturalizacion a 94°C, reconocimiento a 50-60°C, extension a 70°C;
1 minuto cada uno, con un tiempo de desnaturalizacion inicial de 3 min y extension
final de 7 min. En todas las reacciones se incluyé un control negativo (agua). Luis
et al., (2019) y Morales-Juarez (2022).

Electroforesis. Para la visualizacion de los productos de amplificacion estos
se mezclaron con 2 L buffer de carga, inyectandose después en un gel de agarosa
al 2.5% tefiido con 0.1% bromuro de etidio. Se utilizé el marcador de ADN de bajo
rango (25pb- 500pb) (Bio basic Inc.). La electroforesis se corrié a 90 voltios durante
50 min en una camara horizontal (Thermo Ec Minicell® Primo TMEC 330).
Posteriormente, los geles se visualizaron en un fotodocumentador con luz
ultravioleta (High performance UVP), equipado con una camara digital (Cannon) de
la cual se obtuvieron las fotos digitales para el analisis de datos. Luis et al., (2019)
y Morales-Juéarez (2022).

Densitometria. El nivel relativo de expresiéon de cada cebador se analizé por
densitometria, determinando la intensidad de las bandas por el &rea bajo su curva
de perfil de intensidad con el programa software ImageJ. Luis et al., (2019) y
Morales-Juarez (2022).

Andlisis estadistico. Todos los datos se informan como la media £ estandar
(SEM). Los experimentos fueron sometidos a pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov), seguido de andlisis de varianza (ANOVA de una via) o test de Kruskal-
Wallis segun el resultado del analisis de normalidad. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.01. Se tomdé como valor de

significancia estadistica (p < 0.05).
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lll.  RESULTADOS

I11.1 Visualizacion de ARN total de testiculo de rata

Las bandas ribosomales 28S y 18S se observan en el ARN total de los testiculos de
todos los animales del grupo control, asi como de ambos tratamientos por lo que se

corrobora la calidad del mismo (Figura 11).

Figura 11. Visualizacion de ARN total de testiculo de rata. Imagen representativa de la
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se muestran las bandas de las
subunidades ribosomales (28 y 18S) del ARN total de testiculo de animales de los grupos Control
(CNT) y con exposicion aguda a Paraquat (PQT) y al Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

[11.1.1 Expresion del gen constitutivo PPIA en testiculo

Los testiculos de las ratas expuestas a los herbicidas PQT Y 2,4-D, asi como del
grupo control mostraron amplificacion del gen constitutivo (Ppia) (Figura 12-A).
Ademas, no mostraron diferencias significativas entre los grupos expuestos por lo
que se procedié a realizar las demas amplificaciones (Control: 17348 + 1241;
Paraquat: 18770 + 570; 2,4-D: 17285 + 564; ANOVA p = 0.3484). (Figura 12-B).
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Figura 12. Expresion del gen constitutivo PPIA en testiculo. A) Imagen representativa de la
electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas
amplificadas (128 pb) de Ppia en testiculos de ratas expuestas a PQT, 2,4-D, y CNT. B) Comparacién
de la expresion del gen Ppia por densitometria (Software ImageJ). Se muestra la media £+ SEM.
Andlisis estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (p = 0.3484). Se utilizé el marcador de
ADN de bajo rango (25pb- 500pb) (Bio basic Inc.).

[11.2 Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresion de genes relacionados

con la accién de las hormonas tiroideas (Objetivo 1)

[11.2.1 Anédlisis de expresion de transportadores de hormonas tiroideas

Se evaluaron los transportadores de hormonas tiroideas Mct8, Mct10 y Oatplcl. De
estos tres, la expresion génica mas abundante en los testiculos del grupo Control
(CNT) fue la del transportador Mct10 (0.4245 + 0.0505; 0.8807 £ 0.0277; 0.5135 +
0.0581 u.a., respectivamente). Los animales expuestos al herbicida Paraquat (PQT)
mostraron una expresion similar en los tres transportadores Mct8, Mct10 y Oatplcl
(0.6150 + 0.0489; 0.7446 * 0.0547; 0.6956 = 0.0547 u.a., respectivamente).
Curiosamente, los transportadores Mct8 y Oatplcl presentan un patron de

expresion similar para los tres grupos (Figura 13-A).
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Los testiculos de las ratas expuestas a PQT presentan una mayor expresion
génica de los transportadores mct8 y oatplcl versus los animales del grupo Control
(p = 0.0207 y 0.0439, respectivamente). Mientras que, las ratas expuestas al 2,4-D
presentan una expresion génica de mct8 y oatplcl similar (0.4740 + 0.0691 u.a., p
= 0.5864; 0.5721 + 0.0659 u.a., p = 0.5254; respectivamente), y una expresion
génica de Mct10 (0.6641 + 0.0691 u.a., p= 0.0194) menor que la mostrada por los

animales del grupo Control (Figura 13-B).
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Figura 13. Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresién génica de transportadores de
hormonas tiroideas. A) Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido
con bromuro de etidio. Bandas amplificadas de Mct8, Mct10 y Oatplcl(1 ug) en testiculos de ratas
expuestas a PQT, 2,4-D, y CNT. B) Comparacion de la expresion relativa a PPIA. Se muestra la
media + SEM. Andlisis estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (* p < 0.05). Se utilizo el
marcador de ADN de bajo rango (25pb- 500pb) (Bio basic Inc.).
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[11.2.2 Medicién de expresion para Desyodasas

La expresion génica de las dos desyodasas Dio2 y Dio3 es similar en los testiculos
de las ratas del mismo grupo para las Controles (0.8412 £ 0.0357 vs 0.8898 £ 0.1169
u.a., respectivamente; p = 0.9944). Mientras que la expresion obtenida al usar
Paraquat fue 0.7389 + 0.0327 vs 0.9307 £ 0.0613 u.a., respectivamente; (p =
0.2351). Sin embargo, la expresion de Dio2 comparado con Dio3 en las ratas del
grupo expuesto a 2,4-D fue menor (0.7067 £ 0.0504 vs 0.9823 + 0.0482 u.a.
respectivamente; p = 0.0387) (Figura 14-A).

La exposicion a PQT no afecta la expresién de ninguna de las desyodasas
comparadas con el grupo Control (Dio2 p = 0.0584; Dio3 p = 0.7525). Sin embargo,
la exposicion a 2,4-D disminuye la expresion génica relativa de la Dio2 comparado
con el grupo Control (p = 0.0445) (Figura 14-B).
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Figura 14. Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresién génica de desyodasas. A) Imagen
representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro de etidio. Bandas
amplificadas de las Diol y Dio2 (1 ug) en testiculos de ratas expuestas a PQT, 2,4-D, y CNT. B)
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Comparacion de la expresion relativa respecto a Ppia. Se muestra la media + SEM. Analisis
estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (* p < 0.05).

[11.2.3 Receptores a hormonas tiroideas

Se evaluo la expresion de los receptores de hormonas tiroideas TRa y TRS en los
testiculos. La expresion génica de TR es escasa, casi nula, en todos los animales
analizados; por lo que no se logro cuantificar su expresion (Figura 15-A). Los
animales expuestos a Paraquat presentaron una expresion génica relativa de TRa
mayor a la mostrada por los animales del grupo Control (0.7420 £ 0.0660 vs 0.4895
+ 0.494 u.a., respectivamente; p = 0.0127. La exposicion a 2,4-D no altera
significativamente la expresion génica de TRa (0.6673 + 0.0676 u.a.; p = 0.0641)
(Figura 15-B).
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Figura 15. Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresion de los receptores a hormonas
tiroideas. A) Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con
bromuro de etidio. Bandas amplificadas de TRa, (1 pug) y sin amplificacion para TR en testiculos de
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ratas expuestas a PQT, 2,4-D y CNT. B) Comparacién de la expresion relativa respecto a Ppia. Se
muestra la media + SEM. Analisis estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (* p < 0.05).

