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matriz de células intactas

kDa: kilodalton

kg: kilogramo

m/z: masa carga

MALDI-TOF: desorcion ionizacién laser asistida por matriz tiempo de vuelo
mg: miligramo

mL: mililitro

MM: masa molecular

nAChR: receptores nicotinicos de acetilcolina.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PIl: punto isoeléctrico

ppm: partes por millén

ROS: especies reactivas de oxigeno

rpm: revoluciones por minuto

SNC: sistema nervioso central

ML: microlitro



Resumen

Los neonicotinoides son insecticidas utilizados para controlar plagas de insectos.
Su modo de accion es la activacion de receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) neuronales, lo que causa paralisis central y muerte en poco tiempo.
Aunque se considera que son relativamente seguros para los mamiferos, incluidos
los humanos, existe controversia sobre los efectos adversos de los neonicotinoides
en organismos no objetivo en exposiciones cronicas. La clotianidina es un
neonicotinoide muy utilizado en cultivos en México. El testiculo, el epididimo, las
células de Sertoli y los espermatozoides, asi como otros érganos de mamiferos,
poseen receptores nicotinicos, o que puede explicar algunos efectos de toxicidad
no neuronal de estos insecticidas. La clotianidina puede causar toxicidad
reproductiva en ratas bajo exposicion crénica. El objetivo de este estudio fue
determinar el efecto de la clotianidina en dosis menores a la NOAEL (nivel sin efecto
adverso observable) en la morfologia del testiculo y el epididimo, asi como en la
calidad espermatica y en perfil protedmico de los espermatozoides de la cauda del
epididimo en ratas Wistar macho. Se administraron por ingesta forzada, dosis de 2
mg/kg/dia (n=6) y 10 mg/kg/dia (n=6) de clotianidina, y al grupo control (n=6)
unicamente se le administré agua potable, durante 6 semanas consecutivas. Se
recolectaron los testiculos y epididimos para el analisis morfoldgico, y se obtuvieron
espermatozoides de la cauda del epididimo para evaluar su concentracion,
viabilidad y morfologia, y realizar un perfil protedmico para observar si clotianidina
afecta el numero de proteinas totales. Los resultados muestran que no hay
diferencias significativas en el peso de las ratas, del testiculo ni del epididimo. Sin
embargo, se observo disminucion en el grosor del conducto deferente y del corpus
del epididimo, aumento en la concentracion espermatica, disminucion en la
viabilidad e incremento en las anormalidades morfologicas, observando un
porcentaje alto de gota citoplasmatica en la pieza principal del flagelo. Se encontro
una disminucion significativa en el total de proteinas espermaticas en un intervalo
de 2 a 250 kDa de los grupos experimentales tratados con 2 y 10 mg/kg/dia de
clotianidina. Por lo tanto, se propone que la clotianidina altera la fisiologia
espermatica, especificamente a procesos relacionados con su desarrollo y

maduracion.



Abstract

Neonicotinoids are insecticides used to control insects. Their action mode involves
the activation of acetylcholine nicotinic neural receptors (nAChR), which causes
central paralysis and death to occur quickly. Although considered relatively safe for
mammals, including humans, there is controversy regarding the adverse effects of
neonicotinoids on non-target organisms and chronic exposures. Clothianidin is a
neonicotinoid used in Mexican crops. The testis, epididymis, Sertoli cells, and
sperm, as well as other organs of mammals, possess a nicotinic receptor, which can
explain insecticide toxicity in the nervous system. Clothianidin causes reproductive
toxicity. The objective of this study was to determine the effect of clothianidin at
doses lower than the NOAEL (no observable adverse effect level) on the
morphology of the testis and epididymis, as well as on sperm quality and the
proteomic profile of sperm from the cauda epididymis in Wistar male rats. We
administered forced ingestion of clothianidin 2 (n=6) and 10 mg/kg/dia (n=6); the
control group had only drinking water (n=6) for six consecutive weeks. We collected
testes and epididymis for morphological analysis. We obtained sperm from the
cauda epididymis to assess concentration, viability, and morphology. We also built
a proteomic profile to observe if clothianidin affects the total number of proteins. The
results demonstrate no significant difference in the weight of rats, testis nor
epididymis. However, we observed a decrease in the vas deferens and the corpus
of the epididymis, an increase in sperm concentration, a decrease in viability, and
an increase in morphological abnormalities, with a high percentage of cytoplasmic
droplets in the principal piece of the tail. We found a significant decrease in total
proteins in the interval of 2-250 kDa from experimental groups treated with 2 and 10
mg/kg/day of clothianidin. Therefore, we have proposed that clothianidin could alter
sperm physiology, specifically to processes related to development and maturation.



Capitulo 1 Introduccion

A lo largo de los afos, los insecticidas han formado parte la vida cotidiana, su uso
para controlar todo tipo de insectos en el hogar y en la industria agroalimentaria ha
sido esencial. La eficacia de estos productos se ha explotado a su maximo sin tomar
en cuenta los dafios que pudieran provocar a organismos no objetivo, por ejemplo,
en insectos polinizadores como las abejas, aves, mamiferos, peces, anfibios y
humanos. Tal es el caso de los insecticidas sistémicos que penetran en las plantas
y llegan a todos los organismos que los consumen, los neonicotinoides. Actuan
como agonistas de la acetilcolina en el sistema nervioso central de insectos, como
por ejemplo la “mosca blanca”, que es muy perjudicial para algunos cultivos. Su uso
en masa ha provocado el descenso de polinizadores principalmente las abejas, lo
que ha provocado una fuerte regulacién en Europa. La clotianidina es un insecticida
perteneciente a los neonicotinoides, en México su uso no esta regulado y se
desconocen los valores reales de su uso. Al ser sistémicos, pueden actuar en
receptores de organismos no objetivo, provocando efectos negativos a largo plazo.
Los neonicotinoides son reconocidos por el receptor de la acetilcolina, por lo que
los aparatos y sistemas que lo presentan se ven afectados. El sistema reproductor
masculino presenta receptores nicotinicos a acetilcolina, por lo que se ha propuesto
que pueden interferir en funciones esenciales, entre ellas se encuentra el desarrollo
y la maduracion de los espermatozoides, vitales para la fertilidad masculina. En
estos eventos participan glicoproteinas de membrana, cinasas que fosforilan los
residuos de tirosina, canales y enzimas, su dafio o ausencia podria perjudicar la
reproduccion masculina. El dano o la ausencia de proteinas especificas, podria
permitirnos observar el panorama de los dafos y la posibilidad de encontrar
marcadores moleculares que permitan determinar la manera en la que afecta la
clotianidina, y proponer los mecanismos de accién que expliquen el por qué la
exposicion sostenida a la clotianidina genera dafios significativos a organismos no

objetivo.



1.1 Los insecticidas neonicotinoides
Los neonicotinoides son insecticidas que funcionan como método quimico para
controlar plagas de insectos desde la década de los 90 en todo el mundo. Su
eficacia se debe a la afinidad que tienen por los receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChR) de insectos chupadores, afidos y mosca blanca, asi los
neonicotinoides actuan como agonistas de la acetilcolina. Esta ultima es un
neurotransmisor que tiene como funcién mediar la actividad sinaptica en el sistema
nervioso, por lo que los neonicotinoides causan paralisis a los insectos y su muerte
en poco tiempo. Aunque se ha sugerido que, al no generar toxicidad aguda, son
relativamente seguros para los mamiferos incluidos los humanos (Houchat et al.,
2020; Matsuda et al., 2020; Taillebois et al., 2018; Tomizawa & Casida, 2005 ), los
dafos que podrian producir concentraciones bajas y cronicas pueden ser graves.
Debido a dichos efectos, existe preocupacion con respecto a los dafios de los

neonicotinoides en los organismos no obijetivo.

1.1.1Toxicidad en organismos no objetivo

Inicialmente se asumié que los neonicotinoides tenian baja toxicidad en mamiferos
debido a diferencias estructurales en los nAChR entre insectos y vertebrados
(Tomizawa & Casida, 2003). Sin embargo, estudios recientes revelan efectos

adversos en polinizadores, aves insectivoras y organismos acuaticos:

- Abejas: Alteraciéon de la navegacion y reduccién de colonias, exacerbada por

sinergias con fungicidas (Sgolastra et al., 2017; Zhao et al., 2020).

- Aves: Declinaciones poblacionales asociadas a reduccién de presas insectivoras

y exposicion directa (DiBartolomeis et al., 2019; Hallmann et al., 2014).

- Mamiferos: Evidencia de bioacumulacién en tejidos y alteraciones endocrinas en
roedores. Estos hallazgos motivaron restricciones en la Unién Europea (2013) y

reevaluaciones regulatorias globales (Goulson, 2013; Wood & Goulson, 2017).

1.1.2 Exposicion Humana y Ambiental
La persistencia ambiental de los neonicotinoides facilita su deteccion en:

- Agua: Concentraciones de hasta 0.1 pg/L en rios de Canada y USA (Montiel-Leon
et al., 2019; Sultana et al., 2018).

- Alimentos: Residuos multiples en apio (1.327 mg/kg) y otras hortalizas (Fang et
al., 2015; USA Department of Agriculture, 2018).



- Polen: Mezclas con fungicidas en colmenas, aumentando la toxicidad para abejas
(Gawel et al., 2019; Thompson et al., 2014).

A pesar de su omnipresencia, los efectos cronicos en humanos, particularmente en

la salud reproductiva, permanecen subestimados (Han et al., 2018).

1.1.3 Estructura quimica

Estos compuestos se clasifican en tres familias estructurales:

- Cloropiridinilos: Imidacloprid, Nitenpiram, Acetamiprid, Tiacloprid.

- Clorotiazolilos: Tiametoxam, Clotianidina.

- Tetrahidrofuranos: Dinotefurano (Pang et al., 2020).

Tabla 1. Principales compuestos neonicotinoides, formulas moleculares y masas.

Nombre Férmula Masa Molecular Estructura
Molecular (g-mol™) molecular
Imidacloprid CsH1,CINsO, 255.67 {3
Acetamiprid C1oH11CIN, 255.67 ‘ =
IShw
Cl N/ CHs
Dinotefurano C7H14N,O5 202.21 I e
zN\N \N/\E>
Clotianidina C¢HsCIN;O,S 249.68 ~|/N°2
Tiametoxam CgH10CINsO3S 291.71 e j
p. s Cl
NOZ—F>—\ ﬂ
Nitenpiram C11H15CIN,O; 270.72 (s

La estructura quimica en espacio de la acetilcolina, nicotina y de algunos

neonicotinoides se presenta en la figura 1. Se puede observar que la estructura en




el espacio presenta similitudes que producen una union al receptor nicotinico de la

acetilcolina.

Imidacloprid Nitenpyram Acetamiprid Thiacloprid

Dinotefuran Clothianidin

Sulfoxaflor Flupyradifurone Triflumezopyrim

Figura 1. Estructura de la acetilcolina, la nicotina y los neonicotinoides. Nueva clase de insecticidas
muy especificos para los receptores nicotinicos de acetilcolina de insectos. Estructuras en formato
mapas de potencial electrostatico (ESP) (negativo, azul; positivo, rojo).

La afinidad de los receptores nicotinicos entre mamiferos e insectos, por los
neonicotinoides es muy distinta, ya que una de la subunidad del receptor presentes
en el sistema nervioso central de los vertebrados es distinta a la que se encuentra
en el SNC de los insectos, el subtipo NAChR (Tomizawa & Casida, 2005 ).



1.1.4 Modo de accion de los neonicotinoides

Los neonicotinoides actuan uniéndose al receptor nicotinico de la acetilcolina. Estos
son canales ionicos de la familia de receptores cys-loop (Le Noveére et al., 2002) y
estan formados por 5 subunidades que atraviesan la membrana y forman un canal
iénico central, la union de los neonicotinoides en un par de subunidades del receptor
promueven un cambio conformacional que resulta en un movimiento rotacional de
las subunidades y facilita la permeacion idnica, pero ya que la apertura del canal fue
provocada por un agonista, el canal se cierra y entra en un estado desensibilizado
(Miyazawa et al., 2003). La afinidad de los neonicotinoides por los receptores
nicotinicos de vertebrados es mucho menor que por los de los invertebrados (Tabla
2); en los insectos, en presencia de un neonicotinoide, la unién del ligando natural
(acetilcolina) al receptor queda bloqueada permanentemente. La union irreversible
de los neonicotinoides produce sobreestimulacion de los receptores nicotinicos que

dan como resultado movimientos deficientes, paralisis y la muerte.

