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INTRODUCCION

Desde su aparicion en los afios 40 los
pesticidas han sido ampliamente usados
tanto en agricultura y veterinaria como en
salud publica en muchos paises. Desde el
punto de vista de la salud piblica los pes-
ticidas han sido claves en el control de
vectores transmisores de enfermedades a
los animales y al hombre. Por otra parte, la
aplicacion de los pesticidas 4 las tierras de
cultivo ha supuesto un incremento notable
en la produccién agricola al disminuir las
pérdidas ocasionadas por las plagas. Por
todo ello su utilizaciéon ha ido en aumento
y actualmente resultan fundamentales
para conseguir unos niveles de cultivo
apropiados para las demandas.

Sin embargo, los pesticidas son vene-
nos, deliberadamente afadidos al medio
ambiente con el prop6sito de destruir cier-
tas formas de vida. La toxicidad y la per-
sistencia en el medio son caracteristicas
buscadas, pues de ellas depende su finali-
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dad plaguicida; pero es en estas caracte-
risticas donde radica su peligrosidad.

Una vez que los pesticidas han accedi-
do al medio ambiente se integran en com-
plejos ciclos biogeoquimicos que les per-
miten penetrar inalterados en las cadenas
alimentarias y concentrarse de esa forma
en las especies de un nivel tréfico supe-
rior, entre ellas el hombre.

Por ello, aparte del riesgo de una into-
xicacién accidental provocada por la
exposicién a una dosis tnica y general-
mente alta del pesticida, el hombre se
encuentra expuesto a lo largo del tiempo a
pequeinas dosis de pesticidas presentes
tanto en el medio ambiente como en los
alimentos ingeridos.

La utilizacién de pesticidas supone por
tanto un arma de doble filo. Se hace nece-
saria una evaluacién de la relacion benefi-
cio/riesgo que deriva del uso de estos
compuestos.

Segin la OMS (1972), el 90% de los pes-
ticidas que penetran en el organismo
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humano lo hacen a través de la via oral
junto con los alimentos. Una vez que atra-
viesan el epitelio intestinal se dirigen al
higado donde van a ser metabolizados.

Resulta por tanto de interés conocer
los efectos de estos xenobidticos o los
subproductos derivados de su biotransfor-
macion sobre la propia funcién hepatica
donde con mayor frecuencia e intensidad
se ejerce el efecto toxico.

Para la realizacién de este trabajo se
seleccionaron de entre los pesticidas mas
utilizados, un fungicida (captan), dos
insecticidas (lindano y deltametrina) y un
herbicida (paraquat).

Las referencias sobre la toxicidad del
captan son escasas, habiéndose descrito
disminucién de la ingesta y peso, polidip-
sia, diarrea, hipotermia y postracién en
rata'. Estudios bioquimicos en eritrocitos
humanos aislados® muestra una deplecién
de potasio intracelular que era prevenido
cuando las células se preincubaban con
GSH.

La toxicidad del lindano ha sido mucho
mas estudiada, siendo conocida su capaci-
dad para ser transportada a través de la
pieP , su acumulacion en los tejidos' y su
capacidad para generar radicales libres en
hepatocitos aislados. Asimismo Sandy y
col® describen procesos de peroxidacion
lipidica hepatica del paraquat.

Por todo ello en el presente trabajo se
plantea ahondar en la hepatotoxicidad de
estos xenobidticos en tratamientos in vitro
e in vivo de rata, estudiando los efectos en
relacion con la hepatotoxicidad, gluconeo-
génesis, consumo de oxigeno, generacion
de radicales libres y sus repercusiones a
nivel celular y subcelular (mitocondrial y
lisosomal).

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar machos (230-
280g) alimentadas al libitum. En los experi-
mentos in vitro las ratas eran privadas de
alimentacién sélida durante las 48 horas
previas al experimento con el fin de provo-
car una deplecion del gluc6geno hepético.
Las ratas fueron criadas y mantenidas en
el “Centro de Investigacién en Farmacobio-
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logia Aplicada” de la Universidad de Nava-
rra de acuerdo con las normas BPL (Bue-
nas Practicas de Laboratorio).