[11.3 Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresién de canales idnicos

implicados en la hiperactivacion flagelar (Objetivo 2)

Entre los canales ionicos implicados en la hiperactivacion flagelar espermatica se
encuentran el canal especifico de espermatozoides: CatSperl y CatSper2, por lo
que se eligieron los genes de las dos subunidades a (alfa) encargadas de la
formacion del poro y el gen del canal Trpv4 el cual es sensible a la temperatura del
esperma.

En los testiculos de rata se expresaron los tres canales iGnicos permeables
a Ca?*: CatSperl, CatSper2 y Trpv4 (Figura 16-A). La exposicién a Paraquat no
afecta la expresion génica de los canales especificos de espermatozoides
CatSperl, y -2, pero si afecta a Trpv4, disminuyendo su expresion con respecto a
lo mostrado por el grupo Control. En cambio, la exposicion a 2,4-D es capaz de
disminuir la expresion génica de CatSperl y TRPV4 respecto al grupo Control
(Figural6-B).
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Figura 16. Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresion génica de canales permeables a
Calcio. A) Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro
de etidio. Se observan las bandas amplificadas de Catsperl-2 y Trpv4 (1 ug) en testiculos de ratas
expuestas a PQT, 2,4-D y CNT. B) Comparacion de la expresion relativa respecto a Ppia. Se muestra
la media £+ SEM. Andlisis estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (* p < 0.05).

[11.4 Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre procesos de apoptosis (Objetivo 3)

La apoptosis se evalué mediante el peso de los testiculos y la expresion de los
genes TNFay Caspasa-3 los cuales estan relacionados con este proceso.

Respecto al peso de los testiculos, las ratas del grupo Control mostraron
valores promedio de 1.576 + 0.04 g para el testiculo izquierdo y de 1.417 £ 0.14 g
para el testiculo derecho, respectivamente.

Los animales expuestos a Paraquat (1.534 + 0.17; 1.568 + 0.15g)y a 2,4-D
(1.512 £ 0.08; 1.556 + 0.09 g) presentan pesos similares a los mostrados por el
grupo Control tanto en el lado izquierdo como en el derecho, (ANOVA p = 0.3110;
0.6799), respectivamente (Figura 17).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas por lateralidad;
es decir, no hay diferencias entre los pesos del testiculo izquierdo versus el testiculo

derecho en ninguno de los tres grupos (ANOVA p= 0.9577).
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Figura 17. Efecto del Paraquat y 2,4-D sobre el peso testicular. Pesos promedio + SEM del
testiculo izquierdo y del testiculo derecho del grupo Control (CNT), administrado con Paraquat (PQT)
y con 2,4.-D. Andlisis estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA comparando los grupos
experimentales vs el grupo Control (p < 0.05).
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En cuanto a la expresion de los genes para evaluar apoptosis Caspasa-3
mostré una menor expresion relativa que el gen de TNFa tanto en el grupo Control
(0.617 + 0.04 vs 0.916 = 0.10 u.a., respectivamente; p < 0.0497) como en los
expuestos a 2,4-D (0.504 + 0.05 vs 0.884 + 0.07 u.a., respectivamente; p < 0.0353)
(Figura 18-A).

La exposicion a Paraquat no altera la expresion relativa de los genes
Caspasa-3 (0.7477 u.a.) y TNFa (0.7913 u.a.); mostrando una expresion similar
respecto a los animales del grupo Control (0.6173 u.a. Caspasa-3; y 0.9162 u.a.
para TNFa) (ANOVA p = 0.0712; 0.6662, respectivamente) (Figura 18-B).
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Figura 18. Efecto del Paraquat y del 2,4-D sobre la expresion génica de TNFa y Caspasa-3. A)
Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % tefiido con bromuro de etidio.
Se observan las bandas amplificadas en testiculos de ratas expuestas a PQT, 2,4-D y CNT. B)
Comparaciéon de la expresion relativa respecto a Ppia. Se muestra la media + SEM. Analisis
estadistico con test de normalidad (S-W) y ANOVA (* p < 0.05).
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V. DISCUSION

Biomarcadores. Existen diversas sustancias que causan efectos adversos a la
salud tanto de la vida silvestre como en la vida humana y las evidencias van en
aumento, relacionandose directamente con la exposicion a diversos agentes
xenobidticos encontrados en el ambiente. Por esta razon el uso de biomarcadores
de efecto ha aumentado de forma notable en las Ultimas décadas en las
investigaciones experimentales toxicologicas, para poder ofrecer una herramienta
de evaluacion de riesgos, ademas de proveer informacién sobre el estado biolégico
tanto de un proceso normal como de un proceso patolégico (Corella y Ordovas,
2015).

Si  bien, existen estudios realizados de personas expuestas
ocupacionalmente por diversas actividades agricolas o manufactureras, en la
formulacién o envasado de productos toxicos, ademas de las rutas de exposicion
que generalmente son una combinacion de varias (inhalacién, oral y dérmica): Los
estudios en animales de experimentacién permiten proporcionar una amplia
informacion después de la exposicion a ciertas sustancias y conocer sus efectos
sistémicos que incluyen alteraciones en el peso corporal, hematoldgicas, efectos
hepaticos y renales ademas de alteraciones endocrinas y efectos oculares (Corella
y Ordovas, 2015).

Los biomarcadores de efecto temprano han adquirido vital importancia por
establecer relaciones entre exposicion y deterioro, ya sea ambiental o de salud a
nivel de organismos, sin duda la premura con la que permiten observar cambios
previos al desarrollo de enfermedades permite la toma decisiones mas que
correctivas, preventivas con suficiente tiempo de antelacion. Sin embargo, existe
informacion limitada disponible sobre los efectos a nivel reproductivo es decir antes
de que se pueda observar un efecto visible por la exposicion a herbicidas

ampliamente utilizados (Corella y Ordovas, 2015; European Union’s Horizon, 2020).

Existen biomarcadores antes propuestos como el Cypl7al (17a-
hidroxilasa/17, 20-liasa), Cypllal vy Hsd11lbl (8b-hidroxiesteroide

deshidrogenasa/D5,D4-isomerasa isoforma tipo 1) que han dado a conocer
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alteraciones tempranas por exposicion a PQT, por ejemplo la disminucion en la
expresion, que indica retraso en la diferenciacion y regeneracion de células de
Leydig vitales para el proceso de espermatogénesis, aunque es importante
investigacion mas a fondo de los efectos de la exposicién a PQT y a 2,4- D (Corella
y Ordovas, 2015; Li et al. 2019a; European Union’s Horizon, 2020).

Por lo que en la presente investigacion se analiza la alteracion en la
expresion génica de los canales i6nicos implicados en la fertilizacion como de genes
asociados con hormonas tiroideas para conocer las alteraciones causadas a nivel
endocrino y de reproduccion y a su vez ser propuestos como un biomarcador de

efecto temprano

IV.1 Efecto de la administracion aguda a PQT y 2,4-D sobre la disrupcion

tiroidea en testiculo

Las hormonas tiroideas regulan procesos importantes en multiples tejidos ya sea en
adultos o en desarrollo, los niveles de estas en la circulacion son importantes para
ejercer su accién tisular, sin embargo, para que lleven a cabo su funcion se
requieren de factores celulares que en conjunto determinan la accién apropiada de
las hormonas tiroideas para cada célula blanco.

