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RESUMEN

El paration metilico (PM) ha sido utilizado ampliamente en todo el mundo como pesticida. Este
compuesto organofosforado produce alteraciones neuropatolégicas que van desde la intoxicacion
leve hasta la muerte por falla respiratoria. Estas alteraciones se deben en parte a la inhibicién de
la enzima acetilcolinesterasa en el Sistema Nervioso Central (SNC) y Periférico (SNP), con la
subsecuente acumulacion de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas y sobre estimulacién de los
receptores colinérgicos muscarinicos y nicotinicos. Adicionalmente, las manifestaciones toxicas
inducidas por el PM presentan efecto no colinérgico asociado con un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Con la finalidad de evaluar el efecto atenuante del dafio
neurolégico provocado por estas especies reactivas al usar antioxidantes, el objetivo de la
presente investigacion fue analizar el efecto protector del extracto estandarizado de Ginkgo biloba
(EGDb) sobre el dafio inducido por PM en hipocampo y cerebelo de ratas Wistar macho, usando N-
Acetil cisteina como antioxidante control. El dafio neurolégico fue evaluado como cambio
morfolégico en las regiones bajo estudio: hipocampo y cerebelo. Los cambios morfolégicos
producidos tanto en la poblacion como en la distribucion celular fueron observados usando
microscopia 6ptica empleando la tincién de H/E y el marcaje de mielina empleando la técnica del
azul rapido de luxol. El tratamiento con PM se realiz6 de forma aguda brindando una sola dosis
(12 mg / kg de peso) o siguiendo un tratamiento crénico (1 mg/kg/ dia durante 30 dias) en ratas
Wistar macho adultas (2759 + 25g de peso).

El dafio inducido en hipocampo, en ambos tratamientos (agudo y crénico) se tradujo en la pérdida
de neuronas. En el tratamiento agudo se observé 66% de pérdida de poblacion celular, mientras
gue en el tratamiento crénico fue de 62%. Por otra parte, el pretratamiento con EGb redujo la
pérdida celular del 66% al 38% en el tratamiento agudo con PM, mientras que en el tratamiento
cronico se observo sélo el 5% de pérdida celular después de pretratar con EGb. De manera
paralela, en el tratamiento agudo con NAC se identificé 43% de pérdida celular mientras que en el

cronico se redujo el dafio del 62% al 12 %. Estos resultados demuestran que el dafio en

Vi
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hipocampo producido por PM es atenuado de manera mas eficaz tanto por el EGB como por la
NAC durante el tratamiento crénico con PM (p:<0.01) que en el agudo (p:<0.05).

Por otro lado, el dafio inducido por el PM en las células de la capa granulosa de cerebelo fue
también la pérdida de neuronas, menor que la observada en el hipocampo. En el tratamiento
agudo se observo 45.8% de pérdida celular mientras que en el crénico fue de 37.2%. Con el
pretratamiento de EGb durante el tratamiento agudo se observé 27.5% de pérdida celular y 29.9%
con la NAC. En el tratamiento crénico con PM el EGb produjo una reduccién del dafio hasta el
1.8% y de manera paralela 2.5% la NAC (p:<0.05).

En la presente investigacion también se observé dafio en sustancia blanca, debido a la exposicion
con PM traducido en la disminucién de mielina hasta en un 40%, durante el tratamiento cronico, el
pretratamiento con EGb redujo el dafio al 10% (p:<0.05). Los datos obtenidos en la presente tesis
muestran que el EGb muestra un efecto neuroprotector parecido al presentado con el

pretratamiento de NAC sobre todo sobre el dafio cronico provocado por el pesticida.
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1. INTRODUCCION

1.1 COMPUESTOS ORGANOSFOSFORADOS

Los compuestos organofosforados (COF) son sustancias organicas derivadas de la estructura
guimica del fosforo. Se emplean en la agricultura como insecticidas, y en menor grado como
helminticidas, acaricidas, nematocidas, fungicidas y herbicidas. Los insecticidas organofosforados
(IOF) son los plaguicidas empleados en la actualidad con mayor frecuencia en todo el mundo y las

intoxicaciones debidas a estos compuestos son comunes” il

En 1820 Lassaigne estudia por primera vez las reacciones del alcohol con el acido fosférico. El
primer agente anticolinesterasico, el tetraetil pirofosfato, se sintetiza en 1854 por Clermont *: sin
embargo las propiedades insecticidas de este compuesto se describen 80 afios después. En
Alemania Michaelis estudia los compuestos nitrofosforados, y en Rusia Arbuznov describe los COF
trivalentes °. Debido a sus efectos tdxicos, los COF, fueron prohibidos como armamento quimico