Aislamiento de hepatocitos

Los estudios “in vitro” se realizaron en
hepatocitos aislados de rata obtenidos
segun la técnica de perfusion con colage-
nasa descrita por Berry y Friend®. La viabi-
lidad de los hepatocitos aislados se enjui-
ci6 en base al principio de exclusion del
azul tripano. Se consideraron viables tini-
camente aquellas células que no se tifieron
con dicho colorante y s6lo se emplearon
suspensiones con un minimo de 85% de
células integras.

Tratamientos con los pesticidas

“In vitro”: Los pesticidas se afadian al
medio de incubacién en el que se mantenia
la suspensién de hepatocitos disolviéndo-
los previamente en agua (paraquat) o en
dimetilsulféxido (lindano, captan y delta-
metrina). Cuando se usaba dimetil-sulfoxi-
do como disolvente, éste era anadido a los
experimentos control.

“In vivo”: Se realizaron tratamientos
subagudos de siete dias de duracién con
administracién oral diaria de lindano en
una sola dosis de 10 mg/ dia. El lindano se
administraba disuelto en aceite de oliva a
razon de 0,2 ml/100 g de peso animal. Un
grupo de animales control recibia la misma
cantidad de aceite de oliva y otro grupo de
ensayo no recibia nada.

En otro ensayo se estudiaron los efec-
tos de la administracién aguda de para-
quat (70 mg/k) disuelto en agua (0,2
ml/K) por via oral en una tnica adminis-
tracion,

Citotoxicidad y gluconeogénesis

La citotoxicidad se valoré por la libera-
cion al medio de los enzimas citosolicos
y/o mitocondriales: lactato deshidrogena-
sa (LDH), aspartato aminotrasferasa
(ASAT), y alaninoaminotrasferas (ALAT).
La actividad de estos enzimas fue determi-
nada segln las técnicas de Bergmeyer y
Horder7 y Bergmeyer y col.t

La actividad gluconeogénica se determi-
né midiendo la produccion de glucosa pro-
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ducida al incubar la suspensién de hepato-
citos con distintos precursores (piruvato,
lactato, glicerol, L-alanina y fructosa). La téc-
nica utilizada fue la de Bergmeyer y col.’

Peroxidacion lipidica

Para la valoracion del grado de peroxi-
dacion lipidica, se empled el método de
Buege y Aust (1978), basado en la detec-
cién del malonildialdehido (MDA) como
producto de la peroxidacion lipidica.

Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno por hepatocitos
aislados de rata se determiné por una téc-
nica polarografica con utilizacion de un
electrodo tipo Clarck.

Glutation

Los hidroperoxidos formados a través
de la peroxidacion lipidica pueden seguir
un segundo camino que implica consumo
de glutatién (GSH) celular. Esta segunda
via consiste en la reduccion de los hidro-
peroxidos lipidicos por la enzima glutation
peroxidasa (Selenio-dependiente) y el con-
curso de la glutation-reductasa, NADP y
glucosa 6-P deshidrogenasa.

El nivel de activacién de esta via puede
ser evaluado por la actividad de los enzi-
mas o bien determinando la modificacién,
respecto del nivel basal, de glutation que
es el sustrato utilizado como reductor.

La técnica utilizada para determinar
los niveles de glutatién en hepatocitos ais-
lados de rata fue la de Hissin y Hilf".

Aislamiento microsomal

La fraccién microsomal de los hepatoci-
tos fue aislada siguiendo la técnica de Lake™.
Partiendo de ratas sometidas a 24 horas de
ayuno se obtenia el homogenado hepéatico.
Manteniendo la temperatura entre 0 y 4°C se
centrifugaba a 10.000 g durante 20‘ y una vez
separado el sobrenadante se volvia a centri-
fugar el pellet resuspendido a 100.000 g
durante una hora. El pellet resuspendido
contenia la fraccién aislada de los microso-
mas. El grado de lesion mcirosomal se valo-
r6 en funcion de la actividad glucosa 6 fosfa-
fasa.
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Actividad mitocondrial

Se valoraron la actividad lactato deshi-
drogenasa®, los niveles de ATP", consumo
de oxigeno potencial de membrana®, GSH
y peroxidacién lipidica'® y alteraciones
citoldgicas a nivel de microscopia 6ptica y
electronica.