Tabla 2. Comparacion de receptor nicotinico de la Acetilcolina entre Mamiferos e Insectos

Caracteristica Mamiferos Insectos

Ubicacioén principal SNC, SNP y unién Solo SNC
neuromuscular

Subunidades a (a1-010), B (B1-P4), 8, v, € Subunidades a y B

especificas de insectos

Sensibilidad a Alta Alta

nicotina

Sensibilidad a Baja (baja afinidad) Muy alta (alta afinidad)

neonicotinoides

Rol farmacolégico Blanco de drogas Blanco primario de
neuromoduladoras y pesticidas neurotdxicos
anestésicos

Evolucién Mas conservados Mayor variabilidad

evolutiva




1.1.5 Clotianidina

Es un neonicotinoide ampliamente usado para el tratamiento de granos como el
maiz, trigo, frijol, avena, girasol por mencionar algunos. Existen varias marcas a la
venta (Tabla 3) con distintas formulaciones, las caracteristicas que comparten son
las siguientes: Ingrediente activo la clotianidina, grupo quimico es nicotinico clorado

y la férmula minima es C6H8CIN502S, accién herbicida e insecticida.

Algunas de las indicaciones que comparten las marcas mas utilizadas que venden

este insecticida son:

o Evitar el contacto con cuerpos de agua, ya que es muy toxico para peces y
algas marinas.

¢ La toxicidad hacia las abejas y a otros polinizadores es grande

¢ No es perjudicial para la reproduccién

¢ No es mutagénico ni carcinogénico

e Usarlo al menos 1 a 2 veces por semana para lograr un efecto exitoso.

El Codex Alimentarius (normas internacionales para los alimentos) en conjunto con
la FAO y la OMS, publico los limites maximos permitidos de clotianidina en varios
cultivos, entre ellos granos de importancia comercial en México, con la finalidad de
proteger la salud de los consumidores y promover practicas leales en el comercio
alimentario (Tabla 4) (FAO, 2010 ; SIAP, 2022).

La absorcién, la distribucion y la eliminacién de la clotianidina se examind en
estudios de dosis uUnicas via oral en ratas, se observd que son excretadas
principalmente a través de la orina y las heces fecales (Tabla 5) (Harty, 2017). Los
organos asociados con los sistemas de absorcion y eliminacion (vejiga, rifidn,
higado) mostraron niveles elevados al inicio, pero después de 24 horas de
administrada la dosis, ninguno de los tejidos examinados contenia residuos (valores
menores al 1%). Con los datos obtenidos se reporta que no hay bioacumulacién en
el organismo (Harty, 2017). Otros estudios han reportado que la clotianidina (E)-1-
(2-cloro-1,3-tiazol-5-ilmetil)-3-metil-nitroguanidina) se excreta sin sufrir alteraciones
metabdlicas en un 55 a un 73% directamente en la orina. El resto sufre reacciones
metabdlicas, como la desmetilacion oxidativa, que transforma la clotianidina en N-
(2-clorotiazol-5-ilmetil)-N-nitroguanidina y produce la escision del enlace carbono-
nitrégeno entre el grupo tiazolimetilo y el grupo nitroguanidina. La parte de la



molécula que contiene nitroguanidina se transforma principalmente en N-metil-N'-
nitroguanidina, mientras que el tiazol se metaboliza adicionalmente en acido 2-
(metilito) tiazol-5-carboxilico. Los estudios sobre biocinética, excrecion, distribucion
y metabolismo de la clotianidina destacan que no influye el nivel de dosis y ni el
sexo de las ratas (Ford & Casida, 2006; Yokota et al., 2003).

Tabla 3. Lista de algunos productos comerciales que tienen como ingrediente activo clotianidina.

Nombre Concentracion

Presentacion Cultivos

comercial clotianidina (g)

Chile, Chile Bell, Tomate, Papa, Tomate de
Suspension cascara, Berenjena, Calabacita, Calabaza,
Clutch 257
concentrada Melén, Pepino, Sandia, Manzano, Peral,
Rosal y Vid
Dantotsu o Granulos Rosas, arroz, tomate, clavel, pastos,
50 Dispersables algodén, café
Granulos Arroz, esparrago, mandarina, papa,
Ysor 500
dispersables pimienta, tomate, vid
Suspension
400 Arroz
concentrada
Gréanulos . L
Keyrole 500 : Tomate rifion, brocoli, rosas
dispersables

Tabla 4. Resumen de la produccion de granos en México en el Afio 2021. Los valores reales de clotianidina
en México no han sido reportados. Nc: no conocido.

Tipo de Estado MLR Uso
cultivo productor 10¢ (nivel maximo clotianidina

Meses Produccion aceptado

principal toneladas clotianidina en en México

semilla) (mg/kg) (mglkg)

ﬂ Sinaloa 27.5 Febrero- diciembre 0.02 nc
Sonora 32 Marzo- diciembre 0.02 nc

Frijol Zacatecas 1.2 Enero- diciembre nc nc

Arroz Campeche 0.257 Enero, febrero; 0.05 nc
mayo, diciembre




Tabla 5. Excrecion entre ratas hembra y macho después de la administracion en dos dosis.

Ratas macho Ratas hembra

Excrecion Excrecion

Excrecion (%) Excrecion (h)

(h) (%)
90 24 95 24

h, horas

1.1.6 Receptores nicotinicos de acetilcolina (hAChR)

EL sistema colinérgico esta compuesto por acetilcolina, receptores, transportadores y
enzimas sintetizadoras. En el sistema neuronal, la acetilcolina se transporta a través de
vesiculas sinapticas mediante su transportador, en respuesta a un estimulo previo.
Luego, la acetilcolina llega a su receptor para estimular a la célula blanco (Schirmer et
al., 2011). Los receptores de acetilcolina pueden ser de dos tipos: muscarinicos
(receptores acoplados a proteinas G) o receptores nicotinicos (receptores ionotropicos).
En los receptores nicotinicos para acetilcolina se han identificado 13 subunidades: a1,
a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9 a10y B1, B2, B3, p4.

El sistema colinérgico estd asociado comunmente con la neurotransmision; sin
embargo, ahora existe evidencia que es esencial para otras células, organos y tejidos.
Once de las trece subunidades del receptor se encuentran en el tejido testicular de rata.
Entre ellas, la subunidad a7 parece estar asociada con la movilidad espermatica, ya
que se ha demostrado que se encuentra, predominantemente en la pieza media.
Ademas, su eliminacion afecta la hiperactivacion del espermatozoide. Se ha propuesto
que, tanto los receptores como las subunidades, podrian estar siendo afectados, si se
exponen de manera prolongada a toxicos, como los neonicotinoides u otros agentes
quimicos que presentan una afinidad baja por los receptores nicotinicos. Se ha
demostrado que la unidon de agonistas a las subunidades del receptor provoca una
desensibilizacion, es decir puede haber una pérdida o reduccion de la capacidad del

receptor para



responder a una senal o ligando, provocando la pérdida de la respuesta celular. Por
ejemplo, se ha observado que en los espermatozoides es esencial que el NnAChR esté
en condiciones éptimas para que su movilidad no se afecte. Aunque el mecanismo aun
no esta bien establecido, se ha demostrado, in vitro, que la eliminacion de la subunidad
a7 afecta la hiperactivacién de los espermatozoides (La importancia de la formulacion

en los productos biocidas, 2011; Schirmer et al., 2011).

1.2. Espermatozoide
Es una célula haploide especializada que tiene como objetivo fertilizar el ovocito.
La cabeza contiene el acrosoma y el nucleo, el flagelo esta conformado por tres
regiones (pieza media, principal, terminal) y la vaina mitocondrial que se encuentra
en la pieza media (Fig. 2). De manera general, podemos decir que el
espermatozoide lleva a cabo su desarrollo, maduracion, capacitacion y reaccién
acrosomal favorecido por diferentes microambientes que son vitales para que la

fertilizacion del ovocito sea exitosa (Bray et al., 2005).

Flagelo Cabeza

| J| Il |
Pieza Pieza Principal Pieza Media
Terminal

Figura 2. Esquema de las estructuras principales del espermatozoide (Sansegundo Hernando &
Ester).

Los espermatozoides se desarrollan en el testiculo a través de un proceso llamado
espermatogénesis. Este comienza a partir de las células que se encuentran en la
lamina basal del tubulo seminifero, llamadas espermatogonias. Son células
somaticas que se dividen por mitosis en dos tipos celulares, espermatogonias tipo
A, que originan mas espermatogonias, y tipo B, a espermatocitos primarios. Una
vez que las espermatogonias tipo B se vuelven a dividir por mitosis, daran origen a

los espermatocitos primarios, hasta aqui las células son diploide (2n). Esta etapa



es conocida dentro de la espermatogénesis como la fase proliferativa, al término de
esta fase, comienza la fase meidtica en donde los espermatocitos primarios se
dividen por meiosis dando lugar a los espermatocitos secundarios y después a las
espermatidas; durante la meiosis ocurren eventos esenciales como el
entrecruzamiento y la reduccion del material genético. Los espermatocitos
primarios daran origen a los espermatocitos secundarios, y éstos a las

espermatidas (Weinbauer et al., 2010).

Las espermatidas son células haploides y redondas que sufren cambios para
transformarse en espermatozoides con forma alargada, a este proceso se le conoce
como espermiogénesis En esta fase ocurre una eliminacion casi completa del
citoplasma; el acrosoma se forma a partir del aparato de Golgi y el flagelo a partir
de los centriolos; también sucede la compactacion del material genético y el
acomodo de las mitocondrias en la pieza media del espermatozoide (Fig. 3)
(Weinbauer et al., 2010).

Lf( X Epididimo =
/ Células de Leydig Célula de Sertoli &
XX KX
Espermatogonia v
: ’ z [
/ xx) (k%) (%) ((xx
- —
- = i E tocit vy,
@ — = Fspermatocito /
Tabulo -~ ® & 0 - ‘ primario
seminifero L 4
" () = 4] ®
) Espermatocito —— | ¥ X
Q .// secundario
71— Espermatida — [~ - Z
v
/Espermatozoide\ A A ) 0

maduro

Lumen
del tabulo

Figura 3. Esquema representativo de la espermatogénesis con cada una de sus fases: La
proliferativa (mitosis), la meiética y la espermiogénesis. Tomado de(Calcaneo & de la Cueva, 2021).

1.3 Maduracion epididimaria
Una vez que los espermatozoides se formaron, son liberados al lumen del tubulo

seminifero para favorecer su transporte hasta la cabeza del epididimo. El epididimo
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es un conducto situado en la parte posterior de la gdnada masculina y pueden
distinguirse tres regiones que son: el caput (cabeza); el corpus (cuerpo); y la cauda
(cola). Aqui, varios tipos celulares van a crear un microambiente luminal que
promueve la maduracion de los espermatozoides. El epitelio epididimario esta
formado por las células basales, apicales, principales, estrechas, halo, dendriticas,
inmunoldgicas y claras. Estas favorecen el desarrollo de un microambiente Gnico
para la maduracion, el almacenamiento y la concentracion espermatica. Por
ejemplo, las células principales son el tipo celular mas abundante en el epitelio
epididimario y participan en procesos como el transporte de agua, solutos iones y
la secrecion de proteinas. Las células claras, por su parte, son las responsables de

la acidificacion luminal y la endocitosis (Barrachina et al., 2022).

La comunicacion intercelular y la maduracion de los espermatozoides se lleva a
cabo a través de vesiculas extracelulares (epididimosomas) y microRNAs. Dentro
del espacio luminal epididimario hay una gran poblacion de epididimosomas que
juegan un rol esencial en la maduracion espermatica. Es de vital importancia tener
presente que cada segmento del epididimo tiene su propio sello protedmico
(Barrachina et al., 2022; Sullivan & Mieusset, 2016).

El fluido luminal esta enriquecido en proteinas como la clusterina, la prostaglandina-
D sintasa, la enzima glutation S-transferasa, la lipocalina 5 y la albumina; esta ultima
representa cerca de un 50 % del total de proteinas del fluido epididimario; ademas
cuenta con factores descapacitantes, que seran utiles para evitar que el
espermatozoide adelante procesos que aun no le corresponden (Sullivan &
Mieusset, 2016). Los eventos mas significativos en la maduracion epididimaria son:
la salida del colesterol, favorecida por la albumina y el HDLs, la adquisicién de la
movilidad progresiva, la modificaciéon de las proteinas y glicoproteinas que se
encuentran en la membrana plasmatica, una mayor compactacién de la cromatina

y la eliminacién de la gota citoplasmatica (Robaire et al., 2006).

1.4 Perfil protedmico en espermatozoides
Los estudios de toxicidad han ido evolucionando hasta utilizar técnicas “0micas”
como la metaboldmica, la gendmica y la protedmica. La proteémica tiene el
potencial de aportar para conocer mejor al espermatozoide y también de adquirir
nuevos biomarcadores de infertilidad masculina (Aitken & Baker, 2008; Johnston et

al., 2005). En este sentido, se ha estudiado la capacitacion de los espermatozoides
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humanos mediante electroforesis 2D, espectrometria de masas. y cromatografia
liquida (Barrachina et al., 2022; Bray et al., 2005).

