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RESUMEN

Paraquat: PQ (1.1 dimetil-4-4-bipiridilo) es un herbicida agricola y la intoxicacién desencadena una serie de
lesiones histolégicas a nivel pulmonar. La Vitamina E (VE) es un antioxidante biolégico, barredor de
radicales libres; la Dexametasona (DMX) tiene efecto antiinflamatorio. En el presente trabajo se evaluaron
los cambios histolégicos en pulmén de ratas intoxicadas con PQ y tratadas con VE, DMX y sus asociaciones.
Las ratas Sprague-Dawley fueron divididas en seis grupos (G): G1 (Control Negativo) 6 ratas que recibieron
solucién salina; G2 (control Positivo) 6 ratas que recibieron (PQ) 11 mg/Kg. i.p; G3 (8 ratas) pretratadas 10
dias antes de la intoxicacién con (VE) 500 mg/kg via oral; el G4 (8 ratas) intoxicado con PQ + VE; G5 (8
ratas) PQ + DMX 1 mg/kg. intramuscular y el G6 (8 ratas) (PQ) + VE + DMX. El periodo de experimentacion
fue de 31 dias. Las ratas del G2 que recibieron PQ murieron dentro de las 48 horas promedio; mientras que
el grupo 3, 4, 5 y 6 sobrevivieron 294, 504, 438 y 300 horas respectivamente. El andlisis histopatol6gico
revela que el PQ produjo dafo al epitelio pulmonar, el cual fue aminorado por el tratamiento con VE, DMX y
sus asociaciones; sugiriendo un posible efecto protector de estos farmacos sobre el dafio oxidativo inducido
por este herbicida.

Palabras clave: Paraquat, cambios histologicos en pulmén, vitamina E, dexametasona.
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ABSTRACT

Histological changes in lung of rats poisoned with Paraquat and treated with vitamin E
and Dexametasone.

Paraquat: PQ (1.1 dimetil-4-4-bipiridilo) is an agricultural herbicide, whose poisoning unleashes a series of
histological pulmonary injuries. Vitamin E (VE) is a biological antioxidant which sweeps away free radicals.
Dexametasone (DMX) has an anti inflammatory action. In the present work, the histological changes in lung
of rats poisoned with PQ and treated with VE, DMX and related substances were evaluated. Sprague-Dawley
rats were divided into six groups (G): G1 (Negative Control) 6 rats that received saline solution; G2 (Positive
control) 6 rats that received (PQ) 11 mg/kg i.p; G3: 8 rats pretreated 10 days before the poisoning with oral
VE 500 mg/Kg; G4: 8 rats poisoned with PQ + VE; G5: 8 rats that received IM PQ + DMX 1 mg/kg; and G6:
8 rats that received PQ + VE + DMX. The experimental period lasted 31 days. The G2 rats that received PQ
died within 48 hours; whereas G3, G4, G5 and G6 survived 294, 504, 438, 300 hours, respectively. The
histopathological analysis revealed severe pulmonary damage produced by PQ, which was lessened by
treatment with VE, DMX and related substances. Results suggest a possible protective effect of such
medicines on the oxidative damage induced by the herbicide.

Palabras clave: Paraquat, histological changes in lung, vitamin E, dexametasone.

INTRODUCCION

El Paraquat (PQ) es uno de los toxicos que mayor especificidad tiene por los
pulmones debido a la vascularidad de los mismos y por el parecido que tiene la
molécula del téxico con la membrana alveolar, la cual se comporta como un
receptor; el téxico puede alcanzar altas concentraciones alli, generar radicales
libres, los cuales atacaran las membranas celulares produciendo una agresién a
la estructura celular (estrés oxidativo) por dano mitocondrial. En consecuencia
disminuye la integridad funcional de la célula, se afecta el transporte e
intercambio eficiente de gases, desencadenandose una serie de lesiones
histol6gicas a nivel pulmonar (1-6). Debido a que no se dispone de un antidoto
especifico, en los casos de intoxicacién con PQ, la conducta a seguir ha sido
aplicar medidas que impidan la absorcion o aumente la remocién del téxico del
organismo (2,3) La intervencién farmacol6gica, una vez instalada la toxicidad, ha
sido dirigida a combatir la fibrosis pulmonar que induce el PQ. Teniendo como
premisa la toxicodinamia del PQ y considerando que la vitamina E (VE) es un
antioxidante capaz de eliminar los radicales libres y la dexametasona (DMX) es
un glucocorticoide con potente efecto antiinflamatorio, podrian coadyuvar la
accién antioxidante de la VE, se planifico la siguiente investigacién con el
objetivo de evaluar los cambios histolégicos en pulmén de ratas intoxicadas con
PQ y tratadas con VE sola y/o asociada con DMX.

