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Resumen

El paratién metilico (PM) es un plaguicida organofosforado usado en la agricultura. En el humano es absorbido por diferentes
vias. En este trabajo se investigd el dafo hepatico de ratas Wistar tratadas con PM. En la exposicién subaguda (3 mg/kg/dia,
oral, 20 dias) encontramos incrementos significativos (p<0.05) en las actividades séricas de TGO (500 %) y TGP (937 %),
necrosis hepdatica, aumento en la concentracion de malondialdehido (213 %) y disminuciéon de la concentracion de ATP en el
higado (29.3 %). En la exposicion crénica al PM (0.56 mg/Kg/dia, oral, 6 semanas) hubo vacuolizacion citopldsmica de los
hepatocitos (inclusiones de lipidos), particularmente en el drea centrolobulillar del higado. Concluimos que el PM produce
dano hepdtico oxidativo y estructural en la exposicion subaguda y dafo estructural en la intoxicacién crénica.

Abstract

Methyl parathion (PM) is an organophosphate pesticide widely used in agriculture. In the human it is absorbed through
different routes. In this work, we investigated the liver damage induced by PM in male Wistar rats. At the subacute exposition
(3 mg/kg/day, oral, 20 days) there were a significant increase (p<0.05) in the serum activities of GOT (500 %) and GPT (937 %),
hepatic necrosis, the malondialhdeyde concentration significantly increased (213 %) and the ATP concentration decreased
(29.3 %) in the liver. At the chronic exposition (0.56 mg/kg/day, oral, 6 weeks) there was an extensive vacuolization in the
hepatocytes (lipid accumulation), mainly in the central lobe area of the liver. We concluded that PM produces hepatic
oxidative damage and necrosis in the subacute exposition as well as structural damage in the chronic exposition.
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Introduccion

Los plaguicidas organofosforados (POF) son compuestos
usados frecuentemente en la agricultura como insecticidas y
fungicidas, ademds tienen otras aplicaciones como
helminticidas, acaricidas y nematocidas.'”** El paratién
metilico (PM) es uno de estos compuestos que es absorbido en
los mamiferos por diferentes vias (oral, dérmica y pulmonar), se
distribuye rdpidamente en los tejidos corporales y se metaboliza
en el higado generando al metabolito activo paraoxén metilico’.
Las intoxicaciones agudas por POF son muy frecuentes y sus
efectos nocivos se deben principalmente a la inhibicién de la
acetilcolinesterasa (AchE) en el sistema nervioso central y
periférico, lo que ocasiona la acumulacion de acetilcolina en las
sinapsis colinérgicas y la potenciacién de su estimulo sobre los
receptores colinérgicos (muscarinicos y nicotinicos) de ambos
sistemas.®’8° Los efectos generales que resultan de la
acumulacién de acetilcolina son: potenciacién de la actividad
parasimpdtica postganglionar, despolarizacién persistente del
musculo esquelético y estimulacidn inicial de las células del
sistema nervioso central seguida por depresion de las
mismas.”'’ La muerte puede ocurrir por paro respiratorio debido
a la accidén sinérgica derivada del bloqueo del centro de la
respiracién, broncoespasmo y pardlisis de los miisculos
respiratorios."! La Dosis Letal-50 (DL-50) del PM es de 14
mg/kg de peso corporal en ratas machos adultos.'*"?

Los POF también producen toxicidad subaguda y crénica
aunque se conoce menos acerca de estos fendmenos. Al
respecto, ha sido descrito que en los trabajadores expuestos a
estos compuestos se presentan tiempos de protrombina
aumentados', mientras que en las ratas tratadas con diazinén o
malatién se modifica el tiempo de coagulacién de la sangre."
Ademds, se ha reportado que en ratas expuestas al diazinén
aumenta la liberacién de glucosa hepatica (glucogendlisis)
como un mecanismo de accién no colinérgico.'® Estudios
recientes relacionan la toxicidad inducida por los POF con un
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
(estrés oxidante celular).!”!®

En este contexto, debido a la importancia del higado en el
mantenimiento de la homeostasis corporal y a su gran capacidad
para metabolizar xenobidticos, el objetivo de este trabajo fue
investigar el dafio oxidante y las alteraciones estructurales de
este 6rgano producidas por el PM, administrado a ratas Wistar
en forma subaguda y crénica.