El espermatozoide, a lo largo de su desarrollo, pasa por eventos que le van a
permitir adquirir la capacidad de fertilizar al évulo. Las proteinas que se encuentran
en cada evento pueden variar, ya que la cantidad y funcién de cada una difiere en
cada evento, ya sea durante el desarrollo en el testiculo, la maduracién
epididimaria, la capacitacion en el istmo oviductal o en la reaccion acrosomal, previa
a la unién con la membrana del ovocito. Por ejemplo, una de las proteinas basicas
para el super-empaquetamiento del material genético espermatico son las
protaminas y se ha demostrado que su contenido total se relaciona con alteraciones

del ADN, lo que correlaciona positivamente con problemas de infertilidad.

Estos resultados han sido obtenidos gracias a la construccion de catalogos
protedmicos espermaticos que permiten identificar, de manera objetiva, cambios en
el perfil protedmico y, de esa manera, poner atencién en aquellas proteinas que
sufren cambios notables en su proporcién, para asi identificarlas y analizarlas de
manera individual (Virgili, 2010); una proteina cuya ausencia perjudica la capacidad

fertilizante espermatica es la fertilina (Blobel, 2000).

Por lo anterior, esta investigacion pretende construir una base de datos de proteinas
espermaticas con el fin de aportar un catalogo con las proteinas totales de
espermatozoides, especificamente tomados del epididimo de rata. Seria valioso
recopilar esta informacion ya que podemos identificar objetivamente proteinas que

no se encuentren en la lista, ya sea en su abundancia relativa, o su ausencia total.

Es primordial entender que algunas de estas herramientas nos proporcionan el
primer paso, es decir un panorama amplio de lo que esta pasando en general con
las proteinas totales; resolviendo el primer paso, se puede llegar a identificar la o
las proteinas que se modifican en algun proceso y que pueden ser blanco de
estudio farmacoldgico (Secciani et al., 2009).

En la tabla 6 se presenta la media de proteinas en dos eventos diferentes, la
eyaculacion y la capacitacion, demostrando que el numero de proteinas presentes
en los espermatozoides se modifica dependiendo del momento fisiolégico en que

se encuentran.
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Tabla 6. Diferencia entre proteinas en el eyaculado fresco y el eyaculado capacitado in vitro.

Nombre de la proteina Descripcion Media de proteinas en el Media del eyaculado

eyaculado capacitado

~ Proteina de choque térmico
gliceraldehido-3-fosfato
“ Alfa-enolasa

L-asparaginasa 438 1133
Tubulina alfa-3C/D 3318 668
“ Prolactina-inducible protein 1980 9016

1.5 Modelo animal experimental

El modelo experimental utilizado en este trabajo fue la rata Wistar (Rattus
norvegicus) que es una de las cepas mas utilizadas para la investigacién en el
laboratorio. Nuestros modelos experimentales fueron proporcionados por el bioterio
de la Universidad Autdbnoma Metropolitana Unidad lztapalapa, fueron 18 ratas
macho de 8 semanas de edad (adultos) con un peso inicial aproximado de 250-280

gr por unidad.

La rata es una herramienta de investigacion esencial, ha servido como modelo para
estudios biomédicos, toxicolégicos, de nutricidn enteral y parenteral; inclusive es
considerado como herramienta primordial para la investigacion de las condiciones
que afectan a los seres humanos y que pueden ser simuladas en ratas. La
investigacion de laboratorio en el modelo animal logra el control estricto de ciertas
variables, lo que permite conseguir resultados reproducibles. Estas variables son
edad, sexo y peso corporal, con lo cual, se caracteriza a los grupos de trabajo y se
garantiza una reproducibilidad de los resultados para postular hipotesis de trabajo
para el humano (Agarwal et al., 2020; Cossio-Bolanos et al., 2013; Robaire et al.,
2006).
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Capitulo 2 Antecedentes

Los organos y células reproductoras tienen receptores colinérgicos nicotinicos,
tanto en rata como en ratéon. Once de las 13 subunidades de este receptor se
detectaron en el testiculo, particularmente en células germinales, células de Sertoli,
células de Leydig, peritubulares, espermatogonias, espermatocitos y en el
espermatozoide. Se propone que este receptor puede mediar efectos sobre la
division celular, el metabolismo y la movilidad espermatica y se demuestra que el
sistema colinérgico no es exclusivamente neuronal. Se ha propuesto que la
subunidad a7 podria tener un papel esencial en la movilidad, ya que se observé
que se encuentra en el flagelo y su ausencia afecta la movilidad (Schirmer et al.,
2011).

En ratas macho de 7 dias de edad expuestas a 8 y 32 mg/kg/dia de clotianidina por
90 dias se encontrd que la clotianidina afectd el desarrollo en el tejido testicular,
ademas disminuyo la concentracion de testosterona en sangre, la concentracion
espermatica, y del glutation, indicando un posible desequilibrio entre las especies
reactivas de oxigeno (ROS), las anormalidades aumentaron y se observo
fragmentacion en el ADN espermatico con la dosis de 32 mg/kg/dia (Bal et al.,
2012).

En ratas macho de 8-9 semanas de edad expuestas a clotianidina durante 90 dias
se reportdé que, a dosis por debajo de Noael (dosis maxima en la que la rata puede
estar expuesta al téxico sin algun sintoma reportado, actualmente es de 9.8
mg/kg/dia), no hubo disminucion del peso total de la rata ni de érganos como el
epididimo y el testiculo. Sin embargo, se demostré que la clotianidina a dosis
menores que la Noael, disminuyeron el tamafio de las glandulas seminales, se
fragmentd el ADN espermatico, hubo vacuolizacion de los tubulos seminiferos y
aumentaron las células apoptdticas en los tubulos seminiferos; no se observé

diferencia en los niveles séricos de testosterona (Bal et al., 2013).

La agencia de protecciéon ambiental de USA, en el 2017, realiz6 varios estudios de
la toxicidad de la clotianidina en rata con una exposicion cronica (exposicion
sostenida de al menos 4 semanas hasta afios) de la dosis Noael oral (9.8 mg/kg),
y encontré disminucion de peso en las ratas y retraso en la maduraciéon sexual
(Harty, 2017).
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Soler et al. (2020) construyeron por primera vez una base de datos a partir de
proteinas espermaticas de gallos a partir de la técnica “células completas” en
espectrometria de masas MALDI-TOF, con la finalidad de tratar de asociar su perfil
protedmico con fertilidad, subfertilidad e infertilidad de gallos para la produccién de
carne y para la reproduccion. Determinaron cada condicion a partir de modelos
matematicos predictivos y demostraron que se puede tener un mejor diagndstico
que con las pruebas tradicionales; para determinar la calidad espermatica
identificaron proteinas cuya abundancia relativa podria estar relacionada con la
fertilidad.

2.1 MALDI-TOF
La protedmica es el estudio de la estructura y la funcion de las proteinas, incluso
de la manera en que trabajan e interactuan en el interior de las células. El interés
de la protedmica se centra en el conocimiento del conjunto de las interacciones
entre proteinas para constituir la red de interacciones, que caracteriza el
funcionamiento de los organismos vivos. En otras palabras, la protedmica es el
estudio del proteoma (Torrades, 2004). Es una herramienta bioquimica poderosa
que anadié una nueva dimensién al campo de investigacién biomédica en todas
sus areas por ejemplo en higado, enfermedades cardiacas, cancer, eventos
fisiolégicos y patologicos relacionados con la biologia reproductiva, ya que se
estudia globalmente la produccién de proteinas como respuesta celular (Upadhyay
et al., 2013). Existen varias. herramientas protedmicas, entre ellas se encuentran
dos de nuestro entero interés: la electroforesis bidimensional y la espectrometria de
masas. La electroforesis bidimensional es un tipo de electroforesis en gel
comunmente utilizada para analizar proteinas, las mezclas de proteinas son
separadas por diferentes propiedades como lo es su punto isoeléctrico (PIl) y su

masa molecular (MM) mediante una doble separacién en un gel 2D-PAGE.

La espectrometria de masas, especialmente la que utiliza desorcidn/ionizacién con
laser asistida por matriz (MALDI), se ha utilizado para analizar proteinas aisladas,
pero también mezclas complejas, sobre todo con muestras celulares sin fraccionar
(Soler et al., 2020). Es una técnica que utiliza una matriz de absorcién de energia
laser que crea iones a partir de moléculas grandes con una fragmentacion minima
en biomoléculas como ADN, proteinas, péptidos y carbohidratos. Asi es como la

espectrometria de masas con MALDI se puede utilizar para perfilar proteinas,
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identificar vias moleculares defectuosas, o por ejemplo, proteinas espermaticas
faltantes o en exceso en hombres infértiles o con tratamientos farmacolégicos y
téxicos (Agarwal et al., 2020; Upadhyay et al., 2013). Uno de los enfoques de esta
espectrometria de masas MALDI-TOF es la de células intactas, un método que se
basa en la identificacion de huellas dactilares en espectrometria de masas de
péptidos/proteinas especificas de células. En este contexto, "célula intacta"
significa que las células enteras se someten directamente al analisis de
espectrometria de masas sin ningun paso preparatorio, lo cual es muy conveniente

en el diagnéstico (Soler et al., 2020).

Se han identificado proteinas en muchas especies de las cuales se propone que su
ausencia pudiera afectar la fisiologia espermatica, por lo tanto, podrian
considerarse como marcadores moleculares para la fertiidad en el macho.
(Barrachina et al., 2022; Schirmer et al., 2011; Sullivan & Mieusset, 2016; Wang et
al., 2022).
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Capitulo 3 Planteamiento del problema

3.1 Pregunta de investigacion
¢, Qué efecto produce la exposicion cronica a clotianidina sobre el perfil protedmico, la
calidad espermatica y la morfologia de los espermatozoides, testiculos y epididimos en

ratas macho adultas?

3.2 Hipotesis
La clotianidina en dosis cronicas provocara dafios morfolégicos en espermatozoides de

epididimo de rata y modificara su perfil proteémico.

Capitulo 4 Objetivos
4.1 Objetivo general

- Determinar el efecto de la clotianidina en el perfil protedmico de espermatozoides de

rata macho adultas (8 semanas).

4.2 Objetivos especificos
- Identificar la calidad espermatica.
- Identificar los  cambios morfoldgicos que se observen en los
espermatozoides, testiculo y epididimo de rata.
- Evaluar los cambios en el patron protedmico y en la cantidad de proteinas en

espermatozoides expuestos a clotianidina.
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Capitulo 5 Materiales y Métodos

5.1 Diseino experimental
Se hicieron 3 grupos de 6 ratas Wistar macho de 8 semanas de edad. Los grupos
se dividieron en: grupo control y 2 grupos experimentales que se les administré via
ingesta forzada clotianidina por 6 semanas a diferentes dosis, al Grupo 1: 10
mg/kg/dia, Grupo 2: 2 mg/kg/dia y al grupo 3: unicamente agua potable. Las ratas
se mantuvieron con agua y alimento ad libitum, bajo un ciclo de luz-obscuridad
controlado (12:12) en el Bioterio de la UAM-Iztapalapa. Se manejaron de acuerdo
con los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
(SAGARPA 2001), en conjunto con los lineamientos de la conduccion ética de la
investigacion, de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-

Iztapalapa.

5.2 Medidas de seguridad para el uso de clotianidina
Se evitd el contacto directo con el producto, se conservo en el recipiente de origen,
en un lugar seco, fresco y ventilado. Se hizo el uso de gafas protectoras para

productos quimicos, guantes, bata y pantalones largos.

5.3 Obtencién de muestras
Pasadas las 6 semanas se realiz6 la eutanasia a los 3 grupos en camara de COa.
Una vez sacrificadas se extrajeron el epididimo y los testiculos, cada érgano se
limpié de residuos de grasa u otro tejido ajeno al érgano, posterior a esta limpieza
se pesaron en balanza analitica y se registré el peso de cada érgano para los

analisis posteriores.

5.4 Analisis microscopico
Se obtuvieron los espermatozoides de la cauda del epididimo mediante perfusion.
Se evaludé la calidad espermatica observando en un microscopio O6ptico los

siguientes parametros: concentracion, viabilidad, anormalidades y movilidad.

5.5 Concentracién
Se separé la region de la cauda del epididimo para asegurar que los
espermatozoides obtenidos fueran unicamente de este segmento, asi mismo se
realizaron cortes transversales. Se perfundio el conducto deferente con PBS para
facilitar la salida de los espermatozoides que se encontraban en él, asi como en la

cauda del epididimo, se incubaron por 40 minutos, se contaron los espermatozoides
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en una dilucion 1:100 y en una camara de Neubabuer, se calcul6 la concentracion
de espermatozoides obtenidos del epididimo izquierdo de cada rata de todos los

grupos.

