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RESUMEN 

En México, uno de los grupos de plaguicidas de mayor uso en la agricultura es el de los 

organofosforados (OF), los cuales representan un problema de salud pública. Numerosos estudios 

describen un daño neurológico por la exposición a plaguicidas OF, debido a la inhibición de la 

enzima acetilcolinesterasa por los metabolitos activos, los oxones, que se forman por la 

activación de los OF por enzimas del sistema de monooxigenesas (citocromos P450). Por otro 

lado, existen evidencias de que la exposición a plaguicidas OF altera la calidad de semen y se ha 

reportado que individuos expuestos a mezclas de estos plaguicidas presentan un aumento en la 

frecuencia de aneuploidías espermáticas y alteraciones en la estructura de la cromatina de los 

espermatozoides, siendo los espermatocitos y los espermatozoides en la etapa final de 

maduración epididimal las células blanco de los OF. En general, se ha establecido que los oxones 

son más tóxicos que los compuestos padres; sin embargo, se desconoce el potencial tóxico de los 

oxones en las células espermáticas. El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad de 

semen y el daño al ADN  espermático en trabajadores agrícolas expuestos a plaguicidas OF, así 

como en un sistema in vitro en espermatozoides humanos expuestos a varios OF y sus 

correspondientes oxones. Se evaluó la calidad de semen (de acuerdo a la OMS) de las muestras 

proporcionadas por los trabajadores agrícolas (n=31, de 39 ±11 años de edad). En el estudio in 

vitro, tres donadores sanos proporcionaron las muestras de semen (con parámetros normales de 

calidad de semen e integridad de la cromatina), las cuales fueron incubadas con concentraciones 

de 50-900 µM de paratión, paraoxón, diazinón, diazoxón, clorpirifos y clorpirifos-oxón. La 

citotoxicidad se determinó por el porcentaje de viabilidad utilizando el método de exclusión de 

eosina-Y y el daño al ADN de acuerdo a la técnica de fragmentación in situ del ADN (SCSA, 

parámetro DFI%= DNA Fragmentation Index). Los resultados obtenidos indicaron que los 

trabajadores agrícolas presentaron parámetros anormales de la calidad de semen, principalmente 

en morfología, volumen y motilidad (100%, 36% y 21% de anormalidad, respectivamente); sin 

embargo no se asociaron con los indicadores de exposición a plaguicidas OF. En cuanto al daño 

genético, si se observó una asociación positiva entre los indicadores de exposición a OF y el daño 

al ADN espermático (parámetro DFI%), apoyando el potencial genotóxico de los OF. Por otra 

parte, en el sistema in vitro, considerando la concentración necesaria para generar un 30% de 

fragmentación del ADN (valor de DFI% al cual se compromete la fertilidad), se observó el 

siguiente orden de genotoxicidad: paraoxón> paratión> clorpirifos-oxón> clorpirifos> diazoxón> 
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diazinón. La diferencia del efecto entre los compuestos padres y sus oxones fue desde 15% más 

genotóxico el clorpirifos-oxón que el clorpirifos hasta casi 10 veces más tóxico el paraoxón que 

el paratión.  El grado de citotoxicidad de los OF fue muy similar. Estos resultados indican que los 

oxones tienen mayor efecto cito- y geno- tóxico sobre los espermatozoides maduros que los 

compuestos padres y que el par paratión-paraoxón resultó el más tóxico de los compuestos 

evaluados. Nuestros resultados demuestran que aún la cromatina de los espermatozoides maduros 

es susceptible de sufrir daño por la exposición a plaguicidas OF, lo cual puede contribuir a los 

problemas de reproducción masculina que se observan en individuos expuestos a estos 

compuestos.  
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1. Introducción  

1.1. Plaguicidas 

Los plaguicidas son sustancias químicas de origen natural o sintético, que se usan solos o en 

mezcla para combatir malezas, enfermedades o plagas (virus, bacterias, hongos, nemátodos, 

ácaros, moluscos, insectos, roedores, etc.), potencialmente capaces de causar efectos tóxicos en 

organismos (FAO, 1986; Hayes, 1991).  Existen cientos de compuestos químicos que actúan 

como plaguicidas, los cuales pueden ser clasificados por diferentes criterios como son el tipo de 

organismo al que se desea controlar (insecticidas, acaricidas, funguicidas, rodenticidas, etc.), 

según su estructura molecular es común agruparlos en: organoclorados, carbamatos, 

organofosforados, piretroides, etc. Por otra parte, con base en el daño potencial que los 

plaguicidas pueden causar a la salud humana, es posible clasificarlos en uno o varios de los 

siguientes grupos: inhibidores de la colinesterasa, disruptores endocrinos y alteradores del 

sistema inmune (Rivero et al., 2001). 

 

1.1.1. Usos e importancia 

Actualmente, los plaguicidas sintéticos para el control de diversas plagas, tanto en el área 

agrícola como en la sanitaria, tienen una utilización masiva; esto ha traído beneficios para la 

población, pero ha provocado problemas de salud, así como contaminación del ambiente. En 

nuestro país,  los plaguicidas presentan un amplio uso, ya que están incorporados en actividades 

de salud pública, siendo el sector agrícola donde más se utilizan (Hayes, 1991). 

Debido al importante crecimiento poblacional, la producción y conservación de alimentos 

se ha convertido en una de las mayores preocupaciones de los gobiernos, en tanto que la 

población pide mejor calidad y cantidad de los productos que consume. El esfuerzo que se 

necesita para satisfacer ambas demandas se incrementa conforme la población solicita productos 

totalmente libres de bacterias y de apariencia agradable (Primo y Carrasco, 1990). Entre los 

factores que limitan la producción agrícola y la calidad de las cosechas, están las enfermedades y 

las plagas, las cuales pueden atacar a los cultivos desde que las plantas inician su crecimiento. 

Por otra parte, las enfermedades transmitidas por vectores son un problema importante de salud 

pública en el país (Albert, 1986).  

En la actualidad, se usan más de 15, 000 tipos de plaguicidas en todo el mundo, de los 

cuales la mayor parte ha demostrado presentar toxicidad en los seres humanos (Hayes, 1991). El 
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impacto negativo a la salud ocasionado por la exposición a estos químicos, tanto a través del 

contacto físico directo durante la aplicación, como por medio de la ingestión de residuos en agua 

potable y hortalizas, ha sido ampliamente reportado en la literatura (OMS, 1990).  

 

1.2. Plaguicidas Organofosforados (OF) 

 1.2.1. Estructura química  

Los compuestos OF son ésteres, amidas o tioderivados de los ácidos fosfórico, fosforotioico o 

fosfonotioico (Figura 1) (OMS, 1990). Cuando el átomo que se une al fósforo con el doble enlace 

es el oxígeno, el compuesto se denomina “oxon”, el cual es un potente inhibidor de la 

acetilcolinesterasa (AChE), aunque con el oxígeno en esta posición se favorece la hidrólisis del 

compuesto, especialmente bajo condiciones alcalinas. Para hacerlos más resistentes a la 

hidrólisis, se sustituye al oxígeno por un átomo de azufre, estos compuestos son llamados 

“tiones” y son pobres inhibidores de la AChE. Estos son convertidos a sus correspondientes 

oxones por acción de las enzimas microsomales del hígado (Hayes, 1991). 

 

Figura 1. Fórmula general de los compuestos organofosforados. 

1.2.2. Categorías y usos 

Los OF se clasifican según su fórmula general en cuatro categorías, de acuerdo con el carácter del 

grupo sustituyente X: Categoría I (X contiene un nitrógeno cuaternario), constituido por la 

fosforilcolina, son los mas tóxicos y no se usan como insecticidas. Categoría II (X es flúor), 

constituido por los fluorofosfatos, son muy volátiles y son usados como gases de guerra. 

Categoría III (X es un grupo CN, OCN, SCN u otro halógeno que no sea flúor), utilizados 

también como gases de guerra y no como insecticidas. Categoría IV (X es otra molécula distinta 

de las anteriores), incluye a la mayoría de los compuestos utilizados como insecticidas, y estos a 

su vez se dividen en 8 subgrupos en relación con los sustituyentes R1 y R2. 
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En general, los compuestos OF tienen usos como insecticidas, nematicidas, herbicidas, 

funguicidas, plastificantes y fluidos hidráulicos (en industria) y como armas químicas (Hassall, 

1990). Los insecticidas, son el grupo de plaguicidas de mayor uso y entre estos, los OF como el 

metil paratión, malatión, diazinón, clorpirifos, metamidofos, fenitrotión, diclorvos y propetamfos, 

se encuentran en las listas de mayor uso ocupacional (INEGI, 1990; OMS, 1991). 

 

 1.2.3. Toxicocinética de los OF 

 1.2.3.1. Absorción 

Los OF se absorben por vías respiratoria, dérmica, digestiva y conjuntival. La velocidad de 

absorción dérmica depende de la región y superficie corporal expuesta y del tiempo de contacto 

con la piel, así como de las características lipofílicas y volátiles del compuesto y de la presencia 

de compuestos solventes que faciliten el proceso. La absorción dérmica es muy lenta, pero debido 

a que los OF son difíciles de remover, generalmente se prolonga; la absorción por esta vía 

aumenta a altas temperaturas y se incrementa con la presencia de afecciones como dermatitis, 

llagas, cortaduras o cualquier laceración en la piel. La exposición ocupacional es más frecuente 

por vía dérmica y pulmonar y la ingestión es más común en casos de envenenamiento accidental 

o por suicidio (Gallo, 1991; Jokanovic, 2001; OMS, 1986).  

 

1.2.3.2. Biotransformación 

Una vez absorbidos, los OF sufren una compleja pero rápida biotransformación que se lleva a 

cabo principalmente en el hígado por tres tipos de enzimas: a) oxidasas, constituidas por la 

familia del citocromo P450 (CYP450), b) hidrolasas y c) transferasas. La familia del CYP450 

lleva a cabo reacciones de desulfuración oxidativa o monooxigenación (activación) del grupo 

tiofosfato, la cual da lugar a la transformación del compuesto padre a sus correspondientes ésteres 

de fosfato, generando metabolitos más tóxicos (oxones) que los compuestos originales, los cuales 

son responsables de la inhibición de la enzima AChE. Una vez formados los oxones, éstos son 

hidrolizados por A-esterasas (hidrolasas) a compuestos más hidrosolubles. Dentro de las A-

esterasas se encuentra la paroxonasa (PON1). Este tipo de reacción es considerada como el 

mecanismo principal de desactivación de los OF. Por otra parte, las glutatión-S-tranferasas son 

un grupo de enzimas que llevan a cabo la conjugación del glutatión con el producto de la reacción 

de monooxigenación, o directamente con los compuestos padre (Jokanovic, 2001). En estudios 



 6

recientes se han descrito diversas isoformas del CYP450 que participan en la bioactivación de 

compuestos OF en humanos, entre ellas el CYP1A2, CYP3A4, CYP2B6, CYP2D6 y CYP2C19 

(Buratti et al., 2003; Mutch et al., 2003). También, se ha propuesto que las enzimas del CYP450 

aunque en menor proporción, pueden llevar a cabo reacciones de desarilación, generando los 

metabolitos p-nitrofenol y el ácido dietilfosfórico (Jokanovic, 2001).  