Material y método

Se usé paration-metilico grado técnico (95% de pureza)
(Cheminova Agro de México, S. A. de C. V), el cual fue
disuelto en aceite de maiz libre de antioxidantes. Todos los
demas reactivos utilizados fueron grado analitico (JT Baker). Se
trabajé con ratas Wistar machos (250 g + 20 g), las cuales
fueron colocadas en jaulas limpias y tuvieron acceso libre al
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aguay al alimento para roedores (Ralston Rations-Kansas, KA).
La temperatura ambiente fue de 24+2 °C, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h. El cuidado y manejo de los animales se
hizo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana establecida para
ello (NOM-062-Z00-1999).

Protocolos experimentales

a) Estudios de toxicidad subaguda

Las ratas fueron distribuidas en dos grupos (N=9/grupo):
testigos y tratados. Los animales tratados recibieron PM (3
mg/kg/dia, via oral) disuelto en aceite de maiz, durante 20 dias,
mientras que los animales testigos solamente recibieron aceite
de maiz, por via oral, durante 20 dias. Al finalizar el
tratamiento, se obtuvieron muestras de sangre de la arteria
caudal de las ratas y se determinaron las actividades séricas de
las transaminasas glutdmico-pirdvica (GPT) y
glutamico-oxalacética (GOT)."” Al finalizar el tratamiento, los
animales fueron sacrificados y se cuantificaron las
concentraciones hepdticas de malondialdehido (MDA)® y de
ATP2' Ademas, se obtuvieron muestras de higado para analizar
su estructura. Con este propdsito, los higados de 3 ratas fueron
fijados in situ por via intravascular y procesados mediante la
técnica histoldgica por inclusién en parafina. Se obtuvieron
cortes de 5 ym de espesor y se tifieron con hematoxilina y
eosina (H/E). El andlisis de los cortes se realiz6 por microscopia
optica. Se revisaron 3 laminillas con tejido hepatico de cada rata
y se determinaron las alteraciones estructurales de los
hepatocitos.

b) Estudios de toxicidad crénica

Las ratas se dividieron en dos grupos: testigos (N=12) y tratados
(N=18). Los animales tratados recibieron PM (0.56 mg/kg/dia,
oral) disuelto en aceite de maiz, durante 6 semanas. El grupo
testigo recibi6 solamente aceite de maiz, por via oral, en
volimenes equivalentes a los animales del grupo tratado. Al
finalizar la cuarta y sexta semanas de tratamiento, se obtuvieron
muestras de higados de 3 ratas para realizar su evaluacién
estructural, utilizando la técnica descrita en el apartado anterior.
Los cortes (5 um de espesor) se tifieron con H/E y PAS
(reaccién del 4cido peryddico de Schiff) y se analizaron por
microscopia 6ptica. Se revisaron 3 laminillas con tejido
hepéatico de cada rata y se determinaron las alteraciones
estructurales de los hepatocitos.

¢) Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de este estudio son expresados como
la media (+ error estdndar). Las comparaciones estadisticas se
hicieron con la prueba ¢-Student, considerando las diferencias
significativas con P<0.05.