5.6 Viabilidad
La viabilidad espermatica se determind con la tincion de eosina-nigrosina en
proporcion 1:1. Se consideran espermatozoides muertos aquellos que presentan
una tincion morada/rosa (Fig.4). y como células vivas a las transparentes. Se

realizaron los conteos por duplicado para cada muestra obtenida para cada grupo.
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Figura 4. Tincién con eosina nigrosina en espermatozoides de rata.

5.7 Anormalidades morfoldgicas
Se observaron al microscopio 6ptico a 400x con los mismos frotis tefiidos con
eosina nigrosina, se conté el numero de espermatozoides con anormalidades,
clasificandolas segun lo establecido por la OMS, ya sea si presentaban alguna
anormalidad en la cabeza, en el flagelo o si presentaban residuos citoplasmaticos
de un tamano considerable (un tercio de la cabeza del espermatozoide) (World
Health Organization, 2021).

5.8 Movilidad
Las células se obtuvieron unicamente de la cauda epididimaria y se mantuvieron en

solucion salina de fosfatos (PBS) durante la evaluacion de la movilidad. Se
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observaron al microscopio a un aumento de 400x. Se realizé una estimacion de la
movilidad y se clasificé de acuerdo el manual de la OMS como A) progresiva rapida;
B) progresiva lenta; C) no progresiva; y D) espermatozoides inmdéviles (World
Health Organization, 2021).

5.9 Analisis del perfil proteémico de proteinas de espermatozoides mediante
el programa Biotyper y espectrometria de masas
Para el analisis de la comparacion de espectros entre la base de datos y los
espectros de los grupos tratados con clotianidina, se realizé el mismo método que

se siguio con los del grupo control.

5.9.1 Obtencion de la muestra

Una vez que se realiz6 la evaluacion basica de cada muestra espermatica de las
ratas del grupo control y de los grupos experimentales (2 y 10 mg/kg/dia), los
espermatozoides obtenidos se centrifugaron a 500g; se colocaron
aproximadamente 15x10°® células por criotubo y se congelaron a -80°C, para
conservar las proteinas espermaticas en buenas condiciones para la construccién

de la base de datos y para el analisis comparativo con los grupos experimentales.

5.9.2 Extraccion proteica

Aproximadamente 30 minutos antes del analisis, los tubos con los espermatozoides
se colocaron en hielo para evitar un cambio brusco de temperatura y favorecer que
se descongelaran lentamente. De acuerdo con la cantidad de espermatozoides (15
x 10 ®) se realizd un lavado con una mezcla de 300 pL de agua Mili-Q y 900 uL de
etanol al 100%, se centrifugaron, se retirdé el sobrenadante y se dejo secar a
temperatura ambiente. Una vez secos, se colocd FA en cada tubo tomando en
cuenta el numero de espermatozoides por tubo (por ejemplo, para un tubo de 25.75
x 10° se colocaron 60 uL), se martajé el botén con un micropistilo para asegurarse
de romper por completo las células. Se coloco la misma cantidad de ACM al 50% y
se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos. Con el sobrenadante se realiz6é una
siembra conocida como “semi-sandwich” en placa para MALDI-TOF, esto quiere
decir que se coloco la muestra en la placa, se dejo secar a temperatura ambiente y
posteriormente se coloco la matriz y se dejé secar de igual manera en cada pozo;
después se procedié a hacer el analisis en el equipo de espectrometria de masas
Bruker MALDI-TOF en modo lineal.
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El analisis de las muestras se llevo a cabo en Biotyper, como primer paso se calibré
el equipo usando una solucién de proteinas BTS (Bruker bacterial test standard)
contiene un extracto cuidadosamente elaborado de Escherichia coli DH5 alfa, que
muestra un perfil peptidico caracteristico para los espectros y el rango de masas
cubierto es de 3.6 a 17 kDa; se coloco también matriz siguiendo la siembra “semi-

sandwich”; para el grupo control se sembraron 10 pozos.

Se abrid la ventana de adquisicidon Flex control en Biotyper, se calibré el equipo
asignando las masas tedricas con las masas experimentales utilizando la solucion
calibrante Protein Test Standard (BTS), con un intervalo de 2000-16000 masa

carga (m/z), la adquisicion fue de manera automatica.

5.9.3 Construccion de la nueva entrada de la base de datos en Biotyper

Se procedié a hacer la adquisicion manual de los espectros de las proteinas
extraidas de las muestras espermaticas del grupo control para obtener la nueva
“‘especie” de la base de datos. Se necesita un minimo de 20 espectros, el método
que se siguidé fue hacer 3 repeticiones de 3000 disparos cada uno por pozo con
muestra; el criterio que se siguio para agregar a la sumatoria el espectro obtenido;
se tom6 como referencia que saliera el mayor numero de picos en el rango

establecido y que la intensidad fuera alta.

A partir de los espectros se realizo la extraccion de la linea base y el suavizado de
los picos. Después se llevo a cabo una seleccién de cada espectro, revisando que
los mismos cumplieran con la tolerancia de las 500 ppm 2.5 daltones (Da) (Fig.5),
y que los picos obtenidos no fueran espectros planos o picos atipicos de los demas
obtenidos (Fig.6). Todos aquellos que no cumplieron con esos criterios fueron
eliminados. Los espectros seleccionados se abrieron en una nueva ventana en
Biotyper, “MSP-Creation” donde se afiadi6 el archivo y se cred la nueva entrada de
la base de datos anotando el tipo de organismo, la fecha de creacion y se guardo

como proyecto nuevo.
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Figura 5. Ejemplo de la seleccién de picos para evaluacion de las 500 ppm (2.5 Da), la imagen
muestra el criterio de seleccion de los picos que se consideran para realizar el calculo de las 500

ppm.
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Figura 6. Ejemplo de exclusion de los espectros planos y los picos atipicos, se observa el criterio
que se utilizé para eliminar los espectros con aspecto similar al mostrado en la imagen.

MSPs es una ventana donde se realiza el analisis de todas las muestras proteicas
que formaran la base de datos de nueva creacion. En nuestro caso es donde se
realizé la comparacion entre la base ya creada y los espectros de los grupos

experimentales (2 y 10 mg/kg/dia).

22



5.9.4 Comparacion de la base de datos bacteriana con la nueva entrada
construida

Una vez que se construyo la base de datos, se comparo con las bases de datos
con las que cuenta el equipo para analisis de especies de bacterias y hongos, esto
se llevo a cabo en MSPs. Esto, con la finalidad de descartar similitud con las
aproximadamente 500 entradas que ya se encontraban en el equipo y poder

aseverar que la nueva entrada estaba bien construida.

Para la comparacion de los grupos experimentales, se realizé el mismo protocolo
descrito anteriormente, para cada grupo experimental (2 y 10 mg/kg/dia) se realiz6
el analisis por duplicado, es decir, la muestra obtenida de cada rata se sembré en
dos pozos diferentes; el analisis de todas las muestras se llevo a cabo en MSPs el
mismo dia para mantener las condiciones idénticas y disminuir la variabilidad en la

obtencion de los espectros.

5.10 Electroforesis en Gel SDS-Page de proteinas solubles
espermaticas

Es una herramienta util para conocer la MM de proteinas de acuerdo con su movilidad
electroforética relativa, comparando con la de proteinas estandar de MM conocida. La
solucion de proteinas que se van a analizar se mezcla con SDS, un detergente aniénico
que desnaturaliza las proteinas, eliminando sus estructuras secundaria y terciaria, pero
sin alterar los enlaces disulfuro y ademas confiere una carga negativa a cada proteina en
proporcion a su masa (Laemmli, 1970; Shapiro Al Fau - Vifuela et al., 1967; Weber K
Fau - Osborn & Osborn, 1967).

5.11 Preparacion de la muestra
Las proteinas que se extrajeron para cada grupo (control, 2 y 10 mg/kg/dia) para el
analisis en espectrometria de masas MALDI-TOF, también se utilizaron para un
analisis complementario en un gel SDS-Page, el protocolo que se siguio fue el

siguiente.

Se realizé una cuantificacién de la proteina extraida por muestra para luego
colocarla en un concentrador a temperatura ambiente durante una hora

aproximadamente, esto con la finalidad de evaporar el FA 70% y el ACN 50%.

Una vez que cada muestra estaba completamente seca, se procedioé a colocar la
misma cantidad de solucién amortiguadora segun la cantidad de proteina extraida;
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si las muestras mostraban una coloracion amarilla se procedia a colocar gota por
gota Tris-HCL pH 8.8 al 1.5 M hasta que las muestras viraran a una coloracién azul

intenso. Posterior a eso, las muestras se calentaron durante 5 minutos a 100°C.

Se preparo el gel de separacion de 12% y el de compactacion al 4% por duplicado,
se espero el tiempo de polimerizacidn y se procedié a cargar las muestras en
carriles diferentes para su analisis individual. Como marcador de MM se utilizé dual
color de Bio-Rad, con un intervalo de 10 a 250 kDa. Las muestras se corrieron en

1 hora.

Una vez que el gel termind de correr, las muestras se fijaron durante una hora en
solucion fijadora para posteriormente tefiirlas con azul de Coomassie R-250 al
0.1%, en acido acético al 10%, etanol al 40% y 50% de agua, para después desteqir
el exceso y poder visualizar las proteinas. Se procedié a tomar las fotografias para

el analisis de los geles.

5.12 Analisis estadistico
Para analizar todos los datos relacionados con el peso de los animales y de los
organos, y los datos de la calidad espermatica (viabilidad, movilidad, anormalidades
morfoldgicas) se llevd a cabo un ANOVA con una prueba post-hoc de Tukey. Para
los resultados relacionados con la concentracion espermatica se llevé a cabo la
prueba “t” de Student. Para cada grupo se realizd una prueba de Homogeneidad de

varianzas y distribucién normal.

Los resultados del espectrometro de masas son el resultado de varias mediciones
que se suman, el aparato hace un promedio de las relaciones m/z y los presenta
como medias, con un coeficiente de variacion y con un valor de P. Los valores se

consideraron con diferencia estadisticamente significativa con un valor de p <0.05.
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Capitulo 6 Resultados

6.1 Seguimiento del peso de los animales de experimentacién

Durante el tiempo de administracion de clotianidina, se realizé un registro del
peso cada semana (Fig.7), esto con el fin de llevar un control a la hora de
hacer los calculos de la dosis de clotianidina para que estuvieran de acuerdo con
el peso de cada rata y para llevar un registro de los posibles cambios que llegaran
a ocurrir en cada grupo (Control, 2 y 10mg/kg). No se observé cambio en el peso
de las ratas tratadas con respecto a los controles, tuvieron un crecimiento normal

muy similar al del grupo control durante la administracion del toxico.
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Figura 7. Peso de la rata de acuerdo con el tratamiento durante las 6 semanas, en azul se muestra
el grupo control (administracion unicamente con agua), en naranja el grupo de 2mg/kg/dia y en gris
el grupo de 10 mg/kg. Media + error estandar; n=6. Analisis por ANOVA seguido de una prueba de

TUKEY con una p<0.05.
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Antes de que cada grupo se sometiera a eutanasia en camara de COz2, se realiz6 el
ultimo registro del peso de cada rata (Fig.8). Los resultados no mostraron diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo control y los grupos de ratas tratados
con las diferentes dosis (2 y 10 mg/kg/dia), el toxico no tuvo efecto en el crecimiento

de los animales, desde el inicio hasta el término de la administracion.

336

335 I

334

333

332

Peso de la Rata (g)

331

330

329
0 2 10

Tratamiento clotianidina (mg/kg de peso de rata )

Figura 8. Ultimo registro del peso de las ratas tratadas con clotianidina durante 6 semanas
consecutivas, en azul se encuentra el promedio de los pesos de las ratas del grupo control (tratados
Unicamente con agua potable), en naranja el promedio de las ratas del grupo de 2 mg/kg/dia y en
gris el grupo de 10 mg/kg. Media + error estandar; n=6. Analisis por ANOVA seguido de una prueba

de TUKEY con una p<0.05.
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6.2 Diseccion del testiculo y epididimo
Se obtuvieron los testiculos de lado izquierdo como el derecho, no se observé
diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los testiculos izquierdos
como derechos, asi como entre cada tratamiento (control, 2 y 10 mg/kg/dia). (Fig.9).

El tratamiento con clotianidina no alter6 el peso de los testiculos.
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Figura 9. Pesos de los testiculos. A) Testiculos izquierdos del grupo control, 2 y 10 mg/kg/dia
respectivamente. B) Testiculos de lado derecho del grupo control, 2 y 10 mg/kg/dia respectivamente.
Media + error estandar; n=6 Analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05.
Valores de P (Testiculo Derecho p = 0.392 y Testiculo izquierdo p = 0.876).

Se realiz6 el indice gonadosomatico dividiendo el peso de los 6rganos entre el peso
total de la rata y se observd que la clotianidina no afecto el indice gonadosomatico

en las ratas macho adultas (Tabla 7).