 Las reacciones de desactivación consisten básicamente en la ruptura de los enlaces en los 

que participa el fósforo con la liberación de grupos cargados negativamente y que son incapaces 

de inhibir a la AChE. En estas reacciones se forman metabolitos no tóxicos, los radicales acilo u 

otros que son liberados generalmente contienen grupos hidroxilo, amino o tiol que fácilmente 

pasan de la fase de activación a la fase de reacciones de conjugación, para ser excretados 

(Jokanovic, 2001). La desactivación de los oxones ocurre principalmente por reacciones de 

oxidación e hidrólisis por enzimas del tipo carboxilesterasas y fosfodiesterasas como la PON1. 

Esta es una enzima A-esterasa polimórfica que tiene como función participar en el metabolismo 

de los lípidos y al mismo tiempo, participa en el metabolismo de los OF, desactivándolos 

mediante su hidrólisis (Jokanovic, 2001; Sogorb y Vilanova, 2002).  

 

1.2.3.3. Distribución y almacenamiento 

Una vez que entran en el organismo, el tiempo de vida media de los OF y de sus productos de 

biotransformación es relativamente corto, aproximadamente de 12 a 100 h. Estos compuestos 

tienen un elevado volumen de distribución en los tejidos; en ratones, se ha observado una 

acumulación en la grasa cervical, paredes gástricas e intestinales, tiroides, bazo, pulmones y en 

glándulas salivales y en menor grado en hígado y riñón (Gallo, 1991). Un estudio realizado en un 

individuo de 48 años que falleció por la ingestión de paratión (250 ml) reporta la distribución de 

este compuesto en el humano: la grasa contenía la mayor concentración del insecticida (22.9 

nmol/g de tejido húmedo), seguido del riñón (1.02 nmol/g de tejido húmedo), músculo (0.71 

nmol/g de tejido húmedo), contenido ileal (0.45 nmol/g de tejido húmedo), cerebro (0.36 nmol/g 

de tejido húmedo), plasma (0.35 nmol/g de tejido húmedo), corazón (80.1 nmol/g de tejido 

húmedo) y pulmones (0.09 nmol/g de tejido húmedo). En el hígado no se detectó al insecticida 

(Eyer et al., 2003). 
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 1.2.3.4. Eliminación  

Durante el proceso de desactivación de los OF se da la formación de metabolitos específicos de 

cada compuesto y generalmente del tipo dialquilfosfatos, que pueden o no estar conjugados con 

glutatión o sulfato para finalmente ser excretados en su mayoría por medio de la orina, ya que en 

menor proporción son eliminados por heces fecales y por vía respiratoria (OMS, 1986).  

 

 1.2.4. Efectos tóxicos de los OF 

La causa más frecuente de intoxicación por estos productos es por manipulación sin medidas de 

protección adecuadas en el medio laboral (en el proceso de fabricación, transporte, almacenaje, 

aplicación, etc.). Los casos graves de intoxicación se producen por vía oral tras ingesta voluntaria 

o accidental (en este caso por contaminación del alimento o del agua). Los OF desarrollan su 

acción tóxica sobre diferentes órganos y sistemas: sistema nervioso, hígado, corazón, riñón, 

médula ósea y pulmón (INEGI, 1990). 

 Los plaguicidas tienen efectos agudos y crónicos en la salud, entendiendo por 

intoxicaciones agudas, aquellas vinculadas a una exposición de corto tiempo, con daños 

sistémicos o localizados y por crónicas las manifestaciones o patologías vinculadas a la 

exposición a bajas dosis por largo tiempo (Hayes, 1991). La información acerca de los efectos 

crónicos en la salud por la exposición a plaguicidas no es concluyente, pero existe evidencia de 

que muchos plaguicidas son potentes compuestos carcinogénicos, causantes de daños en el 

sistema neurológico, expresados como neuropatías periféricas y trastornos neuroconductuales; 

daños en los sistemas inmunológico, respiratorio y dermatológico; e incluso, alteraciones a nivel 

del sistema reproductivo como esterilidad, malformaciones congénitas y  mutagénesis                        

(Ecobichon et al., 1990; OMS, 1990). 

 Los daños a la salud ocasionados por los plaguicidas OF están relacionados 

principalmente con su capacidad para inhibir la actividad de las colinesterasas en las 

terminaciones nerviosas, específicamente la AChE, mediante inhibición competitiva por la 

fosforilación de un residuo de serina del sitio activo de la enzima, con manifestaciones diversas 

(Hassall, 1990). Esta inhibición en el tejido nervioso propicia signos y síntomas que mimetizan 

los efectos muscarínicos y nicotínicos de la acetilcolina. Existe una variación importante en la 

capacidad de los compuestos OF de inhibir a la AChE; se ha reportado que el grado de inhibición 

está relacionado con las características de partición agua-lípido de los OF (OMS, 1991). 
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 1.2.4.1. Efectos reproductivos 

Existe numerosos estudios sobre los daños neurotóxicos generados por los compuestos OF en los 

humanos, en contraste, hay muy poca información de los efectos de los OF sobre la salud 

reproductiva humana, específicamente la del sistema reproductivo masculino. Recientemente, se 

ha reportado el incremento de anomalías en el tracto reproductivo masculino y se cree que entre 

los factores que han desarrollado estos cambios, se encuentran los plaguicidas (Golden et al., 

1999). 

 Entre los escasos estudios de toxicidad relacionados con la salud reproductiva masculina 

por exposición a OF, encontramos estudios in vitro incubando espermatozoides humanos con 

diferentes concentraciones de paratión y su metabolito paraoxón. Estos estudios sugieren una 

acción directa de ambos compuestos sobre los parámetros morfológicos y funcionales de los 

espermatozoides; se observaron alteraciones en la viabilidad y motilidad espermáticas, en la 

condensación de la cromatina, en la capacidad de fertilización, incremento de anormalidades 

morfológicas espermáticas, además de alteración en la proliferación de las células germinales 

(Contreras et al., 1999; Rodríguez y Bustos-Obregón, 2000). Existe evidencia de que los OF y 

otros plaguicidas pueden alterar la espermatogénesis  (Mathew et al., 1992; Pandey et al., 1990; 

Russo y Levis,  1992). En el estudio de Mendívil et al. (2004) en trabajadores del control de 

plagas, evaluaron las características del líquido seminal y cuantificaron en el semen los 

plaguicidas de mayor frecuencia de uso, encontrando alterados principalmente los parámetros de 

motilidad, viabilidad y concentración espermáticas. 

Estudios in vivo muestran los efectos causados por compuestos OF administrados en 

ratones: los estudios de Contreras et al. (1999), al igual que Sobarzo y Bustos-Obregón (2000), 

indicaron una disminución en el número de espermatozoides y alteraciones morfológicas en los 

mismos. De la misma forma, Piña-Guzmán et al. (2005) observaron una disminución en la 

viabilidad y motilidad de los espermatozoides, así como alteraciones de la morfología de los 

mismos en ratones expuestos al diazinón.  

  

 1.2.4.2. Efectos genotóxicos 

La estructura de la cromatina espermática es un factor relevante en la reproducción, ya que la 

cromatina puede ser potencialmente dañada a lo largo de su desarrollo en cualquier parte del 

aparato reproductor masculino, comprometiendo así la fertilidad y al mismo tiempo, el desarrollo 
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de su descendencia. Durante los últimos estadios de la espermatogénesis de mamíferos, la 

estructura de la cromatina es completamente reorganizada en una serie de pasos consecutivos que 

incluyen la remoción de las histonas nucleares, siendo reemplazadas por las protaminas, proteínas 

básicas ricas en residuos de cisteína, que empaquetan al DNA (Balhorn, 1989). Durante el 

transporte de los espermatozoides por el epidídimo, ocurre la oxidación de los grupos tiol, 

formando puentes disulfuro que estabilizan a la cromatina en una estructura muy compacta 

(Bedford y Calvin, 1974). Diversos estudios han relacionado las alteraciones en la estructura de 

la cromatina espermática con una disminución de la fertilidad humana (Evenson et al., 2000; 

Spano et al., 1998). De esta manera, la alteración en la estructura de la cromatina espermática 

parece ser un indicador sensible de la función reproductiva masculina. 

 Algunos plaguicidas o sus metabolitos electrofílicos (los oxones) originados en el proceso 

de biotransformación, pueden interactuar con los centros nucleofílicos del DNA y/o proteínas y 

ocasionar cambios en su estructura, formando aductos e intercalaciones. Si estas lesiones en el 

DNA no son reparadas adecuadamente, los daños después de una división celular pueden 

expresarse como mutaciones (Hoyos, 2001). Algunos compuestos OF han sido descritos como 

potentes agentes alquilantes del DNA (Eto y Ohkawa, 1970). Estudios in vivo han reportado 

alteraciones citogenéticas inducidas por plaguicidas OF, lo cual es una evidencia de que algunos 

de estos tóxicos pueden inducir alteraciones sobre el DNA y  por consiguiente, en la expresión 

genética (Behera y Bhunya, 1989; Chen et al., 1981; Salvadori et al., 1988; Vijayaraghavan y 

Nagarajan, 1994; Wyrobeck y Bruce, 1975). En un estudio con cultivo de células de mamífero, se 

reportó que la exposición a OF se asocia con un aumento de intercambio de cromátides hermanas 

(ICH) (Chen et al., 1981). Por otro lado, en linfocitos humanos, se ha observado que la 

exposición a estos compuestos ocasiona un aumento de ICH y de aberraciones cromosómicas 

(AC) (Balaji y Sasikala, 1993). También existen estudios en los que no se han encontrado estas 

asociaciones (Rupa et al., 1990). Finalmente, se han estudiado los efectos genotóxicos de 

diferentes OF en células somáticas de mamíferos; sin embargo, la información sobre sus efectos 

en células germinales es muy limitada.  

Se han llevado a cabo estudios sobre la genotoxicidad que causan los OF sobre los 

espermatozoides de trabajadores ocupacionalmente expuestos. El estudio realizado por Sánchez-

Peña et al. (2004) sugiere que la cromatina del espermatozoide es blanco de la exposición a OF. 

Este estudio reportó que el 75% de las muestras de semen estudiadas presentaron un índice 
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incrementado de fragmentación del DNA de los espermatozoides (parámetro DFI% >30%). Por 

otro lado, Padungtod et al. (1999) llevaron a cabo un estudio en trabajadores chinos 

ocupacionalmente expuestos a plaguicidas OF, quienes presentaron un riesgo mayor de presentar 

aneuploidías en los espermatozoides respecto al grupo control; resultados similares fueron 

observados en el estudio de Recio et al. (2001), el cual se realizó con agricultores expuestos a OF 

en el área de La Comarca Lagunera, México, reportando la ausencia del cromosoma sexual o 

nulosomía, como la alteración más frecuente. 

 Por otro lado, en estudios realizados en poblaciones ocupacionalmente expuestas, 

incluyendo trabajadores de la industria manufacturera de agroquímicos, aplicadores de 

plaguicidas, floricultores y agricultores, se ha encontrado una asociación significativa entre la 

exposición ocupacional a mezclas complejas de plaguicidas y la presencia de AC, ICH y MN en 

linfocitos. Páldy et al. (1987) estudiaron a un grupo de trabajadores expuestos ocupacionalmente 

a 80 compuestos diferentes y encontraron un aumento de AC; resultados similares fueron 

observados por Dulout et al. (1985), quienes estudiaron a un grupo de floricultores expuestos a 

compuestos OF, OC y carbamatos. Sin embargo, existen estudios en los que no se ha encontrado 

esta asociación (Bolognesi, 2003; De Cassia et al., 1982).  