MATERIALES Y METODOS:

Agente toxico. El PQ, un compuesto quimico herbicida del grupo bipiridilo
heterociclico constituido de dos anillos idénticos de piridinas (1,1’-dimetil-4-4’
bipiridilo, metilviologen) con férmula quimica Cy2H{4N> (1) Su nombre comercial
mas conocido es el Gramaxone® pero también es comercializado bajo algunos
nombre genéricos: Radex, Crisquat, Dextrone, Dexuron, Extraherbaxone,
Orthoweed, Spot Killer. El PQ fue administrado en dosis Unica de 11mg/kg. al 20
% por via intraperitonea (7).

Animales. Se utilizaron 44 ratas machos Sprague-Dawley provenientes del
bioterio del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), de
aproximadamente seis semanas de edad, con un peso promedio comprendido
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entre 180-270 g vy sin ningun tipo de tratamiento previo. Fueron sometidos a un
periodo de readaptacion de 5 dias, se le suministr6 atencién integral en el
bioterio del Departamento de Farmacologia de la Escuela de Medicina de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, en sus
respectivas jaulas, adecuadas para su especie e identificadas con tarjetas
correspondientes y condiciones estandar de agua, luz, humedad y temperatura;
fueron alimentados con ratarina granulada y el consumo de agua fue ad libitum,
durante todo el periodo experimental (8).

Disefio experimental. Los animales fueron divididos al azar simple en 6 grupos
(G): dos de seis y cuatro de ocho ratas. G1 Control Negativo (n=6) se le
suministré solucion fisiolégica al 0,9 % volumen equivalente a la sustancia en
estudio; G2 Control Positivo (n=6) se le administr6 una dosis unica PQ 11 mg/kg.
i.p; G3 (n=8) pretratadas 10 dias antes de la intoxicacion con VE 500 mg/kg. Via
oral; G4 (n=8) intoxicado con PQ 11 mg/kg. i.p + VE; G5 (n=8) PQ 11 mg/kg i.p +
DMX 1 mg/kg. intramuscular y el G6 (n=8) PQ 11 mg/kg. i.p + VE + DMX.

Tratamientos farmacoldgicos. VE (500 mg) DL-a-Tocoferol acetato Merck por
via oral diariamente por 10 dias antes de la intoxicacion con PQ y luego por 21
dias consecutivos. DMX (Decobel®) 1 mg/kg de peso corporal por via
intramuscular durante 21 dias luego de la intoxicacion.

Recoleccidon de muestra. Se le extrajo en ayuno 2,5 mL de sangre en la vena de
la cola de acuerdo a su especie, frotando y dandole calor para dilatar el vaso, con
su respectiva asepsia (9) se insertd6 la aguja del scalp e inyectadora envuelto el
embolo con papel de aluminio protegiéndolo de la luz directa y sin anticoagulante.
Las tomas de muestra se realizaron basal (dia 0) y a los 31 dias de
experimentacion, posteriormente a la retraccion del coagulo (15 a 20 minutos a
temperatura ambiente) el suero fue separado por centrifugacién (600 a 1000 rpm
x 10 minutos), una alicuota fue congelada a -70 °C en tubos de polietileno,
Eppendorf ambar, hasta el momento de la determinacion bioquimica de VE.

Determinaciéon de vitamina E. La cuantificacion de la concentracion de alfa-
tocoferol se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en fase
reversa, segun el método estandarizado por Marquez y col. Valores de referencia
28-30 umol /L (10).