La actividad de las hormonas tiroideas es vital para los procesos de
espermatogénesis y esteroidogénesis influyendo de directamente en la fisiologia
testicular y por tanto en la fertilidad masculina (Groeneweg, et al., 2020; Lam de
Calvo y Castillero de Santos, 2021).

Los resultados de esta investigacion muestran la expresion alterada de los
genes asociados con el metabolismo y transporte de las hormonas tiroideas en los
animales expuestos tanto a Paraquat como a 2,4-D.

Transportadores de hormonas tiroideas. Los transportadores con mayor
especificidad hacia las hormonas tiroideas son el Mct8, Mctl0 y el Oatplcl, se
expresan y distribuyen en diversos tejidos incluyendo el tejido testicular y son
responsables de la captacion celular; es decir del transporte desde el
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compartimiento extracelular hacia el interior de la célula. El transportador Mct8,
ademas de facilitar la captacion celular, también contribuye a la salida de
yodotironinas, por lo que su expresion es indispensable para para el metabolismo
de estas, principalmente para T3 (la mas activa y afin a los receptores), en definitiva
se le atribuye la regulacion de la cantidad de los niveles intracelulares de hormonas
tiroideas (Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021). Por su parte Mct10 es otro
importante transportador de hormonas tiroideas principalmente de triyodotironina
(T3), siendo menos eficaz para tiroxina (T4), pero con igual competencia que Mct8
(Groeneweg, et al., 2020; Lam de Calvo y Castillero de Santos, 2021).

En investigaciones recientes, se demostrd que Mct8 en higado e hipotalamo
y cerebro disminuye su expresion durante el ayuno, y durante los procesos
inflamatorios, por tanto se determin6 que son sensibles a la inflamacién sistémica y
al estado de alimentacion, siendo esta Ultima una de las razones para la reduccién
en la expresion de Mctl0 en el tratamiento con 2,4-D, puesto que las ratas
mostraron menor ingesta de agua y alimento. Si bien el tratamiento con PQT no
presento alteraciones en el transportador Mct10, si lo hizo aumentando la expresion
de Mct8 y Oatplcl (Tayeb et al., 2012; Marouani et al., 2017; Chen et al., 2015;
Groenewegq, et al., 2020; Lin et al., 2021).

En la actualidad se conocen trastornos clinicos asociados a la deficiencia del
transportador de monocarboxilatos (Mct8) (sindrome Allan-Herndon-Dudley,
AHDS), donde son observables alteraciones neurolégicas como la discapacidad
intelectual y la funcion tiroidea alterada, por lo apoya a la teoria que la expresion de
Mct8 podria estar regulada por la funcién de la tiroides, en una forma especifica
para cada tejido, ya que se ha podido observar en otras investigaciones que la
expresion de Mct8 también disminuye en tanicitos de ratas hipotiroideas, contario
a un aumento en la expresion testicular en ratas hipertiroideas (Wittmann et al.,
2015; Groeneweg, et al., 2020).

En cuanto a la expresion de Oatplcl en esta investigacion, recientemente
se demostro que la reduccion en la expresion de este transportador provoca

neurodegeneracion progresiva e hipometabolismo. Otros estudios también
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demuestran reduccion en la expresion debido a procesos inflamatorios en las
células del cerebro de ratones (Sun et al., 2014; Wittmann et al., 2015; Groeneweg
et al., 2020).

Desyodasas. Las desyodasas son enzimas que actian activando (Dio2) o
desactivando (Dio3) la conversion de tiroxina (T4) a triyodotironina (T3), para
mantener la concentracion intracelular de T3 adecuada en la célula diana. En la
presente investigacion se observo una disminucion en la expresion del gen de la
Dio2 por la exposicion a 2,4-D versus el grupo control. En el testiculo, aunque se
detecta la expresion de la Dio2, se sabe que el nivel de expresion es relativamente
bajo en la edad adulta. Si bien en esta investigacion podria indicarse una
disminucién en la conversion de T4 a T3 y biodisponibilidad T3, por el tratamiento
con el 2,4-D, en investigaciones anteriores se puede constatar que los ratones con
deficiencia de esta enzima no muestran un fenotipo testicular, lo que sugiere que no
cumplen un papel critico para el desarrollo y la funcién de los testiculos (Hernandez
2017; Groeneweg, et al., 2020).

Por su lado, el gen de la Dio3 no mostré cambios en la expresion génica en
ambos grupos expuestos. Se conoce que se expresa con altos niveles en la etapa
neonatal testicular, disminuyendo en la edad adulta (Hernandez 2017;2018). Esta
enzima actla en la prevencion de la accion prematura de T3 en el testiculo neonatal,
para permitir una adecuada proliferacion de células germinales, esto concuerda con
estudios realizados en ratones neonatos donde la deficiencia en la expresion de
Dio3, si muestran un fenotipo testicular como la poca o nula proliferacion de células
testiculares, alterando la espermatogénesis, conduciendo a un reducido tamafo
testicular que persiste hasta la edad adulta, por otro lado una deficiencia en ratones
adultos también muestra fertilidad reducida y un aumento de la actividad
hipotalamica (Ortiga-Carvalho et al. 2016; Hernandez 2017; Groeneweg, et al.,
2020).

Receptores de hormonas tiroideas. La expresidon génica del receptor de
hormona tiroidea TRa, aumento en los animales expuestos al tratamiento con PQT
comprado con el grupo control. Con respecto al tratamiento con 2,4-D la expresion

no se vio afectada. TRa se expresa en el tejido testicular mayormente en la edad
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neonatal temprana y disminuye significativamente en la edad adulta (Hernandez
2017).

El papel funcional de este receptor se centra en mediar la sefalizacion de las
hormonas tiroideas en los testiculos, las células de Sertdli y células de Leydig, por
lo que es vital para el desarrollo de éstos y la esteroidogénesis, por ende, es
necesario pensar que se esta pasando mecanismo de disrupcion endocrina. Si bien
no de la misma manera, estudios que lo sustentan que la expresion de TRa se
muestra aumentada en un perfil hipotiroideo, por lo que se puede pensar que en
efecto se esta pasando por un estado patologico de esta indole (De Souza et al.
2016; Hernandez 2017; Groeneweg, et al., 2020). En tanto al gen receptor de
hormona tiroidea TR, no se observé expresion detectable en el tejido testicular con

esta técnica, tanto del grupo control como de los grupos en tratamiento.

IV. 2 Efecto de la administracién aguda a PQT y 2,4-D sobre la expresion
génica de los cales i6nicos implicados en la hiperactivacion flagelar

Los herbicidas se encuentran entre los factores que mas contaminan el medio
ambiente, en consecuencia, traen efectos adversos a la biota no objetivo y al
humano en si, entre los herbicidas mas utilizados se encuentran el PQ y el 2,4-D
debido a su eficiencia y rentabilidad, y aunque ya han sido prohibidos en varios
paises, en México su distribucion sigue siendo a libre demanda (Chen et al. 2017;
Li et al. 2019).