 

1.3.  Antecedentes de la población de estudio de la etapa in vivo. 

 1.3.1.  Exposición a plaguicidas 

En México, la utilización de plaguicidas se lleva a cabo principalmente en los cultivos de frutas y 

hortalizas, así como en el maíz, caña de azúcar, algodón y papas, para lo cual los fungicidas 

seguidos de los insecticidas son el tipo de plaguicidas mas utilizados, y dentro de estos 

encontramos a los compuestos de la familia de los OF, que son los de mayor aplicación para 

dichas actividades (FAO, 1986).  

Una de las principales actividades económicas del estado de Yucatán es la agricultura, la 

cual requiere de la aplicación de productos químicos para mejorar la producción. Hasta hace 

apenas nueve años no existía un estatuto para el correcto uso de los agroquímicos, fue en 1997 

cuando se dio a conocer el Programa Gubernamental Chaac, cuyo principal objetivo es fomentar 

el cultivo de cítricos y frutales (Paz, 1997). 

 En 1994, de los plaguicidas empleados en la horticultura y citricultura en las dos zonas 

más productivas de Yucatán, la región noreste y el “Cono Sur”, el 62% de ellos estaban 
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registrados en la lista de productos químicos prohibidos publicada por la organización de las 

naciones unidas (ONU). El 46% de los horticultores fumigaba por lo menos una vez a la semana, 

el 38% los aplicaba dos veces por semana y el 16% tres veces o más veces por semana (Alvarado 

et al., 1994). González y Alvarado en 1996, encontraron que los OF se encontraban entre los 

plaguicidas más utilizados por los horticultores del estado de Yucatán.  

En el municipio de Muna, Yuc., se cultivan en su mayoría hortalizas y cítricos, los cuales 

son atacados por diferentes plagas en diversas estaciones del año; por ejemplo, la mosquita 

blanca se presenta en los meses de marzo a junio y disminuye en temporada de lluvias (julio a 

agosto), conservándose después baja hasta el mes de febrero; es combatida aplicando plaguicidas 

OF como el metil paratión, malatión, diazinón, clorpirifos y metamidofos. Aunque pareciera 

existir un ciclo agrícola en la región con periodos de máxima y mínima aplicación de plaguicidas, 

durante todo el año la mayoría de los trabajadores permanecen expuestos permanentemente a 

plaguicidas, entre estos los OF  (Comunicación personal de los agricultores locales, 2005). 

 

1.3.2. Daños a la salud por exposición a plaguicidas 

El estudio de Alvarado y González  (1993) realizado en el municipio de Muna (región 

perteneciente al “Cono Sur” del estado  de Yucatán), reflejó que el 28% de los trabajadores 

agrícolas presentaba síntomas neurológicos de leves a moderados (razón por la cual no acuden al 

médico) y el 1.65% muestra intoxicación aguda severa por OF; el 4.9% presentó niveles de 

AChE 25% menores del nivel normal. Se ha descrito también un elevado porcentaje de 

horticultores con exposición crónica con cuadros de intoxicación aguda, esta exposición 

constante causa poca recuperación de la AChE. 

Recientemente, Medina (2001) estudió el perfil clínico y epidemiológico de las 

intoxicaciones y encontró que de las intoxicaciones ocupacionales el mayor porcentaje 

correspondió a campesinos (25%), con el mayor número de casos en sujetos en edad 

reproductiva, de 18 a 55 años. Durán-Nah y Collín-Quintal (1999) reportaron que del 33% de los 

ingresos hospitalarios por intoxicación aguda por plaguicidas en el H. Hospital General “Agustín 

O’Horan” de la SSA en Mérida, Yuc., fue por OF, siendo el 21% de las intoxicaciones por 

exposición ocupacional. 
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1.3.3. Alteraciones en la progenie 

En el estado de Yucatán, las malformaciones congénitas son la segunda causa de mortandad 

infantil (INEGI, 2003). En el municipio de Muna, González (1999) observó un aumento en la 

frecuencia de ICH en linfocitos de trabajadores agrícolas expuestos, comparado con un grupo 

control. Recientemente, en un estudio realizado en el municipio de Muna por Uh (2004), se 

encontró que el 36% de las esposas de los agricultores expuestos a OF había tenido al menos un 

aborto y el 41% presentó parto pre-término, comparado con el grupo control (11% y 6%, 

respectivamente); conviene mencionar que el 65% de los agricultores se encuentra en edad 

reproductiva (19-49 años). 
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1.4. Justificación 

En México y América Latina, la información que existe sobre los efectos de los plaguicidas sobre 

la salud, entre ellas, la reproductiva masculina, es relativamente limitada. Actualmente, estudios 

epidemiológicos consideran a los insecticidas OF como uno de los principales responsables de las 

intoxicaciones agudas mortales. Asimismo, se ha sugerido que la exposición a plaguicidas OF, 

tanto ambiental como ocupacional, ha contribuido a disminuir la concentración y calidad 

espermática, incluyendo alteraciones en la estructura de la cromatina de los espermatozoides. 

Entre los efectos genotóxicos producidos por los plaguicidas OF en las células germinales 

masculinas se pueden citar, el aumento del índice de fragmentación del DNA y de la tasa de 

aneuploidías en espermatozoides, que se traducen en posibles daños congénitos irreversibles. 

  La agricultura es una actividad económica importante en México, por lo que el uso de 

plaguicidas tiene indudablemente un papel importante en la obtención de más y mejores 

cosechas. No obstante, el uso inadecuado de estos compuestos puede traducirse en riesgos de 

intoxicaciones severas y problemas en la salud. Al respecto, en Yucatán se han observado 

problemas de salud reproductiva en los trabajadores agrícolas expuestos a plaguicidas, entre ellos 

los OF, como abortos, partos pre-término y menor número de embarazos en las esposas de los 

trabajadores.  

 La exposición a plaguicidas y en particular a los compuestos OF, representa un riesgo 

potencial no sólo por los efectos a corto plazo, sino también por los efectos a largo plazo, como 

los genotóxicos, de los cuales aún no hay información suficiente.  Por lo anterior, es importante 

evaluar el efecto de los plaguicidas, como los OF, sobre  la  calidad de semen y el DNA 

espermático, para conocer la participación paterna en los problemas de fertilidad y en la progenie. 
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1.5. Objetivos 

 1.5.1.  Objetivo general 

Evaluar la calidad espermática y el daño al DNA en espermatozoides humanos expuestos a 

compuestos OF. 

 

 1.5.2. Objetivos particulares  

 1.5.2.1 Evaluar la calidad espermática de trabajadores agrícolas expuestos a plaguicidas 

OF. 

 1.5.2.2 Determinar el daño al DNA de espermatozoides humanos por exposición 

ocupacional a plaguicidas OF. 

 1.5.2.3. Cuantificar el daño al DNA de espermatozoides humanos en un sistema in vitro 

con diferentes compuestos OF. 
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2. Material y métodos 

2.1.  Reactivos. 

De Sigma Chemical, Co. (St Louis, MO, EUA) se compró: DMSO, glutaraldehído, albúmina 

sérica bovina, formaldehído, CaCl•2H2O, eosina Y, estreptomicina, penicilina, EDTA, piruvato 

de sodio y sales de hepes. De J. T. Baker S.A. de C.V. (Ecatepec, Edo. de Mex.) se adquirieron: 

NaHCO3  y KH2PO4. Los compuestos: NaCl, lactato de sodio, glucosa monohidratada, fosfato de 

sodio, ácido cítrico, KCl, NaOH, HCl y etanol fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, 

Alemania); el Tris-base se compró en BIO-RAD (Hércules, CA, EUA); el diazinón, diazoxón, 

clorpirifos, clorpirifos-oxón, paratión y paraoxón al 99% de pureza, grado técnico, de Chem 

Service (West Chester, PA, USA); la naranja de acridina de Amersham Life Science (CA, EUA); 

el colorante Papanicolaou OG-6 de Omnichem (Puebla, Pue); el colorante EA-50 y 

hematoxicilina de Harris (fueron donados generosamente por el IMSS, México, D.F.); el Triton-

X100, de Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, USA). El medio de montaje 

CytosealTM60 de Richard-Allan Scientific (Apogent Suwanee, GA, USA).  

 

2.2. Diseño del estudio. 

Este estudio se realizó en dos etapas, una etapa in vivo en trabajadores agrícolas expuestos a 

plaguicidas OF y una segunda fase que constó de la exposición en un sistema in vitro de 

espermatozoides humanos a diferentes concentraciones de los compuestos OF metil paratión y 

paraoxón (500, 750 y 900 µM), clorpirifos y clorpirifos-oxón (300, 500, 750 y 900 µM), y  

diazinón y diazoxón (50, 300, 500 y 750 µM). 

 

 2.2.1. Estudio in vivo. 

Se realizó un estudio de tipo transversal en los meses de febrero y marzo de 2005, invitando a 

participar a los trabajadores agrícolas del sexo masculino del municipio de Muna, Yuc., entre 18-

55 años de edad. Los participantes firmaron una carta de consentimiento informado y 

posteriormente se les aplicó un cuestionario estructurado. El número de participantes que 

aceptaron participar y cumplieron con los criterios de inclusión (entre 18-55 años y que fueran 

trabajadores agrícolas) fue de 31.  Los criterios de exclusión fueron: no estar dentro del rango de 

edad, haberse realizado la vasectomía y/o tener alguna enfermedad que limitara la toma de la 

muestra. 
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 2.2.1.1. Aplicación de cuestionarios. 

Previo a la recepción de las muestras, se aplicó un cuestionario estructurado por personal 

capacitado a los trabajadores agrícolas que aceptaron participar, para conocer la edad, hábitos 

alimenticios, historia laboral (uso y exposición a plaguicidas OF), historia clínica, historia 

reproductiva, características socioeconómicas, consumo de fármacos, tabaco y alcohol. Este 

estudio fue a probado por el Comité de Bioética para estudios en humanos del CINVESTAV 

(COBISH).   

 

 2.2.1.2. Toma de la muestra. 

Se solicitó una muestra de semen de cada participante, obtenida por masturbación, cumpliendo 

con el requisito de tres días de abstinencia sexual y medidas de higiene para su obtención en un 

contenedor estéril (proporcionado para ese fin). 

 

 2.2.1.3. Análisis de la calidad de semen. 

La muestra se evaluó durante la primera hora y media después de su colecta, una vez que la 

muestra licuó por completo. Se evaluaron los parámetros de tiempo de licuefacción, volumen del 

eyaculado, concentración espermática y los porcentajes de viabilidad, motilidad y morfología, 

según los criterios propuestos por la OMS (2002). 

 

 2.2.1.3.1. Motilidad y concentración espermáticas. 

La motilidad y concentración espermáticas se evaluaron en un equipo automatizado “SQA IIC-P” 

(Medical Electronic System Ltd). El SQA IIC-P opera en base a la conversión de una fuente de 

luz en una señal eléctrica de la siguiente manera: 

Paso 1: Se introduce un capilar (0.30 mm) con la muestra de semen en la cámara óptica del 

equipo. Cuando se inicia el análisis digitalmente, se activa una fuente de luz y pasa a través del 

capilar a un receptor óptico. La luz se transmite a continuación a un detector que convierte la luz 

en señales eléctricas. 