Resultados y discusion

En las ultimas décadas, el uso de los POF se ha incrementado de
manera importante lo que ha permitido su distribucién amplia
en el ambiente y la generacién de efectos nocivos sobre los
seres vivos. La contaminacion del humano por los plaguicidas
se realiza de forma directa o indirecta. La primera es
consecuencia de la exposicién de los trabajadores que sintetizan
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estos compuestos o de las personas que los aplican
(agricultores, jardineros y fumigadores). La segunda resulta de
la exposicién de la poblacién a los plaguicidas por accidentes,
contaminacién del ambiente y por los residuos de estas
sustancias en los alimentos.?2?

a) Estudios de toxicidad subaguda

La toxicidad de los plaguicidas organofosforados (POF)
originalmente fue caracterizada por su accién inhibidora de la
acetilcolinesterasa (AchE) y las alteraciones de la transmision
colinérgica en los mamiferos.* Posteriormente, algunos
estudios demostraron otros efectos nocivos de estos compuestos
que no estaban relacionados de manera directa con la inhibicién
de esta enzima®. Al respecto, la exposicion del humano y de los
animales a los plaguicidas puede desencadenar procesos
nocivos como el estrés oxidante celular.?®

Debe sefialarse que la toxicidad de un xenobidtico se relaciona
con la dosis ingerida y el tiempo de exposicién. En este trabajo,
los animales de experimentacidn recibieron PM a dosis bajas
(2/10 de la DL-50 por dia, durante 20 dias), lo cual fue
suficiente para dafiar al higado. En efecto, con relacién al grupo
control, las ratas tratadas con PM presentaron los siguientes
efectos toxicos:

1) Las actividades plasmaéticas de las transaminasas estudiadas
aumentaron de manera significativa: TGO (500 %) y TGP (937
%) (Figuras 1y 2). El incremento de las actividades séricas de
estas enzimas se relaciona con el proceso de necrosis celular.
Cuando esto sucede, las transaminasas antes citadas pasan a la
sangre en cantidades proporcionales a la lesién tisular.
Conviene sefialar que la actividad plasmdtica de la TGO
aumenta cuando hay lesién en la mayoria de los érganos y que
la TGP es especifica para el higado. Esto facilita la
identificacion de hepatopatias y de otros padecimientos.”’?® En
este contexto, nuestros resultados concuerdan con lo reportado
por otros autores, ya que ha sido descrito que las actividades
séricas de la TGO y TGP aumentan en ratas machos y hembras,
luego de la intoxicacién aguda con PM%. Ademds, se ha
reportado que la exposicidn de ratas Wistar al PM, durante tres
meses, disminuye significativamente la concentraciéon de
grupos tioles (-SH) libres y unidos a proteinas, en el higado y
los rifiones. Esto fue relacionado con la capacidad del PM para
producir estrés oxidativo.*
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Figura 1. Actividad de la transaminasa glutamico-oxalacético (TGO)
en ratas Wistar machos tratados con paratién-metilico (3 mg/kg/dia,
oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05).
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Figura 2. Actividad de la transaminasa glutimico-pirtivica (TGP)
en ratas Wistar machos tratados con paratién-metilico (3
mg/kg/dia, oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem),
(*P<0.05).

2) La concentracién hepdtica de malondialdehido (MDA)
aument6 significativamente (213 %) (Figura 3). La membrana
plasmdtica de las células se compone principalmente de
fosfolipidos, los cuales tienen en su estructura 4cidos grasos
poliinsaturados que le dan fluidez. Estos 4cidos grasos pueden
ser atacados por las especies reactivas de oxigeno que aumentan
durante el estrés oxidante, provocando el proceso de
lipoperoxidacién, lo que altera la integridad y funcién de la
membrana y puede conducir a su destrucciéon.’! En efecto, en
afos recientes se ha encontrado que los POF pueden dafar a las
células generando estrés oxidante y alterando el sistema
antioxidante. Al respecto, ha sido publicado que estos
plaguicidas incrementan la formacion de isoprostanos F, y de
neuroprostanos F, (biomarcadores in vivo de la peroxidacion
lipidica y de la generacién de especies reactivas de oxigeno), asi
como de citrulina, un marcador de la generacién de 6xido
nitrico y de especies reactivas nitrogenadas >33
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Figura 3. Concentracién de malondialdehido (MDA) en el higado
de ratas Wistar machos tratados con paratién-metilico (3mg/kg/dia,
oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05).