por la Convencién de Génova de la Liga de las Naciones en 1925 d

En1932, Lange y Krueger sintetizan los dimetil y dietil fosfofluoridatos, y describen por primera vez
sus efectos nocivos sobre los seres vivos. Encuentran que la inhalacién de los vapores de los COF
causa una persistente sensacion de ahogo y vision borrosa. Posteriormente Schrader descubre los
primeros I0F sistémicos: el OMPA (octametil pirofosfato) o Schradan (1941) y el TEFP (tetraetil

pirofosfato) o bladan (1944) °,

En 1944 Schrader sintetiza el Paration, un IOF ampliamente utilizado en la agricultura por su
elevada potencia insecticida, su baja volatilidad y su estabilidad en el agua. En 1950 se descubre
el Malation, también de amplio espectro pero de menor toxicidad para los mamiferos®. El Paration y
el malation han sido ampliamente utilizados, y en la actualidad son los IOF que a nivel mundial

producen mayor nimero de intoxicaciones agudas.
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En 1947 la compafiia suiza Geigy descubre los Carbamatos, que actian de forma similar a los IOF,
con efectos menos duraderos. Desde entonces hasta nuestros dias se han sintetizado mas de 35

000 COF °, de los que unos 50 son los habitualmente utilizados en la agricultura.

Los COF son compuestos anticolinesteracicos, derivados del acido fosférico y fosfénico, que
actuan por fosforilacion de las enzimas acetilcolinesteracicas (B-esterasas), produciendo la
separacién de la acetilcolina, sustancia que participa en la transmisiéon del impulso nervioso. Lo
anterior provoca la acumulacién de acetilcolina en las uniones colinérgicas neuroafectivas (efectos
muscarinicos), en las uniones mioneurales del musculo esquelético y en los ganglios autbnomos
(efectos nicotinicos). Los COF también impiden la transmisioén del impulso nervioso en el cerebro,
causando trastornos en la sensibilidad, en la funcion motora, en el comportamiento y en el ritmo
respiratorio. Las alteraciones neurofisiol6gicas que se producen en el individuo van desde una

intoxicacion leve hasta la muerte " 8°.

1.2 METABOLISMO DE LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

1 de volatilidad variable. Poseen una vida media corta

Los COF son sustancias liposolubles
dentro de un organismo vivo, en el plasma, asi como un elevado volumen de distribucion en los
tejidos ™. Los IOF son los COF menos volatiles. Tal y como se mencioné anteriormente, los COF
son atacados por una serie de enzimas (esterasas, enzimas microsomales, transferasas),
fundamentalmente en el higado, en donde sufren una serie de transformaciones quimicas que
tienden a aumentar su hidrosolubilidad, y por consiguiente facilitan su excrecion 12 sin embargo, el

metabolismo puede aumentar su toxicidad, como sucede con las formas ox6n en que son

transformadas el paration y el malation.

Los COF se eliminan a través de la orina y las heces, en su forma activa o previa metabolizacion
hepatica **. Debido a su alta liposolubilidad los COF se acumulan en tejidos ricos en grasas, como
el paniculo adiposo o el tejido nervioso, desde donde pueden ser liberados nuevamente al torrente

sanguineo.

10
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1.3 EFECTO DE LOS COF SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO

Como se ha descrito anteriormente, los sintomas tdxicos del envenenamiento agudo por COF son
causados generalmente por la inhibiciéon de la acetilcolinesterasa, lo cual produce acumulacién de

acetilcolina.

Tras la exposicién a un COF éste o sus metabolitos se unen mediante su radical fosférico al lugar

esterasico de la acetil colinesterasa, inactivandola, con la consiguiente sobrestimulacién colinérgica

16

La unién COF-colinesterasa es inicialmente fuerte, aunque es todavia susceptible de ser
reactivada mediante la administracion precoz de unos farmacos denominados oximas. En las
primeras horas se producen reacciones quimicas que hacen la uniébn COF-colinesterasa mas
estable, hasta quedar una unién irreversible que tarda entre 60 minutos y varias semanas en
deshacerse. La velocidad de este proceso se denomina "envejecimiento de la enzima", y varia en

funcion de la estructura quimica del COF.

Los COF muy liposolubles pueden producir sintomas y signos de hiperactividad colinérgica durante
un largo periodo de dias o semanas, a pesar de un tratamiento aparentemente exitoso. Este
fenémeno se debe al almacenamiento del COF en la grasa, el tejido celular subcutaneo o en el
tubo digestivo, seguido de liberacién repetida del mismo. Proceso conocido como "reintoxicacion

enddgena”.

