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RESUMEN

Dada la presencia colinérgica en el sistema
nociceptivo y la frecuente exposicion al malation,
plaguicida organofosforado inhibidor de Ila
Acetilcolinesterasa, se evalu6 el impacto del
aumento en el tono colinérgico inducido por la
exposiciobn a dosis bajas de malation sobre la
conducta nociceptiva y motora en ratas. Se
estudiaron 20 ratas Sprague Dawley, machos (350-
400g); en un grupo control (n=10) se inyectd 1mL
NaCl 0,9% diario (i.p.) y a un grupo experimental
(n=10) se inyect6 1mL de malatién (40mg.Kg™.dia™,
en NaCl 0,9%, i.p) diario por 7 dias. Se evalué el
primero, cuarto y séptimo dia de tratamiento, el
umbral nociceptivo (tiempo de reaccién en la
plancha caliente a 50°C), la motricidad (distancia
recorrida en 5 minutos) como evaluador de
respuesta motora, y la actividad de la
Butirilcolinesterasa plasmatica (BuChE) como un
marcador de actividad colinérgica. La actividad

BuChE disminuyé progresivamente en 23,6%;
48,9% y 53,2%, el primero, cuarto y séptimo
dia, respectivamente, mostrando una cinética
inhibitoria del tipo logaritmica: % Inhibicién
BUChE = 53,73 x (1+1,22°%%™9®): y=0 93; P<0,05.
Las dosis utilizadas corresponden a un nivel de
exposicion no letal con el fin de lograr cronicidad.
La motricidad fue similar en ambos grupos
(controles: 108,5 + 30,1; malation: 102,1 + 43,9 cm;
P>0,05; X + DE) al igual que el umbral nociceptivo
(controles:13,5 + 5,4; malatién 15,2 + 6,5s; P>0,05).
Los datos obtenidos muestran que a pesar de la
intensa inhibicion de la BuChE inducida por bajas
dosis de malation, la participacion funcional
colinérgica en el proceso de la nocicepcion es muy
reducida o marginal, lo cual sugiere el predominio
de otros neurotransmisores en el procesamiento
nociceptivo espinal y supraespinal.

Palabras Clave: malatién, organofosforados,
acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, nocicepcion,
motricidad.

ABSTRACT

Inhibition of butyrylcholinesterase induced by
exposition to Malathion: effects on nociceptive
and motor behavior in rats

Due to cholinergic presence in the nociceptive
system and the frequent exposition to Malathion, an
organophosphorated pesticide with an
Achetylcholinesterase inhibitory effect, the impact of
the increased cholinergic tone induced by a low
dose of malathion on the nociceptive and motor
behavior of rats was tested. Male Sprague Dawley
rats (350-400g) were divided into two groups:
Control (n=10) injected with 1mL NaCl 0.9% daily
(i.p.) and Malathion (n=10) injected with 1mL of
malathion (40 mg.Kg™*.day™, in NaCl 0.9%, i.p) daily
for 7 days. At days 1, 4 and 7 of treatment the
nociceptive threshold was evaluated by the hot-plate
method at 50°C, motor activity by total rat
displacement in 5 min, and the plasmatic
Butyrylcholinesterase  (BuChE) activity as a
cholinergic biomarker. BUChE activity progressively
decreased by 23.6%; 48.9% and 53.2% at days 1, 4
and 7 of treatment, respectively, showing a
logarithmic inhibitory  kinetics: % of BuChE
inhibition= 53.73 x (1+1,22°%8). =0 93; P<0,05.
The tested exposition dose was non-lethal in order
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to simulate chronic toxicity. Despite the BuChE
inhibition, no statistical differences between both
groups were found, neither for the nociceptive
threshold (Controls:13.545,4; Malathion 15.2+6.5s;
P>0.05; MeantSD) nor for motor activity
(Controls:108.5+30,1; malathion:102.1+43.9cm;
P>0.05). These results strongly suggest that despite
the intense BUChE inhibition induced by exposition
to a low dose of malathion, the contribution of the
cholinergic system in nociception is reduced or even
marginal, which reveals the action of other
neurotransmitters in this process.

