UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

DETERMINACION DE NIVELES DE COLINESTERASA
EN CEREBROS E HIGADO DE RATAS EXPUESTAS
A AMBIENTES CONTAMINADOS CON GLUTOX Y

MALATION.

TESIS
que presenta :

MIGUEL ANGEL LOPEZ CASTRO
para obtener el titulo de:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
ASESOR
MV.Z. RENE ROSILES MARTINEZ

198 3.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENTIDO

RESUMEN

INTRODUCCION

MATERIAL ¥ METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSION

BIBLIOGRAFIA



INDICE

Pagina

RESUMEN 1
INTEODUCCION 3
METODOS UTILIZADOS PARA EL CONTROL DE INSECTOS 5
INSECTICIDAS NATURALES . 10
INHIBIDORES DE LA QUITINA il
HORMUNAS JUYENILES Y ATRAYENTES SEXUALES 12
INSECTICIDAS MICROENCAPSULADUS Y13
MECANISMOS DE ACCION DE LOS H1DROCARBUROS CLORL 15
NADOS

MECANISMOS DE ACCION DE LOS COMPUESTOS ORGANO = 17
FOSFORADOS.

METODO COLORIMETRICO 19
METODO ACIDIMETRICO 1Y

METODO RADIOMETRICO 21



MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Pagina

22

27

33

36



R E S UMEN

Los resultados del presente trabajo, representan los hallazgos
en la actividad colinesterasica en encefalo de ratas de labora
torio, expuestos a aerosoles del insecticida glutox (clorofen-
vinfos-diclorovos) y malation, E1 desarrcllo de este experimen
to se 11ev§ a cabo en 64 ratas albinas (incluyendo 14 testigos)

de 200 gramos de peso aproximado,

Los animales utilizados fueron separados en 9 grupos de los -

cuales el 40. y 90, son grupas testigo.

La exposicidn del plaguicida glutox en los primeros tres gru -
pos, se utilizdé a la concentracidn de 1 m],/m3, durante una, -

dos y cuatro haras cada tercer d¥a con un mes de duracion,

En esta aplicacion la actividad de la enzima fué de .23 /\ pH/

hrs. como promedio en los grupos citados.

En Ta siguiente fase del experimento con el pesticida giutox,

se tomaron: 4 ratas del grupo No, I, 4 ratas del grupe Neo, II,
y 8 ratas del grupo No. III, aplicando esta vez el compuesto a
la concentracion de 7 mL/m3 con 10 horas de exposicion, obte
niendo como'promedio en 1os grupos referidas (5to., 6to. y 7mo)

.08 ApH/ hrs,
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En Ta ﬁ1tima parte la actividad eqzimética se redujo nota-
blemente, cuando se utiTizﬁ el insecticida malatiaon a la

concentraciﬁn de 7 mlo/m° = 04 A\ pH/hrs.. Cabe hacer -
notar que el mq1ation es un insecticida organofosforado -
puro a diferencia del glutox que es un compuesto con molé-

culas de fosforo, cloro y vinil.
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“DETERMINACION DE NIVELES DE COLINESTERASA EN CEREBROS E
HIGADOS DE RATAS EXPUESTAS A AMBIENTES CONTAMINADOS CON
GLUTOX Y MALATION"

INTRQDUCCTION

E1 mejoramiento de las condiciones del medio urbana y rural
debe tener mdxima prioridad en todos los programas de desa-
rrollo. La eliminacifn y T1a disminucidn de las poblaciones
de vectores de enfermedades, es tan importante como el abas
tecimignto de agua, la instalacidn de sistemas de alcantari

n de Escuelas y Centrgs de Salud,

O

1lado, o la construcci
Ahora bien, la eficacia de Tqos métodos quimices y bioldgi -
cos de lucha contra Ta fauna nqciva muchas veces es pasaje-

ra, mientras que el mejoramiento del medio, permite en algu

nos casos obtener su eliminacion permanente, (12)

Por otra parte actualmente, existen grandes dreas donde el
hambre es el comin denominador, Producir alimentas para eli
minar la deficiente nutricién mundiail es una de las prigri-
dades a las que debe de enfrentarse el género humana,

Ctmo es cada vez mids dificil abrir nuevas tierras de culti-
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Vo, vesulta mds eficaz tratar de incrementar el vendimiento
por drea y controlar las plagas que afectan a Tos cultivos.
ET ser humano ha rotv el equilibrio de los ecosistemas, de-

modo que Tas plagas son cada vez mis diffciles de controlar,

Después de muchos miles de afios, Ta naturaleza habfa Togra-
do por sT misma, mantener un equilibrio al establecer mong-
cultivos en grandes extensiones y provocar asi que muchas -
especies de insectos desaparecieran, Otras, sin embargo, -
encontraron un mediQ propicio para desarrollarse y se con--
virtieron pronto en una plaga al encontrar un exceso de ali

mento y no contar ya con enemigos naturales que las destru-

yesen,

Se calcula que casi una tercera parte de los productes agri
colas producidos en el mundo es destruida por los insectos-
y los roedores, La forma de contralarlos siempre ha preocu
pado al hombre; al principio se utilizaban wétudos Fisicos-
para ahuyentarlos, tales como quemar Tos campos o producir-
humos densos, Desde ¢1 siglo XVII, se ha usado Ta nicotina
del tabaco para el control de afides,

las piretrinas oblenidas de las flores del crisanteno se --
han utilizado tawbién como defunsas contra los insectos.