El efecto toxico agudo puede producir degeneracién de los axones largos en la medula espinal y
los nervios periféricos, debida a una disminucién o a la inhibicion de actividad de la esterasa
neurotéxica, produciendo una neuropatia retardada. Cuando la actividad de la colinesterasa se
recupera ocurre el sindrome intermedio que produce disfuncion de la placa neuromuscular
postsinaptica cuyos sintomas son debilidad y paralisis del musculo '*, este efecto se ha

relacionado con la fosforilacion de la colinesterasa en el tejido nervioso.

11
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En modelos animales la intoxicacion por COF produce degeneracion axonal de inicio distal y
progresiéon proximal, denominada degeneracién de tipo muerte regresiva ("dying back"). La
alteracién del sistema nervioso periférico compromete a las fibras sensitivas y motoras. Los
cambios afectan en mayor medida a los axones de grueso calibre. En la médula espinal sucede el

mismo tipo de lesion de progresion distal a proximal.

En los nervios afectados por los COF se observan, a través de microscopia, hinchamientos por
vacuolizaciones internodales, desmielinizacién paranodal en las mismas regiones de la fibra
nerviosa que luego van a mostrar cambios degenerativos. Estas vacuolizaciones juegan un papel
clave en la neuropatia, ya que conducen a una degeneracion axonal de tipo multifocal y distal, que

a su vez lleva a la degeneracion de tipo walleriano de toda la region distal de la fibra.

También pueden presentarse en las fibras nerviosas dilataciones del reticulo endoplasmico,

1415 adicionalmente, se ha

dilataciones axonales y aumento de la cantidad de mitocondrias
observado adelgazamiento de vainas de mielina, infiltracion fagocitaria, vacuolizacion
citoplasmatica y  desmielinizacion de segmentos internodales. Entre los hallazgos mas

significativos se encuentran la aparicion de racimos de axones amielinicos o ligeramente

mielinizados, rodeados por una membrana basal y que predominan sobre lesiones degenerativas.

Los nervios provenientes de biopsias de pacientes expuestos a COF, muestran neuropatia axonal
con reduccion de filamentos, acumulacién de vesiculas y estructuras tubulares en fases
tempranas. Posteriormente, aparece acumulaciéon de neurofilamentos. En la fase reparativa, muy
lenta, se observan rebrotes axonales. Los COF pueden producir ensanchamientos axonales con
afectacion de las vias largas de la médula espinal. Los compuestos producidos por tri-substitucion

de &cido fosférico y fosfitos dan lugar a una degeneracién de los haces espinocerebelosos *°.

La exposicion a COF produce también fosforilacién de proteinas. Dentro de las proteinas que
pueden ser fosforiladas mediante la accion de los COF se encuentra la proteina tau, encargada de

facilitar la polimerizacion de la tubulina en la célula para formar los microtibulos. Esta fosforilacion

12
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afecta la estructura neuronal, el transporte axonal de nutrientes y otras sustancias, asi como el

mantenimiento de la integridad de la neurona *" ***°.

Los COF ademas son considerados genotéxicos principalmente para las células somaticas, se les
ha relacionado con alteraciones en la cromatina y el DNA de los espermatozoides, estos cambios

se han asociado principalmente a su efecto oxidativo sobre estas células *% %',

Se han observado cambios cerebrales, los cuales se presentan posteriores a la exposicién a dosis
sub-letales de COF, tales como ampliacién de los ventriculos del cerebro, y principalmente se
dafian la corteza, el tdlamo, y el hipocampo mostrando una disminucién significativa de células
hipocampales en las regiones CA1 y CA3 *°.

De manera paralela se ha identificado que los COF también producen tension oxidativa por la
generacion de radicales libres y alteracion de los antioxidantes naturales al afectar el barrdio de
estos (Akhgari et al., 2003). Estos compuestos causan la excesiva formacién de F2-isoprostanos y
F4-neuroprostanos, biomarcadores de lipoperoxidacién in vivo, producen la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como de citrulina, un marcador de generacién de
NO/NOS y especies reactivas de nitrdgeno (RNS) (Gupta et al., 2005; Milatovic et al., 2006). La
lipoperoxidacion de una de las causas que producen mayor dafio en los tejidos por la generacion
de radicales libres, incluyendo sistema nervioso central (SNC) (Fortunato et al., 2006). También se
ha observado que el PM produce disminucién de la atencion en el individuo, perdida de la memoria
y y cambios en el estado fisico (Davies et al., 2000a,b; Davies et al., 2008).