Tabla 7. indice gonadosomético.

‘ Dosis Testiculo () ‘

mg/kg/dia Izquierdo Derecho
0.5 0.52
0.54 0.53
0.52 0.51

Se calculé el promedio del peso de los testiculos en relacién con el peso total de cada rata. No se observé una
diferencia significativa de los testiculos izquierdos, ni de los derechos. Media * error estandar; n=6. Analisis
por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05.
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6.2.1 Analisis morfologico testicular

Se analizaron morfolégicamente los testiculos de cada tratamiento y observamos
testiculos hemorragicos a medida que se incrementaba la dosis del toxico (Fig. 10), no se
observaron cambios en el grosor ni en el color de la tunica albuginea; tampoco en el

tamano, ni la forma de cada testiculo.
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Figura 10. Testiculos de rata macho tratados con diferentes dosis de clotianidina.

Se realizd una sola medicion en Imaged (Tabla 8) para analizar la medida exacta de los
testiculos en cada tratamiento, al ser una sola medicién, no se aplicd ningun tratamiento
de datos, ya que estos datos sirvieron para complementar los posibles cambios

observados al comparar los 6rganos (Fig.10).

Tabla 8. Mediciones de los testiculos de rata tratada con clotianidina.

Longitud (cm) Area (cm?)
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6.2.2 Epididimo

El peso en cada uno no present6 diferencia significativa entre los epididimos izquierdos y
derechos (Fig.11). El tratamiento con Clotianidina a dosis Noael (10 mg/kg) y dosis por
debajo de la Noael (2 mg/kg) de acuerdo con lo observado con el grupo control, no

disminuyo el peso del epididimo.
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Figura 11. Peso del epididimo de ratas tratadas con Clotianidina. A) pesos del epididimo izquierdo del
grupo control, 2 y 10 mg/kg/dia respectivamente. B) pesos del epididimo derecho del grupo control, 2 y 10
mg/kg). Media * error estandar; n=6 Analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05.(Epididimo derecho valor p= 0.616 y epididimo izquierdo valor p= 0.176.
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Se calculd el indice gonadosomatico indicando el peso de los érganos en relacion con el
peso total de la rata y se observd que clotianidina no afecté el indice gonadosomatico

epididimario en las ratas macho adultas (Tabla 9).

Tabla 9. indice gonadosomético de epididimos de ratas con respecto al peso final de las ratas tratadas con
clotianidina.

Epididimo (g)

Izquierdo Derecho

Se calculo el promedio de la relacion peso de los epididimos (6 por grupo) entre el peso de cada rata. No se observd
una diferencia significativa de los epididimos izquierdos, ni de los derechos. Media +* error estandar; n=6 Analisis por
ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05.
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6.3 Analisis Morfolégico
Comparamos visualmente los epididimos de cada rata para ver si habia alguna
diferencia en su estructura, en el caso de los epididimos de la dosis de 10mg/kg/dia
el conducto deferente mas delgado en un epididimo por tratamiento epididimos del

mismo grupo.
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Figura 12. Epididimos de rata tratados con diferentes dosis (0,2 y 10 mg/kg/dia) de clotianidina, se
observa que a mayor dosis hay una modificacion del grosor del conducto deferente y del corpus en
los grupos tratados con 2 y 10 mg/kg/dia, no se observo diferencia en la cabeza, ni en la cauda
epididimaria.

Se midieron los epididimos una sola vez, en ImagedJ para cada tratamiento, al ser
una sola medicién no se aplicd ningun tratamiento de datos, esta medicidon nos
sirvio para complementar las diferencias observadas en la imagen comparativa
(Fig.12) (Tabla 10).
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Tabla 10. Mediciones realizadas en ImageJ de epididimos para cada tratamiento.

Area (mm)

Tratamiento (mg/kg) Corpus

Control

La unidad de medida fue en pixeles, px y se convirtieron a mm en proporcioén con una regla en ImageJ.

6.4 Evaluacién espermatica (Analisis microscopico)

6.4.1 Concentraciéon espermatica

De acuerdo con los datos obtenidos no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. Se demuestra asi que el tratamiento con clotianidina
a dosis Noael (10 mg/kg/dia) y dosis por debajo de la Noael (2 mg/kg/dia) no
disminuye la concentracion espermatica en comparacion con nuestro grupo control
(Fig.13). Sin embargo, se observa una tendencia al incrementar la concentracion

en los grupos con tratamiento. 1 x 10%/mL.
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Figura 13. Concentracion espermatica por mililitro de cada grupo, en azul se encuentra el grupo
control, en naranja el grupo 2mg/kg/dia y en gris el grupo de 10 mg/kg/dia. Media + error estandar;
n=6 Analisis por T-Student con una p<0.05.
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6.4.2 Viabilidad

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y las dos
dosis evaluadas (Fig. 14) la administracion del téxico a 2 y 10 mg/kg/dia reduce la
viabilidad espermatica (44 %,45% respectivamente) comparado con el control que fue de
66%, lo que sugiere que la clotianidina afecta la viabilidad espermatica a dosis Noael y

por debajo de la misma (2 mg/kg/dia) cuando son administradas de manera croénica.
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Figura 14. Viabilidad espermatica de ratas tratadas con clotianidina en dosis diferentes (0, 2, 10
mg/kg/dia), se muestra que al incrementar la dosis del toxico disminuye la viabilidad. * Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas con las dosis y el grupo control. Media * error estandar;
n=6.Analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una p<0.05 (valor p.0.000).

6.4.3 Anormalidades

Después de la recopilacion de los datos los resultados fueron los siguientes (Fig.15), se
observo que el grupo a la concentracion de 2 mg/kg/dia presentd un mayor porcentaje
de anormalidades en comparacioén con el control y con el grupo 10 mg/kg/dia. Las

anormalidades observadas se clasificaron de acuerdo con sus caracteristicas (Tabla 11).
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Figura 15. Anormalidades producidas por la clotianidina en espermatozoides de rata. En azul se muestra
el porcentaje del grupo control, en naranja el porcentaje de anormalidades del grupo de 2 mg/kg/dia y en
gris el porcentaje del grupo de 10 mg/kg/dia. Media + error estandar; n=6. * Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control. Analisis por ANOVA
seguido de una prueba de TUKEY con una p<0.05.(valor p.0.001).

Tabla 11. Anormalidades espermaticas en cada grupo.

Tratamiento Cabeza (%) Pieza media Flagelo (%) Residuo Exceso
(mg/kg/dia) (%) citoplasmatico (%) citoplasma

residual (%)
Control

2

10

Porcentaje de cada anormalidad encontrada. Media + error estandar; n=6. Analisis por ANOVA seguido de una prueba
de TUKEY con una p<0.05.* Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el
grupo control.
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Los residuos citoplasmaticos fueron una de las anormalidades mas encontradas en el
analisis morfolégico de los espermatozoides tomados de la cauda y el conducto deferente
del epididimo de rata fueron los residuos citoplasmaticos (Fig. 17), los espermatozoides
del tratamiento de 2 mg/kg/dia presentaron una diferencia estadisticamente significativa

en comparacién con el grupo control.

Figura 16. Anormalidades encontradas, espermatozoides de rata observados en el microscopio de
contraste de fase a 400x, estas muestras no tienen ninguna tincion.
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Figura 17. Residuos citoplasmaticos encontrados en la pieza principal del flagelo. En azul se muestra el
porcentaje del grupo control, en naranja el porcentaje de anormalidades del grupo de 2 mg/kg/dia y en gris
el porcentaje del grupo de 10 mg/kg/dia. Media + error estandar; n=6. * Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo control. Analisis por ANOVA seguido de una
prueba de TUKEY con una p<0.05.(valor p.0.034).
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Figura 18. Espermatozoide de rata tefiido con eosina-nigrosina visto a un aumento de 400x en
microscopio optico A) Espermatozoide con gota citoplasmatica en la pieza principal del flagelo; B)
Espermatozoide con exceso de citoplasma residual en la pieza principal del flagelo.

6.4.4 Movilidad

Se observaron las células al microscopio de contraste de fases, sin ninguna tincion a un
aumento de 400x.
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Figura 19. Porcentaje de movilidad espermatica de rata tratadas con clotianidina, a) progresiva rapida, b)
progresiva lenta; c¢) no progresiva y d) inmovilidad. En azul se encuentran los porcentajes del grupo control,
en naranja los del grupo 2mg/kg/dia y en gris los del grupo 10mg/kg. Media + error estandar; n=6. Analisis
por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una p<0.05.
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6.5 Perfil protedmico espermatico

6.5.1 Nueva entrada en la base de datos

Se cred una nueva entrada para la base datos en el equipo de espectrometria de
masas MALDI-TOF a partir de muestras espermaticas del grupo control, se obtuvo
un total de 32 espectros de los cuales se seleccionaron 21 de ellos ya que cumplian
la tolerancia de 500 ppm, es decir que la diferencia de valores fuera menor a 2.5
Da por unidad de area en cada pozo sembrado, los picos seleccionados no salian
ni por arriba ni por debajo del promedio visualizado de los picos obtenidos en su
totalidad. Se cumplié con el minimo de espectros obtenidos para la creacion de la

nueva entrada en la base de datos, que fue de un total de 21.

Se obtuvo un espectro que corresponde al promedio de la seleccion de los 21
espectros (Fig. 20) en donde se observan varios picos, cada uno de ellos representa
una proteina diferente; el eje de las “Y” corresponde a la abundancia relativa de

cada una de ellas y el eje de la “X” a la relacion m/z.

Se obtuvo una lista de un total de 120 proteinas de las muestras espermaticas del
grupo control con el que se construyo la nueva entrada, estas proteinas estaban en
un intervalo de 2 a 16 kDa. En la tabla 12 se muestra una lista con datos como son
la abundancia relativa, la intensidad de los picos y su area. De las 120 proteinas,
26 de ellas tuvieron mayor resolucion, es decir que fueron picos bien separados en

el espectro; ademas tuvieron mayor intensidad.

Es esencial tomar en cuenta la resolucion de estos picos, ya que el equipo los toma
para las multiples comparaciones realizadas con los espectros de otras muestras o

para la comparacion con otras entradas en la base de datos.
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Tabla 12. Masas asignadas en el espectro de la Fig.20. Se ejemplifican los picos que tienen mayor resolucion
entre las 120 proteinas totales obtenidas.

m/z Intensidad Intensidad relativa Area
2421.16 1157 6.27 9789
2716.84 2031 11 15449
3120.49 4474 24.3 38215
3429.47 18447 100 176178

4332.6 9634 52.2 138660
4925.03 8741 47 4 159642
5195.02 1387 7.52 14900

5637 13264 71.9 172159
6297.36 11356 61.6 243355
6651.01 1237 6.71 16315
6666.06 1392 7.55 20021
6681.53 838 4.54 5195
7000.01
7507.49 798 4.33 10998
7989.15 1256 6.81 19635
8666.14 13993 75.9 325868
8927.51 2106 11.4 56909
8969.98 2701 14.6 72612
9564.49
9850.41 9729 52.7 317667
10919.11
11910.77
12268.87 5536 30 161353
13410.78
15199.78
15820.94
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Figura 20. Espectro de proteinas espermaticas del grupo control en un rango de 2 a 16 kDa.
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Se comparo la base de datos con el grupo control con aproximadamente 300
entradas de las bases de datos de bacterias y de hongos que se encontraban en el
equipo. Con la finalidad de verificar que no existia similitud entre ellas y que la nueva
entrada de la base de datos estuviera bien construida. El equipo emplea criterios
para la comparacion que son: el valor m/z, la intensidad y la resolucién de los picos
que son componentes que se toman en cuenta al momento de la comparacion de
los espectros; el equipo ademas asigna intervalos con color que facilitan la lectura
de los resultados (Tabla 13) y la superposicion de las comparaciones entre

espectros (Fig. 21).

Tabla 13. Intervalos asignados para determinar si existe similitud entre los espectros comparados, el intervalo
vadeOa 3.

Descripcion
probable
1.700 - 1.999 Probable identificacion del género

identificacidon no confiable

El equipo también nos proporcion6 una superposicion del espectro de la base de
datos de rata control contra la base de datos comparada del equipo (Fig. 21) de
esta manera podemos visualizar mas claramente la diferencia entre cada espectro
por colores, verde, rojo y amarillo (Tabla 14) que corresponden al intervalo asignado
segun la similitud entre los espectros, es decir que los picos con mayor resolucion,

intensidad y valor m/z sean constantes en cada espectro comparado.
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Closwigium barati 1984_ATCC 26752 BOG.

0

Figura 21. Superposicién entre espectros Ejemplo de una de las comparaciones de la base de datos
de rata control y base de datos Bruker - Clostridium baratii bacteria anaerébica. En la parte superior
se observa el espectro de la bacteria Clostridium baratii y en la parte inferior la nueva entrada para
la base de datos de muestras espermaticas del grupo control. Se observa que los picos
mayoritariamente estan en color rojo, lo que indica que no hay similitud en ambos espectros;

intervalo= 1.25.