Paso 2: Las señales eléctricas se digitalizan y se envían a una computadora interna que 

traduce estas señales con base en un algoritmo interno. 

Paso 3: Reporte de los siguientes parámetros del semen: 

• Concentración total de espermatozoides: el número de espermatozoides en millones/ml. 
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• Motilidad progresiva: porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva. 

 

 2.2.1.3.2. Morfología espermática. 

Se realizó de acuerdo al método de Papanicolaou modificado para espermatozoides (OMS, 2002). 

Se realizó un frotis con 10 μL de la suspensión espermática y se fijaron las células con tres  

inmersiones en una solución de etanol-ácido acético (3:1, v/v) y posteriormente se realizó la 

tinción como se describe en la Tabla 1. Se evaluó la anormalidad de la cabeza, parte media y cola 

espermática contando 200 células por duplicado, con un CV < 5%. 

 

2.2.1.3.3. Viabilidad espermática. 

La viabilidad de los espermatozoides se evaluó en fresco por medio del método de exclusión de 

Eosina Y al 0.5% en solución fisiológica, el cual se basa en que las células muertas cuyas 

membranas plasmáticas están dañadas permiten la entrada del colorante. Se evaluaron 100 

espermatozoides por microscopía de luz y se diferenciaron los espermatozoides vivos (no 

coloreados) de los muertos (coloreados). Los resultados se expresaron en porcentaje.  

 

  2.2.1.4. Evaluación de la condensación de la cromatina espermática.  

Se utilizó la técnica de citometría de flujo descrita por Evenson y Melamed (1983) como Sperm 

Chromatin Structure Assay (SCSA). 

 

2.2.1.4.1. Principio. 

La técnica SCSA consiste en someter a estrés químico a los espermatozoides por medio de una 

solución ácida y posteriormente incubarlos con el fluorocromo naranja de acridina (NA). El NA 

posee propiedades metacromáticas que le otorgan la característica de emitir fluorescencia verde o 

roja de acuerdo a su unión con el DNA: cuando el NA interactúa con la hebra doble del DNA 

emite una fluorescencia verde que representa al DNA no desnaturalizado, y cuando el NA 

interactúa con la hebra sencilla emite una fluorescencia roja que representa al DNA 

desnaturalizado. En la Figura 2 se muestra un citograma de una muestra de espermatozoides de 

un individuo control. En el presente estudio fueron analizados los parámetros relacionados con la 

desnaturalización del DNA espermático: el Índice de fragmentación del DNA (porcentaje y 
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media). En porcentaje (DFI% representa el daño al DNA) y la media (Media de DFI representa el 

grado de condensación de la cromatina). 

 

Tabla1. Técnica de la tinción de Papanicolaou modificada para espermatozoides. 

Solución Inmersiones a 

Etanol 80%                                                                10 

Etanol 70%                                                                10 

Etanol 50%                                                                10 

Agua destilada                                                           10 

Hematoxilina de Harris                                             3b 

 Agua corriente                                                          3-5b 

Etanol acidulado                                                          2 

Agua corriente                                                           3-5 

Solución de Scout                                                       4b 

Agua destilada                                                              1 

Etanol 50%                                                                10 

Etanol 70%                                                                10 

Etanol 80%                                                                10 

Etanol 95%                                                                 10 

Naranja G6                                                                2b 

Etanol 95%                                                                20 

EA-50                                                                         5b 

Etanol 95%                                                                15 

Etanol 99.5%                                                              2b 

Secar                                                                           5c                          
 a Una inmersión corresponde aproximadamente a 1 seg. b Corresponde a minutos y c horas.          
* Después del tiempo de secado de las laminillas, se procede al montaje con resina. 
 
 

2.2.1.4.2. Procedimiento. 

Las muestras de semen almacenadas a -70°C se descongelaron a temperatura ambiente y se 

mantuvieron  a 4°C. A alícuotas de 1x106 células se les adicionó amortiguador TNE (ver sección 

2.3.5.) para obtener un volumen final de 100 μl. Minutos antes del análisis,  se adicionaron 200 

μl de la solución permeabilizante (solución ácido-detergente, ver sección 2.3.5) para  facilitar la 
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entrada del fluorocromo a las células, se agitó suavemente y se dejó reposar durante 30 seg/4ºC. 

Transcurrido este tiempo, se adicionó un volumen de 600 μl de la solución de tinción (ver 

sección 2.3.5.) y se dejó reposar durante 3 min/4ºC.  Inmediatamente después, la preparación 

celular se filtró a través de tela de organza y se depositó en un tubo de polipropileno para su 

análisis en el citómetro de flujo (Citómetro FACS Calibur™).  

El citómetro fue calibrado en cada sesión para que las medias de las fluorescencias verde 

y roja de la muestra de referencia (muestra evaluada día a día) estuvieran en 450 y 125 canales, 

respectivamente. Se analizaron 10,000 células por muestra a un flujo menor de 200 células/seg. 

Los datos fueron adquiridos en forma de “list-mode” y se analizaron con el programa SCSASoft® 

(SCSA Diagnostics, Inc., SD, E.U.A). Previo a cada sesión en el citómetro, se analizó por 

duplicado una muestra de referencia con valor promedio de 6% de DFI%,  con un CV <10%. 

 

 

Figura 2. Citograma que representa la fluorescencia roja versus la fluorescencia verde emitida 
por los espermatozoides de un individuo control. R1 indica la población principal de 
espermatozoides sin alteración. R2 representa el porcentaje de células con DNA dañado. R3 
representa las células con alta fluorescencia verde (mal condensadas) y R4 indica restos de 
células. 
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2.2.2. Estudio in vitro. 

 2.2.2.1 Selección de las muestras de semen. 

Los participantes que aceptaron participar fueron previamente informados sobre los objetivos del 

estudio, así como sobre los criterios para ser considerados donadores. Dentro de los criterios se 

consideró que fueran sujetos sanos de entre 18 y 55 años de edad, que no consumieran drogas, 

bebidas alcohólicas, tabaco y/o algún medicamento y que proporcionaran inicialmente una 

muestra de semen con un periodo mínimo de tres días de no eyaculación,  para evaluar que los 

espermatozoides no tuvieran daño (DFI% <15%), además de aceptar proporcionar las muestras 

biológicas necesarias hasta el término del estudio. Aceptaron donar muestras 3 sujetos con 

características normales de calidad de semen (con valores promedio de: concentración= 96x106 

espermatozoides/ml, motilidad= 87% y viabilidad= 93%) y estructura de la cromatina normal 

(DFI%<15, con valor promedio de 6.7%), con un CV <10% entre los individuos. 

 

 2.2.2.2. Obtención y análisis de la muestra de semen. 

Las muestras de semen fueron obtenidas y analizadas de acuerdo a los apartados anteriores para 

la etapa in vivo.  

 

 2.2.2.3. Preparación de las soluciones de los diferentes compuestos OF. 

Un día antes de los experimentos se prepararon soluciones 500 mM para cada uno de los 

compuestos OF, que se mantuvieron en frascos ámbar a -20ºC. Las concentraciones de trabajo de 

cada uno de los compuestos fueron las siguientes: 

• Diazinón y diazoxón: 50, 300, 500 y 750 µM. 

• Clorprifos y clorpirifos-oxón: 300, 500, 750 y 900 µM. 

• Metil paratión y paraoxón: 500, 750 y 900 µM. 

 2.2.2.4. Incubación de los espermatozoides con los compuestos OF. 

Alícuotas de 5x106 espermatozoides se incubaron con las diferentes concentraciones de los 

compuestos OF, y como grupo control se tomó la incubación con el vehículo utilizado para 

disolverlos, dimetilsulfoxido (DMSO). Se realizaron tres experimentos independientes por 

sextuplicado para cada concentración de los compuestos evaluados; se les agregó un volumen de 

la solución de medio de capacitación (BWW) con albúmina,  DMSO y el compuesto OF (ver 
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sección 2.4) para obtener un volumen final de 1 ml. Inmediatamente después, se incubaron las 

muestras durante 1 h, en ausencia de luz, con 5% de CO2 y a una temperatura de 37°C. Posterior 

a la incubación, se evaluó la viabilidad de los espermatozoides después de cada uno de los 

tratamientos y los espermatozoides fueron lavados con medio BWW libre de albúmina. 

Finalmente, se prepararon alícuotas de 1x106 células en un volumen final de 100 µl de la solución 

de tinción (TNE, ver sección 2.4) y fueron almacenadas a -70ºC hasta su análisis.  

 

 2.2.2.5. Evaluación del daño a la cromatina espermática 

La evaluación de la estructura de la cromatina espermática se llevó a cabo por la técnica de 

citometría de flujo SCSA (ver sección 2.2.1.4). 

 

2.3. Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se realizó con el uso del paquete Stata SE versión 8 (Stata Corporation, TX, 

EUA). 

 

  2.3.1. Etapa in vivo. 

Inicialmente, los cuestionarios fueron revisados, codificados y capturados para construir la base 

de datos. Se realizó un análisis exploratorio para descartar posibles errores en la captura de las 

variables. 

 

2.3.1.1. Variables de estudio. 

Se consideraron como variables dependientes (aquellas que se desea estimar) a los parámetros de 

la calidad de semen (morfología, viabilidad, motilidad, volumen y concentración espermática) y 

los parámetros de la estructura de la cromatina (DFI% y Media de DFI) y como variables 

independientes a la exposición previa de 1 a 3 meses a OF y años de trabajar en el campo. Los 

posibles factores confusores fueron la edad, días de abstinencia sexual, intensidad de fumar, 

consumo de alcohol, consumo de cafeína y consumo de drogas.  
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2.3.1.2. Normalización de las variables. 

Se sometió a cada variable de estudio a una evaluación para verificar que presentaran distribución 

normal, para lo cual se consideró el valor de la Kurtosis (pico de la forma Gaussiana en la 

distribución normal), el cual debe ser de 3, así como el valor de la Skewness (dirección y grado 

de simetría de las colas de la distribución normal) que debe ser de 2. Las variables dependientes 

que presentaron distribución normal fueron motilidad, morfología, volumen y concentración 

espermática, mientras que el resto de las variables dependientes tuvieron que ser transformadas 

por medio de alguna función matemática: se utilizó la elevación al cubo para viabilidad y la raíz 

cuadrada para DFI% y Media de DFI. 

 

2.3.1.3. Análisis descriptivo. 

El análisis descriptivo de las variables dependientes e independientes se realizó por las medidas 

de tendencia central (media aritmética y media geométrica) y medidas de dispersión (desviación 

estándar), así como la distribución de frecuencias y valores mínimos y máximos. 