Estudios recientes indican que las manifestaciones toxicas inducidas por PM se asocian con el
incremento de ROS, al ser el PM metabdlicamente transformado por el citocromo 450 a un
metabolito activo, metil paraoxén, aun mas téxico que provoca la oxidacién celular y finalmente la
muerte celular (Tang et al., 2003; Saffih-Hdadi et al., 2003; Abelet al., 2004). En este contexto el
uso de antioxidantes resulta una herramienta eficaz para combatir el dafio causado por los

radicales libres y asi evitar el dafio tisular.
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1.4 EFECTO PROTECTOR DE LOS ANTIOXIDANTES SOBRE EL DANO

PRODUCIDO POR PM

Los antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por vitaminas, minerales,
pigmentos naturales y otros compuestos vegetales y enzimas, que bloquean el efecto dafiino de
los radicales libres. El término antioxidante significa que impide la oxidacion perjudicial de otras
sustancias quimicas ocasionada en las reacciones metabdlicas o producidas por los factores
exogenos. Antioxidantes como la melatonina, el sesamol, la N-acetil cisteina o el extracto de
Gingko biloba se han empleado para evitar el dafio neurodegenerativo provocado por agentes

oxidantes.

1.5 GINKGO BILOBA

El Ginkgo biloba posee una mezcla compleja de flavonoides (quemferol, quercetina y derivados de
isohamnetina), terpenos (ginkgolidos A, B, C, y J, y bilobalido), entre otros constituyentes. Se ha
observado que la fracciébn no flavonoide y no los flavonoides glucosilados, protegen al tejido
cerebral en el dafio por hipoxia. Recientemente se ha demostrado que el extracto estandarizado de
Ginko Biloba (EGb) tiene un efecto protector en contra de la toxicidad del B-amiloide, asi como
propiedades antioxidantes y antiapoptoticas.

El EGb muestra efectos multiples entre los cuales se incluye funcidon neuroprotectora,
antinflamatoria, estabilizacion del metabolismo de la glucosa @) y de la membrana plasmatica 3

38,39

efecto antioxidante determinado por la captacién de radicales libres , antagonismo del factor

activador de plaquetas (PAF) %%

, efecto vasodilatador provocado por flavonoides como la
quercetina **. Ademas en el sistema colinérgico del SNC puede inducir aumento en la sintesis de
acetilcolina y un aumento de los receptores colinérgicos * accion inmunoestimulante, estimulacion

de la absorcion de colina en el hipocampo.
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Los primeros estudios con EGb, fueron enfocados hacia su capacidad vasorreguladora y
antioxidante en el SNC “°. Investigaciones recientes indican que el bilobalido, otra de las lactonas
terpénicas obtenidas de las hojas del Ginkgo, tiene accién neuroprotectora .

En estudios experimentales realizados en animales se ha demostrado que el EGb favorece la
recuperacion del tejido nervioso y mejora el aprendizaje en ratas que han sido lesionadas en al
corteza frontal *’. EI EGb disminuye la velocidad de desaparicién de los receptores muscarinicos y
o—2-adrenoceptores asociada al envejecimiento y favorece el mantenimiento de los procesos de
captacion de colina en los terminales nerviosos del hipocampo. Por su propiedad antioxidante,
inactiva radicales libres de manera mas potente que la vitamina E.

Antagoniza al factor agregante plaquetario (PAF), evitando la formacién de coagulos y
promoviendo su lisis. También inhibe el bronco espasmo inducido por el PAF. Su efecto
espasmolitico es ejercido con una actividad similar a la de la papaverina. Presenta actividades

antiserotoninérgicas y antihistaminicas periféricas, como la ciproheptadina.

1.6 N-Acetilcisteina

Como se expuso anteriormente existe evidencia considerable en la literatura que sugiere
que los radicales libres son factores importantes en la muerte neuronal, también se ha
documentado que la accién de estos compuestos puede ser contrarrestada por antioxidantes, entre
ellos, la N-acetilcisteina (NAC). La NAC es un tiol que es usado en practica clinica desde los afios
cincuenta. La NAC ha mostrado ser eficaz en la reduccion de radicales libres y otros oxidantes,
especialmente OH y H,0, *®. Los estudios animales (principalmente en ratas) indican que puede
ser de gran beneficio en el tratamiento de isquemia inducida por oxidacién en una gran variedad de

49,50

tejidos finos Por otro lado también se ha demostrado tener una gran capacidad

neuroprotectora en periodos de isquemia hipocampal en roedores, inhibicion de la produccion de

radicales libres, peroxidacién lipidica y disminucién del dafio neuronal **2.
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Se ha observado una gran cantidad de radicales libres que son generados después de
etapas de isquemia cerebral, el mecanismo por el cual la NAC mejora la supervivencia neuronal,
sugiere que el barrido de radicales libres como el mecanismo mas probable de la accion®.