RESULTADOS
Citotoxicidad

El andlisis comparativo de la accion
citotoxica de los cuatro pesticidas expre-
sada en los niveles de liberacién de LDH,
muestra una mayor sensibilidad de los
hepatocitos al lindano (con aumentos sig-
nificativos a partir de 0,3 mM de lindano),
seguida del captan y de la deltametrina, en
tanto que los hepatocitos muestran una
mayor resistencia a la accién del paraquat
que produce daiio celular a partir de con-
centraciones de 2,5 mM. Para todos los
pesticidas estudiados los efectos citot6xi-
cos eran concetracion-dependientes. El
mayor efecto toxico del lindano, captan y
deltametrina respecto al paraquat se rela-
ciona sin duda con la liposolubilidad de
aquellos. Esto propicia un mejor acceso a
través de la membrana citoplasmatica, asi
como su paso al interior de orgdnulos celu-
lares: mitocondrias, peroxisomas y otros
sistemas de membrana.

Gluconeogénesis

La actividad gluconeogenética fue estu-
diada a partir de distintos precursores:
lactato, piruvato, glicerol, L-alanina y fruc-
tosa respectivamente, todos ellos a la con-
centracién de 20 mM. En condiciones con-
trol la ruta metabdlica mas eficiente fue la
que utiliza fructosa como precursor, con
una capacidad de sintesis de 1,24 p moles
de glucosa / min,g de tejido y la menos efi-
caz fue la que utilizada L-alanina (0,21
pmoles de glucosa / min, g tejido).

Los pesticidas ensayados mostraron
entre siuna distinta potencia inhibidora de
la gluconeogénesis y para cada uno de
ellos variaba en funcién de la concentra-
cién y del sustrato presente en el medio de
incubacion. Los hepatocitos mostraron
una mayor sensibilidad al captan que a 100
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pM producia inhibicién de la gluconeogé-
nesis con todos los sustratos.

Peroxidacion lipidica

Paraquat, captan, deltametrina y lindano
inducen peroxidacién lipidica dosis-depen-
diente, la cual se expresa por el incremento
en la formacion de malonildialdehido (MDA)
por los hepatocitos aislados.

Al igual que sucede con la citotoxici-
dad y gluconeogénesis el paraquat es el

que induce un menor grado de peroxida-
cién lipidica (Tabla 1), s6lo detectable a
partir de concentraciones 1 mM, en tanto
que los hepatocitos muestran una sensi-
bilidad méaxima para el lindano, de modo
que concentraciones de 50 pM inducen
aumentos significativos en los niveles de
MDA. El lindano 300 pM llega casi a tripli-
car la formacién de MDA lo que indica el
potente efecto de este xenobidtico en la
peroxidaciéon lipidica de los fosfolipidos
de membrana.

Tabla 1. Efecto del paraquat, captan, deltametrina y lindano sobre la peroxidacion lipidica en hepa-
tocitos aislados de rata. La peroxidacién lipidica se expresa por los niveles de malonildial-
dehido (MDA). Cada valor expresa la mediazSEM de al menos 9 experimentos.

moles MDAx107/5.10° célulasx60 minutos
Control [pesticida]
Paraquat 2,78+0,20 P0O,1ImM 3,18+0,23 ns
P1 mM 4,56+0,26**
P10 mM 6,27+0,22%**
Captan 2,65+0,05 C10 pM 3,36+0,09*
C100 uM 3,57+0,10**
C500 pM 5,30+0,09***
Deltametrina 2,89:0,12 D10 pM 3,25+0,06 ns
D1 mM 3,42+0,08*
D5 mM 3,57+0,07*
Lindano 2,51:0,21 L50 pM 3,65+0,31*
L100 uM 7,10£0,43***
L300 pyM 7,22+0,48***

*p < 0,05 ** p <0,01; *** p < 0,001; ns no significativo

Consumo de oxigeno

Fl paraquat (5 y 10 mM) inducen incre-
mentos notables en el consumo de oxige-
no, que se hacen mas evidentes a los tiem-
pos de incubacién y concentracién mas
reducidos (Tabla 2). El lindano sélo produ-
ce un incremento moderado del consumo
de oxigeno para las concentraciones maés
bajas, en tanto que lindano 300 pM asi
como el captan a las concentraciones
ensayadas inhiben el consumo de oxigeno,
probablemente debido a que la expresion
de la peroxidacién lipidica sobre el consu-
mo de oxigeno queda enmascarada por un
dano generalizado sobre el metabolismo
hepatocelular.
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GSH celular y mitocondrial