Cada una de las comparaciones realizadas estuvieron en un intervalo por debajo

de 1.669, lo que quiere decir que no existe similitud con los espectros de las 300

entradas de la base de datos existente de bacterias y hongos; en la tabla 14 se

ejemplifican 10 comparaciones diferentes con el rango asignado respectivamente y

el nombre de la especie comparada.

Tabla 14. Comparacion base de datos de rata control y 10 bases de datos diferentes Bruker.

Patrén comparado

Clostridium baratii 1084_ATCC 25782 1.25 1561
BOG

Paeniglutamicibacter sulfureus B571 UFL 1.2 43666
Agrobacterium radiobacter B177 UFL 1.18 358
Staphylococcus epidermidis DSM 1798 1.14 1282
DSM

Ligilactobacillus salivarius DSM 20492 1.14 1624
DSM

Aeromonas molluscorum 848T DSM 1.12 271417
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 THL 1.1 485
Amylolactobacillus amylotrophicus DSM 1.1 376807
20534T DSM

Streptomyces sp HKI 48 HKJ 1.1 1883
Fusarium proliferatum 11204740 MVD 1.1 42674
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6.5.2 Analisis comparativos con los grupos experimentales

Comparacion entre grupo control y 2 mg/kg/dia

En la Fig. 22 se muestra el espectro de los espermatozoides del grupo de ratas
tratadas con 2 mg/kg/dia, se observan picos con masa asignada, cada uno de estos
representa una proteina diferente, en el eje de las “Y” corresponde a la abundancia

relativa de cada una de ellas y en eje de la “X” la relaciéon m/z.

Se obtuvo una lista de masas para el grupo 2 mg/kg/dia en el intervalo de 2 a 16
kDa, en promedio de 72 proteinas, de las cuales 20 de ellas fueron con mayor
resolucion e intensidad y se tomaron en cuenta para la comparacion con la base de

datos del grupo control (Tabla 15).

Tabla 15. Lista de masas asignadas al espectro del grupo de 2 mg/kg/dia (Fig. 22).

m/z Intensidad Area
2413.10 589
2848.3 798 6600
3122.89 2330 20408
3431.74 9698 92595
4334.29 4057 57198
4925.12 2485 55504
5637.26 3876 50761
6298.20 4892 96852
6665.95 888 18791
7509.65 309
8036.70 611 10950
8664.46 5496 116879
8923.59 336 7033
8950.24 282 3377
8968.29 530 9484
9847.47 2473 68750
10920.61 91.9
11914.85 70.7
13366.57 17.4
15198.54 20.1

Se muestran los picos tomados en cuenta para la comparacion entre espectros. En la tabla se muestra el valor

masa carga (m/z), la intensidad de los picos y su area.
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Figura 22. Espectro que muestra proteinas en un rango de 2 a 16 kDa de espermatozoides del
grupo 2 mg/kg/dia, los picos con mayor resolucion e intensidad fueron tomados en cuenta para la
comparacion entre espectros.
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Se realizé la comparacion entre las muestras de espermatozoides tratados con
2 mg/kg/dia de clotianidina y la nueva entrada en la base de datos creada con
espermatozoides del grupo control; esto se realiz6 en MSP Creation (entradas de
bases de datos personalizadas). Una ventana de adquisicién en Biotyper en donde
se guardan aquellos espectros adquiridos en el equipo. El programa tomé criterios
diferentes para la comparacioén y asigno intervalos que facilitaron la lectura de los
resultados como se explicé anteriormente (Tabla 12); el valor m/z, la intensidad y la
resolucion de los picos son criterios que nos indican si existe homologia entre las
muestras comparadas para realizar identificaciones especie especificas entre las

muestras.

El programa también nos proporcioné una superposicion del espectro de la base de
datos de rata contra la muestra espermatica analizada (Fig. 23), de esta manera
podemos visualizar mas claramente la diferencia entre cada espectro por colores:
en Verde aquellos picos o proteinas que son iguales en los tres criterios evaluados
(m/z, intensidad y resolucién de los picos); en amarillo los que podrian tener
similitud en alguno de estos criterios y en rojo aquellos que no tienen similitud

alguna, los valores asignados son de acuerdo con el intervalo obtenido (Tabla 16).

Tabla 16. Comparacion de la base de datos creada con muestras espermaticas de grupos tratados con
2 mg/kg/dia.

Ratas tratamiento 2 mg/kg/dia Grupo comparado Score
control

control

control

control

control

control
Score obtenido en cada comparacion fue mayor a 2.00, nos indica las muestras provienen de organismos de

la misma especie.
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Figura 23. Superposicion entre espectros. Ejemplo de una de las comparaciones de las proteinas
espermaticas del grupo 2 mg/kg/dia y la base de datos creada a partir de proteinas espermaticas
del grupo control. Se obtuvo un intervalo mayor a 2.30, en azul se observa los espectros del grupo
control y de colores (verde, amarillo y rojo) el grupo tratado con 2 mg/kg/dia.

Comparacion entre grupo control y 10 mg/kg

Se obtuvo el espectro de la figura 24 de los espermatozoides del grupo de ratas
tratadas con 10 mg/kg/dia en el cual se muestran los picos con mayor resolucion,
que el equipo toma en cuenta para la comparacion con la base de datos creada con
espermatozoides de las ratas del grupo control, se observan varios picos y cada
uno de ellos representa una proteina diferente; el eje de las “Y” corresponde a la

abundancia relativa de cada una de ellas y el eje de la “X” a la relacion m/z.

Se obtuvo un total de 66 proteinas en el intervalo de 2 a 16 kDa de las cuales 19
de ellas tuvieron mayor resolucion e intensidad y se tomaron en cuenta para la

comparacién con la base de datos del grupo control (Tabla 17).
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Tabla 17. Lista de masas asignadas en el espectro del grupo 10 mg/kg/dia (Fig.23).

m/z Intensidad Area

2542.06 1163 8505
3123.72 2526 26990
3431.53 5364 54534
3763.12 1037 12068
4334.11 1861 26825
4541.78 571
4925.73 2599 72906
5637.84 3520 49783
6143.89 6550 142387
6464.46 481
6651.45 736 11976
6999.42 204
7514.65 223
8035.71 652 13096
8665.52 2706 63597
9848.39 3066 110108

10917.59 110

12267.67 1099 24966

15234.21 29.1

Se muestran los picos tomados en cuenta para la comparacion entre espectros. En la tabla se muestra el valor

masa carga (m/z), la intensidad de los picos y su area.
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Figura 24. Espectro que muestra proteinas en un rango de 2 a 16 kDa de espermatozoides del
grupo 10 mg/kg/dia;de los picos con mayor resolucion e intensidad fueron tomados en cuenta para

la comparacion entre espectros.
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Se realizé6 la comparacion entre muestras de espermatozoides tratados con
10 mg/kg/dia de clotianidina y la nueva entrada en la base de datos creada con
espermatozoides del grupo control, de la manera antes explicada (Tabla 12). El
valor m/z, la intensidad y la resolucidon de los picos son criterios que nos indican si
existe homologia entre las muestras comparadas para realizar identificaciones

especie especificas entre las muestras.

El programa también nos proporcioné una superposicion del espectro de la base de
datos de rata del grupo control contra la muestra espermatica del grupo 10
mg/kg/dia (Fig.25) de esta manera se logro visualizar mas claramente la diferencia
entre cada espectro por colores; en verde los picos o proteinas que son iguales en
los tres criterios (m/z, intensidad y resolucién de los picos ), en amarillo los que
podrian tener similitud en alguno de estos criterios y en rojo los que no tienen
similitud alguna, los valores se asignaron segun el intervalo obtenido en la

comparacion (Tabla 18).

Tabla 18. Comparacion de la base de datos creada con muestras espermaticas de grupos tratados con 10
mg/kg.

control
control
control
control
control

control
El score obtenido en cada comparacion fue mayor a 2.00, nos indica que las muestras son iguales.
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Figura 25. Superposicién entre espectros. Ejemplo de una de las comparaciones de las proteinas
espermaticas del grupo 10 mg/kg/dia y la base de datos creada a partir de proteinas espermaticas
del grupo control. Se obtuvo un intervalo mayor a 2.00; en azul se observan los espectros del grupo
control y en verde, amarillo y rojo se observa el grupo tratado con 10 mg/kg/dia.

Numero total de proteinas.

El equipo proporciona la lista de masas de cada grupo tratado con 2 y 10 mg/kg/dia
comparado con la base de datos creada a partir del grupo control, de las cuales se
obtuvo un promedio para cada tratamiento (Tabla 19); se observé una disminucion
en el numero de proteinas en el intervalo de 2 a 16 kDa en los grupos

experimentales.

Tabla 19. Promedio del niimero de proteinas proporcionado por el equipo para cada grupo: control, 2mg/kg/dia
y 10 mg/kg.

Tratamiento mg/kg Numero Promedio de Proteinas
0 120
2 72.4*
10 66*

Se observé una disminucion considerable entre los grupos experimentales tratados con clotianidina. Media +

error estandar; n=6. Analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una p<0.05. *los asteriscos

representan diferencia significativa con respecto al grupo control.

48



A continuacion, se presenta el porcentaje de las proteinas segun la MM para cada
uno de los grupos analizados, en donde se observd una disminucion de 60% de

proteinas aproximadamente a lo largo del intervalo entre 2 a 15 kDa (Tabla 20).

Tabla 20. Numero total de proteinas por masa molecular en el intervalo 2 a 15 kDa.

2 6 1 1
3 13 4 5
4 18 6 7
5 12 3 3
6 25 16 16
7 6 1 1
8 16 8 7
9 11 5 5
10 3 1 0
11 2 0 0
12 3 2 1
13 1 0 0
15 4 0 0
Total # proteinas 120 46 46

Se observé una disminucién en el numero. En la primera columna se indica el intervalo de kDa de 2 a 2.999, 3
a 3.999, y asi sucesivamente., 0 corresponde al grupo control, 2 al grupo 2mg/kg/dia y 10 al grupo 10 mg/kg.
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6.5.3 Electroforesis de proteinas de espermatozoides de rata tratadas con
Clotianidina

Las proteinas espermaticas se corrieron en un gel de poliacrilamida al 12% para
separar las proteinas totales para cada grupo, en un intervalo que va de 10 a 150
kDa. Después de analizar la movilidad electroforética relativa en el gel midiendo la
distancia entre las bandas para el carril 0, 2 y 10 mg/kg/dia de clotianidina, para
determinar la masa molecular relativa para cada banda con respecto al estandar de
masa molecular conocido y la movilidad electroforética. Las bandas indicadas en
color rojo son las que no se encuentran en todos los carriles y las indicadas en

amarillo, se observaron con mayor densidad 6ptica.

Se observé una disminucién de las bandas en los grupos tratados con clotianidina
(2 y 10 mg/kg/dia), lo que nos indica que clotianidina disminuye el numero total de

proteinas (Fig. 26).

kDa M

250 >
150 >

100 »
75 *
50 >

37 >

25 >

20 >

10 > -

Figura 26. SDS-PAGE de proteinas solubles totales de espermatozoides de rata tratados con
clotianidina. Tres muestras independientes en un intervalo de 10 a 150 kDa, en el primer carril se
observa el marcador de masa molecular (M); el sequndo se muestra el grupo control (0), en el tercero
el grupo 2 mg/kg/dia (2), y en el cuarto carril el grupo 10 mg/kg/dia (10). En color rojo se indican las
proteinas que no se encuentran en todos los carriles y en amarillo las proteinas con mayor densidad
Optica. El analisis se realizé en ImagedJ.
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6.5.4 Posibles marcadores moleculares

Se realiz6 una busqueda de proteinas en diferentes investigaciones y en UNIPROT,
una base de datos de secuenciacion in silico de proteinas; con la finalidad de
recopilar informacién y proponer posibles marcadores moleculares para su futura

identificacion con respecto al dafo visualizado con clotianidina.

Los criterios que se tomaron en cuenta para la seleccion de estas fueron la MM
dentro del intervalo trabajado en MALDI-TOF, en el gel SDS-Page y proteinas de
MM especifico, que observamos que disminuyeron de manera significativa en los

grupos tratados con clotianidina.

En la tabla 21 se observan las proteinas en un intervalo de 10 a 250 kDa que
corresponde a ambas técnicas y en la tabla 22 los péptidos identificados de
proteinas implicadas en funciones relacionadas con la estructura y el movimiento

celular, actividades relacionadas con el ATP.

Tabla 21. Proteinas con masas moleculares diferentes.