La NAC también tiene potencial indirecto del barrido del radical libre debido a que esta
puede reducirse a cisteina (un agente de reduccion del tiol), la cual apoya la biosintesis del

glutation, el cual es un antioxidante natural importante que contrarresta la accién de los radicales

libres >,
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2. JUSTIFICACION

Debido al uso extensivo del Paration Metilico a nivel mundial y a los efectos neurotoxicos
provocados en el tejido nervioso causados entre otros factores a la produccién de radicales libres
oxidantes el presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar el efecto atenuante del dafio neuroldgico
provocado por estas especies reactivas al usar antioxidantes, el objetivo de la presente
investigacién fue analizar el efecto protector del extracto estandarizado de Ginkgo biloba (EGb)
sobre el dafio inducido por PM en hipocampo y cerebelo de ratas Wistar macho, usando N-Acetil

cisteina como antioxidante control.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tratamiento con EGb y NAC sobre el dafio producido por Paratién Metilico en

hipocampo y cerebelo de rata.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Analizar el efecto neurotéxico producido por el Paration Metilico en hipocampo y cerebelo de

ratas.

B. Evaluar el posible efecto preventivo y terapéutico del extracto del Ginkgo biloba y N-

Acetilcisteina sobre la neurotoxicidad producida por el Paration Metilico.
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5. HIPOTESIS

La exposicion aguda 6 crénica al paration metilico ocasiona dafio estructural (morfolégico) en
relacion a la organizacion y numero de neuronas en hipocampo y cerebelo de ratas asi como
pérdida de mielina. Estos efectos neurotdxicos se revierten o disminuyen mediante el tratamiento

con el extracto de la planta Ginkgo Biloba y la N-Acetilcisteina.

6. DISENO EXPERIMENTAL

I. Se evalu6 el efecto preventivo del EGb y N-Acetilcisteina contra el dafio agudo producido

por el Paratién Metilico al administrarse a dosis Unicas.

Il. Se evalué el efecto terapéutico del EGb y N-Acetilcisteina contra el dafio crénico

producido por el Paration Metilico.

lll. Se hizo la evaluacion Histoldgica.

18



EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ANTIOXIDANTES SOBRE EL DANO INDUCIDO POR PARATION METILICO EN HIPOCAMPO Y CEREBELO DE RATAS

7. METODOLOGIA

7.1 Animales de experimentacion.

Se emplearon ratas Wistar macho de 275 g + 25 g de peso. Para la exposicién cronica y aguda, se
integraron 4 grupos de 10 ratas para evaluar los efectos preventivos del EGb y de la NAC contra el
dafio agudo y cronico producido por el Paratién Metilico. Para el grupo en el cual se estudio el
dafio agudo se trataron los animales de experimentacion durante 5 dias para lo cual se elaboro el
siguiente esquema: a) Grupo 1: se administré aceite de maiz sin PM o antioxidante; b) Grupo 2: se
llevé a cabo la induccion del dafio nervioso agregando PM en aceite de maiz (12 mg/kg, via oral);
¢) Grupo 3: para observar la prevencion del dafio nervioso se administré el EGb durante 5 dias via
intraperitoneal (ip) (0.2 ml solucién farmacéutica diluida, para permitir su dosificacion adecuada, el
antioxidante presente en la solucion farmacéutica se diluye Y2 en solucion isotdnica estéril), al
sexto dia se administro el PM diluido en aceite de maiz (12 mg/Kg, via oral); d) Grupo 4: para
observar la prevencion del dafio nervioso se administr6 NAC durante 5 dias via i.p. (0.2 ml solucion
farmacéutica diluida, para permitir su dosificacién adecuada, el antioxidante presente en la solucién
farmacéutica se diluye ¥2 en solucidn isotonica estéril), al sexto dia se administrd el PM diluido en
aceite de maiz (12 mg/Kg, via oral), al séptimo dia todos los animales de los cuatro grupos se
sacrificaron y se procedio a realizar los estudios en sistema nervioso.