 

2.3.1.4. Regresión lineal simple (análisis bivariado). 

Para predecir o estimar el valor de una variable (dependiente) que corresponde al valor dado por 

otra variable (independiente), se realizó un análisis de regresión lineal simple (bivariado). En este 

tipo de análisis se relacionan sólo dos variables, por lo tanto, cada uno de los parámetros de la 

calidad de semen (viabilidad, morfología, motilidad, volumen y concentración espermática) y de 

daño a la cromatina espermática (DFI% y Media de DFI) se relacionó con cada una de las 

variables independientes. Se aceptaron como asociaciones significativas aquellas que presentaron 

un valor de p<0.05. La relación entre ambas variables se describió a través del valor de β 

(pendiente de la recta), siendo positiva (relación o asociación directa), negativa (relación o 

asociación inversa) o nula (relación o asociación de valor escaso o nulo para efectos de 

estimación o predicción). 
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2.3.2. Etapa in vitro. 

 2.3.2.1. Variables de estudio. 

Se consideraron como variables dependientes (aquellas que se desea estimar) los parámetros 

obtenidos de la evaluación de daño a la cromatina espermática (DFI% y Media de DFI). Las 

concentraciones de cada compuesto a las que se sometieron las muestras se consideraron como 

variables independientes (aquellas que explican la variación en la variable dependiente). 

 

 2.3.2.2. Análisis de varianza. 

Se realizó un análisis de varianza y la prueba de comparación múltiple Bonferroni para evaluar la 

diferencia entre las concentraciones de OF utilizados. Se aceptaron como asociaciones 

significativas aquellas que presentaron un valor de p<0.05. 

 

2.3.2.3. Regresión lineal simple (análisis bivariado). 

Para predecir un posible comportamiento concentración-efecto y posteriormente estimar las 

concentraciones de los diferentes compuestos a los cuales se lograba un 30% de DFI en  los 

espermatozoides (porcentaje de DFI considerado que compromete la fertilidad en el humano, 

Evenson y Jost, 2000), se estableció la relación entre las variables por medio de un análisis de 

regresión lineal simple (bivariado). En este tipo de análisis se relacionan sólo dos variables, por 

lo tanto, cada uno de los parámetros de daño a la cromatina espermática (DFI% y Media de DFI) 

se relacionó con las concentraciones de cada compuesto a las que fueron expuestos. La relación 

entre ambas variables se describió a través del valor de β (pendiente de la recta), siendo positiva 

(relación o asociación directa), negativa (relación o asociación inversa) o nula (relación o 

asociación de valor escaso o nulo para efectos de estimación o predicción). Se sometió a cada 

variable de estudio a una evaluación para verificar que presentaran distribución normal (ver 

apartado 2.3.1.2). Las variables que presentaron distribución normal fueron el DFI% y la Media 

de DFI del paratión y clorpirifos-oxón, el DFI% del diazinón y diazoxón, el DFI% del clorpirifos, 

mientras que el resto de las variables tuvieron que ser transformadas, como elevación al cubo 

para la Media de DFI del clorpirifos, diazinón y diazoxón,  y a la raíz cúbica para el DFI% y la 

Media de DFI del paraoxón. 
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 2.3.2.4. Análisis de correlación no paramétrica de Spearman. 

El coeficiente de correlación de Spearman (rho), es una prueba no paramétrica que mide la 

asociación entre dos variables discretas. La interpretación del coeficiente de Spearman es igual 

que la del coeficiente de correlación de Pearson; oscila entre -1 y +1, indicándonos asociaciones 

negativas o positivas, respectivamente. Para conocer si existe alguna relación entre la 

concentración de cada uno de los compuestos evaluados y su efecto, se analizó el coeficiente de 

correlación de Spearman, que posee una potencia mayor. 
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2.4. Preparación de soluciones. 

Solución ácido-detergente, pH 1.2: Se mezclaron 20 ml de HCl 2.0 N, 4.39 g de NaCl y 0.5 ml de 

Tritón X-100 y se llevaron a un volumen de 500 ml con agua desionizada (Milli-Q, 18.2 MΩ). 

Finalmente, se ajustó a pH 1.2 con HCl; para conservar esta solución al menos por tres meses se 

almacenó en frascos ámbar de vidrio a 4°C. 

Solución de tinción (NA): Se preparó a partir de las siguientes soluciones: ácido cítrico 0.1 M, 

Na2PO4  0.2 M, EDTA 1 mM, NaCl 0.15 M, ajustando a pH 6.0 con lentejas de hidróxido de 

sodio. A 100 ml de esta solución se le adicionaron 600 μl de naranja de acridina (1 mg/ml 

disuelto en agua Milli-Q). 

Buffer de TNE: Se utilizaron las siguientes soluciones: Tris-HCl  0.01 M, NaCl  0.15 M, EDTA 

0.01 M, se ajustó a pH 7.4 con NaOH 2 N y se conservó a temperatura ambiente en frascos ámbar 

de vidrio. 

Solución de fosfato: Se tomó 1 ml de solución de KH2PO4 10 mM en H2SO4 0.1 N y se llevó a un 

volumen final de 100 ml con agua Milli-Q. 

HCl 0.1 N: Se tomaron 0.3 ml de HCl y se aforaron a 100 ml con agua Milli-Q. 

Solución  buffer equilibrante: Se mezclaron 400 μl de solución ácido-detergente y 1.2 ml de 

solución buffer de tinción. 

Medio BWW: Se pesaron 0.21 g de NaHCO3, 0.109 g de C6H12O6 H2O, 0.003 g de piruvato de 

sodio, 0.35 g de fracción V de sero-albúmina bovina, 0.006 g de penicilina (1658 U/mg), 0.01g 

de sulfato de estreptomicina y 0.953 g de sales de HEPES, se agregaron 0.37 ml de lactato de 

sodio al 60% y se llevó a un volumen de 100 ml con la solución madre. Se filtró el medio en un 

filtro millipore.  

Solución madre: Se pesaron 5.54 g de NaCl, 0.356g de KCl, 0.25g de CaCl2 H2O, 0.162g de 

KH2PO4 y se llevó a un volumen final de 100 ml con agua Milli-Q. 

Eosina Y al 0.5%: Se pesan 0.01 g de eosina Y, y se llevaron a 2 ml con agua Milli-Q. 

Buffer de formaldehido: Se tomaron 50 g de NaHCO3, 10 ml de formaldehído al 35% para                  

aforar a un volumen final de 1000 ml con agua Milli-Q. 

Solución de etanol acidulado: Se mezclan 300 ml de etanol al 99.5%, 2 ml de HCl concentrado y 

100 ml de agua Milli-Q. 

.
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3. Resultados 

3.1. Etapa in vivo. 

3.1.1. Características de la población de estudio. 

La población estudiada comprendió 31 individuos del sexo masculino, originarios del  municipio 

de Muna, Yuc. Las características de los participantes se muestran en la Tabla 2. La edad 

promedio fue de 39 años. De acuerdo a los rangos de masa corporal establecidos por Pérez de 

Gallo y Marván-Laborde (1996) (normal: 20-25 y sobrepeso:>25), la mayoría de la población 

mostró sobrepeso (81%; n=25). Respecto al hábito de fumar, sólo 16 fumaban al momento del 

estudio (52%); 25 sujetos dijeron consumir bebidas alcohólicas (81%), por lo que se reporta el 

índice de consumo de alcohol, determinado por la suma del consumo por día de cerveza, vino, 

brandy o tequila. Para determinar el consumo de cafeína por día,  se asumió que una porción de 

café o de refresco contenía la misma cantidad de cafeína. Ninguno de los participantes había 

consumido algún tipo de droga.  

 

3.1.2. Uso de plaguicidas en la población estudiada. 

En la Tabla 3 se enlistan los diez plaguicidas a los cuales estuvieron expuestos con mayor 

frecuencia los trabajadores participantes del estudio. El grupo químico de los OF destacó por ser 

el de mayor frecuencia de uso, seguido de los carbamatos, organoclorados, sales de amonio y 

bipiridilos. Por otra parte, el promedio de años de trabajar en el campo fue de 21 (Tabla 2). De 

los 31 participantes, 17 (60%) señalaron haber tenido algún síntoma (mareos, vómito, 

hemorragias, etc.) relacionado con la exposición a plaguicidas. 

 

 
 3.1.3. Calidad de semen de la población estudiada.  

En la Tabla 4 se muestran los parámetros de la calidad de semen de los agricultores participantes. 

Los valores de la media obtenidos para cada parámetro se encontraron dentro de lo normal, de 

acuerdo a lo propuesto por la OMS (2002), a excepción de la morfología espermática, ya que el 

100% de las muestras estuvo por debajo del porcentaje considerado como normal (>50% de 

formas normales). A pesar de que las medias de los parámetros analizados estuvieron dentro de 

los valores normales, se observó anormalidad en algunos individuos; así, el 35% de los sujetos 

presentó anormalidad en el volumen del eyaculado (11 sujetos con valores bajos), 20% presentó 
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valores bajos en la motilidad (6 sujetos), mientras que la viabilidad y la concentración 

espermáticas mostraron el 3% de anormalidad (1 sujeto).  

 

 

Tabla 2. Características de la población estudiada. 

Parámetro Valor Rango 

Edad (años)a 39 ± 11 18 – 55 

Peso (Kg) a 72.1 ± 8.9 52-90 

Talla (m) a 1.63 ± 0.07 1.5-1.76 

Indice de Quetelet b,c 28.1 23.1-34.5 

Emanciación (%)  0  

Normal (%) 20  

Sobrepeso (%) 80  

Fumadores (%) 81  

Fumadores actuales (%) 52  

Intensidad de fumar a, d 71 ±  62 2 – 184 

Consumidores de bebidas alcohólicas (%) 81  

Consumo nulo (%) 19  

Consumo bajo (%) 42  

Consumo medio (%) 32  

Consumo alto (%) 6.5  

Consumidores de drogas (%) 0  

Consumo de cafeína b, e 1.29 0-4.5 

Tiempo de trabajo en el campo (años) a 21 ± 9 8-45 
a Los datos se expresan en media aritmética ± DE.  b Los datos se expresan en media geométrica. 
c El índice de Quetelet fue calculado como el peso entre la talla al cuadrado; se consideró 
emanciación <20%, normal en un rango de 20-25% y sobrepeso >25%. d Indica el número de 
cigarros fumados multiplicado por los años de fumar. e Consumo promedio por día de una 
porción de café y/o refresco de Cola.  n = 31 sujetos. 
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Tabla 3.  Listado de los diez plaguicidas con mayor frecuencia de uso por los trabajadores. 

Ingrediente activo Grupo químico Nombre químico 

Paraquat Bipiridilo 1, 1´-dimetil-4, 4´bipiridilo 
 

Metamidofos* Organofosforado O, S- dimetil fósforo-aminoditioato 
 

Metomilo Carbamato  S-metil-N [(metilcarbamoil) oxi] 
tioacetimidato 

Clorpirifos etil* Organofosforado 0, 0-dietil 0-(3, 5, 6 –tricloro- 2 
pirimidil) fosforotioato 

Glifosato Fosfonometilglicina Isopropilamina de N- (fosfometil) 
glicina 

Malatión* Organofosforado 0, 0-dimetil fosforoditioato de dietil 
mercapto succinato 

Mancozeb Carbamato Coordinación del zinc con etilen- bis- 
ditio- carbamato de manganeso 

Endosulfan Organoclorado  6,7, 8, 9, 10, 10-hexacloro- 1, 5, 5a, 6, 
9, 9a-hexahidro- 6, 9, metano-2, 4 

Sevin Carbamato 1-naftil metil carbamato 

2, 4-D Sales de amonio Dimetilamina del ácido 2, 4- 
diclorofenoxiacético 

* Indica los compuestos organofosforados. 