El presente estudio demuestra que las ratas expuestas a 100 mg/kg 2,4-D a
través de la inyeccion intraperitoneal producen alteraciones en la expresion génica
de dos canales idnicos permeables a calcio principalmente, cuya importancia radica
en los procesos involucrados en la capacitacion que son vitales para llevar a cabo
la fertilizacion (proceso por el cual el espermatozoide adquiere la habilidad de
movimiento, hiperactivacion flagelar y reaccion acrosémica). Tanto CatSperl como
Trpv4 muestran una expresion génica menor en los animales administrados con 2,4-
D, a diferencia de Casper2 donde no se observan diferencias significativas en su

expresion en ambos tratamientos.
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La expresion alterada de CaSperl y Trpv4 podria estar potencialmente
involucrada con la interrupcion de los mecanismos de transporte de la membrana
celular y la inhibicion de los canales ionicos. Es decir, tiene la capacidad de
desacoplar la fosforilacion oxidativa, por lo tanto, comprometer una variedad de
actividades celulares, incluida la capacidad de la célula para mantener gradientes
ibnicos a través de membranas, sintesis de ADN y proteinas, asi como la
polimerizacion de microtubulos y microfilamentos que conllevan a la ruptura del
citoesqueleto y la alteracion de la forma celular (Bradberry et al. 2000; Darszon et
al. 2011).

Diversos estudios han demostrado que el envenenamiento con formulaciones
de herbicidas fenoxiacéticos tanto en animales, como en humanos provocan
numerosos efectos toxicos tales como dafios a la barrera hematoencefalica,
miotonia y espasmos musculares, consistentes con la alteracion de los modos de

accion de los canales iénicos (Bradberry et al. 2000; Darszon et al. 2011).

Estudios anteriores demuestran que en efecto la exposicion a 2,4-D
fenotipicamente produce repercusiones en la calidad del esperma, nimero de
espermatozoides y motilidad (Marouiani et. al, 2016), ademas de un aumento en el
indice de espermatozoides anormales tal vez por la desaparicion y alteracion de las
células de Sertéli causadas por el 2,4-D. Como es bien sabido el conteo espermatico
a menudo se utiliza como un pardmetro de medida de la produccion de
espermatozoides, funcion testicular y fertilidad masculina por lo que estas
alteraciones se asocian con una fertilidad reducida (Raji et al. 2003; Marouiani et.
al, 2016).

Diversos estudios demuestran que muchos herbicidas son capaces de alterar
la actividad mitocondrial, tal es el caso del 2,4-D ya que se ha observado una
reduccion en la motilidad de los espermatozoides que quiza se deba a la accion de
este herbicida sobre la cadena respiratoria de las mitocondrias ya que su funcién es
principalmente la transformacion del gasto energético, lo que mas tarde podria
conducir a la muerte celular (Marouani et. al 2016).

Esta investigacion es el primer informe de que el tratamiento con 2,4-D es

capaz de reducir la expresion del gen CatSperl implicado en la fertilidad masculina,
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es bien sabido que a dosis bajas el 2,4-D ya es capaz de producir efectos nocivos
sobre la reproducciéon dado que es un herbicida inductivo del estrés oxidativo por lo

que afecta la expresion de otros genes (Manfo et al., 2014).

De manera general, los canales se encuentran mediados por receptores y se
basan en la sefializacion intracelular, por lo que el 2,4-D también podria actuar como
un inhibidor del canal Trpv4, este canal es conocido como un receptor polimodal, el
cual puede ser activado por distintas condiciones (Lishko et al. 2011; Wang et al.
2016).

IV. 3 Efecto de la administracion aguda a Paraquat y 2,4-D sobre el proceso

apoptotico

Peso testicular. Los testiculos son un 6rgano importante, clave en el proceso de
espermatogénesis y maduracion de los espermatozoides. En esta investigacion el
peso testicular relativo no se vio afectado en ambos tratamientos, sin embargo, si
existen datos de alteraciones en el peso a diferentes dosis y tiempo de exposicion
con ambos herbicidas (PQT y 2,4-D).

2,4-D: Estudios anteriores han demostrado que en efecto este herbicida es
capaz de alterar el peso testicular con dosis similares a nuestro experimento (100
mg/kg) y/ o dosis menores (50 mg/kg) (30-45 dias) aunque con diferente tiempo de
exposicion (30-45 dias), produce disminucion del peso y atrofia testicular lo que
sugiere que el tiempo también puede ser un determinante para ser observables los

efectos dafinos en el tejido (Marouani et al., 2017),

Si bien, no se encontraron datos de alteracion en el peso testicular, otras
investigaciones demuestran que el 2,4-D afecta la concentracién de testosterona
sérica que también se relaciona con un bajo peso testicular (Marouani et al., 2017).
Ademas de ser un andrégeno importante para funcion, desarrollo, crecimiento
adecuado de este tejido lo que concuerda con una disminucién en las células
germinales y por tanto en el peso de este érgano. Otros hallazgos también han

encontrado alteraciones en el peso testicular por exposicion cronica a otros
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herbicidas como la atrazina (Stoker et al., 2002; Joshi et al., 2012; Marouani et al.,
2017).

PQT: En hallazgos previos se puede observar que efectivamente el Paraquat
es un herbicida que altera el peso testicular incluso con dosis menores (0.5, 2 y
8mg/kg) a las que se ocuparon en este estudio, pero con un tiempo de exposicion
mas prologado (8 semanas), en este estudio no se observaron cambios en el peso
testicular, quiza por el tiempo de tratamiento (Li et al., 2019a).

Sin embargo, si existe creciente evidencia que el efecto toxico se da
principalmente por la generacion de ROS, que afecta directamente el desarrollo y
tamafio de las células Leydig y por tanto la secrecion de andrégenos (testosterona),
gue como se sabe es vital para mantener el tamafio adecuado de los testiculos,
lleva a cabo la peroxidacion lipidica de los tejidos testiculares que sugiere dafio
oxidativo inducido por este compuesto lo que conlleva ademas a la disminucion en
la calidad de los espermatozoides y cambios en la morfologia testicular, sugiriendo
un dafo al sistema reproductivo masculino (de Souza et al., 2016; Chen et al., 2017;
Li et al., 2019a).

Apoptosis. Es la muerte celular programada llevada a cabo a través de la activacion
del receptor de muerte celular (via extrinseca) o la via mitocondrial (via intrinseca)
ambas vias son capaces de activar a la caspasa-3, esta es una proteasa clave para
llevar a cabo este proceso, es responsable de la fragmentacién del ADN, y se
encargan de eliminar la poli (ADP-ribosa) y polimerasa (PARP) que son moléculas
involucradas en la reparacion del dafio al ADN, activan la condensacion de la
cromatina y destruyen la lamina nuclear y proteinas del citoesqueleto. Se sintetiza
COmMO precursor inactivo y se activa por rotura proteolitica, lo que conduce a una
reaccion en cadena donde se activan otras caspasas Yy finalmente la muerte de la
célula, por lo tanto, la regulacion de la activacion de la caspasa-3 es fundamental

para la supervivencia de la célula (Angel et al., 2012; Nikoletopoulou et al., 2013).

Los datos presentados en este trabajo muestran que el nivel del gen de la

caspasa3d no se vio afectado en su expresion por la exposicion a 2,4-D o a Paraquat.
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Sin embargo, se sabe que los niveles elevados de glucosa contribuyen a una
expresion disminuida de este gen, datos no publicados de nuestro grupo de
investigacion, muestran que en efecto las ratas sometidas a las mismas condiciones
(dosis/ tiempo) de exposicién a 2,4-D se condujeron a un estado de hiperglicemia,
esto concuerda con un estudio realizado en personas con DM tipo 1 que muestra
menor expresion del gen de la caspasa3 quiza por las condiciones de estrés por
glucosa en las células (Angel et al., 2012).