Para el grupo en el cual se estudié el dafio crénico se trataron los animales de experimentacion
durante 30 dias para lo cual se elabor6 el siguiente esquema: a) Grupo 1: se administré aceite de
maiz sin PM o antioxidante; b) Grupo 2: se llevé a cabo la induccién del dafio nervioso agregando
PM en aceite de maiz (1 mg/Kg/dia), durante 30 dias, via oral; c) Grupo 3: para observar la
proteccion del dafio nervioso del EGb se administr6 PM diluido en aceite de maiz (1 mg/Kg/dia),
durante 30 dias via oral, y cada tercer dia se administro EGb durante 30 dias via i.p. (0.2 ml
solucién farmacéutica diluida, para permitir su dosificacién adecuada, el antioxidante presente en la
solucién farmacéutica se diluye % en solucion isoténica estéril); d) para observar la proteccion de
la NAC se administré PM diluido en aceite de maiz (1 mg/Kg/dia), durante 30 dias via oral, y cada
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tercer dia se administro NAC durante 30 dias via i.p. (0.2 ml solucion farmacéutica diluida, para
permitir su dosificacion adecuada, el antioxidante presente en la solucién farmacéutica se diluye %2
en solucidn isoténica estéril); al dia 31 todos los animales de los cuatro grupos se sacrificaron y se
procedio a realizar los estudios en el sistema nervioso. (Tabla IA, IB)

El estudio se realiz6 en ratas Wistar macho de 275 g + 25 g de peso. Los animales fueron divididos

en lotes de 10 ratas y tratados de la siguiente manera para generar el dafio en el sistema nervioso:

TESTIGOS TRATADOS TRATADOS TRATADOS
(Paration-metilico) (EGb + Paration- (NAC + Paration-
metilico) metilico)
J 2 2 3
Vehiculo del Induccion del dafio Prevencion del Prevencion del
Paration-metilico nervioso: dafio nervioso: dafo nervioso:

Paration-metilico en
aceite de maiz
(12 mg/Kg, oral)

Gb 0.2 ml solucién
farmacéutica diluida’,
durante 5 dias, via i.

p.
Sexto dia, Paratién-
metilico
(12 mg/Kg, oral)

NAC 0.2 ml solucion
farmacéutica diluida’,
durante 5 dias, via i.
p.,
Sexto dia, Paration-
metilico
(12 mg/Kg, oral)

)

Al dia siguiente,
sacrificio y realizar
pruebas
programadas en
sistema nervioso

A

Al dia siguiente,
sacrificio y realizar
pruebas
programadas en

sistema nervioso

A

Al dia siguiente,
sacrificio y realizar
pruebas
programadas en

sistema nervioso

{

Al dia siguiente,
sacrificio y realizar
pruebas
programadas en

sistema nervioso

Tabla I. Efecto preventivo del EGb contra el dafio agudo producido por el paratién-metilico al
administrarse a dosis Unicas. Para permitir su dosificacion adecuada, el EGb de la presente en

la solucion farmacéutica se diluyd Y2 (en solucion salina isotonica estéril) y se administro 0.2

ml/rata.
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El estudio se realiz6 en ratas Wistar macho de 275 g + 25 g de peso. Los animales fueron divididos

en lotes de 10 ratas y tratados de la siguiente manera para generar el dafio en el sistema nervioso:

TESTIGOS TRATADOS TRATADOS TRATADOS
(Paration-metilico) (Gb + Paratién- (NAC + Paration-
metilico) metilico)
\2 2 2 )
Vehiculo del Induccién del dafio | Protecciéon del dafio | Proteccidn del dafo
Paratién-metilico nervioso: nervioso: nervioso:

durante 30 dias, oral.

Paration-metilico en
aceite de maiz:
1 mg/Kg/dia, durante

Paration-metilico
(aceite de maiz):
1 mg/Kg/dia, durante

Paration-metilico
(aceite de maiz):
1 mg/Kg/dia, durante

30 dias, oral. 30 dias, oral 30 dias, oral
+ +
Gb 0.2 ml solucién NAC 0.2 ml solucién
farmacéutica diluida’, | farmacéutica diluida’,
cada tercer dia, cada tercer dia,
durante 30 dias, viai. | durante 30 dias, via i.
p. p.
2 ) \ )
Sacrificar animales Sacrificar animales Sacrificar animales | Sacrificar  animales
cada 10 dias y cada 10 dias y cada 10 dias y cada 10 dias vy
realizar pruebas realizar pruebas realizar pruebas realizar pruebas
programadas en programadas en programadas en programadas en

sistema nervioso

sistema nervioso

sistema nervioso

sistema nervioso

Tabla Il. Efecto terapéutico del EGb contra el dafio crénico producido por el paration-

metilico.
7.2 Andlisis Estadistico. Se hizo el célculo de tamafio de muestra representativa para el

estudio en base a la formula de Hulley and Cummins, dando un total de 15 muestras a analizar por

cada uno de los tratamientos, con intervalos de confianza de 95% y un margen de error de 5%.