Key words: Malathion, organophosphate pesticides,
cholinergic enzyme, butyrylcholinesterase,
nociception.

INTRODUCCION

Los plaguicidas organofosforados (POF) son un
grupo de sustancias organicas derivadas de la
estructura quimica del fésforo y tienen un gran
namero de aplicaciones y utilidades (1) las
cuales hacen muy frecuentes las
intoxicaciones. La exposicion a POF puede dar
lugar a diversos trastornos del sistema nervioso
(2). Los POF disminuyen la actividad de
enzimas como la butirilcolinesterasa (BUChE) y
la acetilcolinesterasa (AChE) de conocido
efecto anticolinérgico. La pérdida de la funcién
enzimatica permite la acumulacién de
acetilcolina (ACh) dando lugar a una excesiva
estimulacion de los receptores colinérgicos
muscarinicos  (caracterizada por miosis,
bradicardia, broncorrea, broncoconstriccion,
dolor abdominal tipo cdlico, diarrea, sialorrea,
hipotension, vision borrosa e incontinencia
urinaria) y receptores colinérgicos nicotinicos
(3,4) que produce fasciculaciones musculares,
debilidad muscular, midriasis, taquicardia e
hipertension. El malation [0,0- dimetil-S-1,2-
di(carboetoxi) etilfosforoditioato] es el POF de
mayor uso en la actualidad usado en cultivos
vegetales y como ectoparasiticida. Los efectos
de la inhibicion de AChE son particularmente
criticos en el cerebro ocasionando alteraciones
sensoriales, conductuales, incoordinacion,

depresién de la funcion motora y depresion
respiratoria (5,6).

El asta dorsal de la médula espinal (ADM)
constituye el centro primario de procesamiento
de la sensibilidad general y especialmente del
dolor (nocicepcidén) recibiendo en sus laminas |
a lll los aferentes primarios nociceptivos (7)
sitio donde se ha demostrado la presencia de
ACh (7,8). Estos hechos han sugerido su
participacion en el proceso nociceptivo a este
nivel (8). La actividad de la BUChE plasmética
constituye un excelente indicador biologico del
efecto inhibitorio de los POF sobre la AChE,
esto debido a que su concentracién es mucho
mayor y los cambios en su nivel son facilmente
detectables (9) y constituyen el criterio de
clasificacion de la intoxicacion por POF (10-13).

La exposicion humana a POF, especificamente
al malatién, podria estar alterando funcional-
mente la via de la nocicepcion, al afectar su
equilibrio de neurotransmisores (7,8). La
evaluacion de los efectos sobre la salud
causados por exposiciones prolongadas a dosis
bajas es de especial interés, ya que la mayoria
de la poblacion estd expuesta cronicamente
(14,15).

En vista de Ila participacibn de las
colinesterasas y a la densidad de receptores
tanto nicotinicos como muscarinicos en la via
nociceptiva (7,8), reviste gran interés clinico,
toxicoldgico y neurofisiolégico evaluar el
impacto de los POF sobre la nocicepcién vy
sobre los sistemas de respuesta nociceptiva
como es el caso del sistema motor.

MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos  experimentales se
realizaron de acuerdo a lo indicado por el
Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos (National Institute of Health) y la
Ley Venezolana de proteccion de la fauna
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doméstica y en cautiverio que regulan el uso de
animales de experimentacion (16).

Ratas macho Sprague Dawley adultas (350-
400g9), sometidas a un régimen de alimentacion
de agua y comida ad libitum y un esquema de
iluminaciéon: oscuridad 12:12 horas, fueron
divididas en grupo control (n=10) a las cuales
se inyectdé diariamente 1mL de NaCl 0,9% via
intraperitoneal (i.p.) y grupo experimental
(n=10) al que se le administr6 1mL de
solucion de NaCl 0,9% conteniendo malation
(40 mg.Kg™.dia™) via i.p. diariamente durante 7
dias a la misma hora (aprox. 9:00am), esta
exposicion a dosis bajas del plaguicida fue con
el fin de simular lo que ocurre en caso de una
intoxicacion cronica.

Pruebas Conductuales.