Ademas, se observo que en casos donde la tiroides se encuentra afectada,
los linfocitos son incapaces de cumplir su funcién contribuyendo a la resistencia a
la muerte celular programada (apoptosis) y desarrollo de las enfermedades
autoinmunes (Tayeb et al., 2010a; 2013b; Angel et al., 2012).

Esto es contrario a lo que sucede con compuestos encontrados en los
plastificantes como el bisfenol-A y de herbicidas como el PQT donde si se puede
observar un aumento en la expresion del gen de la Caspasa3, lo que sugiere
activacion de la apoptosis por la alteracion en la via intrinseca (ruta mitocondrial)
(Xie et al. 2016; Wang et al., 2016; Chen et al., 2017).

En esta investigacion se mantuvo sin cambios en su expresion por exposicion
a PQT que puede deberse a la dosis y tiempo de exposicion, es bien sabido que es
generador de ROS y es capaz de inducir a la muerte celular apoptética en este caso
de las células germinales testiculares ya que se sabe que las mitocondrias son el
objetivo de este tipo de compuestos (Xie et al. 2016; Wang et al., 2016; Chen et al.,
2017).

Necrosis: Es un tipo de muerte celular necrotica o apoptética, caracterizada por la
inflamacion, destrucciéon de organulos vy lisis celular. El factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) es una citocina proinflamatoria producida por los macréfagos/monocitos
y se encuentra ampliamente en la patogenia de los trastornos inflamatorios (ldriss
et al., 2000; Nikoletopoulou et al., 2013).

Los resultados de esta investigacion muestran que la expresion del gen de
TNFa no se vio afectado en ambos tratamientos tanto por la exposicion a PQT, ni
por la exposicion a 2,4-D. Con ello no quiere decir que no provoque afecciones,

pues en estudios previos se demostré que el 2,4-D puede ejercer efectos toxicos en
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diversos drganos como el cerebro, higado y rifidn, porque tiende a aumentar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y reducir la actividad de la
actividad de enzimas antioxidantes glutation (GSH), disulfuro de glutation y catalasa
(CAT), lo que confiere su papel neurotdxico principalmente. Por lo que el estrés
oxidativo se encuentra intimamente relacionado con la inflamacion como respuesta
inmunitaria protectora a los estimulos externos (Troudi et al., 2011; Tayeb et al.,
2012b; 2013c; Pochettino et al., 2013; Zhou et al., 2021, 2022).

56



V. CONCLUSION

La exposicion a los herbicidas Paraquat o a 2,4-D causan disrupcion tiroidea en los
testiculos de las ratas. Esta disrupcion lo hacen a través de regular de forma
diferencial a los transportadores, las desyodasas y a los receptores de hormonas

tiroideas.

Los genes de los transportadores MCT8 y OATP1C1, asi como del receptor
TRa son sensibles a la exposicion aguda a Paraquat. Mientras que, los genes del
transportador MCT10 y de la desyodasa DIO2 son sensibles a la exposicion aguda
al herbicida 2,4-D. Por lo que estos genes pueden funcionar como biomarcadores
de efecto temprano para evaluar disrupcion tiroidea por exposicion a Paraquat y a
2,4-D.

La exposicion aguda al herbicida 2,4-D afecta la expresion de los genes de
los canales i6nicos CatSperl y TRPV4, los cuales estan implicados en la
hiperactivacion flagelar de los espermatozoides. Por lo que se pueden sugerir como
potenciales biomarcadores de efecto temprano por la exposicion a 2,4-D, ademas

de ser un posible biomarcador indicativo del riesgo de infertilidad masculina.

Por tanto, aunque los biomarcadores de efecto temprano miden alteraciones
dentro de un sistema biologico, también se podrian considerar como biomarcadores
para la evaluacion de la exposicion toxicolégica, sin embargo, debe ser un trabajo
integrado con otros biomarcadores de exposicion y susceptibilidad para evaluacion
adecuada de riesgos para la salud como para caracterizar el impacto de los

agroquimicos.
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VI. PERSPECTIVAS

Si bien es un estudio que aporta evidencia cientifica sobre la alteracion de
los canales ionicos implicados en la fertilidad y lo genes asociados a las hormonas
tiroideas que se correlacionan con un estado de disrupcién endocrina, aun falta por
dilucidar algunos mecanismos de toxicidad de los herbicidas utilizados para esta

investigacion. Por ello se plantean las siguientes perspectivas.

e Evaluar la concentracion sérica de hormonas tiroideas para correlacionarlos
con el estado tiroideo.

¢ ldentificar mediante un andlisis citogenético anomalias cromosomicas en los
espermatozoides del testiculo y el epididimo.

e Evaluar la concentracion sérica de glucosidasa neutra, antigeno prostatico
especifico, zinc y fructosa para identificar alteraciones visibles de la funcién

prostatica y la vesicula seminal.
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VIll.  ANEXOS

VIII.1 Certificado de salud animal de los animales de experimentacion

UPEAL

UNIDAD DE PRODUCCION Y EXPERIMENTACION
DE ANIMALES DE LABORATORIO

Cinvestav
CERTIFICADO DE SALUD ANIMAL
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Av. Instituto Politécnico Nacional # 2508,
Col. San Pedro Zacatenco, C.P. 07360, CDMX, México.
SENASICA AUT-B-C-0419-051
WISTAR

Noviembre 4, 2019
MACHOS 24_ | HEMBRAS _

30645/30647/39930 DICIEMBRE 2018

150 a 200 gramos
DICIEMBRE 2019

MONITOREO AMBIENTAL MICROAISLADOR SEROLOGIA
Klebsiella oxytoca Ambiente PCR i Cilia Associated MIF ;
w i Negativo p y Bacillus (CAR Suero Negativo
Klebsiella pneumoniae Ambiente PCR Negativo bacillus)
H Suero MIF Negativo
Boone Cardiovirus Ambiente | PCR Negativo 1 virus g
Lymphocytic -
Clostridium piliforme Ambiente PCR Negativo choriomeningitis virus Suero MIF Negativo
LCMV
Helicobacter spp. Ambiente PCR Negativo Mycoplasma pulmonis Suero MIF Negativo
Helicobacter bilis i i
‘Amblenle i AU Mouse adenovirus (MAV1) Suero MIF Negativo
Helicobacter ganmani Ambiente PCR Negativ
gative Mouse adenovirus (MAV2) Suero MIF Negativo
Helicobacter hepaticus | Ambiente PCR Negativo
g Pneumocystis carinii Suero MIF Negativo
Helicobacter : 7
yrinus Ambiente PCR Negativo Rat Parvovirus RPV Suero MIF Negativo
Helicobacter rodentium | Ambiente PCR Negativo Rat Minute Virus (RMV) Suero MIF Negativo
Helicobacter typhlonius | Ambiente PCR Negativo Kilham Rat Virus (KRV) Suero MIF Negativo
Mouse adenovirus (MAV1) | Ambiente PCR Negativo Rat Parvovirus H1 Suero MIF Negativo
Mouse adenovirus (MAV2) | Ambiente PCR Negativo fp"\?lu;“""ia virus of mice | gyero MIF Negativo
Mycoplasma pulmonis | Ambiente PCR Negativo Rat Coronavirus § il Kaaats
: ISialodacroadenitis uero egativo
Kilham Rat Virus (KRV) | Ambiente PCR Negativo (RCV/SDAV)
Rat Minute Virus (RMV) | Ambiente PCR Negativo Reovirus 3 (REO3) Suero MIF Negativo
i F N i
Rat Parvovirus (RPV) Arblerite PCR Negativo Rat Theilovirus (RTV) Suero Ml egatfvo
i Sendai virus Suero MIF Negativo
Rat Parvovirus H1 Ambiente PCR Negativo Clostridium piliforme Suero MIF Negativo
Pasteurella Los animales de laboratorio resultado de este diagnéstico nacieron en esta
pneumotropica biotype Ambiente PCR Negativo unidad y han sido mantenidos en la condicién de "centinelas”, bajo las précticas
Jawetz de manejo establecidas para tal efecto.
Pasteurella
pneumotropica biotype | Ambiente PCR Negativo
Heyl
Pseudomona s %
aeruginosa Ambiente PCR Negativo
';ﬂ‘lczw"“:“'m i . = Médico Veterinario Certificado
:RIE\r;/;gx:l)en s Virus Ambiente PCR Negativo Maria Antonieta Lopez Lépez
Cédula Profesional: 2759847
Salmonella spp. Ambiente PCR Negativo