 

3.1.4. Estructura de la cromatina espermática de la población estudiada. 

La Tabla 5 muestra los parámetros de la estructura de la cromatina espermática. Los valores 

obtenidos de la media para cada parámetro muestran un promedio de 21% de DFI% y 244 

unidades de fluorescencia para la Media de DFI. De acuerdo al valor considerado de bajo 

potencial de fertilidad (30% de DFI%; Evenson et al., 2002), una fracción importante de la 

población mostró un daño severo en la cromatina de los espermatozoides (40%; 12 sujetos) y un 

17% (5 sujetos) presentó un daño moderado (15 < DFI% < 30). La Figura 3 muestra los datos 

generados en el análisis de SCSA de muestras representativas. 
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Tabla 4. Parámetros de la calidad del semen de la población estudiada. 

Parámetro Media geométrica Rango Anormalidad 
(%) a 

Morfología (%)b 19.4 ± 8.3 7 - 36 100 

Volumen (ml)b 1.9 ± 0.9 0.5-3.7 36 

Motilidad (%) b 56.5 ± 11.3 c 32 – 81 21 

Viabilidad (%) c 80.35 19-97.5 3 

Concentración espermática b  

(x 106 células/ml) 
95.5 ± 50.2c 1 – 220 3 

Tiempo de liquefacción (min) c 49 15-180 19 
a Se presenta el porcentaje de individuos con valores menores a los normales para cada parámetro 
de calidad de semen. b Los datos se expresan en media aritmética ± DE. c Los valores se expresan 
en media geométrica. Valores normales: Morfología ≥ 50% de formas normales, Volumen ≥ 1.5 
ml, Motilidad ≥ 50% de espermatozoides móviles, Viabilidad ≥ 50% de espermatozoides vivos, 
Cuenta espermática ≥ 20 x 106 células/ml. n = 31 sujetos.    
 
 

Tabla 5. Parámetros de condensación de la cromatina espermática de la población 

estudiada. 

Parámetro Media geométrica Rango 

DFI%  21 5.16-91.89 

Normal * 43  
Daño moderado * 17  
Daño severo * 40  
Media de DFI  244.42 208.64-311.77 

DFI= Índice de Fragmentación del ADN de los espermatozoides. *Se indica el porcentaje de 
individuos según su nivel de daño. Normal (<15%); Daño moderado (16-29%); Daño severo 
(≥30%). n = 31 sujetos.   
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A                                                                     B 

            

Figura 3. Citogramas generadas por espermatozoides de dos participantes. A) De un trabajador 
agrícola expuesto a plaguicidas y B) una muestra de un individuo no expuesto a plaguicidas. 
Dentro del óvalo se encuentra la población principal de espermatozoides. R2 corresponde a los 
espermatozoides con daño en el DNA (DFI%) y R3 a la alta fluorescencia verde (HDS). 

 

3.1.5. Asociación entre la exposición a plaguicidas OF, la calidad espermática y la 

estructura de la cromatina. 

Para analizar la asociación entre los indicadores de exposición y de efecto, se llevó a cabo un 

análisis bivariado (Tablas 6 y 7). Se consideró como indicadores de exposición los años de 

trabajar en el campo y se calculó un índice de exposición de 1 a 3 meses previos a la toma de la 

muestra de los 10 plaguicidas de mayor frecuencia de uso (ver Tabla 3). No se observó 

asociación con la exposición del primero, segundo o tercer mes previo respecto a los parámetros 

de calidad espermática, y tampoco considerando los años de trabajar en el campo (Tabla 6). Por 

otra parte, los parámetros evaluados de daño a la estructura de la cromatina espermática no se 

vieron afectados por la exposición en el tercero o segundo mes previo; sin embargo, considerando 

la exposición del mes previo a la toma de la muestra y los años de trabajar en el campo, se 

observaron asociaciones positivas con el daño al ADN (DFI%) (Tabla 7), sugiriendo que a 

medida que aumenta la exposición a plaguicidas, aumenta el daño genético en la cromatina 

espermática.  
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Tabla 6. Efecto de la exposición a compuestos  OF sobre la calidad espermática. 

Exposición 

Años de trabajo 
en el campo* 3 meses a 2 meses a 1 mes a Parámetro 

ß p ß p ß p ß p 

Viabilidad -375.658 0.931 -90.321 0.982 -3864.29 0.324 -2924.65 0.586

Motilidad -0.1575 0.485 -0.123 0.549 -0.17210 0.399 -0.31300 0.261

Concentración -0.3840 0.697 -0.444 0.623 0.18400 0.837 -1.66700 0.164

Morfología -0.1710 0.296 0.0640 0.672 0.09100 0.545 -0.33400 0.096

Volumen -0.0015 0.810 0.0010 0.937 -0.0111 0.477 0.00500 0.812

Días de 
abstinencia -0.0054 0.870 -0.078 0.246 -0.0330 0.623 -0.02600 0.772

Se presentan los datos de ß (pendiente) y p. a Indica la exposición durante los meses previos a la 
toma de la muestra a los 10 plaguicidas OF de mayor frecuencia de uso. * Indica la exposición 
crónica. n=31. 
 

 

3.1.6. Asociación entre la estructura de la cromatina, la calidad del semen y las variables 

confusoras.  

Para analizar la asociación entre los posibles confusores y el efecto sobre la estructura de la 

cromatina y calidad de semen, se realizó un análisis de regresión lineal simple. Ninguna de las 

variables (edad, días de abstinencia sexual, consumo de tabaco, alcohol y cafeína) se asoció con 

los parámetros de la calidad de semen (p>0.05); por lo tanto, no resultaron factores confusores. 

 Por otra parte, los resultados del análisis de asociación entre los posibles confusores y el 

efecto sobre la estructura de la cromatina, también indicaron que ninguna variable se asoció 

significativamente (Tabla 8), por lo que se quedó el análisis bivariado (Tabla 7). 
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Tabla 7. Efecto de la exposición a compuestos OF sobre la estructura de la 

cromatina espermática. 

Exposición 

Años de trabajo 
en el campo* 3 meses a 2 meses a 1 mes a Parámetro 

ß p ß p ß p ß p 

DFI%b -0.035 0.025 0.0005 0.754 0.001 0.286 0.006 0.004

Media de DFIc 0.179 0.071 -0.302 0.495 -0.35 0.426 0.719 0.022

Se presentan los datos de ß (pendiente) y p. a Indica la exposición durante los meses previos a la 
toma de la muestra a los 10 plaguicidas OF de mayor frecuencia de uso. b Los valores de DFI% 
fueron transformados por la función inversa de la raíz cúbica y c de Media de DFI por elevación 
al cubo. * Indica la exposición crónica. n=31. 
 

 
 

Tabla 8. Análisis bivariado entre el parámetro de DFI% y las posibles variables 

confusoras. 

Variable ß p r2 

Edad -0.004 0.78 0.002 
Índice de alcohol 0.073 0.698 0.005 
Intensidad de fumar -0.00007 0.985 0.00001 
Consumo de cafeína 0.192 0.215 0.054 
Días de abstinencia sexual -0.042 0.295 0.039 

   Se presentan los valores de ß, p y r2. n=31. 
 
 
 

3.2. Etapa in Vitro 

 3.2.1. Citotóxicidad de los plaguicidas OF  y sus oxones. 

En la Tabla 9 se muestra la viabilidad de los espermatozoides después de la incubación con los 6 

diferentes compuestos OF, respecto a su grupo control. En general, los oxones fueron más 

citotóxicos que los compuestos padre; el orden de citotoxicidad fue el siguiente: paraoxón> 

paratión> clorpirifos-oxón> clorpirifos> diazoxón> diazinón.  
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3.2.2. Daño en la estructura de la cromatina espermática. 

3.2.2.1. Efecto del diazinón y diazoxón.  

Se observó un aumento significativo (p<0.05) en los parámetros de DFI% (que evalúa el daño al 

DNA) y Media de DFI (que evalúa la condensación de la cromatina) después de la incubación de 

los espermatozoides con el diazinón a partir de la concentración de 500 µM (Figura 4), mientras 

que con el diazoxón se observó un efecto a partir de la concentración de 300 µM. En relación al 

daño al ADN (DFI%), se observó un efecto concentración-dependiente con ambos compuestos: 

diazinón (r= 0.96) y diazoxón  (r= 0.954), ambos con una p<0.0001 (Tabla 10). 

 

 3.2.2.2. Efecto del clorpirifos y clorpirifos-oxón. 

En la Figura 5 se observa el efecto causado en la estructura de la cromatina de los 

espermatozoides maduros después de ser incubados con el clorpirifos y con su metabolito el 

clorpirifos-oxón. Ambos compuestos causaron un incremento significativo (p<0.05) en DFI% y 

Media de DFI con respecto al grupo control, a partir de la concentración de 500 µM. En relación 

al daño al DNA (DFI%), se observó un efecto concentración-dependiente con el compuesto padre 

(r= 0.98) y su metabolito (r= 0.982), ambos con una p<0.0001 (Tabla 10). 
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Tabla 9. Viabilidad espermática después de la incubación con los diferentes 

compuestos OF. 

Viabilidad (%) Concentración 
del compuesto 

(µM)  
Paraoxón Paratión 

 
Clorpirifos

-oxón 
Clorpirifos Diazoxón Diazinón

            0 97 96 95 96 92 98 

          50 NR NR NR NR 91.5 97 

        300 NR NR 91 93 91 94 

        500 77* 81* 83 86 83 92 

        750 71* 79* 80* 81* 82 88 

        900 62* 75* 78* 82.5* NR NR 

Se presenta la media de tres experimentos independientes realizados por sextuplicado. NR: no 
realizado.  * Estadísticamente significativo respecto al grupo control, p<0.05. 
 
 
 
 

Tabla 10.  Relación entre los diferentes compuestos evaluados 

y el daño al ADN (DFI%). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   

       *Se muestra el valor del coeficiente de correlación de Spearman (rho).  
 
                            

DFI %  
Compuesto 

r* p 
Paratión 0.9733 0.0001 

Paraoxón 0.9733 0.0001 

Clorpirifos 0.9803 0.0001 

Clorpirifos-oxón 0.9820 0.0001 

Diazinón 0.9606 0.0001 

Diazoxón 0.9542 0.0001 



 10

3.2.2.3. Efecto del metil paratión y paraoxón. 

Los espermatozoides incubados con el metil paratión  incrementaron significativamente (p<0.05) 

el parámetro DFI% (Figura 6 A) a partir de la concentración más baja de 500 µM (8.5% vs 6.1% 

del control). Asimismo, el daño causado por el metabolito paraoxón fue significativamente mayor 

(p<0.05) que el compuesto padre a esta concentración (58% vs 7% del control). Los resultados 

obtenidos para Media de DFI (Figura 6 B) indicaron un comportamiento similar al observado con 

DFI%. Por otro lado, en relación al daño al ADN (DFI%) se observó un efecto concentración-

dependiente con el metil paratión (r=  0.973) y paraoxón (r= 0.973), ambos con una p=0.0001 

(Tabla 10). 

 

3.2.2.4. Estimación de la concentración necesaria a la cual se puede generar un índice de 

fragmentación del DNA del  30%. 