Todas las pruebas se realizaron el primero,
cuarto y séptimo dia de experimentacion, tanto
en el grupo control como el experimental.

Evaluacion del Umbral Térmico del Dolor.

El umbral nociceptivo se determindé mediante la
prueba de plancha caliente en una jaula
40x30x20cm de piso de aluminio con
temperatura en 50+0,01°C midiéndose la
latencia de aparicion de tres respuestas
nociceptivas consecutivas como lamer, morder,
vocalizar, elevar las patas anteriores o saltar
(7). De no haber respuestas a los 30
segundos se retird el animal de la jaula para
evitar lesiones. Las ratas de cada grupo se
sometieron a la prueba 2 veces diarias los dias
1, 4y 7 de experimentacion.

Evaluacion de la Actividad Motora.

La prueba de actividad motora (18) consistio en
colocar cada rata individualmente en una jaula
metdlica abierta de 55x40x15cm con suelo
similar al de las jaulas de permanencia; luego
de un tiempo de adaptacién (5 min) se procedi6é
a fotografiar al animal dentro de la jaula cada
30 segundos durante 5 minutos. La prueba fue

realizada siempre de 10:00am a 12:00m para
evitar  variaciones circadianas en las
mediciones y en condiciones constantes de
ruido, luz, ventilacién y temperatura. Las fotos
obtenidas (10 para cada rata) se procesaron
mediante el programa Tracker®, versién 4.05
(Figura 1), con la finalidad de obtener la
distancia total (cm) recorrida en los 5 minutos.
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Fig.1l.Interfase gréfica del programa Tracker de
analisis de las trayectorias de las ratas en la prueba
de actividad motora. Panel mayor: animal en la jaula
con las marcas en rojo de sus desplazamientos;
Panel derecho superior, el grafico de las
coordenadas x, y de desplazamientos; panel
derecho inferior: valores numéricos de
desplazamientos en centimetros.

Anestesiay puncién cardiaca.

En los dias 1, 4 y 7 del tratamiento, una rata de
cada grupo se anestesi6 con tiobarbital
60 mg.Kg™ i.p. Al verificarse un nivel profundo
de anestesia, por ausencia de los reflejos
corneales y de retiro, se realizé una puncion
cardiaca transtoracica con una inyectadora de
1 mL y aguja 27G heparinizada, extrayéndose 1
mL de sangre, luego se sacrifico el animal con
una sobredosis barbitdrica. La sangre se
centrifugd (3100 rpm, 20min; Microcetrifuga,
IEC Medline) separando el plasma para la
determinacioén de la actividad BuChE.
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Determinacién de la actividad de BuChE.

Se utilizé la reaccion del acido 5,5'-ditiobis-2-
nitro-benzoico (DTNB) y el ioduro de S-
butiriltiocolina (IBTC) en buffer fosfato a
pH 7,7 a 25°C con lectura a 405 nm
en un espectrofotbmetro semiautomatizado
(Microlab® 300) a los 3 minutos de reaccion
(Wiener Lab®).

Analisis de datos.

Los valores numéricos se describieron con las
medidas de tendencia central: Media aritmética
y Mediana; y de dispersion: Desviacion
Estandar y Percentiles 25-75. Para las
comparaciones de las variables entre los
grupos se usO la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney U-test.

La asociacion entre los valores de actividad de
BuChE vy los tiempos de plancha caliente y de
actividad motora se evaluaron mediante la
correlacion de Spearman. Se determind la
curva de mejor ajuste para la inhibicion de la
actividad de la BuChe. Para todos los analisis
se fij6 como nivel de significacion a P<0,05.

El procesamiento y analisis estadistico se
realiz6 mediante el paquete libore PAST v2.04
(19).

RESULTADOS

Efecto del malation sobre la actividad
BuChE plasmatica.