(14}
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ANTECEDENTE S
METODOS UTILIZADOS PARA EL CONTROL pE INSECTQS

ET primer insecticida sin?'?ti»:m ague S8 usd fu€ el ortodinitro
cresol, un insecticida de contacto, fntroducido en Alemania ;‘
fines del sigla XIX. En 1930, tambidn en Alemania ammaszpqn.
a producirse otrgs insecticidas (los organotiocinatos) que -~
han mostrado tener buenas propiedades para el control de los-

insectos,

No fué sino hasta Ta aparicidn de] DT, durante 1a segunda --

-Guerra Mundial, que se hizo posible yn control quimico de 1os

insectos verdaderamente eficdz y en gran escala.

Aunque conocido desde 1874, no fué hasta 1939-1942 que el Dr.
Muller, en Suiza, descubrid las propiedades del DDT como in--
secticida, En un principio se pensd que este compuesto seria
la solucidn total al problema de las plagas de insectos; pero,
aunque gracias al DDT se han salvado millones de vidas, con--
trolando a los ‘insectos que transmiten enfermedades como el -
paludismo y el tifo, este compuesto tiene desventajas; la nas
seria du las cuales es su gran persistencia en el medic an-=-

biente, Esta persistencia, uue permite el control eficdz de-
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ANTECEDERTES
METODOS UTILIZADOS PARA EL CONTROL DE INSECT(S

ET primer insecticida sintético que se usd fug el ortodinitro
cresol, un insecticida de contacto, introducido en Alemania a
fines del siglo XIX. En 1930, también en Alemania empezaron-
a producirse otrqs insecticidas (los organotiocinatos) que --

han mostrado tener buenas propiedades para el control de Tos-

insectos.

No fug sino hasta la aparicion del DDT, durante la segunda --
Guerra Mundial, que se hizo posible un control quimico de los

insectos verdaderamente eficaz y en gran escala,

Aungue conocido desde 1874, no fué hasta 1939-1942 que el Dr.
Muller, en Suiza, descubrid las propiedades del DDT como in--
secticida, En un principio se pensd que este compuesto seria
la solucidn total al problema de las plagas de insectos; pero,
aunque gracias al DDT se han salvado millones de vidas, con--
trolando a los insectos que transmiten enfermedades como el -
paludismo y el tifo, este compuesto tiene desventajas; la mas
seria de les cuales es su gran persistencia en el wedic am---

biente, Esta persistencia, uue permite el control eficdz de-
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Tos insectos por Targo tiempo, contamina el medig ambiente -
acumulativamente y, al no ser degradado, entra a las cadenas

alimenticias que alcanzan al hombre,

Poco después del descubrimientq del DDT, aparecieron en el -
mercado muchos otros insecticidas clorados, como por ejemplo,
el clordano(1945), el heptacloro (1948), el aldrin, el diel-
drin toxafeno (1948) y el endrin (1952).

Casi todos ellos actilian como venenos estomacé1es; en la ac-
tualidad est§ prohibido &1 empleo de 1a mayoria de ellos en
varios paises debido a su alta persistencia en el medio am-
biente. Su uso se ha restringido tambi&n por que una gran-
cantidad de insectos han desarrollado resistencia a ellos.~
En Tos Estados Unidos, casi todos los insecticidas organg--
clorados, han sido prohibidos, pero algunos de ellos se si-
guen produciendo debido a que las instalaciones de las fa--
bricas no se pueden destinar a otro uso; esto convierte a -
los Estados Unidos en el principal exportador de estos pro-
ductos "prohibides" a otros paises. Esto no ha pasado inad
vertido a algunos sectores de la sociedad norteamericana; -
as? se han formado Comit8s que estudian ¢! dano de aiiadir -
estos productos al medio ambiente, La produccidn de otros-

insecticidas, como el hexaclorobenceno y el mirex, ha sido-
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ya suspendida totalmente, (6)

Otro tipo de insecticidas son compuestos organofosforadus
desarroilados durante la Segunda Guerra Mundial come gases
para atacar el sistema nervioso. Fue en el ane de 1944, -
cuando se encontrd su utilidad camo insecticidas,

E1 primevo en comercializarse fue el paratidn que continia
utilizandose mucho actualimente,

A la fecha se han analizado mds de 120,000 compuestos orga
nofosforados para probarlos como insecticidas potenciales,
por To que en el mercado mundial se encuentra un gran nﬁmg_
ro de compuestos de esta familia. Esto tiene algunas ven-
tajas con respecto a los organoclorados: persisten mucho -
menos en el medjo ambiente y se degradan facilwmente, redu-
ciendo la contaminacidn.

Sin embargo, esta ventaja se convierte en desventaja en -
climas muy hdmedos y calidos, pues estas sustancias son po
co eficaces y para manfener a un cultive libre de insectos
hay que aplicarlo varias veces, Otra caracteristica de los
organofosforados es una selectividad mayor, nue los urgano
clorados, ellos actilan contra menos especies de insectus,
son mas especificos y menos indiscriminados,

Los insecticidas organofosforados inhiben una enzima (ace-

tileolinesterasa), que es fundamental para la transmisiin
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de Tos impulsos nerviosos; producen la muerte poyr una -
descompensacidn del sistema nervioso, Debido a esto son
muy tdxicos y se requiere que los empleen personas espe
cializadas: ellos son los insecticidas que mﬁs vidas hu
manas han cobrado, sobre todo por falta de precaucion

en su aplicacion. Dentra de este grupo, se encuentran -
algunos compuestos con propiedades sistmicas o sea, -
que al aplicarles a las pplantas, se distribuyen en su =
interior, cuando los ataca un insecto, éste ingiere par

te del insecticida y muere.