Este documento es vélido con firma digitalizada
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FICHA TECNICA

Lu€ava

LUCAQUAT

Paraquat 25% SA

HERBICIDA AGRICOLA.
SOLUCION ACUOSA

LUCAQUAT 25% S.A. es un herbicida de contacto no selectivo aplicado en post-emergencia de la
maleza. 5i se aplica en post-emergencia al cultivo, el producto debe de ser dirigido a la maleza sin
tocar al cultivo.

COMPOSICION PORCENTLIAL %en peso

INGREDIENTE ACTIVO

Paraquat: Sal didoruro de Paraquat

{1, 1 dimetil-4.4 del ion bipiridilio)

con un contenido de lon no menar de 72.4%

[Equivalente a 200 g de |.A.L) No menos de  25.00%

INGREDIENTES INERTES
Diluyente, estabilizante ¥ humectante Nomdsde 75.00%
TOTAL 100.00%

PRECAUCIONES ¥ ADVERTENCIAS DE USO: Use el equipo de proteccién adecuade y completo: guantes,
mascarilla de cartucho, overel, botas, capucha y gogles. No coma, beba ni fume durante la aplicacion. Mezcle
los preparativos con un removedor (nunca con las manos), aungue se tenga los guantes puestos. No aplique en
horas de calor intenso ni euando el viento exceda la velocidad de 8 km/h para evitar arrastres. Después de
aplicar el producto, bifiese y pdngase ropa limpia.

MODERADAMENTE TOXICO

ADVERTENCIA SOBRE RIESGOS: Este producto es Moderadamente tdxico, por lo que deberd evitarse su
ingestidn, inhalacién y contacto con la piel v ojos. No se transporte ni almacene junto con productos
alimenticios, ropa o forrajes, manténgase fuera del alcance de los nifios y animales domésticos. Mo almacenar
en casas-habitacidn. Mo deberdn exponerse nl manejar este producto las mujeres embarazadas, en lactacidn y
personas menores de 18 afios. No reutilice el envase. Higase el triple lavado y destriyase.

CARRETERA TECOMAN-CERRC DE CRTEGAKM. 15
C_P. 28100 TECOMAN, COL. TEL (01 313) 324 6977, 324 6978
fertigomezf@hotmail.com R.F C.: FGO-040406-U80

Jmezsa.ecy.
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INSTRUCCIONES DEUSO
iSIEMPRE CALIBRE ELEQUIPO DE APLICACION!

VIII.2 Ficha técnica del LUCAQUAT (Paraquat)... continuacion

FertilLoartes

Jmezsa.ecy.

LUCAQUAT 25% S.A. es un herbicida de contacto, no selectivo, que controla maleza de hoja angosta y ancha,

sean anuales o perennes.

USESE EXCLUSIVAMENTE EN LOS CULTIVOS Y MALEZAS AQUI RECOMENDADOS

*USO RESTRINGIDO*
Epoca de
Cultivo Dosis L/ha aplicacién Malezas
Frutales perennes 1530 Maleza en Hoja ancha
Papaya, guayabo, crecimiento activo |Acahual [Simsia amplexicaufs)
Aguacate, cafeto, entre 5y 15 cm. |Acahualillo (Bidens pilosa)
Citricos, platano, de altura Amargosa (Ambrosia spp)
Manzano, peral, Bledo o quelite [Amaranthusspp)
durazno, nogal. Bledo cenizo (Chenopodium album)
Lengua de vaca (Rumexcrispus)
Mostaza negra (Brassica migra)
Tacote (Tithonia tubaeformis)
Toloache [Datura stramonium)
Tomatillo (Xanthium strumarium)
Verdolaga (Portulaca oleracea)
Hoja angosta
Papa, pepino, lechuga, 15220 Avena loca (Avena fatua)
meldn, col, soya, Pata de gallo (Eleusine indica)
sandia, Zacate azul [Poaannua)
jitomate, sorgo, cafia Zacate cadillo (Cenchrus equinatus)
de 1.5:3.0 Zacate fresadilla [Digitaria
azlcar, maiz, pifia, Maleza en sanguinals)
cartamo, girasol, crecimiento activo |Zacate de agua (Echinochloa spp)
chicharo, entre 5y 15¢m  [Zacate johnson (de semilla)
cebolla, espérrago, de altura {Sorghum halepense)
frijol, Zacate bermuda (Cynodon dactylon)
brocoli, 2anaharia,
coliflor,
calabacita, trigo,
cebada
y avena.

METODOS PARA PREPARAR Y APLICAR EL PRODUCTO: Mezcle la dosis de LUCAQUAT 25% S.A. en la cantidad
necesaria de agua limpia para cubrir una hectdrea. Generalmente la cantidad de agua usada para una hectdrea
es de 400-600 L aplicados con o sin herbicidas residuales. Usando 0.75 - 1.25 litros de LUCAQUAT 25% S.A.

Jtambor con 200 L de agua.

CARRETERA TECOMAN-CERRO DE ORTEGAKM. 1.5
C.P. 28100 TECOMAN, COL. TEL (01 313) 324 6977, 324 6978
fertigomez@hotmail.com R.F.C.: FGO-040406-US0
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CONTRAINDICACIONES: Evitese que la aspersidn se desvie a otros cultivos LUCAQUAT 25% 5.A. destruye todos
los tejidos verdes.

INCOMPATIBILIDAD: LUCAQUAT 25% 5.A.: No es compatible con productos de fuerte reaccidn alcalina.

FITOTOXICIDAD: LUCAQUAT 25% 5.A. es un herbicida de contacto no selectivo, por lo que las aplicaciones
deben hacerse dirigidas para evitar el contacto con los cultivos.

PRIMEROQS AUXILIOS: Retirar a la persona intoxicada de la fuente de contaminacidn para evitar mayor contacto
recostdndola en un lugar ventilado vy abrigdndola bien. Mantenga al paciente abrigado y en reposo. Si ha habido
alguna salpicadura en los ojos, ldvense por lo menos durante 15 minutos con agua corriente. 5i hubo
derramamiento sobre la piel, lavese ésta cuidadosamente con agua v jabdn y quite a la persona intoxicada la
ropa contaminada. 5i ha ingerido producte v la persona estd consciente, provogue el vémito inmediatamente,
intreduciendo un dede en la garganta. Si la persona esta inconsciente, aseglrese gue pueda respirar sin
dificultad, no provogque el vimito y no trate de introducir absolutamente nada en la boca.