Ya desde el primer dia de la administracion del
malation se observaron diferencias estadistica-
mente significativas entre los valores de
actividad de la BUChE de los grupos control y
malation (Figura 2) con un 23,6% de inhibicion,
valor que se incrementa al 4 dia de tratamiento
(51,1%) alcanzando para el séptimo dia un
valor de inhibicién al séptimo dia con 46,8% de
inhibicion.
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Fig.2. Valores de BuChE (U.L™) en los grupos
control (circulos azules) y malatibn (cuadrados
rojos) durante el primer, cuarto y séptimo dia de
estudio. Las diferencias observadas son
estadisticamente significativas (P<0,05).

Luego de 7 dias de tratamiento el malation
redujo en promedio un 54,3+8,9% la actividad
de la BuChE.

Curso temporal de la inhibicion de la
actividad de BuChE plasméatica en ratas
expuestas a 40 mg.Kg™t.dia® de malation.

Al evaluar el curso temporal de la inhibicién de
la actividad de la BuChE plasmatica a lo largo
de los dias de administracion del malation a la
dosis de 40 mg.Kg™.dia™ se aprecia una curva
de funcién logaritmica con répidas inhibiciones
entre el primer y cuarto dia de administraciéon
del malation; en el séptimo dia, la inhibicion de
actividad de BUChE es de 46,8% (Figura 3).

La ecuacién de regresion logaritmica para
esta inhibicibn y para la dosis estudiada
(40 mg.Kg™.dia™) es la siguiente:

% Inhibicién BUChE = 53,73. (1+1,221 8083.di2)

Esta ecuacion demuestra una alta correlacion
con un coeficiente r = +0,93, altamente
significativo (P<0,05), lo cual permite estimar,
con mas del 95% de confianza, los valores de
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la inhibicién de la BUuChE plasmética para cada
dia de exposicion al malatién a la dosis de 40
mg.Kg™.dia *, la cual no indujo durante los 7
dias de experimentacién ninguna muerte en los
animales.
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Fig.3. Curso temporal de la inhibicion de la actividad
de la BUChE plasmatica en ratas tratadas con
malation (40 mg.Kg*.dia ') durante todos los dias
de estudio.

% de inhibicion de BUChE Plasmatica
N N W W 8 A 01 O
1

o

Relacion entre los valores de actividad
BuChE plasmatica y el umbral térmico del
dolor en ratas controles y expuestas a
40 mg.Kg™*.dia * de malation. Al realizar el
andlisis de regresién de Spearman entre los
valores de los tiempos de reaccién en la
plancha caliente de los animales de
experimentacion y los de la actividad de la
BuChE no se observé correlacion significativa
(r=0,15; (P>0,05).).

Relacién entre los valores de actividad
BuChE plasméatica con la actividad
motora en ratas controles y expuestas a
40 mg.Kg™t.dia® de malation. Al realizar el
andlisis de regresién de Spearman entre los
valores de las distancias recorridas por los
animales de experimentacion y los de la
actividad de la BuChE no se observo
correlacion significativa (r=0,085; (P>0,05).

Efecto del malation sobre el umbral térmico.
No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de latencia en la
plancha caliente de los grupos de animales

controles y los sometidos al malation en
ninguno de los dias de evaluacion (Figura 4).
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Fig.4 Tiempos de respuesta en plancha caliente (s)
en el primer, cuarto y séptimo dia de
experimentacion, en grupos control (C) y malation
(M) (P>0,05). Los puntos centrales corresponden a
las medianas y los rectdngulos a los percentiles 25-
75.

Efecto del malation sobre la actividad
motora. En la prueba de actividad motora
realizada el primero, cuarto y séptimo dia de
experimentacion no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores
de los grupos control y malation (Figura 5).
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Fig.5. Distancia promedio recorrida (cm) por los
grupos control (circulos azules) y malatidn
(cuadrados rojos) durante el primer, cuarto y
séptimo dia de estudio (P>0,05). Los puntos
centrales corresponden a las medianas y las lineas
en cada extremo a los percentiles 25-75, No se
detectaron diferencias significativas entre los dos
grupos en los tres dias de prueba.