Estos insecticidas no afectan a las plantas porque - «
ellas no tienen sistema nervioso. Otra ventaja de estos
insecticidas sist@micos es que no es necesario aplicar-
Tos continuamente para proteger los nuevos brotes de la
planta, pues se distribuyen conforme &sta va creciendo,
Una de Tas desventajas de este tipo de compuestos es =«
que contaminan integralmente a las plantas que va a con
sumir el hombre, de manera que una x.uple lavada no eli

mina los compuestos de Tos tejidos,

A proposito de &stos se han hecho muchos estudios y se
ha visto que normalmente, los compuestos organofosfora-

dos se hidrolizan después de permanecer cierto tiempo -
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dentro de las plantas, Por esta razdn, las Instituciones
Agricolas, han establecido T1{mites minimos de tiempo entre
la G1tima aplicacidn de insecticidas y 1a cosecha, con el

fin de dar tiempo a su degradacidn.

Un tercer grupo de insecticidas es el de los carbamates,
éstos se empezaron a desarrollar en los afios '40, tambi&n
en Suiza, perq no fué sino hasta 1953 que salid al mercado

el primer insecticida carb8mico: el isolan,

Los carbamataos son particularmente activos contra los in -
sectos chupadores de plantas y los afidos , dificiles de -
controlar por los organofosforados, Este tipo de insectici
das actlian tambi@n inhibiendo la acetilcolinesterasa: sin
embargo, son mucho menos tﬁxicos que los fosforados, Por
ser menos toxices, mds seguros y de mas ficil aplicacion,
en en el presente existen varios de ellos en el mercado y
se usan en gran escala, Aunque son un poco més persisten -
tes que los primeros también son degradados por el medio
ambiente, Se suelen utilizar cuando Tos insectos u..arro -
1lan resistencia a los organoclorados y a 105 arganofosfon

rados,
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INSECTICIDAS NATURALES

Se ha mencionado ya, que la nicotina tiene muy buenas pro-
piedades para el control de insectos, pero no se utiliza

en la actualidad porque es muy tdxica para el ser humana.

Otro grupo de compuestos vegetales que se usan actualmente
en gran escala son las piretrinas, aisladas originalmente

de las flores de piretro., Esta planta se ha podido culti-
var en diferentes partes del mundo para extraer de sus flo
res las sustancias activas., Estas son muy eficaces por po-
seer un efecto “"noqueador”, o sea, el insecto cae alin an -

tes de morir.

w3

Muchus aerosoies usados actualmeiite para el contrgl domds-
tico de insectos contienen piretrinas; sin embargo, no se

utilizan en la agricultura por ser degradadas muy facilmen
te por el medio ambiente, 1a luz y el sol, las vuelven - -
inactivas en cuestidn de horas, A mediados de los afios -«
'60, en Inglaterra se inicid una investigaciﬁn para obte -
ner piretrinas modificadas que puedieran resistir las con-
diciones climdticas y, a principivs de los '70, aparecid

la permetrina que es capaz de resistir varios d7as el efec

to del medio ambiente,
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Tos filtimos afics se han aislado un gran numero de pire
trinas modificadas y se han empezado a usar en la agricul
tura., Estos compuesfos tienen muchas ventajas sobre los
otros insecticidas: Con unos cuantos gramos de principio
activo se puede Tograr la misma eficacia que con un kilo-
gramo de insecticidas y son muy poco tﬁxicos para 1os se-
res humanos y los mamiferos en general. Es posible que en
el futuro se incremente su uso, el cual estd actualmente

restringido por su alto costo.

INHIBIDORES DE LA QUITINA

La quitina es uno de los componentes orgdnicos mas abun -
dantes que permite Ta veproduccidn de los insectos, de -
ciertos invertebrades y, de los hongos, pero que esti - -
ausente en las plantas y en los vertebrados., Si se encon-
trara un compuesto que interfiriese selectivamente en la

sTntesis de quitina, este seria un insecticida con mayo -
res ventajas que los inhibidores de acetilcolina o los -
yenenos estomacales, Ekn los Ultimos afos han aparecido

muchos informes en la literatura cientifica acerca de los
inhibidores de quitina pero ningilin compuesto de este tipo

ha salido todavia al mercado,
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OTROS METODOS DE CONTROL

Otros métodos de control de insectos usan hormgnas juveni
les y los 1lamados atrayentes sexuales, Mientras las hor
monas juveniles se encuentran presentes en la larva, &sta
no pasaré a estado adulto, As%, si en una larva se man-
tiene exdgenamente el nivel de hormona juvenil, ella no -
podrd desarrollarse y morird sin haber procreado, logfan-
dose as1 controlar la generaciﬁn siguiente, Las hormonas
juveniles son especificas en cada insecto, por 1a que se
puede controlar un insecto dafiino sin afectar a otros que

no lo son,

Sin embargo, esta caracteristica ha provocade que este ti
po de compuestos no se comercialicen rdpidamente, pues su
estructura es muy refinada y, en consecuencia, su produc-

cion en gran escala es incosteable,

Los 1lamados atrayentes sexuales son sustancias que sir -
ven a la comunicacidn entre insectos y que determinan el

momento de la maduracidn sexual. Segiin el tipo de insec-
to, 1a hembra o el macho segregan los alrayentes, Hoy se
conocen muchos atrayentes sexuales, 1os que son extraordi
nariamente eficientes y pueden ser detectado. por los in-