La incubacién de hepatocitos en pre-
sencia de los distintos pesticidas durante
una hora respectivamente produce consu-
mo de GSH celular lo que se traduce en
una reduccion del mismo (Fig. 1). En rela-
cién con el lindano la inhibicién aumenta
con la concentraciéon de pesticida. Sin
embargo, cuando se miden separadamente
los niveles totales de GSH celular y los
depositos de GSH mitocondriales se obser-
va que estos ultimos no experimentan
modificaciones en presencia de lindano
con ninguna de las concentraciones antes
usadas, ni siquiera con tiempos de incuba-
cién de dos horas. Asi, en presencia de lin-
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Tabla 2. Efecto del captan, paraquat y lindano sobre el consumo de oxigeno en hepatocitos aislados
de rata para distintas concentraciones de pesticida y a distintos tiempos de incubacién. Los
valores se expresan en % respecto del consumo de oxigeno medido en los controles (100%).
Cada valor representa la media+SEM de al menos 9 muestras correspondientes al menos a
tres animales distintos.

Tiempo de incubacién (minutos)
15’ 30’ 60 90 120°
Paraquat 50 pM 95,2+3,1 89,2+2,7 81,3+3,8
ns * *
100 pM 70,6+2,1 61,4:6,8 51,4+2,6
R *kk *RK
200 pM 9,6+2,1 6,2+0,5 7,0:0,9
* k& * k& *kk
Paraquat 5 mM 162,7+5,4 152,842 | 133,6¢4,9 | 116,1+3,6
kkk * k% L
10 mM 147,8+6,4 154,4+8,2 124,1+3,6 | 80,1+4,0
E * k) kK
Lindano 50 pM 105,1+3,2 | 110,6:2,4 114,8+3,7 | 113,6+3,0 | 116,5+6,1
ns * * * *
100 pM 99,1:3,8 113,7+2,3 123,1:1,1 112,9+1,8 | 96,9+3,4
ns * kkk k% ns
300 pM 76,3:2,4 78,4+2,7 72,1+1,9 74,5+3,5 70,7+2,1
*kk * %k * %k * & *kk

*p <005 ** p <0,01; *** p < 0,001; ns no significativo.

80 +
70 4
= ontrol control
= [
E60 4 e 250 uM
< Wk
W
> control
— 5() | controi
10 mM 3 mM
U Ao
t +
Lindano Paraquat Captan Deltametrina

Figura 1. Niveles de glutatién (GSH) en hepatocitos aislados de rata incubados durante 60 minutos en
presencia de lindano (50, 100 y 300 pM), paraquat (10mM), captan (250 pM) y deltametrina
(5 mM) respectivamente. Los resultados expresan la media<ESM de al menos 10 experimen-
tos. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns no significativo.
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dano 300 pM y para tiempos de incubacion
30, 60, 90 y 120 minutos los niveles mito-
condriales de GSH en los controles (6,3
nmoles/ 10° células), son muy similares a
los obtenidos para todas las concentracio-
nes y tiempos de incubacién ensayadas de
lindano (6,1 nmoles/ 10° células con linda-
no 300 pM y 120 minutos). El contenido de
GSH mitocondrial viene a representar
aproximadamente el 20% del total celular.

Funciéon mitocondrial y lisosomal

La incubacién de hepatocitos en pre-
sencia de lindano 50, 100 y 300 pM durante
tiempos de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos res-
pectivamente produjo reducciones de los
niveles totales de ATP. La disminucion en
el contenido total de ATP se hace manifies-
ta a partir de los 60 minutos de incuba-
cion, con una reduccidén dependiente de
concentracion. En cambio la reduccion en
el ATP mitocondrial s6lo se observa con
lindano 300 pM y Gnicamente para el tiem-
po de incubacién de 120 minutos. En estas
condiciones (lindano 300 pM durante 120
minutos) el ATP mitocondrial en presencia
de lindano (2,5 nmoles / 10° células) se
reduce en un 28% respecto del control (3,5
nmoles) mientras que el ATP celular total
se reduce en un 65%.