Estudio histopatoldégico. Una vez finalizado el periodo de experimentacion, se
sacrificaron las ratas por contusiéon (11), fueron colocadas sobre una tabla de
diseccion con la cara ventral hacia arriba, distendiendo las extremidades y
fijAndolas. Se les practic6 la necropsia mediante una incision quirdrgica a lo largo
de la linea media ventral, explordndole la cavidad toraxica e intraperitoneal,
extrayéndole los pulmones, los cuales se lavaron con solucion fisiolégica, se
seccionaron en dos fragmentos, pulmén derecho e izquierdo, y se realizaron
cortes de 1 a 2 mm de cada I6bulo, se colocaron en un cassette especial para
este tipo de muestra, previamente rotulado con cartulina, utilizando lapiz de
grafito, se sumergieron en solucién de formalina al 10% para su fijacién;
posteriormente fueron procesadas segun las técnicas histolégicas convencionales
para microscopia de luz: deshidratacién, aclaramiento, impregnacion e inclusién
en parafina y se obtuvieron secciones histolégicas de 3-4 micrometros de espesor
que se colorearon con Hematoxilina-Eosina, y Tricromico de Gomori (Método para
fiboras colagenas). Las ldminas fueron examinadas para detectar focos de
alteracién histoldgica, producto de la administraciéon del PQ, en un microscopio de
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luz en una superficie de 0.4 x 0.3 mm y aumentos de 50x y 100x. El estudio
morfolégico de tejido pulmonar de las ratas intoxicadas con PQ y tratadas bajo
los diferentes esquemas se realiz6 en forma cualitativa de acuerdo con los
criterios establecidos a sugerencia del patélogo y se evaluaron los cambios
histolégicos en escalas de grados de 0-3 donde 0 = sin cambio, 1= leve (menos
de 5 focos por corte histolégico), 2 = moderado (mayor que la catalogada como
leve y menor que el severo), 3 = severo (mas del noventa por ciento de la
superficie pulmonar).

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos fueron expresados con
indicadores de posicidon y dispersidn, utilizando un paquete Software estadistico
SPSS para Windows 1998, Versién 12.0. Se aplicé analisis de varianza (ANOVA)
y pruebas de hipétesis t de Student, considerando un nivel de significacién [
cuando el valor de p fue menor de 0,05. Se aplicé el método de Kaplan Meier,
especifico para medir sobrevida, expresado en porcentaje de censurados (12)

RESULTADOS

Los niveles de VE no mostraron modificacién alguna con respecto a su valor basal
y al grupo control negativo. (Tabla 1)

Tabla 1 Niveles séricos de Vitamina E en los grupos experimentales.

GRUPOS BASAL ( pmol/L) FINAL (umol/L)
X £ DS X £ DS

1 24,16 + 2,51 24,09 +2,35
2 23,35 1,1 )

3 24,40 +1,77 24,36 + 1,08
4 24,63 + 2,57 27,83 £ 7,57
5 26,46 + 2,53 25,83 + 2,61
6 26,40 * 5,38 27,07 + 3,26

Valores de Referencia (10): Vitamina E: 28-30 umol/L

1: Control Negativo Solucién Fisiolégica 4: Paraquat (PQ) + Vitamina E
2: Control Positivo Paraquat (PQ) 5: Paraquat (PQ)+DMX
3: Vitamina E (E) O 6: Paraquat (PQ)+Vitamina E+DMX

La sobrevida de los grupos experimentales, expresadas en horas, es mostrada en el la
tabla 2 donde se puede observar que el grupo 4 alcanzé una sobrevida semejante a la
del control negativo 504 horas), mientras que el grupo control positivo sobrevivié 48
horas. (Tabla 2)
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Tabla 2. Tiempo y probabilidad de supervivencia en ratas intoxicadas con Paraquat

GRUPOS  EVENTOS CENSURADOS PORCENTAJE SOBREVIDA  VALOR DE
(Muertos) (Vivos) CENSURADOS  HORASX+E.S  p<0,05
(%)

1 0 6 100 504 -

2 6 0 0 48+9 -

3 4 4 50 294474 0,0023*

4 0 8 100 504 -

5 2 6 75 438146 0,0001*

6 5 3 37,50 300£60 0,0001*

*Significacién: p < 0,05
1: Control Negativo Solucién Fisiol6gica 4: Paraquat (PQ) + Vitamina E