sectos en concentraciones muy bajas y grandes distancias;
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mediante ellos, los insectos reconocen su pareja y la pue
den encontrar aiin en lo m3s intrincado de una selva, Algu
ha vez se pensd que los insectos se podian controlar po -
niendo atrayentes en trampas con una cantidad muy pequefia
de insecticida., Sin embargo, esto no se pudo 1levar a ca-
bo pues resultaba muy costosa la instalacion de un gran -
nimero de trampas. No obstante, este m&todo es muy efi- -
ciente para conacer continuamente la densidad de insectos
en un campo de cultivo, para ver si ha llegado una plaga
dafiina al cultivo y para saber si el nivel de poblacidn
puede causar problemas econdmicos. De esta forma se pue -
den planear bien las aspersiones extensivas de insectici-
das y no aplicarlas sin necesidad. As7, se eyita la con-
taminacidon del medio ambiente y se economizan grandes su-
mas de dinero. Los atrayentes sexuales se han utilizado
tambi€n para ocasionar confusidn en poblaciones de insec-
tos; se difunden los atrayentes sexuales sobre una gran -
superficie y los insectos, nao sabiendo hacia donde se di-
rigen, no logran encontrar pareja y se elimina la siguien

te generacidn,

Un m&todo que esta dando muy buengs resultados para el -

control continuo de insectos es el de microencapsuladq,
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que consiste en meter un insecticida activo dentro de un
recipiente de pladstico porosojel tamafio de los poros de-
termina Ta velocidad con 1a cual el insecticida se 1ibe-
ra al medio ambiente, La ventaja principal de este méto
do, es que se puede controlar la cantidad de insecticida
en la atmosfera para condiciones de temperatura y hume -
dad dadas, ademds, sOlo se degrada el insecticida que
sale de la microcdpsula, Otro sistema de microencapsula
do uti]izavpolfmeros‘biodegradables que, conforme se va

degradando, van sqitando al insecticida, (15)

MECANISMO DE ACCION

Originalmente todo 1¢ que se requeria conocer era la toxi
cidad aguda de Tos insecticidas hacia aves y se censiderd
que era el evidente envenenamiento debido a exposiciones
accidentales, La historia de los insecticidas desde 1942
cuando el DOT fu& patentado y se hizo posible para el uso
pliblico en 1945, claramente demuestra que varios tipos de
problemas no anticipados se han desarrollado, los cuales
son radicalmente diferentes de la toxicdsis aguda. Proble
mas tales como el adelgazamiento del cascardn, muerte de

peces, induccidn enzimitica, residuos de bajo nivel gene-
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ralizados e incremento hiqldgico de los residuos ambienta
les han requerido mas estudio del mecanismo de accidn de

los insecticidas, su metabolismo e impactao ambiental,

MECANISMOS DE ACCION DE LOS
HIDROCARBURQS CLORINADOS

ET mecanismo de accion exacto de Tos insecticidas de hi -
drocarburos clorinados con la posible excepcidon del DDT,
es desconocido, generalmente son estimulantes difusos o

depresores del sistema nervioso central, Para 1946, se sa
bfa que el DDT incrementa la taza de disparos de las fi -

bras nervicsas {Roeder y Wiant, 1946) E1 DDT se encontrd

que disminuye el umbral de las membranas para un potencial
de accion a ocurrir y una vez que sucede la estigpulacidn
nerviosa una descarga de acciones potenciales ocurre, Esto

ayuda a explicar los finos tremores musculares generaliza-

dos que se observan en el envenenamiento por DDT. (5)

Estudios mds recientes que utilizan tBcnicas de pinza de

exones en calamares gigantes, han demostrado que el DDT, -
desacelera el apagado de las corrientes de wudi, de la -

menbrana e inhibe el encendido de la corriente de potasio
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en la membrana (Narahashi, 1969). Ya que cuando una -~
membrana nerviosa normal es estimulada, hay una intro -
duccidn inicial de iones de sodio durante uno o dos mi-
1isegundos, seguida por una salida de iones sodio para
restaurar 1a membrana nerviosa mids positiva y de esa ma
nera disminuir el umbral (parcialmente despolarizada)

para que otra accidn potencial ocurra.

Desde luego, si el efecto se vuelve suficientemente se~
vero, entonces la membrana nerviosa estaria permanente-
mente despolarizada., Los nervios sensitivos son mas -

sensibles al DDT que los nervios motores,

Los tremores musculares observados en el envenenamiento
por DDT son el resultado de efectos locales en fibras -
nerviosas y estimulacion de los reflejos espinales, ya

que los tremores musculares también ocurren en animales
decerebrados y decerebelados. Sin embargo Tlos efectos

del DDT tambiZn se presentan en el cerebro de animales
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MEQANIéMOS DE ACCION DE LOS
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Las anticolinesterasas se cuentan entre los comparativa=-
mente pocos farmacos cuyo mecanismo de accidn en la ac -
tualidad puede describirse en términos molecularés exac-
tos, Ello puede relacignarse direé@amente con los efec-
tos farmaco]ﬁgicas globales y ha motivado el advenimien-
to de compuestos Gtiles que tienen la facuitad de inver-
tir las acciones de anticolinesterasas. Las interaccio-
nes entre la mayor parte de las anticolinesterasas y la

acetilcolinesterasa difieren principalmente en respectos
cuantitativos de la reaccin entre aceti]coiinesﬁerasa y