Nombre . L .
Funcién/localizacion Especie

proteina

NnAChR7 |63 | Pieza media espermatozoide Ratén/rata UNI:F%ES? et
Isoenzima L . ,
sceniato |7z Ierscdnesmematioe | gy | Culbens
cinasa 1 ;
de (Barrachina et al.,
ADAM7 89 Fertilizacion Rata 2022)

s Interaccién espermatozoide : (Sullivan &
Sintetina 30 ovocito e Mieusset, 2016)
WFDC8 31| Pieza media espermatozoide | Ratén/humano (Barrazcglznza) el

Protamina |6.9| Condensan ADN espermatico. Humano
Interaccién espermatozoide
P18 15 ovocito Humano UNIPROT
Unidn a zona peldcida, y
SPINK2 9 ensamblaje del acrosoma Rata UNIPROT
SPINK3 8 Reaccion Acrosomal Rata UNIPROT
SPAG11B |12 Maduracién espermatica Rata Barra(czzrgg;)et al.
Movilidad, forma, funcién Rata. raton (Flaherty Sp Fau -
Actina 42 dinamica en la membrana humané coba; o Winfrey et al.,
espermatica ’ y 1986)

En rosa se marcan aquellas proteinas adquiridas durante la maduracion espermatica.
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Tabla 22. Proteinas espermaticas de gallo identificadas por medio de sus péptidos especificos por

espectrometria de masas MALDI-TOF.

Nombre proteina

MMm*

(kDa)

Funcidén/localizacion

Organizacion del centrosoma
CDK5RAP2 5.2 Gallo
durante la fertilizacién
Ubiquitina 8.5 Espermatogénesis Gallo
LRD 7 Movilidad flagelar Gallo

* Masa molecular del péptido con que se identificé la proteina

Proteinas en color naranja se identificaron en mayor abundancia relativa en gallos subfértiles, aquellas que no

presentan color son las proteinas con mayor abundancia relativa en los gallos fértiles (Tomado de: Soler et al.,

2020).
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Capitulo 7 Discusion

En este trabajo, administrando mediante ingesta forzada de clotianidina en y debajo
de la concentracion en la que no hay efectos notables (Noael) no se afecto el peso
de la rata, en exposicion cronica diaria durante 6 semanas (2 y 10 mg/kg/dia). Este
hallazgo es consistente con los resultados reportados por Bal et al. (2012) quienes
aplicaron dosis similares (2, 8 y 32 mg/kg/dia) de manera crénica durante 12
semanas y demostraron que la administracion de clotianidina no disminuye el peso
del testiculo ni del epididimo, solamente de la cauda epididimaria en la dosis alta
(32 mg/kg/dia) cuando la exposicion se lleva a cabo en ratas en etapas de
desarrollo. Sin embargo, parece que la administracion en edad adulta no modifica
el peso de las ratas ni de los testiculos, lo que indica que la edad no es un factor
determinante en el en el efecto de clotianidina sobrepeso de la rata o de los

testiculos.

El peso de los epididimos tampoco se afectd en ninguno de los tratamientos, pero
si observamos una disminucion en el area del corpus en los grupos experimentales
tratados con clotianidina. Ademas de que se observé una disminucién en el grosor
del conducto deferente del grupo de 10 mg/kg/dia. Bal et al. (2013) reportaron la
disminucién del peso del epididimo en los grupos experimentales tratados con 2, 8
24 mg/kg/dia durante 12 semanas en edad adulta. En nuestro estudio, al tratar con
clotianidina durante la mitad del tiempo, se comenzaron a observar algunos dafios
en el epididimo, lo que muestra relacidon entre el tiempo de administracién y los

danos producidos por la clotianidina.

El registro de los parametros espermaticos en la rata es complejo, sobre todo la
obtencién de la muestra ya que los métodos utilizados son variados. Entre ellos se
encuentra la extraccion de espermatozoides del tapon vaginal de la hembra;
directamente de la cauda del epididimo, ya sea por perfusion o extracto del tejido
de la cauda del 6rgano, para luego ser filtrado y obtener las células. La
electroeyaculacién no es una opcion viable para esta especie, ya que el volumen
obtenido es muy pequeio y el procedimiento es invasivo (Lucio et al., 2009; Turk et
al., 2008). Es esencial mencionar el método de obtencion de células, ya que, debido
a este, los resultados de la concentracion entre un estudio y otro difieren

ampliamente. Ademas, la gran talla del espermatozoide de rata, que es mayor que
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la del resto de los mamiferos, hace que su movimiento se dificulte al observarlos

en un sistema lamina-laminilla tradicional.

En este trabajo, la obtencion fue directamente de la cauda del epididimo y se
observé que en los grupos tratados con 2 y 10 mg/kg/dia de clotianidina, la
concentracion fue mayor a 25 x 10 cel/mL, mientras que en el grupo control que
fue de 16 x 108 cel/mL. Nuestros resultados difieren de la investigacion anteriores
(Bal et al., 2013; Bal et al., 2012) donde la concentracion disminuyé de manera
dosis dependiente en los grupos tratados con 2, 8 y 24 mg/kg/dia y 2, 8 y
32 mg/kg/dia y la concentracion fue similar a la utilizada en esta investigacién. En
esos trabajos, el tiempo de exposicion fue de 90 dias, lo que pudo influir en la
variacion de los resultados, ya que se ha visto que dosis pequefias o de corta
duracién incrementan la sobrevida tanto de células como de organismos tratados,

lo que refleja una respuesta al estrés causado por el toxico (Kanno, 2016).

En nuestro estudio, la clotianidina tuvo un efecto paraddjico ya que la concentracion
espermatica fue mayor que la del control. Esto podria explicarse considerando que
dosis muy bajas podrian estimular la produccion de espermatozoides, explicando
el resultado paraddjico obtenido. Otro punto importante que resaltar es el tipo de
formulacion de los ingredientes activos de los insecticidas utilizados. Los productos
utilizados por (Bal et al., 2013; Bal et al., 2012), fueron diluciones a partir de
granulos dispersables; en esta investigacion se utilizaron diluciones a partir de una
suspension concentrada, lo que podria influir en los resultados obtenidos. Esto,
porque se ha propuesto que las suspensiones concentradas son mas eficientes que
los granulos dispersables, con el mismo ingrediente activo a la misma
concentracion, ya que su absorcion en el aparato digestivo puede ser mas lenta en

estos ultimos.

Con respecto a la viabilidad espermatica, Abdel-Razik et al. (2021) encontraron que
a una exposicion de 5 dosis por semana durante un mes, la viabilidad disminuyé
hasta un 45%. Este dato fue similar a los que obtuvimos en nuestros grupos
tratados, la viabilidad disminuyé a un 44 y 45% respectivamente de manera
estadisticamente significativa con respecto al grupo control que tuvo un valor
normal en la rata (Lucio et al., 2009). Bal et al. (2012) midieron los niveles de

glutation y la composicion de acidos grasos en el testiculo de ratas tratadas con
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clotianidina, observaron disminucién de glutation y alteracion de la composicion de
los acidos grasos. Un balance entre la produccion de ROS y de antioxidantes es
esencial. Los resultados reflejan un desequilibrio oxidante, alterando componentes
que son vitales para el funcionamiento correcto de la célula o tejido. La disminucion
de la viabilidad puede deberse a un incremento de ROS en el espermatozoide,
producido por un desacoplamiento de la cadena respiratoria. Este incremento
provoca la peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica del espermatozoide,
afectando considerablemente los eventos posteriores que son esenciales para que
se lleve a cabo la fertilizacién del ovocito de manera exitosa. Esto muestra que
clotianidina y otros insecticidas neonicotinoides como imidacloprid disminuyen la

viabilidad espermatica.

Las anormalidades morfoldgicas espermaticas se pueden clasificar de la siguiente
manera: primarias, como espermatozoides con acrosoma hinchado, cabeza
estrecha, micro o macrocefalia, que estan relacionadas con el proceso de desarrollo
en el testiculo y anormalidades secundarias, como espermatozoides con cabeza
desprendida, cola doblada y gota citoplasmatica, que estan relacionadas con el
proceso de maduracion en el epididimo. Bal et al. (2012) reportaron anormalidades
totales de 10, 14 y 16% cuando las ratas fueron expuestas a dosis de 2, 8 y
32 mg/kg/dia durante 90 dias. En esta investigacion, el porcentaje de
anormalidades morfolégicas totales en los grupos tratados con 10 mg/kg/dia de
clotianidina fueron del 11% y del 24.9% en el grupo de 2 mg/kg/dia, en ambos casos
fue mayor que en el grupo control, que fue del 7.42%. Este resultado difiere de las
investigaciones anteriores, lo que pudo deberse al tipo de formulacion de

clotianidina aplicada en cada investigacion, como se discutié anteriormente.

A diferencia de las investigaciones anteriores, las anormalidades que reportamos
se clasificaron de acuerdo con la OMS como anormalidades en cabeza, pieza
media, flagelo, residuo citoplasmatico y exceso de citoplasma residual (World
Health Organization, 2021). No se observaron anormalidades en la pieza media en
ninguno de los grupos; se encontraron algunas anormalidades en cabeza y flagelo,
pero fueron minimas. Las anormalidades correspondientes a la gota o residuo
citoplasmatico tuvieron una diferencia significativa, con valores de 10.7 y 16.2%
respectivamente, ademas se contabilizo 8.3% de exceso de citoplasma residual en
el grupo de 2 mg/kg/dia de clotianidina. La eliminacion de la gota o residuo
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citoplasmatico es uno de los eventos que conforma la maduracion epididimaria de
los espermatozoides. La falta de reabsorcion de citoplasma provoca efectos
negativos principalmente en la movilidad, lo que afecta la fertilizacién, El residuo
citoplasmatico y el exceso del citoplasma residual sugiere que la clotianidina podria
estar afectando a las células claras que se encuentran en el epitelio epididimario,
ya que ellas son responsables de endocitar este residuo del espermatozoide a su
paso por el epididimo (Akbarsha et al., 2000). Por lo tanto, la disfuncién de estas

células podria estar inhibiendo la maduracion espermatica.

Se ha reportado que el espermatozoide durante la maduracion epididimaria
adquiere la capacidad de presentar movilidad progresiva que comienza después de
la eyaculaciéon, es decir una vez que entra al tracto reproductor femenino. El
microambiente en el que ahora se encuentra va a estar compuesto de elementos
vitales para activar la movilidad, como lo son Na*, K*, Ca** (Olivera, 2006). Al
realizar estudios para visualizar los tipos de movilidad, es necesario utilizar medios
especiales, asi como temperatura adecuada para poder visualizarlos y reportar
cambios. En esta investigacion se realizé una observacion del tipo de movilidad en
espermatozoides tomados directamente del epididimo a temperatura ambiente y
sin utilizar medios que activaran la movilidad, esto con la finalidad de obtener un
dato complementario a la evaluacion de la calidad espermatica. Diferentes autores
reportan la movilidad espermatica indicando solo porcentaje de espermatozoides
moviles, o como movilidad progresiva y no progresiva (Bal et al., 2013; Bal et al.,
2012). En este trabajo la movilidad se reporté de acuerdo con lo que la OMS
establece para clasificar la movilidad como: a) progresiva rapida b) progresiva lenta
c) no progresiva y d) espermatozoides inmoviles (World Health Organization, 2021).
Los espermatozoides de los tres grupos analizados (control, 2 y 10 mg/kg/dia)
presentaron un porcentaje mayor al 50% de espermatozoides inméviles (tipo d),
seguido de la movilidad no progresiva (tipo ¢) ~ con un porcentaje mayor al 20% vy
menos del 10% de movilidad progresiva rapida y progresiva lenta (tipo a y b). En
las condiciones de este estudio, se puede sugerir que los espermatozoides de la
cauda del epididimo no presentan movilidad progresiva de ningun tipo, un dato
reportado anteriormente por otros autores, y que es necesario activarlos con medios

acondicionados y temperatura. Por lo tanto, el efecto que la clotianidina
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tiene sobre la movilidad en nuestra investigacién, no se pudo analizar cabalmente

debido a la metodologia utilizada.

La espectrometria de masas, particularmente de MALDI-TOF, es comunmente
utilizado para la identificacion de bacterias y hongos, de las cuales existe un
extenso catalogo para realizar comparaciones multiples para su identificacion a
partir de la huella peptidica para cada especie. Soler et al. (2020) obtuvieron
proteinas espermaticas de gallos para la produccion de carne y gallos para
fertilizacion; realizando modelos matematicos predictivos para tratar de
correlacionar la fertilidad, infertilidad o subfertilidad de los organismos de cada
grupo con el valor m/z de las proteinas obtenidas en MALDI-TOF. En esta
investigacion, se propuso generar una base de datos a partir de proteinas obtenidas
de espermatozoides tomados de la cauda del epididimo de rata macho Wistar en
espectrometria de masas MALDI-TOF, a través de la técnica de “células intactas”.
La base de datos para espermatozoides del grupo control se generd con un total de
20 espectros de 3000 disparos cada uno, que fueron seleccionados porque
cumplieron con el criterio de las 500 ppm de error, cumpliendo con las
especificaciones de fabricante para la generacion de nuevas bases de datos. El
espectro promedio anterior se comparé con la base de datos del Biotyper
observando que no existe similitud con ninguno de los espectros comparados. Para
cada comparacion, el Score obtenido fue menor a 1.69, indicando una
“identificacion no confiable” en el valor m/z, en la intensidad y la resolucién de los
picos entre los espectros comparados. Esta comparacion se puede observar mas
objetivamente en la superposicion entre las entradas comparadas, donde se
observa mayoritariamente el color rojo, indicando la identificacién no confiable en
las 300 comparaciones. Este resultado sugiere que la nueva entrada construida es
util para la identificacion especie-especifica, es decir, si deseamos identificar
muestras espermaticas de otras especies, esta herramienta es util para su

identificacion practica y eficiente.