7.3 Sacrificio de animales y toma de muestras. Para el sacrificio de los animales se

les administré pentobarbital sédico (29 mg/Kg), via ip, soluciones lavadora y de perfusion, por via
intracardiaca. Las imagenes muestran la incisién que realiza a nivel umbilical de la rata previo a la
perfusion de la las soluciones (fig.la), y como posteriormente se decapitaron los animales y se

procedio a la extraccion de Encéfalo y Cerebelo (figs. I.b,c,d,e,f,q).
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M ff:’{, ﬂ\in )M)

A I f
Figura 1. Sacrificio de animales y toma de muestras. a. incisi6bn abdominal a fin de hacer los
procedimientos de perfusion de las soluciones; b, c, e, f, g. muestran el procedimiento para la
obtencion del encéfalo de rata.

7.4 ldentificacion de muestras. Los especimenes se procesaron para su revision al

microscopio 6ptico, mediante la técnica histolégica por inclusion en parafina (fig. 2 a,b) y se
realizaron cortes seriados (fig. 2 c). Para la identificacion del hipocampo se utilizaron mapas

esterotaxicos (fig. 2 d,e).

Figura 2. Identificacion de las muestras. a. se observa el encéfalo de rata ya perfundido en parafina
posterior al histoquinet; B. se observa el espécimen incluido en el bloque de parafina; c. cortes

seriados; d y e. mapas estereotaxicos para la identificacion del hipocampo de rata.
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7.5 Conteo Celular. Se tomaron 5 campos en tres muestras de cada uno de los tratamientos y

se procedi6 al conteo celular de cada grupo (fig. Va). Los resultados se obtuvieron por las medias
aritméticas de cada uno de los campos y el promedio se estas se comparo con los demas

tratamientos. (figura 3)

o
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Figura 3. Conteo celular. Forma en la que se realizd el conteo celular para cada laminilla bajo
estudio.

7.6 Técnicas Histoldgicas. El dafio provocado por el tratamiento con PM se evalio a nivel

histol6gico empleando la tincion de Hematoxilina y Eosina, para detectar cambios morfolégicos a
nivel de hipocampo y cerebelo % de manera paralela se uso la tincion de azul rapido de luxol para
identificar la posible perdida de mielina, ya que es un colorante especifico para detectarla
(incluyendo fosfolipidos, células y sus productos celulares) P, para esta técnica se desparafinan e
hidratan las muestras con alcohol etilico al 95%, seguido de la aplicacién de azul rapido de luxol
(Solvent Blue 38, Sigma) a 56° C durante toda la noche, posteriormente se lava el exceso con
alcohol etilico y se sumerge en agua destilada, se diferencian los colores aplicando carbonato de
litio por 30 segundos, se realizan lavados con agua destilada y posteriormente se realiza la contra
tincion con violeta de cresil o Hematoxilina, se realizan lavados con alcohol, y se lleva a cabo el
montaje. Los resultados obtenidos se analizaron con un microscopio Zeiss Axioscope 40,

empleando un sistema de andlisis y captura de imagenes Image Pro Plus (Cybernetics).

23



EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ANTIOXIDANTES SOBRE EL DANO INDUCIDO POR PARATION METILICO EN HIPOCAMPO Y CEREBELO DE RATAS

RESULTADOS

Se obtuvieron los muestras de tejido nervioso de ratas Wistar macho 275g +/- 25 g que incluyeron;
hipocampo, cerebelo y porcién cervical de medula espinal. Se analizaron los especimenes ya
tratados con la técnica histolégica y se procedié a su estudio con un analizador de imagenes.

En el hipocampo se identificé perdida de la poblacién de neuronas en la ratas que fueron tratadas
con PM de 66.6% observando de manera paralela la consecuente desorganizacion celular (figura
4b), con el pretratamiento con EGb y NAC se observd una tendencia a preservar la organizacién
celular en el tratamiento agudo como crénico (Figura 4c,d,e,f), asi como resulta estadisticamente
significativo (Grafica 1A, 1B) la atenuacién de la pérdida de poblacién celular en células de
hipocampo (p<0.05 para el tratamiento agudo y p<0.01. para el crénico).