el substrato normal 1a acetilcolina,

Se ha comprobadq que la superficie activa de la unidad -
de enzima, consiste en dos sitios, Qno anionico y otrag
esterdtico. En el sitio anidnico (una carga negativa, -
probablemente el radical carboxilo libre de un amingaci-
do dicarboxilico) el dtemo de N cuaternario positivamen-
te cargado de Ta AC es atraido por fuerzas electrostiti
cas, el enlace se cansolidad por fuerzas hidrgfobas que
actlian sobre los vadicales N-metilo y por fuerzas de dis

persicn London-Van-der Waals.
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E1 sitio esterdtico gansiste en esencia en dos componen-
tes situados a 2.5 A y 5 A, respectivamznte, del si
tio anidnice: una funcidn potencialmente Zcida (el radi
cal hidroxilo de Ta serina) y un grupo nuciedtico bdsico
(un radical imidazolde la histidina). E1 radical imida-
zol, por enlace de hidrfgeno, aumenta la actividad nu --
clebfila del radical hidroxilo de la serina, permitiendo
que tenga accidn mutua con el dtomo C carboniio electrd-
filo de AC., Se forma un enlace covalente con apariciﬁn

de un producto intermedio de enzima acetilada y libera -
cidn de colina, Despus, el dtomo C electréfilo del ra-
dical acetilo experimenta ataque nucledfilo por el dtomo
de oxigeno electronegativo de una molécula de aguaj asfi

el complejo acetilo~enzima experimenta hidrolisis, y los
productos son enzimas regeneradas y dcido acBtico, Las

constantes de velocidad de esta sucesifn de reacciones -
son muy rapidas, por ejemplo, el tiempo necesario para -
la hidrolisis completa de una molécula de AC {tiempo de

recambio) es solo de 80 microsegundos. (7)

OB J ET I VO

E1 objetive del presente trabajo es conocer los efectos

de Tos insecticidas Glutox y Malation scbre lgs niveles
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de colinesterasa cerebral y hepatica en ratas blancas de

laboratorio,

METODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCION DE LOS NIVELES DE LA
ENZIMA COLINESTERASA EN LA EXPQSICION A LOS INSECTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS.

METODO COLORIMETRICO

En este método la actividad enzimdtica de la acetilcqli~-
nesterasa es medida siguiendo el incremento producido -
por el efecto de la tiocolina, cuando esta reacciona con
el Ion Ditiobisnitro Benzoato, esta reaccidn es muy ra-
nida y el andlisis es por sensibilidad para producir el

anion amarillo de 5-T10.2 Acido Nitrobenzoico. E1 por -
centaje de color praoducido, es medido a 412 nm en el fo-
tometro. La reaccidn con el Tiol, ha demostrado ser 1o -

suficientemente confiable. (4)

METODO ACIDIMETRICO

Determinacion de la colinesterasa por el prccedimiento -

de andlisis volumétrico automatico.
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Se mezeia lo sangra évieva con agua, se deja durante 10

minutos a 23 © € sera asequrar la hemoliosis completa,

posteriormente s& adhiere cloruro de sodio hasta equili-
brar l1a temperatura, E1 paso siguiente es colocar los -
electrodos dentro de la sangre diluida y ajustar el ana-
Tizador grafice en pH Stat, Se mide el pH de la muesti.
y se ajusta el analizador gréfico a pH 7,40 A continua-
cidn empieza a trabajar el analizador volumétrico y toma
lugar en 1a prueba la liberacidn espontinea del dcido -
(esta liberacidn 1a podemos observar en varios tejidos:

higado, miscule, cerebre, wiﬁén, bazo, etc. ) Posterior-
mente se agregan 1.0 m1, de la solucidn del sustrato y -
se para el aparato cuando el analizador gr&fico nos ha -

dado una curva con una longitud adecuada.

La curva del analizador grdfico indica en U. Mol. Ta can

~

tidad utilizade de Na U, La abscisa, indica el tiempo

en minutos. Una gimpie lectura y conversidn indicara la

actividad colinesterisica, 8sta, esta expresando en U, -

Mol. de &cido liberado por @1, de sangre por minuto a -

38 °C .

E1 cileulo se deduce we To produccitn de dcide por la -
a,

hideolisis enzimatica de acotileolina y por la variacion

dol pH no espzeifico oue s mide con Tos controles, (9)
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METODO RADIOMETRICG

En este m&todo Ta muestra de tejido cerebral se suspen-
de en solucidn Buffer de carhona 14 acetilcolina, Aqui

1a hidrolisis de acetilcolina, es calculada por la ra -
diacifn presente en la 1inea de Ta fase movible del cro

matograma.

E1 carbono 14 de 1a soTucién de acetilcolina, indicard

aproximadamente 100 radiaciones cuando la muestra de te
jido ha tenido una actividad de colinesterasa normal -
(cerca de los 600 centelleos por minuto) que son leVdos

en Ta 17nea tope del cromatograma. Cuando la muestra -

de 64-100 cente

%

ha perdidy su actiyidad 1a lectura ser
Tleos por minuto (110-170 radiaciones aproximadamente).

(3).



MATERIAL Y MEIODUS

En el presente trabajo se utilizaron 2 plaguicidas :

GLUTOX * que es una mezcla de 2 insecticidas (clorofenvin
fos y diclorovos) y MALATION ** que es un pesticida orga

nofosforado puro.

Estos compuestos fueron aplicados por aspersion a ratas -
{rattus norvegicus) variedad albina de 200 gramos de pe-
so aproximado, y se utilizaron diferentes concentraciones
y tiempos de exposicion con el objeto de conocer los cam-
bios en Tos niveles de colinesterasa y observar las posi-

bles variaciones en la conducta.