En este contexto, ha sido descrito que la exposicion subcrénica
de ratas Wistar al plaguicida organofosforado malation
(100-1500 ppm), durante cuatro semanas, aumenta las
actividades de la catalasa y de la superéxido dismutasa, asi
como la concentracién de malondialdehido en el higado y en los
eritrocitos*. También se ha reportado que en ratas Wistar
machos expuestos a dosis crecientes de malatiéon (25-150
mg/kg, durante 28 dias) se genera dafio oxidativo en el sistema
nervioso central al finalizar el tratamiento.®



3) La concentracién de trifosfato de adenosina (ATP) en el
higado disminuy6 de manera significativa (29.3 %) (Figura 4).
Ha sido reportado que durante el estrés oxidativo generado por
los POF puede incrementarse el consumo de ATP e inhibirse la
fosforilacion oxidativa, lo que compromete la capacidad de las
células para mantener sus niveles energéticos.’**® Ademads, la
membrana de las mitocondrias también puede ser dafiada por
las especies reactivas de oxigeno (lipoperoxidacion)
disminuyendo con ello la sintesis de ATP.*!
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Figura 4. Actividad de la transaminasa glutimico-piruvica (TGP)

en ratas Wistar machos tratados con paratién-metilico (3mg/kg/dia,
oral, 20 dias). Se presentan los valores medios (+ eem), (*P<0.05).

En relacion con los fendmenos nocivos anteriormente
expuestos, también se ha reportado que el PM altera la
estructura de la cromatina y el tamafio del ADN de los
espermatozoides maduros de ratones expuestos a este
plaguicida (3-20 mg/kg, via intraperitoneal), a los 7 0 28 dias de
tratamiento. Los autores de este trabajo postulan la
participacion del estrés oxidativo en esa accion toxica y sefialan
el riesgo potencial para los descendientes de los animales
expuestos al PM.%’

4) Estudio estructural

El estudio histolégico de los higados del grupo control no
presentd alteraciones estructurales en las células ni en la
organizacién tisular (Figura 5-A). En los higados de las ratas
tratadas con PM se observé muerte por necrosis de algunos
hepatocitos e infiltrado inflamatorio (Figura 5-B). La necrosis
celular se correlaciona de manera estrecha con el incremento
significativo de las actividades séricas de las transaminasas
(TGO y TGP) estudiadas en este trabajo. De forma particular, el
incremento de la TGP se utiliza como un marcador de dafio
hepatico.?’?

Figura 5. Microfotografia del higado. A: rata control, B: rata tratada
con PM (3 mg/kg, oral, 20 dias) (H/E AT 400 X).

255 FARMACEUTICAS

b) Toxicidad crénica

Los higados de las ratas del grupo control mostraron una
estructura y organizacién normal de los hepatocitos (Figuras
6-A'y 7-A). En los higados de las ratas tratadas con PM durante
4 semanas, la cito-arquitectura fue normal pero disminuyd el
volumen de los hepatocitos, ademads, se presentd una evidente
vacuolizacién en el citoplasma (inclusiones de lipidos), la cual
fue muy acentuada en las dreas centrolobulillares (Figuras 6-B
y 7-B). A su vez, a las 6 semanas de tratamiento con PM, los
higados de las ratas presentaron hepatocitos con disminucién
importante en la vacuolizacion del citoplasma, con persistencia
en la reduccién del volumen celular y con una organizacién
histolégica normal (Figuras 6-C y 7-C). Finalmente, a las 4 y 6
semanas de tratamiento con PM, los higados de las ratas
presentaron hepatocitos con granulaciones citopldsmicas PAS
positivas (Figuras 8-B y 8-C). La intensidad de reaccién
disminuy6 a las 4 y 6 semanas de tratamiento (Figuras 9-B y
9-C). Las granulaciones citopldsmicas identificadas con la
tincién de PAS corresponden a inclusiones de glucgeno.