El potencial de membrana mitocondrial
se reduce en presencia de lindano a partir
de la concentraciéon de 100 pM con una
relacion dosis-tiempo dependiente. El
potencial redox se determiné midiendo la
capacidad de retencion de rhodamina de
los hepatocitos previamente cargados con
este compuesto.

La funciéon microsomal fue estudiada
mediante la determinacion de la actividad
glucosa-6-fosfatasa en esta fraccién celu-
lar. La incubacion de microsomas aislados
durante 45 minutos en presencia de linda-
no 100 pM reduce la actividad enziméatica
(0,18 nmoles de Pi / min, mg de prot.) en
50%. La preincubacion durante 10 minutos
de microsomas en presencia de vitamina E
(25 pM) previene los efectos provocados
por el lindano de modo que no se modifica
la actividad glucosa-6-fosfatasa.

Modificaciones uliraestructurales

La incubacion de hepatocitos durante
60 minutos en presencia de lindano 100 pM
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produce modificaciones ultraestructurales
notables entre las que cabe destacar: pér-
dida de microvellosidades, con aparicion
de evaginaciones de la membrana plasma-
tica y aumento del citosol, en el que apare-
cen un alto namero de vacuolas lipidicas
dispersas, asi como abundantes lisosomas
secundarios sin localizaciéon concreta en el
mismo. No se observaron alteraciones en
la ultraestructura mitocondrial ni del reti-
culo liso.

Citoxicidad de los tratamientos in vivo

La administracion oral de una dosis
diaria (10 mg/ K) de lindano durante siete
dias produjo una disminucién de la inges-
ta a partir del segundo dia de administra-
ci6én del orden del 15% con reduccion del
peso corporal (8%) e incremento de la
masa hepatica relativa del 16%. El aisla-
miento de los hepatocitos al final del perio-
do de tratamiento mostro los efectos hepa-
totoxicos del lindano con un incremento
de mas del 100% en los niveles de ALAT y
del 80% de ASAT. Asimismo la peroxida-
cién lipidica produce incrementos del 40%
del MDA, no observandose efectos sobre
la gluconeogénesis ni sobre los niveles de
GSH.

Por otro lado la administracién oral
tnica de 70 mg/K de paraquat no induce
modificaciones de la ingesta, peso corpo-
ral y hepatico. La incubacién de hepatoci-
tos a partir de ratas tratadas mostr6 claros
efectos hepatotdxicos con incremento en
la LDH (58%) y ALAT (130%). La gluconeo-
génesis s6lo se inhibe cuando se utiliza
fructosa (34% de inhibicién) o L-alanina
(30%), no observandose efectos a partir de
precursores como el piruvato, lactato y gli-
cerol, resultados que al igual que lo dicho
para el lindano difieren notablemente res-
pecto de lo observado in vitro . En cambio
si se observa peroxidacion lipidica que se
manifiesta tanto en el incremento de malo-
nildialdehido (33%) como el glutation
(16%).

DISCUSION

A las concentraciones utilizadas en los
experimentos in vitro para cada uno de los
pesticidas, la hepatotoxicidad de los mis-
mos, expresada por la liberacion de LDH
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de los hepatocitos aislados, muestra una
mayor sensibilidad de los mismos al linda-
no seguida de paraquat y deltametrina,
siendo el paraquat el que ejerce un menor
efecto, probablemente debido a su escasa
liposolubilidad respecto de los otros tres.

Lindano, paraquat, captan y deltametri-
na producen inhibicién de la gluconeogé-
nesis en grado variable entre si y esta inhi-
bicién para cada xenobiético es funcion de
la concentracién, tiempo de incubacion
con el pesticida y sustrato presente en el
medio. Videla y col.” observan que los pes-
ticidas organoclorados producen una inhi-
bicion de la actividad glucosa-6-fosfatasa,
enzima clave en la ruta gluconeogénica;
ésta podria ser una de las causas de la inhi-
bicion de la gluconeogénesis inducida por
estos xenobidticos.