Para la realizacidn de este experimento se emplearon se -
senta y cuatro ratas (32 ratas hembra y 32 ratas macho),
de las cuales quedaron como testigo catorce de ellas. Es-
tos animales fueron confinados en jaulas de acrilico, se
les di6 alimento para rata en forma de Pelets y el agua

fué suministrada en botellas con adaptacion de gotero.

En Ta parte inicial de este trabajo se utilizo el com -
puesto GLUTOX, el cual fué mezclado con dagua a la concen

P

tracién de 1 ml. jw’ asperjandose esta solucion con una

# %% Upl{ps de México.
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maquina eléctrica (tornado). ET plaguicida se recibid
en forma de aeroscl por cuarenta ratas, de ambos sexos,
los diez ratones restantes se utilizaron para ser ex -

puestos a"i'Ma'lationo

ET tiempo en el que se 1levd a cabo el trabajo con el

plaguicida Glutox, fué en su primera fase de treinta -
dTas, con tres aplicaciones por semana (cada tercer dfa)
doce exposiciones en total, y, conforme a los grupos ¥y

horarios siguientes:

GRUPO No, I b machos y 5 hembras con exposi-
cidn al p]agu1c1da de una hora
al dia, acumulando un total de
12 horas.

GRUPO No, IT 5 machos y 5 hembras con exposi-
cidn al p]agu1c1da de 2 horas al

d1a acumulando un total de 24 -
horas.

GRUPO No, IIT 10 machos y 10 hembras con expg
sicion al plaguicida de 4 horas
al dfa, acumulando un total de
48 horas.

GRUPO No., I¥ 4 machos y 4 hembras.Grupo testi
90.

Cabe hacer notar que entre cada exposiciOn se dejaron -

24 horas {aproximadamente) de descanso, que consistio
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-

en sacarlas del cuarto contaminado para 1levarlas a otra
habitacion suficientemente ventilada y con ambiente nor-
mal, De cada 3 aspersiones semanales se dejaron 72 horas

en recuperacion,

Para continuar con el trabajo y con el fin de poder ob

servar cambios mds severos que los anteriores se forma

ron nuevos grupos en los que se utilizareon animales al

azar de los grupos anteriares,

Estos grupos quedaron en la forma siguiente:

Para formar el GRUPQ No. ¥ se tomaron 2 hembiras y 2 ma

chos del GRUPO Na. I,

Para formar el GRUPO No. YI se tomaron 2 machos y 2 hem-

bras deT GRUPO Nq. 1l.

Para formar el GRUPO No, YII se tomaron 4 hembras y 4 ma
chos del GRUPQ No. TIT.

A estos grupes se les administrd una dosis mayor del in-
secticida Glutox (7 m]./m3) con una duracidon de 10 hg =

ras continuas dentro del ambiente contaminado.

De esta forma el GRUPO No. X acumula 12 horas de exposi-
cifin al compuesto en la primera fase mds 10 hgras conti-

nuas de la segunda aspersion.
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E1 GRUPO No. ¥I acumula 24 hgras de exposicidn al insec~
ticida en Ta primera parte mas 10 horas de la segunda as

persion,

E7 GRUPO No, JIT tiene en su haber 48 horas de expesicidn
al plaguicida en la parte inicial, mds 10 horas centinuas

de exposicidn al Clorofenvinfos-diciorovos,

As? el GRUPO No. X reline 22 horas de exposicidn, el GRUPO
No. ¥T, 34 horas y, el GRUPO No. YITI, 58 horas en total,

A1 t&rmino de las exposicidnes mencionadas, 1os ratones -
fueron sacrificados, esto consistid en cortar el cuello,
para separar la cabeza del resto del cuerpo, quitar la -
piel de Ta misma para abrir a partir del agujero magno y
extraer el encéfalo, Posteriormente los drganos fueron

procesados en ei ilaboratorioc .

Por 1o que se refiere a medir los niveles de enzima coli
nesterasa, Estos fueron determinados utilizando el método

de Michel, (10)

wuntinuando con el trabajo y a fin de realizar la compara
cidn del insecticida Glutus {clorafenvinfos-dicloroves),
gue contiene sustancias  organofosforadas, organoclora -

das y vinilo, se utilizd un insecticida organofosforado -
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puro, el Malation, para Ta aplicacidon practica de este pla
guicida en animales vivos, se emplearon 10 ratas (5 mahos
y 5 hembras), confinadndolas en jaulas de acrilico por sepa
rado y se aplicd el pesticida par aspersidn, este GRUPO -

fué identificade con el No. YIIT,

E1 tipo de aTimento y suministrg del agua de bebida fu€ -

administrado en igual forma que en los casos ya referidas.

A estos 10 animales se les aplicd 7m'l‘,/m3 del insecticida

dejadndolos dentro del &rea asperjada 10 horas continuas.

Estas ratas se sacrificaron al concluir la expgsicidn, con

el fin de medir en las muestras de encéfalo, los niveles -

de colinesterasa,
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R ESULTADTEOS

Durante los 30 dfas de exposicidn al compuesto Glutox,
las ratas de los GRUPOS I, IL y IIT, observaron los cam-

bios de conducta siguiente;

1

Al transcurrir los primeros dias de expesicidn, las ra

tas hembras exhibieron mayor actividad en camparacidn
con los machos, 8stos se mostraron aglomerados, inacti =

vos y con el pelo erizado, -

Posteriormente l1os animales se observaron activos en ge-
neral (machos y hembras), haciéndose notorio en este lap
so el pelo erizado en los machos, no ocurriendo asi en -

Tas hembras.