2: Control Positivo Paraquat (PQ) 5: Paraquat PQ + Dexametasona DMX
3: Vitamina E (E) 6: Paraquat (PQ)+Vitamina E+DMX

El analisis histopatoldégico revelé danos sobre el epitelio pulmonar
producto de la administracion del PQ, el principal hallazgo fue enfisema
focal acompafiado de un infiltrado intersticial, dafno tisular pulmonar y en
menor severidad otras alteraciones reflejadas en la tabla 3

Tabla 3 Alteraciones histoldgicas en pulmén de ratas intoxicadas con Paraquat

GRUPOS 1 2 3 4 5 6
N 6 6 7 8 8 7
Edema 0 3 0 0 0 0
Hemorragia 0 3 1 0 1 1
Enfisema focal bula 1 2 3 1 1 3
Destruccion del epitelio 0 2 0 0 0 0
Congestion capilar 0 3 0 0 0 0
Absceso 0 1 0 0 1 2
Infiltrado Intersticial 0 3 2 3 3 2
Granulomas 0 0 0 0 0 0
Macrofagos alveolares 0 0 1 0 1 1
Fibrosis 0 0 0 0 3 0
Hiperplasia de los 0 3 1 1 1 2

neumocitos Il

Cambio histologicos en escalas de grado 0-3: ningln cambio; 1=Leve; 2= Moderado; 3=
Severo. 1: Control Negativo Solucién Fisioldgica; 4: Paraquat (PQ) + Vitamina E; 2: Control
Positivo Paraquat (PQ); 5: Paraquat PQ + Dexametasona DMX 3: Vitamina E (E) 6: Paraquat
(PQ)+Vitamina E+DMX
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Las modificaciones histolégicas observadas en el pulmén de ratas
intoxicadas con PQ vy tratadas con VE, DMX vy sus respectivas
asociaciones, se presentan en las tablas 3, 4, 5y figuras 2, 3y 4

Tabla 4. Proceso inflamatorio en pulmén de ratas de los grupos experimentales.

Grupos 1 2 3 4 5 6
Agudo 0 0 14+ 0 0 0
%
Crénico 66”b 0 33" b 88"b 50*b 38*
% 17*a
Mixto 0 33 14* 0 0 0
QA’ kK
Grado de Intensidad: Leve * Moderado ** Severo *** Localizacién de la inflamacién: a)

Parenquimatosa b) Peribronquial c) Perivascular 1: Control Negativo Solucién Fisiolégica
4: Paraquat (PQ) + Vitamina E 2: Control Positivo Paraquat (PQ)5: Paraquat PQ +
Dexametasona DMX 3: Vitamina E (E6: Paraquat (PQ)+Vitamina E+

Tabla 5 Intensidad de las lesiones pulmonares en ratas intoxicadas con Paraquat

Grupos 1 2 3 4 5 6
N 6 6 7 8 6 8
Enfisema 100 0 3 63 67 54
Leve
%
Moderada 0 13 14 37 17 23
%
Severo 0 67 83 0 16 13

%

1: Control Negativo Solucién Fisiologica
2: Control Positivo Paraquat (PQ)
3: Vitamina E (E)

4: Paraquat (PQ) + Vitamina E
5: Paraquat PQ + Dexametasona DMX
6: Paraquat (PQ)+Vitamina E+DMX

a

Grado de
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Fig.1 Imagen Histoldgica de pulmén de rata Fig. 2. Imagen Histolégica de pulmén de rata

HE (100x).Grupo Control: Arquitectura general (HE 100x) Grupo Control positivo:

preservada. Hemorragia Severa (zona en circulo) y edema
(flecha).

Fig. 3. Imagen Histoldgica de pulmon Fig. 4. Imagen Histolégica de pulmén de rata (HE

de rata (HE 100x).Grupo control positivo: 50x) Grupo 3 pretratado VE: Enfisema (flecha)..
Edema severo (flecha)

El principal diagn6stico anatomopatolégico fue la neumonitis intersticial en todos
los animales, aun cuando la intensidad de la misma fue variable entre los grupos
(Tabla 6).
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Tabla 6: Diagnosticos anatomopatolégicos en pulmén de ratas intoxicadas con Paraquat.