Salus online

17-2 Agosto 2013 Exposiciéon al malation en nocicepcién y motricidad p. 46

DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se
evaluo el efecto del malation a bajas dosis en la
conducta nociceptiva y la actividad motora de
ratas Sprague Dawley, machos, adultas,
asociados a la inhibicion de la BuChE
plasmética. Estudios anteriores han establecido
dosis, tiempos de exposicibn y vias de
administracion similares a este estudio en
modelos de intoxicacion crénica (20,21). La
dosis usada en el presente estudio se ajust6 a
los objetivos por cuanto fue suficiente para
inhibir en mas de 50% la actividad de la BuChE
plasméatica sin inducir ninguna muerte en los
animales, lo cual corresponde a las caracteris-
ticas de las exposiciones e intoxicaciones
cronicas.

Evaluacién del umbral al dolor con la prueba
de la plancha caliente. La prueba de la
plancha caliente permite determinar el tiempo
de reaccion del animal ante un estimulo térmico
nocivo (50°C) evaluando asi los cambios en el
umbral al dolor, dada su sensibilidad es la
prueba de nocicepcion experimental mas
utilizada (17). Su aplicacién en la presente
investigacion reveld6 que el malation
administrado a ratas por via i.p., en dosis de
40 mg.Kg™.dia *, a pesar de producir inhibicion
de la BuChE plasméatica, no modific6 los
tiempos de reaccién ante el estimulo nocivo
térmico. Este resultado contrasta con la
comprobada  presencia de  receptores,
neurotransmisores y enzimas hidroliticas del
sistema colinérgico en las é&reas de
procesamiento sensitivo y especificamente
nociceptivo del sistema nervioso como es el
caso de los ganglios de la raiz dorsal, el asta
dorsal de la médula espinal, formacion reticular
del tallo cerebral, sustancia gris periacueductal,
diencéfalo, corteza cerebral y los sistemas de
modulacion descendente (7,8,22,23) y sugieren
que la participacion del sistema colinérgico en
el proceso de nocicepcion es reducida, por

cuanto una inhibicion de hasta un 51% de la
actividad de la BuChE, no es capaz de
modificar la nocicepcibn o las respuestas
motoras nociceptivas a pesar del consecuente
incremento en la biodisponibilidad singptica de
la ACh. La corta latencia del inicio del efecto
inhibitorio del malation sobre la BUChE, hace
que potenciales mecanismos de compensacion
del incremento de la biodisponibilidad del
neurotransmisor como la internalizacién de
receptores postsinapticos (24) o inhibicién
presinaptica de la expresibn genética del
neurotransmisor (25), sean poco probables
como explicacion de la falta de modificacion
tanto del umbral nociceptivo como de la
actividad motora del animal. Lo que sugiere
fuertemente que en la via nociceptiva aguda,
control del umbral nociceptivo y respuestas
motoras asociadas predomina la accién de
otros neurotrasmisores, lo cual ya ha sido
propuesto por varios autores (7,8) a favor del
predominio del glutamato, sustancia P, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) asi como a la activacion de canales
cationicos despolarizantes (receptor vaniloide)
por la concentracion de hidrogeniones (23).

Los resultados del presente estudio
complementan los reportes clinicos en
pacientes con intoxicacion por POF por cuanto
los sintomas clinicos predominantes conforman
el cuadro primariamente muscarinico y
secundariamente nicotinico, siendo las causas
de mortalidad de la esfera visceral
cardiovascular (2).

Efectos del malation sobre la actividad
motora de las ratas. El uso de una prueba de
actividad motora en el presente estudio cumplié
dos finalidades, la primera la necesidad de
evaluar el efecto de los POF sobre el sistema
motor per se y la segunda por el hecho de que
la respuesta nociceptiva evaluada en la prueba
del tiempo de reaccion en la plancha caliente
es una respuesta motora, de manera que existe
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la necesidad de comprobar que los potenciales
cambios en el umbral del dolor fueran
realmente en la esfera de la via de la
nocicepcion y no de la capacidad motora.