Durante los U1timos dTas el cambio de conducta se mani -
festd en forma de agresidn en todos los animales, machos
y hembras, es decir, que con frecuencia ocurrian peleas

entre ellos mismos,

En To que se refiere a las cantidades de alimento y agua
consumidos en estos 30 dYas, podemos citar que ng hubo
grandes cambios en las cantidades inyeridas, s6lo un pe-

quefio aumento en el gasto de agua de bebida en las Ulti-

mos dias.
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Los hallazgos de la medicidn de la actividad colinester§
sica, ubtenidos de los encéfalos de rata expuestos al in
sacticida, se expresan en unidad A pH/hr, y se repor-

tan en la siguiente forma;

Unidades A Promedic wor Promadiv

GRUPO No. I pH/hr, 2232562§u2;7 Bgr gru=
hr,

No. 1 rata macho 0.23

No. 2 rata macho 0,37

No, 3 rata macho 0.25 — 0.28

Noo 4 rata hembra 0,50 — 0.25

No., 5 rata hembra 0,04

Mo, 6 rata hembra 0,12 — 0.22

GRUPO No, IT

Mo. 7 rata macho 0.24

No, 8 rata macho 0.30

No., 9 rata macha 0,24 - 0.26

No., 10 rata hembra 0.43 — 0,26

No, 11 rata hembra 0,14

No, 12 rata hembra 0.25 = 0.27

coopg No, JIIT

No. 13 rata macha 0.12
no, 14 rata mache 0,21
no, 15 rata mache  0.35
Ne, 16 rata macho 0.20
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Unidades A\ Promedio por Promedio

pH/hr, Sexo en uni- por gru-
dades /\ pH/ po.
hr,
No. 17 rata macho 0.17
No, 18 rata macho 0,15 - 0.20
No. 19 rata hembra 0.29
No. 20 rata hembra 0.29 — (0,18

No. 21 rata hembra 0.13
No. 22 rata hembra 0,03
No. 23 rata hembra 0,22
No., 24 rata hembra 0.11 — 0,17

GRUPQ No, I¥ (GRUPQ TESTIGO)

No. 25 rata machq Q.14
No. 26 rata macha 0,36 — 0.21
No. 27 rata macha 0.16
No. 28 rata machq 0,18 i

No, 29 rata hembra 0,07 — 0,20
No. 30 rata hembra 0.24
No, 31 rata hembra 0.18 — 0,20

No, 32 rata hembra 0,32

En los grupos ¥, YT y ¥II, las alteraciones en la conducta
se presentaron de la forma siguiente: convulsignes a es-
pacios irregulares , posicion de "descanso" sumamente

rigida, ojos saltones con exceso de brille , mirando -

fijamente y sin parpadeo. Al tratar de distraer a estos
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animales de su estado de letargo, asediandolos con un -
objeto largo de madera; observamos que su actitud alin -
con reflejos lentos fué agresiva, perc no dirigida ha -
cia el objeto sino en cualquiera direccidn, inclusive
contra las jaulas, posterior a este manejo, una tetania
muscular (lomo argueado y rigide) se hizo manifiesta,
as? como ataxia y pardlisis en Tos animales del grupo =
YT y YOI, Del grupo No, ¥II y muy probablemente a canse
cuencia de la elevacidon de las dosis, murieron 2 ratas

machos,

Al término de esta exposicidn los animales fueron sacri
ficados en la forma antes descrita y las muestras de -

Tos cortes de encéfalo se trabajaron en el lahoratoria.

Los valores de los niveles de colinesterasa de las ra -
tas de los grupos ¥, ¥T y TIT, expuestos a la concentra

cidn de 7 m“i./m3 del insecticida Glutox se vierten a

continuacion:
Unidades A Promadio por Pramedio
pH/hv, sexo en uni- por gru-
dadus [\ pH/ po.
GRUPG Mo, I hr.,
No, 33 rale maeche 6,10 !
i )
Nes, 34 rata marke 0,08 o 0,09

No, 25 rata hembra 0,06 u == 008
v . | -
No, 2b rala heabea 0,08 = 0,07




GRUPO No. YT

No.

37

rata macho

No, 38 rata macho

No,
NO.

39

rata hemhra

40 rata hembyra

GRUPO No. ¥IX

No.
No.
No.
No.
No.
No.
No.
No,

En el GRUPO No., YIII, se observd

41
42
43
44
45
46
47
48

rata macho
rata macho
rata macho
rata hembra
rata hembra
rata hembra
rata hembra
rata hembra

Unidades A\

pH/hPa

0.07
0,10

0,06
0.09

0,12
0,02
0,08
0,11
0.00
0.08
0,09
0,16
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Promedio por Promedio
Sexo en uni- por gru-

dades nH/  po.
hr,
0,08
0.07
2,07

0.10 |— 0,09

0.08

en el transcurso de las «

Primeras horas de exposicidn: nerviosismo ascendente, pos-

teriormente fueron detectados signos tales como:

Miosis, lagrimeo y salivacidn profusa, malformacidn de las

heces fecales, incontinencia urinaria, tetania muscular y

finalmente convulsiones intermitentes.