7,5 D'y

"‘ A

Figura 6. Microfotografia del
higado. A: rata control, B: rata
tratada con PM (0.56 mg/kg,
oral) durante 4 semanas, C: rata
tratada con PM (idem dosis)

durante 6 semanas. (H/E AT 100X).

Figura 7. Microfotografia del
higado. A: rata control, B: rata
tratada con PM (0.56 mg/kg,
oral) durante 4 semanas, C: rata
tratada con PM (idem dosis)
durante 6 semanas. (H/E AT 400 X).
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Figura 8. Microfotografia del
higado. A: rata control, B: rata
tratada con PM (0.56 mg/kg,
oral) durante 4 semanas, C: rata
tratada con PM (idem dosis)
durante 6 semanas. (PAS AT 100X).

Figura 9. Microfotografia del
higado. A: rata control, B: rata
tratada con PM (0.56 mg/kg,
oral) durante 4 semanas, C: rata
tratada con PM (idem dosis)
durante 6 semanas. (PAS AT 400 X).

Nuestros resultados muestran alteraciones estructurales en los
hepatocitos de las ratas tratadas con PM (incremento en el
depésito de lipidos y disminucién de glucégeno) que variaron
en funcion del tiempo de tratamiento. Los efectos nocivos del
PM sobre el higado se pueden relacionar con su accién
inhibidora de algunas esterasas con residuos de serina en su sitio
activo, como la colinesterasa plasmdtica (PCE) y la
hidroximetil-glutaril-coenzima A-reductasa  (HMG-CoA),
principal enzima que regula la sintesis de colesterol. Ha sido
reportado que la PCE aumenta en un gran nimero de pacientes
con hiperlipoproteinemia®® y se ha postulado que un incremento
en la actividad de esta enzima aumenta a su vez la tasa de
secrecién de lipoprotefnas.®

En estudios de microscopia electrénica se ha encontrado que la
exposicion aguda de ratas Wistar al plaguicida organofosforado
metamidofos produce cambios estructurales de los hepatocitos
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caracterizados por: incrementos en el contenido de cromatina
del nicleo y de la densidad del citoplasma, asi como
vacuolizacién relacionada con la destruccidn de la matriz de las
mitocondrias. En algunas células el contenido de lipidos fue
elevado y ocupd la mayor parte del citoplasma, ademds, en las
dreas perisinusoidales aumenté la presencia de fibras de
coldgeno.® Este reporte apoya los cambios estructurales que
encontramos en el higado de las ratas tratadas con PM de forma
crénica.

Asimismo, se sabe que el PM y otros POF alteran el
metabolismo de los carbohidratos ya que se ha reportado
hiperglicemia y glucosuria en las intoxicaciones con estos
plaguicidas, derivados de efectos colinérgicos en el SNC*-42, Al
respecto, la potenciacién de los estimulos de la acetilcolina
sobre los receptores nicotinicos del ganglio simpdtico estimula
a su vez a la médula suprarrenal y se liberan catecolaminas, de
tal manera que la adrenalina liberada incrementa las
concentraciones de glucosa sérica. 34445

Conclusiones

El paratién metilico dafia al higado durante las intoxicaciones
subaguda y crénica. En el primer caso, el dafio se relaciona con
la generacion de estrés oxidante caracterizado por
lipoperoxidacién membranal de los hepatocitos, disminucién de
la sintesis de ATP, dafio estructural y necrosis celular. En el
segundo caso, el dafio estd relacionado con alteraciones
estructurales de los hepatocitos (incremento en el depdsito de
lipidos y disminucién de glucégeno) que varfan en funcién del
tiempo de tratamiento con este plaguicida. Es importante
sefialar que la identificacién y caracterizacion del dafio orgdnico
producido por los xenobidticos representan el punto de partida
para analizar y establecer terapias racionales asi como para
implementar medidas que prevengan ese dafio.
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