Grupos 1 2 3 4 5 6
Atelectasia % 0 0 50* 0 0 0

Bronconeumonia %

0 0 0 0 0 0
Neumonitis Intersticial % 17* 83" 50* 13* 50*** 43**
24 **
63+

*kk

Grados de intensidad: leve * Moderado ** Severo

1: Control Negativo Solucion Fisiolégica 4: Paraquat (PQ) + Vitamina E

2: Control Positivo Paraquat (PQ) 5: Paraquat PQ + Dexametasona DMX
3: Vitamina E (E) U 6: Paraquat (PQ)+Vitamina E+DMX
DISCUSION

En el presente estudio las concentraciones séricas de VE se mantuvieron durante
todo el periodo experimental, este hecho pudiera atribuirse a la administracion
exégena de VE, que ejerciendo un efecto protector mantuvo en equilibrio el
balance oxidante/antioxidante, atenuando de manera parcial el dafo inducido por
el PQ, lo cual coincide con otros investigadores (8,13) quienes refieren que el
organismo, ante la presencia de radicales libres, puede depletar o movilizar la VE
de sus depdsitos, incluso del plasma a los pulmones y de esta manera mantener
sus niveles séricos circulantes. Estos resultados son consistentes con otras
investigaciones que han reportado que la VE puede ser movilizada durante el
estrés oxidativo inducido por PQ (14,15). Mas recientemente se demostré (16,17)
que la suplementacién con VE incrementa los mecanismos de defensa antioxidante
sugiriendo que dicha vitamina puede jugar un papel terapéutico importante en las
patologias mediadas por producciéon de radicales libres. La presencia de radicales
libres puede alterar directamente la funcién de las membranas y organelos
intracelulares e incluso iniciar la cascada de la inflamacion; la suplementacion
con antioxidantes como estrategia terapéutica conlleva a la inhibicion de
formacién de dichos radicales y de esta manera también se interrumpe el proceso
inflamatorio (18).

Estos hallazgos han sido confirmados en una investigacion (19) donde se encontré
que niveles sub6ptimos de alfa tocoferol provocaron alteraciones en la respuesta
inmune a la inflamacion. En el presente estudio se pudo observar que el PQ indujo
un proceso inflamatorio (agudo-cronico) representado fundamentalmente por
infiltrado de segmentados neutrofilos, linfocitos y neumocitos, lo cual fue revertido
parcialmente por la administracion exégena de VE, resultados que coincidieron
con lo expresado por otros autores (16,19). Ademas, un estudio cronoldgico (20)
de los cambios histolégicos observados en pulmén de ratas intoxicadas con PQ
mostré que la patogénesis de la fibrosis pulmonar que ocurria era semejante a la
observada en el humano dividiendo, el proceso en dos estadios: destructivo y
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proliferativo. El destructivo corresponde a la fase aguda que cursa con cambios
inflamatorios a nivel pulmonar, edema, congestién capilar y destruccién de los
alvéolos pulmonares; mientras que el estadio proliferativo: fase crdnica, es
consistente también con procesos inflamatorios y dispersién de células libres
dentro del espacio alveolar. Al aplicar ésta clasificacién, en el presente estudio se
observaron cambios histolégicos compatibles al estadio proliferativo,
correspondiendo en su totalidad con un proceso inflamatorio de tipo crénico,
prevaleciendo la parenquimatosa leve, este hecho podria sugerir, una vez mas,
que la administracién de los farmacos en estudio previnieron y retardaron la
instalacion de la fibrosis pulmonar-estadio destructivo (20,21)

Diversos investigadores han descrito en la fase inicial de la intoxicacién por PQ
infiltracion de células inflamatorias como respuesta a diversos mecanismos de
defensa (activacion de macrofagos, neutréfilos, eosinéfilos), formacién de edema
y alveolitis, seguido de una segunda fase donde hay infiltracion de fibroblastos
que dan como resultado fibrosis intra-alveolar e incluso una desintegracién del
epitelio pulmonar (21-25); al contrastar estos resultados, se observo presencia de
infiltracion de células inflamatorias en todos los grupos intoxicados y tratados,
mientras que la desintegracién del epitelio pulmonar estuvo presente sé6lo en el
control positivo.