La identificacion especie-especifica se llevd a cabo de manera exitosa como dato
complementario para constatar la correcta construcciéon de la nueva entrada para
la base de datos. Al realizar el analisis comparativo entre la nueva entrada
construida con espermatozoides del grupo control y los espectros obtenidos de los

grupos experimentales, el equipo no mostro diferencias en la intensidad relativa, el

57



valor m/z y la resolucién de los picos; estos fueron constantes en cada uno de los
grupos comparados con respecto al grupo control. El score obtenido fue mayor a
2.00, indicando que la identificacidbn entre las especies es alta; el color
predominante para las superposiciones observadas fue verde, indicando que cada
espectro comparado entre los grupos experimentales tratados y la entrada de
muestras espermaticas del grupo control fue similar entre si. Esto indica que las
proteinas que el equipo toma en cuenta con estas caracteristicas en el grupo control

no son afectadas bajo la exposicidn crénica de clotianidina a las dosis utilizadas.

El equipo proporciond una lista de proteinas en el intervalo de 2 a 16 kDa para cada
uno de los grupos analizados (0, 2 y 10 mg/kg/dia), de las cuales se observo una
disminucién del numero total de proteinas. Para las ratas tratadas con 2 mg/kg/dia
se contabilizaron 72 proteinas totales y para el grupo de 10 mg/kg/dia fueron
contabilizadas 66 proteinas totales, en comparacion con el grupo control, que tuvo
un conteo de 120, lo que representa una disminucion de aproximadamente un 45%.
Por lo tanto, sugerimos que la clotianidina disminuye el numero de proteinas de
manera dosis-dependiente. Se contabilizaron aproximadamente 25 proteinas
nuevas o masas no presentes en las listas de proteinas totales de los grupos

experimentales que no se encontraron en el grupo control.

Por otro lado, se realizd un gel SDS-PAGE y las muestras se corrieron en un
intervalo mas amplio de 10 a 250 kDa con la finalidad de analizar que sucedia con
aquellas proteinas de masas moleculares que no se encontraban en el intervalo
observado en espectrometria de masas MALDI-TOF, se observd que las bandas
entre los grupos experimentales y el grupo control: la movilidad relativa, las masas
moleculares y el numero de bandas eran diferentes para cada carril, observando
nuevamente que hubieron proteinas en los grupos experiméntales que no se
observaron en el grupo control y viceversa, proteinas observadas en el grupo
control que no se observaron en los grupos experimentales, resultado similar al

obtenido en espectrometria de masas MALDI-TOF.

Integrando ambos resultados podemos sugerir que la ausencia o la presencia de
proteinas nuevas en las listas de proteinas totales o en el gel SDS-PAGE en los
grupos experimentales (2 y 10 mg/kg/dia) y el grupo control se observaron en un
intervalo de 2 a 250 kDa; la disminucion del promedio total de proteinas
espermaticas pudo deberse a que clotianidina podria estar afectando su adquisicién
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a su paso por el epitelio epididimario; sugerimos que la presencia de “nuevas
proteinas” o “proteinas no presentes” podria tratarse de biomarcadores moleculares
que jugan un papel esencial en la fisiologia del espermatozoide, su identificacion
podria darnos un panorama de como actua la clotianidina sobre algunas funciones

en donde participan estas proteinas.

La disminucion del numero de las proteinas pudo deberse a un conjunto de eventos
que comprenden la pérdida de la integridad de membrana y una disfuncién en el
epitelio epididimario, se ha reportado que la membrana plasmatica en el
espermatozoide es el sitio donde se reclutan un gran numero de proteinas
(aproximadamente 6871 reportadas en espermatozoides de humano ) durante su
paso por el epididimo (Barrachina et al., 2022) y para ello es necesario que las
condiciones en la membrana plasmatica sean optimas para su reclutamiento,
manteniendo funciones que requiere el espermatozoide como impedir la
capacitacion, mejorar la movilidad, mantener la integridad del ADN, favorecer la
capacitacién y realizar la reaccion acrosomal, entre otras (Henkel, 2024). Nuestros
resultados indican que la clotianidina disminuye la viabilidad, probablemente
asociado con la pérdida de la integridad de membrana debido a un posible
desequilibrio en las ROS, que esta provocando lipoperoxidacion. Esto podria
relacionarse con la disminucion del numero de proteinas espermaticas totales en
los grupos experimentales ya que, al no tener una membrana plasmatica integra, el
espermatozoide ya no tiene ninguna funcién. Es esencial que tanto la membrana
como el epitelio epididimario no presente alteraciones, ya que algunos tipos
celulares que lo conforman son encargados de la excrecion apocrina de
epididimosomas, fundamentales para la adquisicion de proteinas en el
espermatozoide a su paso por el epididimo (Barrachina et al., 2022; Sullivan &
Mieusset, 2016). Las células principales y las células claras son las encargadas de
estas funciones, se distribuyen en caput, corpus y la cauda epididimaria. Se ha
reportado que transfieren proteinas a través de epididimosomas; las células claras
se encargan no solo de transferir proteinas a la membrana del espermatozoide sino
también de eliminar residuos citoplasmaticos, un evento esencial en la maduracién
espermatica, ya que la manifestacion de este residuo esta considerada como una
anormalidad morfoldgica que puede interferir en la fisiologia espermatica (Akbarsha
et al., 2000).
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Segun los datos obtenidos, proponemos que la disminucion del numero total de las
proteinas en los grupos experimentales pudo deberse también a la disfuncion del
epitelio epididimario, particularmente de las células claras. Proponemos que su
manifestacion puede ser la causa de la gran cantidad de gota citoplasmatica
observada en las células espermaticas de los grupos de ratas tratados con 2 'y 10
mg/kg/dia de clotianidina. Akbarsha et al. (2000) reportaron que la retencion de la
gota citoplasmatica por los espermatozoides en la cauda epididimaria es una
manifestacion de toxicidad para los espermatozoides de los productos quimicos
que actuan sobre el testiculo y el epididimo y puede correlacionarse con una funcién

epididimaria alterada y una fertilidad reducida.

Clotianidina podria estar afectando el equilibrio de ROS en células en el epitelio
epididimario, provocando que no se esté llevando a cabo de manera Optima la
transferencia de proteinas durante la maduracioén espermatica. Se ha reportado que
la fertilina, proteina esencial para la fecundacion que consta de dos subunidades,
comienza el procesamiento de la primera subunidad en el testiculo y la segunda se
procesa durante su paso por el epididimo. Al final del procesamiento de ambas
subunidades, pasan por un proceso proteolitico para activar la funcion de la
proteina (Blobel, 2000). Debido a que el epididimo tiene la funcién de almacenar y
madurar los espermatozoides producidos en los testiculos, proponemos que las
proteinas “nuevas” observadas en las listas obtenidas del analisis de
espectrometria de masas y en analisis electroforético de los grupos de 2 y
10 mg/kg/dia, fueron proteinas que no completaron su procesamiento a su paso por
el epididimo. Parte de la maduracién implica la adicién o modificacion de proteinas
espermaticas, tal es el caso de la fertilina o de glicoproteinas, que modifican su MM
después de la maduracion epididimaria, ya sea porque pasan por un proceso
proteolitico o de la adquisicion de azucares, dandonos asi una idea del numero de
proteinas diferente al del grupo control; ademas del posible dafio al epitelio
epididimario (DiBartolomeis et al., 2019).

Los marcadores moleculares son importantes en la biologia en general y en la
biologia de la reproduccion, particularmente. Hablando del espermatozoide, los
biomarcadores se han encontrado entre las proteinas que estan involucradas en
funciones membranales, estructurales y metabdlicas. Soler et al. (2020) identifico
proteinas correlacionadas con la fertilidad, infertilidad y subfertilidad en gallos, con
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la finalidad de establecer marcadores moleculares e identificar su condicion, es
decir, realizar pruebas de fertilidad de manera practica. Proporcionan una lista de
proteinas que van de que 2 a 20 kDa, de las cuales se presenté un resumen en la
Tabla 19. Se realiz6 también una busqueda en UNIPROT, base de datos de
proteinas y con herramientas proteémicas y se resumen en la tabla 18 (Barrachina
et al., 2022; Schirmer et al., 2011; Sullivan & Mieusset, 2016; Wang et al., 2022).

Una de las proteinas que tuvieron una disminucién significativa en el analisis en
espectrometria de masas, fueron las de peso molecular 6-7 kDa, LRD es una
proteina que su ausencia podria afectar la movilidad espermatica y por lo tanto se
consideré como un posible marcador molecular. (Soler et al., 2020) Otro ejemplo
es la proteina tiene como MM de 89 kDa aproximadamente y de acuerdo con los
resultados obtenidos en el Gel SDS-PAGE, no aparece en la lista de los grupos
tratados con Clotianidina. Una proteina con masa molecular similar es ADAM7 que
participa en la fertilizacion, probablemente en la interaccion entre el espermatozoide
y el ovocito (Barrachina et al., 2022). Se adquiere en la maduracion espermatica y
por lo tanto la consideramos como un posible marcador. Las proteinas de 42-44
kDa que en el gel SDS-page tampoco aparecieron en la lista de los grupos tratados
con clotianidina. La actina es una proteina esencial para mantener la forma, la
organizacion celular, movilidad y las funciones dinamicas en la membrana del
espermatozoide y, podria ser un marcador molecular que, ademas, ya se ha
utilizado (Flaherty Sp Fau - Winfrey et al., 1986).

Se ha descrito que los neonicotinoides pueden actuar como moduladores
alostéricos positivos de la subunidad a7 del receptor, de acetilcolina. Las redes
colinérgicas estan ampliamente distribuidas en todo el cuerpo, lo que sugiere que
los neonicotinoides pueden actuar sobre cualquier receptor nicotinico de
acetilcolina en el sistema (Park et al., 2021). Se ha demostrado que clotianidina
actua como agonista en los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), actua
aumentando el Ca* intracelular, despolarizando la membrana y llevando a la
liberacion de catecolaminas en las glandulas suprarrenales en rata Wistar, evitando
que la secreciéon natural sea estimulada por la acetilcolina. Proponemos que la
clotianidina pudo actuar como agonista en los receptores nicotinicos de acetilcolina
en el sistema reproductor masculino. Hablando particularmente del epididimo y del
espermatozoide se observd que a dosis menores los efectos fueron paraddjicos
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(Park et al., 2021). Al ser considerado un disruptor endocrino se propone que
clotianidina en el aparato reproductor masculino pudo interferir en la funcién
endocrina, ya sea imitando la accion de las hormonas naturales; bloqueando
receptores; influyendo en la sintesis, el metabolismo y la excrecion de proteinas y
por lo tanto alterando la concentracién natural de las hormonas. (World Health
Organization, 2021).

Capitulo 8 Conclusiones

En este trabajo, se estudiaron el dafio causado por Clotianidina en la morfologia del
testiculo y el epididimo de rata Wistar, asi como la fisiologia basica y la protedmica

de los espermatozoides epididimarios.

Los resultados indicaron que la clotianidina no modifica significativamente el peso
corporal ni el peso de los 6rganos reproductores (testiculo y epididimo). Sin
embargo, si se observaron alteraciones en parametros espermaticos, incluyendo
un aumento en la concentracion espermatica, una disminucion en la viabilidad y un
incremento en la proporcion de células con gotas citoplasmaticas, lo cual sugiere

un posible impacto en la maduracidon espermatica.

A nivel protedmico, se generd una nueva entrada en la base de datos Biotyper a
partir de espermatozoides del grupo control, identificando un total de 120 proteinas.
La exposicion a clotianidina resultdé en una reduccion en la cantidad total de
proteinas detectadas en los grupos experimentales, lo que indica alteraciones
significativas en el perfil protedmico espermatico. Estos hallazgos sugieren que la
exposicion cronica a clotianidina, incluso en dosis inferiores a la NOAEL, podria
comprometer la fisiologia del epididimo y la integridad funcional de los
espermatozoides, afectando asi la fertilidad masculina.
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