Se estimó la concentración que se requiere de cada compuesto para generar un índice de 

fragmentación en el DNA del 30% (valor de DFI% al cual se compromete la fertilidad en 

humanos; Evenson et al., 2000), con el uso de la ecuación del modelo de regresión lineal simple 

(y = ßx + b), proporcionada por la relación entre los compuestos OF y el daño al DNA 

(evidenciado por el parámetro DFI%) (Tabla 11). 

 De acuerdo a las concentraciones estimadas, se requiere de una menor concentración 

de paraoxón, con respecto a los demás compuestos, para causar un incremento > 30% en el 

parámetro DFI%. La diferencia del efecto entre los compuestos padre y sus correspondientes 

oxones fue desde 15% más tóxico el clorpirifos-oxón que el clorpirifos, hasta cerca de 10 veces 

más tóxico el paraoxón que el paratión (Tabla 11). Asimismo, los oxones fueron más genotóxicos 

que los compuestos padres con el orden: paraoxón> metil paratión> clorpirifos-oxón> 

clorpirifos> diazoxón> diazinón. 
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Figura 4. Efecto del diazinón y diazoxón sobre la estructura de la cromatina de los 
espermatozoides. A) DFI% y B) Media de DFI. Cada barra representa la media ± DE de tres 
experimentos independientes realizados por sextuplicado. *p<0.05 con respecto al grupo control 
adicionado con DMSO correspondiente, de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA) y la prueba 
de comparación múltiple Bonferroni. C-DMSO= Grupo control adicionado con DMSO. 
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Figura 5. Efecto del clorpirifos y clorpirifos-oxón sobre la estructura de la cromatina de los 
espermatozoides. A) DFI% y B) Media de DFI. Cada barra representa la media ± DE de tres 
experimentos independientes realizados por sextuplicado. *p<0.05 con respecto al grupo control 
adicionado con DMSO correspondiente y **p<0.05 comparado con la concentración más baja del 
mismo compuesto, de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparación 
múltiple Bonferroni. C-DMSO= Grupo control adicionado con DMSO. 
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Figura 6. Efecto del paratión y paraoxón sobre la estructura de la cromatina de los 
espermatozoides. A) DFI% y B) Media de DFI. Cada barra representa la media ± DE de tres 
experimentos independientes realizados por sextuplicado. *p<0.05 con respecto al grupo control 
adicionado con DMSO correspondiente y **p<0.05 comparado con la concentración más baja del 
mismo compuesto, de acuerdo al análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparación 
múltiple Bonferroni. C-DMSO= Grupo control adicionado con DMSO. 
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Tabla 11. Concentración estimada de los compuestos OF y de sus oxones para comprometer 

la fertilidad en humanos. 

 
Compuesto 

 

Concentración estimada para 
causar un  30% de DFI% 

(mM) 
Paratión 3.113 
Paraoxón 0.271 
Clorpirifos 4.098 
Clorpirifos-oxón 3.568 
Diazinón 9.607 
Diazoxón 6.056 

                      Se realizó la prueba de regresión lineal simple, tomando X= [OF]. 
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4. DISCUSIÓN                                                                                                      

4.1  La problemática respecto a la fertilidad masculina.  

Varios reportes han sugerido una disminución en la calidad de semen durante los últimos 50 a 60 

años (revisión Auger et al., 1995). Un compendio de 61 estudios encabezado por Carlsen et al. 

(1992) mostró por primera vez la disminución significativa en la concentración espermática 

(113x106/ml a 66x106/ml) y el volumen del eyaculado (3.4 ml a 2.75 ml) en el periodo de 1938-

1990. En lugares como Europa y América del Norte, la disminución de la calidad espermática fue 

de alrededor del 50%. Estos resultados han atraído la atención de los investigadores y han 

estimulado hacia una extensiva investigación sobre posibles causales. Esto centra los estudios 

actuales en diversos contaminantes químicos, naturales o sintéticos, que interactúan directamente 

con los sistemas reproductivo y endocrino (Monoski et al., 2002). Por otro lado, el problema de 

la infertilidad a nivel mundial afecta a más del 15% de la población sexualmente activa y en el 

41% de los casos, está involucrado un factor masculino (OMS, 1999). 

 Básicamente, existen 4 mecanismos por los cuales los compuestos químicos pueden 

alterar la función reproductiva masculina: por que ejercen un efecto gonadotóxico sobre los 

testículos, por alteración en el eje hipotálamo-pituitaria-gónada, por deterioro eyaculatorio y de la 

función eréctil, y por disminución del líbido (Thompson, 1994). 

  

4.2 Efecto de los compuestos OF sobre la calidad de semen y citotoxicidad en los 

espermatozoides. 

En el presente estudio se evaluó la posible participación de la exposición a plaguicidas OF sobre 

el daño en la calidad espermática y citotoxicidad en los espermatozoides humanos. Nuestros 

resultados mostraron alteraciones en los parámetros de calidad espermática en el siguiente orden: 

morfología> volumen> motilidad (100%, 36% y 21% de anormalidad, respectivamente) (Tabla 

4). Sin embargo, no se encontró una asociación entre estos parámetros y los indicadores de 

exposición a plaguicidas, tanto de exposición reciente (1-3 meses), como de exposición crónica 

(años de trabajar en el campo). De igual manera, no se encontró asociación con alguna de las 

potenciales variables confusoras (edad, consumo de alcohol, tabaco o drogas).   

Estudios tanto in vivo como in vitro han encontrado una asociación entre la exposición a 

ciertos compuestos OF (paratión, paraoxón, diazinón, malatión, etc.) con alteraciones en la 

capacidad de fertilización, el ciclo espermatogénico y la calidad de semen, incluyendo alteración 
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en la proliferación de las células germinales, concentración, morfología, viabilidad y motilidad 

espermáticas (Chou y Cook, 1994; Contreras et al., 1999; Ferrari et al. 1989; Piña-Guzmán et al., 

2005, 2006; Rodríguez y Bustos-Obregón, 2000; Sobarzo y Bustos-Obregón, 2000). El efecto de 

los OF sobre la calidad de semen se puede deber a que estos compuestos alteran el proceso de la 

espermatogenesis en el testículo (Contreras y Bustos-Obregón, 1999), la maduración espermática 

en el epidídimo (Piña-Guzmán et al., 2005, 2006), así como la función de las glándulas sexuales 

accesorias (Yousef et al., 1995).  

Debido a que el presente trabajo forma parte de un estudio multidisciplinario que está en 

curso, dirigido a evaluar la salud reproductiva de los trabajadores agrícolas de la comunidad de 

Muna, Yuc., durante dos estaciones del año (invierno y verano), no podemos descartar aún que la 

exposición ocupacional a compuestos OF pueda reducir la calidad de semen, ya que los 

resultados presentados en este trabajo corresponden solamente a la época de invierno. Se han 

reportado resultados positivos comparando los efectos reproductivos entre épocas del año; en un 

estudio realizado por Kamijima et al. (2004) evaluaron la calidad de semen en trabajadores 

ocupacionalmente expuestos a plaguicidas OF durante las estaciones de verano e invierno. Los 

daños observados sobre la calidad espermática esencialmente durante la estación de verano,  

fueron principalmente motilidad baja y alteraciones en la morfología, evidenciadas por defectos 

en la cabeza de los espermatozoides. 

La ausencia de asociación entre los parámetros de calidad de semen y los índices de 

exposición evaluados se pueden deber a que en el presente estudio no se observó un gradiente de 

exposición, ya que hubo poca diferencia en la magnitud de la exposición a los plaguicidas 

durante la época de invierno en la que se realizó el muestreo (época de baja aplicación de 

plaguicidas), por la similitud de las condiciones de exposición de los trabajadores, y por la poca 

diferencia entre las actividades realizadas (chapeo, preparación de la mezcla, aplicación de 

plaguicidas, etc.). 

Otros estudios muestran que la exposición ambiental a plaguicidas en la población en 

general también puede alterar la función reproductiva masculina. En el estudio realizado por 

Mendívil et al. (2004) en trabajadores del control de plagas, evaluaron las características del 

líquido seminal y cuantificaron en el semen los plaguicidas de mayor frecuencia de uso. 

Principalmente se encontraron alterados los parámetros de motilidad, viabilidad y concentración 
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espermáticas y se observaron asociaciones significativas entre los porcentajes de viabilidad y los 

niveles de metil paratión, diazinón y clorpirifos (r2= 0.39, 0.29 y 0.50, respectivamente).  

Por otro lado, en el estudio in vitro, en el cual la disminución en el porcentaje de células 

viables se consideró como índice de toxicidad, las concentraciones utilizadas de cada uno de los 

compuestos OF (50-900 µM) tuvieron un efecto diferencial entre pares de compuestos        

(diazinón- diazoxón, clorpirifos- clorpirifos-oxón y paratión- paraoxón), siendo más citotóxicos 

los metabolitos comparados con los compuestos padre correspondientes. Nuestros resultados 

proponen el siguiente orden de citotoxicidad: paraoxón> paratión> clorpirifos-oxón> clorpirifos> 

diazoxón> diazinón. 

Los metabolitos (oxones) de los compuestos OF derivan de la oxidación de los 

compuestos padre, en donde un átomo de azufre es reemplazado por oxígeno, generando una 

molécula altamente electrofílica (Jokanovic, 2001). Estos metabolitos activos de los OF son 

moléculas altamente reactivos, que pueden atravesar la membrana del espermatozoide y provocar 

alteraciones como la pérdida de propiedades como la selectividad y regulación osmótica 

(Contreras et al., 1999; Petroianu et al., 1997), evidenciado por el decremento en el porcentaje de 

viabilidad. 

Existe un solo trabajo in vitro en el que se ha evaluado el efecto del paratión y su 

metabolito el paraoxón a diferentes concentraciones (50, 100, 200, 400 y 800 µM) sobre 

parámetros de calidad espermática, entre ellos la viabilidad (Contreras et al., 1999). Nuestros 

resultados coinciden con los obtenidos por estos autores, los cuales reportaron valores 

significativamente diferentes a las concentraciones de 400 y 800 µM comparados con el grupo 

control.  

Comparando nuestros resultados con trabajos realizados en animales, en los estudios de 

Piña-Guzmán et al. (2005, 2006), en que se evaluó el efecto de dosis únicas de diazinón y metil 

paratión (1/3 a 1/20 de las DL50) en ratones adultos, observaron que los espermatozoides maduros 

obtenidos del epidídimo son blanco del daño citotóxico de los plaguicidas, ya que la viabilidad 

disminuyó. Los autores proponen que la disminución en la viabilidad espermática se debe 

probablemente a la alteración en los componentes de la pieza media que están relacionados con la 

producción de energía, los cuales entran en contacto directo con los plaguicidas. Por otro lado, 

Petroianu et al. (1997) reportaron que bajas concentraciones de paraoxón inhiben de manera 

dosis-dependiente la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2), disminuyendo la actividad de la 
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membrana y posiblemente la reacción acrosomal. Debido a sus propiedades electrofílicas, estos 

compuestos tóxicos pueden enlazarse directamente a otras proteínas de la membrana plasmática, 

a la zona receptora del espermatozoide, a receptores, canales de Ca++ y otros mecanismos, 

desactivando la reacción acrosomal (Longo, 1997; Meizel y Turner, 1991; Petroianu et al., 1997). 