En un estudio realizado en batracios, donde se
us6 malation a dosis bajas, se observé que los
mismos presentaron incoordinacién motora,
retraso en el crecimiento, poca reaccion ante el
estimulo tactil, concluyendo que la exposicién
prolongada a malation sobre los batracios
afecta los movimientos normales de natacion
relaciondndolo con la interferencia del
funcionamiento del sistema colinérgico debido a
la inhibiciobn enzimatica provocada por el
malatién. Este tipo de alteraciones motoras o
narcéticas no se observaron en las ratas que
recibieron malation (40 mg.Kg*.dia %) en el
presente estudio, en las cuales a pesar de la
intensa inhibicién de la BUuChE plasmatica, su
conducta motora, evaluada mediante un
parametro muy sensible como es la
determinacion de la distancia total recorrida por
el animal, no se diferencio estadisticamente de
las ratas controles. Las diferencias entre estos
estudios podria deberse a la extrema
sensibilidad de los batracios a los
contaminantes ambientales, caracteristica que
les ha valido la denominacién de biosensores
de contaminacién, lo cual contrasta con la
menor sensibilidad en mamiferos en los que se
desarrollan los casos de toxicidad cronica,
inclusive con dosis equivalentes a los que
causan mortalidad en los batracios.

Efecto inhibitorio del malatién sobre la
actividad de BuChE plasmética. La
determinacién de la actividad enzimética de
BUuChE plasmatica permitié verificar el efecto
inhibidor que sobre ella tiene el malation en la
dosis utiizada en el presente estudio
(40 mg.Kg*.dia'). Desde el primer dia de
administracion se pudo observar que la
actividad de la enzima BuChE en las ratas
tratadas descendié significativamente. A pesar

de la baja dosis utilizada en el presente estudio,
la inhibicién de la BuChE fue de 23,6% y 51,1%
para el primer y cuarto dia de administracion,
respectiva-mente, mientras que al séptimo dia
de administracion, la inhibicién fue de 46,8%.
Una disminucion de la actividad de BuChE
superior de 50% del valor normal corresponde
a una intoxicacion de tipo latente y no reporta
manifestaciones clinicas (13). Por otra parte, la
cinética de inhibicién logaritmica de la BuChE
inducida por el malatién descrita en el presente
estudio concuerda con otros estudios
publicados (11,12,26), lo cual confirma la
accion habitual del malation y asegura su
presencia y accion plena en el organismo
estudiado. Esta morfologia logaritmica puede
ser expresion de la toxicocinética del malatién y
entre los principales factores involucrados se
encuentra la lipofilia de esta molécula, la cual le
permite interactuar con el tejido graso corporal.
El gran contenido constitutivo graso del sistema
nervioso es otro factor que promueve la directa
accion de la molécula del malatién sobre las
estructuras neurales. Sin embargo, a pesar de
la evidente inhibicibn de la actividad BuChE
plasmatica, se demostré la poca influencia
selectiva sobre el sistema nociceptivo.

Las evidencias presentadas sugieren
fuertemente la  predominancia en las
respuestas  nocifensivas de vias de
neurotransmision diferentes a la colinérgica, tal
es el caso de las vias del glutamato,
prostanglandinas y neuroquininas (7,8). La
ausencia de modificacion en el umbral del
dolor y en la coordinacibon motora no son
demostracion de la ausencia del sistema
colinérgico en estos procesos, sino mas bien la
ausencia de modificaciones en  estos
pardmetros a las dosis de exposicion.
Exposiciones a bajas dosis pero continuas
pueden disminuir gradualmente la actividad
colinesterasa hasta niveles muy bajos y con
escasa sintomatologia (27). Por otra parte, en
un estudio en el cual se evalu6 el papel de la
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modulacion colinérgica en la transmision
mecénica y térmica espinal (28) se observé que
solo la transmisibn mecanica espinal es
modulada por un mecanismo muscarinico

colinérgico  enddgeno, independiente de
mecanismos adrenérgicos espinales. Los
resultados obtenidos en la presente

investigacion refieren a animales sanos
sometidos a la exposicion del malation a las
dosis indicadas. Investigaciones adicionales
permitiran determinar si la actividad inhibitoria
de la BuChE por este organofosforado pueda
modificarse en condiciones como prefiez,
hepatopatia, fendmenos de sinergismo o
antagonismo con otros medicamentos Yy
cronodependencia, por mencionar algunas
lineas de investigacion relevantes.
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