A estos animales también se les sometid a una agresion con

un cbjeto large de madera, pero en este casq y en general
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se les observd temerosos y en franca renuncia al asedio.
A continuacidn se enlistan los resultados de las ratas

expuestas al insecticida Malation,

Unidades A\ Promedio por Promedio
pH/hr. 'sexo en uni=~ por gru-
dades N\ pH/ pa
GRUPO No. Y¥IIT hr,

No., 49 rata macho 0.01
No, 50 rata macho 0,04
No. 51 rata macho 0.11
No. 52 rata macho 0.01
No. 53 rata macha 0,07 [ 0.04
No, 54 rata hembra 0,02
No. 55 rata hembra 0,05

No. 56 rata hembra 0,03 — 0,04
No. 57 rata hembra 0,03
No, 58 rata hemhra 0,10 | 0,04

GRUPO No. IX (GRUPQ TESTIGO)

No. 59 rata macho  0.23

No. 60 rata macha 0,49 | 0.31

No. 61 rata macha 0,22

No. 62 rata hembra 0,19 — 0,27
No., 63 rata hembra 0,156 [ 0,23

No. 64 rata hembra 0,36

Los niveles de colinesterasa del higado no rueron lo sufi
cientemente altos para dar una respuesta positiva en la -

t8cnica utilizada.
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Db I § CUSTION

En el presente estudio, Tos niveles de actividad de 1a
colinesterasa fueron determinados en el niicleq caudado
del encéfalo de ratas de laboratorio expuestas a dife-
rentes concentraciones de 1os insecticidas GLUTOX y -
MALATION, observidndose mediante el método de Michel, -
la inhibicidn de la enzima colinesterasa en una rela -
cidn directa al grado de expasicidn y al tipq de pesti
cida. En estudios previos Peter E, Berteau y Wallace

A, Deen (1978) reportaron actividades colinesterdsicas
similares a las presentadas en este experimentq, con -

(s

A
I u

11

e} T
I

fa uti 1os insecticidas, Cloropyrifos, Mala

ot

izaci
tion, Naled y Resmethrin, aplicados en aspersign a ra-

tas de laboratorio., (2)

En nuestra exposicidn las ratas asperjadas con el pla-
guicida Malation, present o una reduccidn muy marca-
da en la actividad colinesterdsica, debiéndose esta ba
ja fundamentalmente a que el producto mencion..!o es un
pesticida organofosforado puro, es decir no se encuen-

tra wezclado con alguna otra sustancia que pudiera ha-
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cer variar Tos Tndives de la enzima en cuestidn, En an
teriores observacionas (Hassan, A,D, Abdel H,F., and

Afifi L, M, 1977}, se encontrd qua ratones alimentados

con insecticida lLeptophos, a la concentracidn de 10-30
y 90 ppm, en un periodo de 10 semanas observaron cam -
bios en los niveles de colinesterasa del niicleo cauda-

do. Estos niveles fueron de 0.24 hasta 0,17, (8)

Cabe aclarar que dicho insecticida Leptophos es una -
mezcla de sustancias en las que intervienen organofos~
forados, organoclorados y un agregado final de brqmo,

de tal forma la alteracion de la enzima citada no es =
tan marcada como en el caso de la utilizacion de los -

compuestos organofosforados.

En el estudio presente en la utilizacidn del plaguici-
da GLUTOX, los sintomas mostrados durante la exposicidn
fueron una mezcla de signos de intoxicacidn pur organo

fosforados y organoclorados; sialorrea, miosis, ataxia

de ia

-

—d
o

paralisis, convulsiones, et¢,, y los resultado

medicidn de acetilcolinesterasa, fueron de 0,26 a 0,07,
Estudios anteriores de Nobuhiro Konno e Hideo Kinebuchi
(1977) refieren en sus experiencias con el insecticida

leptophos prohlemas de ataxia y paralisis en gallinas
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adultas, presentindose en 8stas, los signos citadas a -
Tos 15 d7as el primero y al 18 y 19 dfa el segundo, asf
como pérdida de peso del 1l4vo, dia en adelante, En = -
aves jovenes no ocurrieron sintomas durante los 28 dfas

de exposicion, (10)

Jorge Brandao Linhares y Rgsaling Gonclaves Neves (1979)
en su experiencia con Paration Metilico, intoxican expe
rimentalmente bovinos a 1os que administraron entre 50

y 150 mg/Kg. de peso vivo, observando signos de envena-
miento tales como: disnea y rigidez muscular en algu -
nos de los animvles, en otres de ellos se presenta au =
mento en Ta motilidad intestinal con contraccidn invg -
Tuntaria de los misculos esqueléticos e incapacidad pa-
ra permanecer erguidos. Al examen de sangre en el laba
ratorio, la enzima colinesterasa se vid inhibida entre

el 13 yel 36 % ., (1)

Por otra parte Tas alteraciones que acarrea el uso de -
insecticidas organofosforados son presentados por David

Moscioni A., Judith Engel L, y John Casida E. (1979)

En sus trabajos con embriones de pollo tratados con Dia
zinon, @&stos presentan 3 tipos distintos de Teratogene
sis en el desarrollo del embrion: cuello torcido, emplu

me anormal y artregriposis. (11)
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c ONCLUSTITONTESS

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
trabajo se concluye que la utilizacidon del insecticida
MALATION, aplicado por aspersion a ratas de laboratorio

inhibe 1a acetilcolinesterasa cerebral en forma definiti

va.

Por otra parte la exposicidn de organismos vivos al pes-

ticida.GLUTOX, compuesto que alberga en su integracion

culas de clore, fosforo y vinil, nos arroja niveles

(D

mo1l
de acetilcolinesterasa variables, en relacion directa al
tiempo de exposicidon y dosis recibida, (0.08 ApH/hr.),
observiandose que 1a inhibicidn de la enzima, no es tan

marcada como en el caso del MALATION (0.04 A pH/hr.) -

insecticida organofosforado nuro .
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