Es bien conocido que los corticoesteroides tienen la capacidad de prevenir o
suprimir el desarrollo de las manifestaciones inflamatorias, independientemente de
la naturaleza del agente desencadenante (26). De hecho, en una investigacién
(27) utilizando los herbicidas (Fomesafen y el 2,4-Diclorofenoxi dimetil amino)
quienes inducen importantes efectos téxicos a nivel hepatico en ratas, se encontro
que la administracién de DMX inhibia significativamente la hiperplasia inducida
por los dos herbicidas.

En el presente estudio se evidencié que el grupo que recibié PQ presentd un
proceso inflamatorio mixto (agudo, crénico) a nivel pulmonar especificamente, el
proceso inflamatorio estuvo representado por la neumonitis intersticial,
observando que dicha alteracion histolégica fue de fase aguda en el control
positivo (parametro que probablemente contribuyé a la muerte), mientras que en el
grupo que recibié la DMX, la neumonitis se mantuvo en el tiempo, durante el
periodo experimental, pero en fase cronica. En este orden de ideas, diversos
autores (28) evaluaron la respuesta pulmonar en ratas Sprague Dawley (especie
utilizada en este estudio) a la administracién de altas dosis de DMX en ratas
intoxicadas con PQ 35 mg/kg, observando la presencia de membrana hialina,
hemorragia alveolar, edema y acumulacién de leucocitos polimorfonucleares,
traducido en un proceso inflamatorio, el uso de la DMX mejor6 el grado de
inflamacion y alivié el dafio producido por el PQ; estos resultados coinciden con
los obtenidos en el presente estudio, aun cuando los investigadores antes citados
utilizaron altas dosis de PQ y la via de administracion de la DMX fue la intratecal.
Asi mismo, otros reportes (20) muestran que el tratamiento con corticoesteroide
(metilprednisolona) posterior a la intoxicacion aguda con PQ, mantiene los
mecanismos respiratorios, mejora el intercambio gaseoso, atenua la inflamacién
pulmonar y minimiza los cambios de la matriz celular, concluyendo que el efecto
benéfico del uso temprano de corticoesteroide en la injuria del PQ a nivel
pulmonar permanecio en el tiempo; el comportamiento de dichos hallazgos fueron
semejantes al estudio en discusiéon y consistentes con investigaciones anteriores
(29) donde se administraron PQ a dosis mayores en ratas y se observé muerte de
las mismas dentro de las 48 horas, excepto a las que se les suministré
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corticoesteroide que presentaron una sobrevida de 47%. Por otra parte, Chen y
col. establecen que el pretratamiento con corticoesteroide no mejora el
intercambio gaseoso y la histopatologia pulmonar, por lo que se deduce que su
efecto benéfico se evidencia una vez instalado el proceso inflamatorio inducido
por el PQ (30). Recientemente, otros autores " reportaron que una dosis alta de
DMX (100 mg/kg.) aminor6 los cambios histopatolégicos en pulmén de ratas
intoxicadas con PQ a una dosis de 25 mg /kg.

Los resultados obtenidos, evidenciaron la gran avidez de este herbicida por el
tejido pulmonar, lo cual ha sido demostrado tanto en animales como en humanos,
manteniendo una fisiopatologia semejante (20,22); asi investigaciones
realizadas(19,21,30,31) encontraron que la administracion de corticoesteroide
inmediatamente, asociado con VE mejord los signos y sintomas de los pacientes
y/o animales intoxicados con PQ, evidencias que estan en concordancia con lo
observado en el presente estudio.

En consecuencia, se puede concluir que los cambios histopatolégicos observados
a nivel pulmonar fueron aminorados por el tratamiento con VE, DMX y sus
asociaciones, lo que sugiere un posible efecto protector de estos farmacos sobre
el dano oxidativo inducido por el herbicida. Sin embargo valdria la pena proseguir
investigaciones donde la intervencién farmacoldégica sea con dosis mas altas de
los medicamentos aqui utilizados y/o se incorporen en la estrategia terapéutica
otros compuestos con capacidad de eliminar radicales libres, a fin de actuar sobre
los procesos inflamatorios responsables del dafo a nivel pulmonar,
complementandose con acciones que disminuyan la absorcién y aumenten la
remocioén del toéxico

Financiamiento: Este trabajo forma parte del proyecto COCH — U.C. N °2005-003.
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