RECOMENDACIONES ALMEDICO

GRUPD QUIMICO: BIPIRIDILOS

SINTOMAS Y EFECTOS DE INTOXICACION: Lesiones hepdticas v renales, inflamacidn de la cornea y conjuntivas,
irritacidn de nariz y garganta, hemorragia nasal, formacidn de ampollas, malformacidn emn el crecimiento de las
ufias, insuficiencia pulmonar y respiratoria y dafio al miocardio.

ANTIDOTO ¥ TRATAMIENTO: Mo tiene antidoto especifico, el tratamiento deberd ser sintomdtico. Hacer lavado
gastrico con suspensidn de un litro de tierra de Fuller al 30% o con solucidén de bentonita el 7% adicionada con
100 ce de glicerina. Las dos suspensiones son de agua pura.

MEDIDAS DE PROTECCION AL AMBIENTE: Este producto es tdxico para aves y peces. No contamine el agua
vertiendo plaguicidas en ellos. En caso de derrames, absorber el producto derramado con inertes en polvo,
aserrin, ceniza u otromaterial absorbente. Dejar el tiempo suficiente para asegurar la absorcidn.

Dispdngase los envases vadios de acuerdo al reglamento de la Ley General de Equilibrio Ecoldgico y Proteccidn
al Ambiente en materia de residuos peligrosos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO ¥ TRANSPORTE: Transpdrtese y almacénese en lugar seguro, ventilado,
seco y alejado del calor o fuego directo. Mo almacenar en casa habitacidn. Gudrdese bajo llave en su envase
original. No se transporte junto con productos alimenticios, ropa, semillas, forrajes y fertilizantes. Asegure los
envases durante su transportacién. En caso de derrames, lavar inmediatamente el drea contaminada con sosa
cdustica al 5% y despuds con agua y jabdn.

GARANTIA: Quimica Lucava, 5.A. de C.V. garantizala formulacion correcta de este producto, pero como su
dosificacién, almacenaje, manejoy aplicacion estdn fuera de su control, no nos hacemos responsables de los
resultades que se abtengan con el mismo.

CARRETERA TECOMAN-CERRO DE ORTEGAKM. 15
C.P. 28100 TECOMAMN, COL. TEL (01 313) 324 6977, 324 6978
fertigomez{@hotmail.com R.F.C.: FGO-040406-UB0
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Sifatec’ Sifatec

Desmonte A
|. Ii i"i ' 480 SCA

2,4-D amina
Herbicida / Solucién Concentrada Acuosa

Herbicida agricola
RSCO-HEDE-0222-416-014-049

DESMONTE A® es derivado del acido diclorofenoxiacético con actividad auxinica capaz de
actuar sobre los mecanismos que regulan el crecimiento vegetativo de las plantas con 480g de
ingrediente activo por litro de producto.

DESMONTE A® Es un herbicida post-emergente selectivo a para el control de las malezas de
hoja ancha, es de accion sistémica que se absorbe por el follaje y raices. Es traslocado en la
planta por el floema y xilema, acumulandose en las regiones meristematicas de los rebrotes y
raices.

DESMONTE A® Actila como inhibidor del crecimiento. Estimulan la sintesis de los acidos
nucleicos y de las proteinas, afectando la actividad de las enzimas, la respiracion y la division
celular. Las especies de hoja ancha muestran hojas, tallos y raices deformados.

DESMONTE A® se recomienda aplicar este producto de manera terrestre y cuando haya
buena humedad en el suelo para un efecto mas rapido del mismo.

Es compatible con la mayoria de los productos fitosanitarios; sin embargo, es necesario que
la mezcla solo se haga con productos debidamente registrados por COFEPRIS.

Malezas que controla:

MALEZA QUE CONTROLA NOMBRE CIENTIFICO
Bledo o quelite Amaranthus sp.
Cardos Cirsium sp
Cormrehuela Convolvuils arnvensis
Diente de Ledn Taraxacuim officinale
Mozrtaza Brassica sp
Orozuz Glycyrrhiza glabra

. Ortiga Urtica sp.
Rabano Silvestre Raphanus raphamistrum




VIII.3 Ficha técnica del DESMONTE A (2,4-D)... continuacién

FICHA TECNICA

g i Y <

Sifatec’ Sifatec

Desmonte A
|. Ii I"i | 480 SCA

2,4-D amina
Herbicida / Solucidn Concentrada Acuosa

Recomendaciones a cultivos

CULTIVO DOSIS (L/ha) OBSERVACIONES
AVENA, TRIGO, 0.675—125 En siembras de primavera, desde que la planta tiene 15 cm de
CEBADAY '1 25 _9 altura hasta principios del encafado.
CENTEMO A En granos sembrados en inviemno.
El tratamiento debe hacerse cuando las malezas han nacido y
i 16-35 cuando el cultivo tenga una altura aproximada de 15 a 25 cm.
MAIZ Y SORGO 1_2' La aplicacion debe ser dingida a la parte superior de las
malezas, evitando aplicar directamente el herbicida sobre las

plantas de maiz y sorgo.

Apliguese de 4 a 8 semanas después de nacido el cultivo.
Cuando el amoz es de inundacion, apligue de 7 a 9 semanas

ARROZ 1-125 después de la siembra cuando han emergido sobre el agua y
las hojas s& encuentren erectas. MNunca se aplique el producto
cuando el amoz se encuentre en la época de plantula.

Para el control de malezas de hoja ancha, el fratamiento debera
hacerse cuando |as hierbas son mas jovenes y estan creciendo

CANA DE AZUCAR 12i5—_244 vigorosamente. La mejor época de’ aplicacion es cuando el
' y pelillo tenga de 30 a 50 cm de altura. Si aporca, frate después
sin mojar la cafia

Presentacion: Botella PET 950 ml y garrafa HOPE de 5 L.
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VIIl.4 Participacion en Congresos Nacionales e Internacionales

VIII.4.1 XXXVI Reunién Anual de la Sociedad Chilena de Ciencias Fisiologicas

(SCHCF), Santiago, Chile

XXXVI ANNUAL MEETING
Sociedad Chilena de Ciencias Fisiolégicas

Vanessa Conde-Maldonado, Enoch Luis, Cinthia Morales-Juarez, Mayvi Alvarado,
Libertad Juarez-Santacruz, Alba Ménica Montiel-Gonzalez, Edelmira Garcia-Nieto,
Arely Anaya-Hernandez

Por haber participad yun trab en XXXVIREUNION ANUAL DE LA SOCIEDAD CHILENA DE
CIENCIAS FISIOLOGICAS (SCHCF) llevada a cabo entre 29 de noviembre y el 3 de embre 2021
jalid irtual antiago, Chile. C t tit

Differential gene expression of CatSper1-2 and TRPV4 in rat testes by acute
exposure to Paraquat and 2,4-D

Zully Pedrozo, PhD Carlos Escudero, MD PhD
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VII1.4.2 VIIl Congreso de la Rama de la Traduccién de Sefiales

<% . Departomento de Sociedad Mexicana de
L s [ es Toqimica (5 Q8 Soauimcs n
= h , ~—— P ”
g - S . 2 cinvestav () gy o apaci s
' & > 7 Se la te
=, 5 “\Q otorga la presen!

Q’ Constancia a

~»

anessa Conde Maldonado
 asistié y presents el trabajo titulado:

RPV4 gene expression in rat testes by acute
e to commercial herbicides.