El captan a 500 pM produce una fuerte
inhibicién de la gluconeogénesis (mas del
80%) con todos los sustratos, lo que indu-
ce a pensar en un dano celular mas general
en el que podrian verse afectados miilti-
ples sistemas enzimaticos.

En cuanto a los efectos sobre la peroxi-
dacién lipidica, todos ellos producen
incrementos en los niveles de MDA. Estos
aumentos son dosis-dependientes para
paraquat, captan y lindano no mostrando
relacion con la dosis en los tratamientos
con _deltametrina. Los trabajos de Sandy y
col.? confirman la induccién de procesos
de peroxidacién lipidica en tratamientos
con paraquat y sugiere que ésta podria ser
la causa de los trastornos fisiologicos cau-
sados por el herbicida. De los resultados
obtenidos con deltametrina puede dedu-
cirse que la peroxidacion lipidica no pare-
ce ser la Ginica causa, ni siquiera la princi-
pal, de las consecuencias fisiopatologicas
observadas en las intoxicaciones con del-
tametrina.

El paraquat para todas las dosis ensaya-
das y el lindano (a 50 y 100 pM) producen
notables incrementos en el consumo de oxi-
geno lo que sugiere un fuerte efecto induc-
tor de procesos peroxidativos. Todo ello
resulta coherente con los aumentos obser-
vados en los niveles de MDA, que es un indi-
ce indirecto de la peroxidacién lipidica.
Hardwick y col® observan resultados analo-
g0s en microsomas hepéticos incubados en
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presencia de paraquat. La reduccién del
consumo de oxigeno con dosis mayores de
lindano invierte la situacién, de modo que
se observa inhibicion en el consumo de oxi-
geno; ello podria deberse a que los proce-
sos peroxidativos resultan enmascarados
por un dafo sobreafiadido a nivel mitocon-
drial, como quedé establecido en los estu-
dios tanto ultraestructurales de las mito-
condrias, como de su potencial redox. La
fuerte inhibicién del consumo de oxigeno
observada en presencia de captan también
parece deberse principalmente a un dano
mitocondrial més que a los procesos pero-
xidativos. De hecho el captan tiene escasos
efectos tanto en la formacién de MDA como
en la desaparicién de GSH, sin embargo
ejerce efectos inhibitorios muy potentes en
el consumo de oxigeno (90%) y en la gluco-
neogénesis con todos los sustratos utiliza-
dos.

Los pesticidas inducen la formacién de
radicales libres, los cuales producen dife-
rentes formas de oxigeno activado (supe-
roxidos, per6xido de hidrégeno) que acti-
an preferentemente sobre los lipidos
celulares insaturados. Los hidroperoxidos
lipidicos originados pueden formar radica-
les libres continuando el proceso de pero-
xidacién de otros lipidos, en especial de
las membranas celulares. Esta peroxida-
cién puede ser parcial o totalmente blo-
queada por antioxidantes naturales como
la vitamina E.

Como resultado de la peroxidacion se
produce lesion de la membrana y libera-
cion de malondialdehido (MDA), a la vez
que modifica los niveles de glutation
(GSH).

Este proceso tiene lugar cuando los
endoperéxidos se encuentran en molécu-
las de acidos grasos conteniendo, al
menos, tres enlaces dobles interrumpidos
por metilenos, lo que conlleva a la forma-
cién de malondialdehido, como producto
de ruptura. Por consiguiente, la concentra-
cion de MDA en los tejidos puede conside-
rarse como indice sensible para la evalua-
cion de la extensiéon de la reaccién de
peroxidacién, planteamiento que sostie-
nen distintos autores®.

Los resultados obtenidos tras la admi-
nistracion oral de lindano y paraquat con-
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firman en gran parte los hallazgos con
hepatocitos aislados. Sin embargo, no
tenemos una explicacion clara para la falta
de efecto observada en relacion con la glu-
coneogénesis.

De todo lo expuesto se puede concluir
que el paraquat, lindano, captan y delta-
metrina, pesticidas de uso corriente en
agricultura, producen un considerable
dafio sobre muchas de las funciones hepa-
ticas, una buena parte de las cuales podri-
an estar ocasionadas por los trastornos
derivados de la formacion de radicales
libres.
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