 

4.3 Efecto de los compuestos OF sobre la estructura de la cromatina espermática. 

Varios estudios han vinculado la disminución en la fertilidad masculina con cambios en la 

estructura de la cromatina espermática (Evenson et al., 1999; Spano et al., 1998), y se ha 

observado que el incremento en la frecuencia de anormalidades congénitas se asocia con varias 

ocupaciones paternas, entre ellas la exposición a plaguicidas (Olshan y Schnitzer., 1994; 

Polednak  y Janerich., 1983).  Estudios epidemiológicos han reportado que la exposición 

ocupacional a mezclas de plaguicidas, incluyendo los OF, incrementa el daño en los cromosomas 

(Padungton et al., 1999; Recio et al., 2001) y reportes en animales también han mostrado el 

potencial genotóxico de los OF (Balaji y Sasikala, 1993; Behera y Bhunya, 1989; Vijayaraghavan 

y Nagarajan, 1994).  

Nuestros resultados, tanto del estudio in vivo como in vitro, demostraron que los OF 

pueden interactuar directamente con los espermatozoides humanos maduros, ya que se 

observaron alteraciones en la estructura de la cromatina y daño en el ADN espermático asociados 

a la exposición a OF, siendo los metabolitos activos (oxones) los que poseen mayor potencial 

genotóxico. Los compuestos OF entran principalmente al organismo por vía oral, dérmica y 

respiratoria, son transportados por la sangre, para ser metabolizados en el hígado y en otros 

órganos como los del tracto reproductivo masculino (Jokanovik, 2002; Soranno y Sultatos,     

1992), en donde la barrera hematotesticular no parece impedir su paso y por lo tanto, los OF 

puede actuar directamente sobre las espermatogonias, células de Sertolli y células de Leydig 

(Contreras et al., 1999; Mathew et al., 1992; Piña-Guzmán et al., 2005, 2006). 

Los resultados del estudio realizado por Sánchez-Peña et al. (2004) en trabajadores 

agrícolas de la Comarca Lagunera en México, expuestos a una mezcla de plaguicidas (metil 

paratión, metamidofos, endosulfan, dimetoato y diazinón), sugirieron por primera vez que la 

estructura de la cromatina espermática es blanco de la exposición a OF. Un posible mecanismo 

que se propuso fue la fosforilación de las protaminas nucleares, ya que los OF tienen la habilidad 

de fosforilar proteínas, entre ellas la AChE (Gallo y Lawryk, 1991) y las proteínas PKC (Kadavil 
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et al., 2001). Así, recientemente, se demostró que el plaguicida OF, diazinón, es capaz de 

fosforilar a las protaminas nucleares de los espermatozoides, sugiriendo que esto promueva la 

mala condensación de la cromatina y eventualmente facilita el daño al DNA espermático (Piña-

Guzmán et al., 2005).  Estos resultados previos demostraron que los compuestos OF pueden 

actuar durante las últimas fases de maduración del espermatozoide en el epidídimo, ya que las 

células que al momento de la exposición se encontraban en su paso por el epidídimo las que 

fueron alteradas por la exposición al diazinón; esta sensibilidad de las células germinales maduras 

fue confirmado con los resultados del estudio in vitro obtenidos en este trabajo. Por otro lado, 

Sega (1991) también sugirió que el ADN de las células de los últimos estadios de la 

espermatogénesis puede sufrir daño, por la unión de compuestos químicos a los grupos 

sulfhidrilo de las protaminas, previendo así la condensación normal de la cromatina dentro del 

núcleo del espermatozoide. 

El daño genético en células espermáticas ha sido demostrado en estudios epidemiológicos 

por Padungton et al. (1999) y Recio et al. (2001) al observar un incremento en la frecuencia de 

aneuplodías en espermatozoides de agricultores expuestos a mezclas de plaguicidas, entre ellos el 

metil y etil paratión y el diazinón, y en modelos animales por Mathew et al. (1992) y Piña-

Guzmán et al. (2005, 2006) quienes observaron daño al ADN de los espermatozoides de ratones 

expuestos al diazinón y metil paratión. Por otro lado, la capacidad genotóxica de los OF ha sido 

reconocida por ser considerados como agentes alquilantes de sitios nucleofílicos del DNA (Eto y 

Ohkawa, 1970), lo cual puede alterar la estructura de la cromatina  e inducir daño genético. La 

fragmentación del ADN espermático es relevante en términos de calidad espermática, potencial 

de fertilidad, y en la correcta transferencia genética (Aravindan et al., 1997; Gorczyca et al., 

1993; Lopes et al., 1998; Sega, 1991).  

Otro probable mecanismo de daño al ADN es el estrés oxidativo, el cual es un estado de la 

célula en el cual se encuentra alterada la homeostasis de óxido-reducción intracelular; hay un 

desequilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes, produciendo un aumento de los niveles 

de las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Sikka, 1996).  El espermatozoide de mamíferos fue 

la primera célula en la cual se demostró la generación de ROS (Tosic y Walton, 1946), las cuales 

tienen un papel importante en la función espermática, como durante la capacitación y reacción 

acrosomal (De Lamirande y Gagnon, 1997). Sin embargo, el espermatozoide es particularmente 

susceptible al daño oxidativo por dos razones: 1) por su alto contenido de ácidos grasos 
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poliinsaturados, los cuales son muy susceptibles de sufrir daño peroxidante; y 2) porque las 

enzimas citoplásmicas antioxidantes son muy limitadas en el espermatozoide (Aitken y Fisher, 

1994). La producción de niveles elevados de ROS, por espermatozoides anormales o por la 

exposición a contaminantes ambientales, se ha asociado con problemas de infertilidad en 

humanos, alterando la funcionalidad de los espermatozoides por lipoperoxidación (LPO) (Aitken 

y Fisher, 1994; Cummins et al., 1994). El estrés oxidativo no solo disminuye la capacidad de 

fertilización del espermatozoide, sino también altera la integridad del DNA (Aitken, 1999), ya 

que el espermatozoide tiene un sistema antioxidante muy limitado y porque carece de capacidad 

para reparar el daño genético (Aitken y Fisher, 1994).  

Muy recientemente, nuestro grupo de trabajo evaluó la generación de LPO en un modelo 

de ratones expuestos a metil paratión a dosis únicas (3-20 mg/kg/i.p) o repetidas (6 y 12 

mg/kg/i.p/5 días consecutivos). Los primeros resultados indicaron un incremento en el daño 

peroxidativo en los espermatozoides de manera dosis-dependiente en ambos esquemas de 

exposición, el cual se asoció con el daño ocasionado en el material genético (Piña-Guzmán et al., 

2006; Uriostegui-Acosta, 2006).  Esto sugiere que el estrés oxidativo está involucrado en el daño 

genético ocasionado por la exposición a plaguicidas OF. 

 En este estudio se ha reportado por primera vez el potencial genotóxico y citotóxico de los 

oxones sobre las células espermáticas, demostrando que son aún más tóxicos que los compuestos 

padre y que el grado de toxicidad depende del compuesto OF. Este potencial de los oxones de 

dañar al DNA fue recientemente observado por nuestro grupo en linfocitos humanos que se 

expusieron a metil paratión, evaluando la presencia de micronúcleos como indicador de 

genotoxicidad (Rojas-García et al., 2006). 

Finalmente, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre los 

parámetros de daño al ADN y  los parámetros convencionales de calidad de semen, lo cual apoya 

que la alteración a la cromatina espermática es una evaluación independiente y complementaria al 

análisis de semen (Evenson et al., 1991; Sánchez-Peña, et al., 2004). 

En resumen, es importante evaluar el daño al ADN en las células germinales masculinas 

asociado a la exposición a compuestos tóxicos, ya que es blanco de contaminantes ambientales, 

para explicar la mala calidad de semen, la subfertilidad, el incremento de abortos espontáneos en 

las esposas de los trabajadores y alteraciones en la progenie por exposiciones ocupacionales 

particulares. Igualmente, esto ayudará a comprender las alteraciones que pudieran presentarse en 
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las siguientes generaciones, debidas a exposiciones paternas consideradas de riesgo (ej. 

exposición a plaguicidas). 
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5. CONCLUSIONES. 

• Los plaguicidas OF alteran la estructura de la cromatina espermática y causan daño en el 

DNA de los espermatozoides humanos maduros, probablemente por una interacción 

directa con las células germinales. 

• El grado de toxicidad por la incubación con los compuestos OF evaluados fue mayor con 

los metabolitos (diazoxón, clorpirifos-oxón y paraoxón), con respecto a los compuestos 

padre correspondientes (diazinón, clorpirifos y paratión), indicando el siguiente orden de 

cito- y geno-toxicidad: paraoxón> paratión> clorpirifos-oxón> clorpirifos> diazoxón> 

diazinón. 

• El presente estudio es el primero que ha reportado el potencial genotóxico y citotóxico de 

los oxones sobre las células espermáticas, demostrando que son aún más tóxicos que los 

compuestos padres y que pueden ser el metabolito tóxico en exposiciones en humanos.  

• Dentro de los mecanismos propuestos para explicar los efectos de los compuestos OF 

sobre la estructura de la cromatina espermática se encuentran: 1) la fosforilación de 

protaminas nucleares, 2) la capacidad alquilante de sitios nucleofílicos del DNA, y 3) el 

estrés oxidativo, los tres están siendo estudiados en el laboratorio.  

• Se observó una disminución en la calidad de semen de los trabajadores agrícolas 

participantes; sin embargo, no fue posible observar una asociación con la exposición 

ocupacional a compuestos OF. Esto probablemente se pueda apreciar mejor al completar 

la evaluación del efecto sobre la calidad de semen durante la época de verano (lo cual está 

en curso), época en la cual se incrementa el número de plagas y por consecuencia, el uso 

de plaguicidas. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 

FAO               Organización de las naciones unidas para la agricultura y la alimentación 

OMS/WHO   Organización Mundial de Salud 

OF                  Organofosforados 

AChE              Acetilcolinesterasa  

INEGI             Instituto Nacional de Estadística Geografía e Informática  

CYP450          Citocromo P-450 

PON               Paroxonasa 

DAP                Dialquilfosfatos 

ADN               Ácido desoxirribonucleico 

ICH                 Intercambio de Cromátides Hermanas 

AC                  Aberraciones Cromosómicas 

MN                 Micronúcleos  

OC                 Organoclorados 

DFI                 DNA Fragmentation Index  

ONU               Organización de las Naciones Unidas 

EDTA             Acido Etileno Diamino Tetracético 

TNE                Buffer amortiguador de tinción 

DMSO            Dimetilsulfóxido 

NA                   Solución de tinción Naranja de Acridina  

COBISH         Comité de Bioética para estudios en humanos del CINVESTAV  

SCSA              Sperm Chromatin Structure Assay 

SQA IIC-P      Analizador de calidad seminal IIC-P 

FCM                Citómetro de flujo FACS Calibur™ 

C.V.                 Coeficiente de Variación. 

BWW              Medio de capacitación  

HDS                Alta fluorescencia verde  

HPG                Eje hipotálamo-pituitaria-gonadal 

DL50                        Dosis Letal media 

PLA2               Fosfolipasa A2 

ROS               Especies reactivas de oxígeno 

LPO                Lipoperoxidación  
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