TUT AT ST I e

| VIl Congreso de la Rama de Transduccién de Sefiales
embre de 2021
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, México

A U‘l Ses 2a
3 Dr. Ulises Meza Vil a
— /’ UASLP
‘, ’ D
’ ‘: 'U to O res Reyes
STA!
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VII1.4.3 XIl Simposio Internacional: Investigacion Quimica en la Frontera

EDUCACION | [ .

EL TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
A TRAVES DEL INSTITUTO TECNOLOGICO DE TIJUANA

OTORCA EL PRESENTE
RECONOCIMIENTO
A

Vanessa Conde Maldonado, Cinthia Morales
Juarez, Edelmira Garcia Nieto, Libertad
Juarez Santacruz, Enoch Luis, Arely Anaya
Hernandez.

Por su valioza participacaon al impartir la Confe
“Evaluacion do parameuos biogquimicos y hmtoloqtcos on nta: macho con
expo.loon agudanhcrbocm; comerciales” caentro cel SMposia Intermac :

MLQSCON QUIirnica ¢ a Frantera, organzado por el Comtro de Craduados ¢
- a vado a cabo del 17 de novembre a3l 19 e nowembre de
ING. JOSE GuI o DENAS LOPEZ
omECTOR

O S
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VIIl.4.4 Segundo Congreso Internacional Multidisciplinario de Divulgacion
Cientifica

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE NAYARIT

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QuiMICO
BIOLOGICAS Y FARMACEUTICAS

e

“Se otorga la presente constancia a:
nde-Maldonado V. Garcia-Nieto E
Judrez-Santacruz L, Luis E, Anaya-Hernindez A
por su participacion con la ponencia titulada:

“DANO TESTICULAR Y ALTERACION DEL GEN CATSPER
POR EXPOSICION A TOXICOS AMBIENTALES”

durante el Segundo Congreso Internacional Multidisciplinario de Divulgacién Cientifica:

Vida, Ciencia y Tecnologia que se llevé a cabo del 18 al 22 de octubre de 2021

3
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VIII.4.5 XXXIIl Congreso Nacional de Bioquimica (Modalidad Flash talks)

[41] Sociedad Mexicana de
:§ Bioquimica A.C.
n

MESA DWRECTIVA 2021-2003
PHESIDENT,

A
Ora. Soleded Marts Teress Mermdodes

Sotomayol

VICEPRESIDENTE
Or Agustin Guenwo Hermdnde:
SECRETARIA

TESORERA
Ova Berttw Marla Josstnae Qonzies Petas

SUBSECRETARMA TESORERA
Ora Maria de Lountes Girard Cuedy

S0CI0S FUNDADORES

Or. Bartie s Arreguin Loziene
Ot Edrmunds Calva Cuadiiu
Dv uu—nww

SACRAMENTO NO. 413
COL. INSURGENTES BORJA

DEL. BENITO JUAREZ
CP. 03100
comx
TEL. (55)56225742
www SMB.ORG MX

1957-2022 henhmkeaanadSMB

Se otorga la presente

CONSTANCIA:

Vanessa Conde Maldonado

Por la presentacién de su trabajo:

Related-Thyroid hormone genes are altered by acute
exposure to 2,4-dichlorophenoxyacetic in rat testes

Por: Vanessa Conde Maldonado, Enoch Luis, Mayvi Alvarado,
Libertad Juarez-Santacruz, Edelmira Garcia-Nieto,
Arely Anaya-Hernandez

En la modalidad
Flash talks

durante el XXXIII Congreso Nacional de Bioguimica
16 - 21 de octubre de 2022, Mérida, Yucatan

Atentamente
Por el Comité Organizador

Dra. Teresa Hernandez Sotomayor
Presidenta

qle o
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VIII.4.6 XXXIIl Congreso Nacional de Bioguimica (Modalidad cartel)

Sociedad Mexicana de
b § Bioquimica A.C.

MEBA DRECTIVA 20352083
PRESOENTA

Uri Bertad Marim Tarwns Hhorn an dud
ER e

VICEPRE S0ENTE
D1 Agustn Gusnrraru Harmanss

SECRETARA T

EBORERA
Orn Dt Mt Iimfina Gonisbed Petras

SUBSECRETARA TESORERAA
Drn Matia de Linsdas Ghowdt Clesy

ot
il

SACRAMENTO NO 413
BORJA

COL INSURGENTES
DEL BENITO JUAREZ
cP. OOIM
TEL cus)mw
W

1957-2022

Se olorga la presente

CONSTANCIAa

Vanessa Conde Maldonado

Quien asistié y presents el trabajo:

Related-Thyroid hormone genes are altered by acute
exposure to 2 4-dichlorophenoxyacetic in rat testes

Por: Vanessa Conde Maldonado, Enoch Luis, Mayvi Alvarado,
Libertad Judrez-Santacruz, Edelmira Garcia-Nieto,
Arely Anaya-Hernandez

En la modalidad de cartel durante el
XXXl Congreso Nacional de Biogquimica
16 - 21 de octubre de 2022, Mérida, Yucatan

Alentamente
Por el Comité Organizador

Dra. Teresa Hernandez Sotomayor
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VIII.4.7 Jornadas del dia del Quimico, en el Instituto Mexicano del Seguro

Social-IMSS, en el Hospital General de Zona N. 2, Apizaco, Tlaxcala
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VII1.4.8 Participacion en Articulos de Divulgacion Cientifica Nacional e

Internacional

Publicacion del articulo de divulgacion cientifica

14
W\

&2 Secretaria % USE p

de Educacion
Py . 1 Unit idad de la Sal
Hacer historia. Hacer futuro. N Uierkdaddelagated

LA UNIVERSIDAD DE LA SALUD DEL ESTADO DE PUEBLA

Otorga el presente
RECONOCIMIENTO
A la C. Vanessa Conde Maldonado

Por la publicacion de su articulo
“Modulacion oncogénica por plaguicidas”
En el Volumen VI de Gaceta USEP

Y4

Dra. Maria Beatriz Rivera Aguirre Dr. José Hugo Eloy Meléndez Aguilar Dra. Jabneel Alejandra Sanchez Lara
Secretaria de Vinculacion Rector Directora de Comunicacion
y Extension Universitaria

Puebla, Puebla
febrero 2022



Publicacién del articulo de divulgacién cientifica

Articulo de Divulgacién Cientifica

Instituto de Genética Barbara McClintock

Sitio web: www.igbmgenetica.com
Articulo

Espermatozoides en accion: Infertilidad desconocida

Vanessa Conde-Maldonado® y Arely Anaya-Hernandez
Ed

Centro de Investigacion en Genética y Ambiente, Universidad Autonoma de Tlaxcala, México.

La fertilizacion es un proceso biolégico que surge de 1a unién de un espermatozoide y un
ovulo, y tiene como finalidad la creacion de un nuevo ser (figura 1). Existen diversas
alteraciones que impiden que este proceso se lleve a cabo, desencadenando una patologia
llamada infertilidad. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a esta
enfermedad como la incapacidad de procrear después de un afio de actividad sexual
regular sin proteccién y actualmente se ha convertido en un problema de salud mundial
que afecta a millones de personas. Los datos disponibles indican gque existen
aproximadamente 186 millones de personas en todo el mundo que no pueden tener hijos
esto debido a diversos factores provenientes del padre, la madre, o a una combinacion
de ambos (1, 2, 3).
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