En cerebelo se altera la estructura celular de vermis cerebelar, disminuyendo y desorganizando las
células de la capa granulosa ante la exposicion a PM de hasta 45.8% de pérdida celular (figura
5b), en la ratas que fueron tratadas con los antioxidantes se observa una tendencia a preservar la
organizacion y poblacién celular (figurabc, 5d, 6¢, 6d), y se identificé significancia estadistica con el
uso de antioxidantes para atenuar el dafio por PM (p<0.05 para el crénico, no asi para el
tratamiento agudo). Por otra parte se observaron dilataciones de capilares cerebrales (figura 6).

En la porcion cervical de la medula espinal se identificé la pérdida de mielina ante la exposicion a
PM (figura 7) de hasta 40% (Grafica 3), se observd que en el tratamiento cronico con EGb existe

evidencia de significancia estadistica, p<0.05).
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Figura 4. Estructura del hipocampo (40x). Se muestra la distribucién y poblacién celular en cada
uno de los tratamientos. A. Grupo Control, B. Grupo con administracion de PM, C. grupo con
administracion de EGb, exposicion aguda al PM, D. Grupo con administracion de NAC y exposicion
aguda al PM, E. Grupo con tratamiento cronico de PM y administracion de EGb, F. Grupo con

tratamiento crénico de PM y administracién de NAC. 151x174mm (300 x 300 DPI).
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Gréfica 1A. Conteo celular en hipocampo de rata en tratamiento agudo con PM. Representacion de
medias aritméticas y desviacion estandar de los conteos celulares de cinco campos aleatorios de
tres muestras de cada uno de los grupos experimentales. Los resultados muestran las medias
(xSD) de los conteos celulares de cada uno de los tratamientos. *significativamente diferente al

tratamiento con solo PM, p<0.05, 270x203mm (300 x 300 DPI).
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Gréfica 1B. Conteo celular en hipocampo de rata en tratamiento cronico con PM. Representacion
de medias aritméticas y desviacién estandar de los conteos celulares de cinco campos aleatorios
de tres muestras de cada uno de los grupos experimentales. Los resultados muestran las medias
(xSD) de los conteos celulares de cada uno de los tratamientos. *significativamente diferente al

tratamiento con solo PM, p<0.01. 270x203mm (300 x 300 DPI).
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Fig. 5. A. Imagenes representativas con microscopia de luz (técnica de H & E) de los tratamientos
agudos. La flecha sefiala las células de la capa granulosa de cerebelo. A muestra la estructura
normal de cerebelo (Grupo control), B muestra la muestra la estructura de las ratas tratadas con
PM: existe evidencia de pérdida de organizacién y poblacién celular. C y D muestran las células de

las ratas tratadas con EGb y NAC respectivamente. Magnificacion = 40x.
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Figura 5.B. Imagenes representativas con microscopia de luz (técnica de H & E) de los
tratamientos Cronicos. La flecha sefala las células de la capa granulosa de cerebelo. A muestra la
estructura normal de cerebelo (Grupo control), B muestra la muestra la estructura de las ratas
tratadas con PM: existe evidencia de pérdida de organizacién y poblacion celular. C y D muestran
las células de las ratas tratadas con EGb y NAC respectivamente, se observa una tendencia a

preservar la organizacién y la poblacién celular. Magnificacién = 40x.
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50

Control

B e

EGb-MP
NAC-MP

Numero de Células

Tratamiento agudo

Grafica 2.A Se observan los efectos de una sola dosis de PM (12 mg/dia, v.0.) sobre las células de
la capa granulosa de cerebelo de rata, y los efectos del EGb (0.2 mL /kg, i.p. por cinco dias) y
NAC (150 mg/kg/dia, i.p. por cinco dias) sobre el tejido nervioso. Los valores representan la media

+ error estandar (ES) con n = 10.
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50

Control

B vr

EGb-MP
NAC-MP

Numero de Células

10 |

0

Tratamiento cronico

Grafica 2.B Se observa los efectos de dosis diarias por 30 dias de PM (0.25 mL /dia) sobre las
células de la capa granulosa de cerebelo de rata, y los efectos del EGb (0.2 mL /kg, i.p. cada tercer
dia) y NAC (50 mg/kg, i.p. cada tercer dia) sobre el tejido nervioso. Los valores representan la
media + error estdndar (ES) con n = 10. El nivel de significancia estadistica es * = P < 0.05 versus

las ratas control.
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H/E CEREBELO
Tratamientos
A Control 10 x
B. Paration 10x
C. Paration 40
D. Paration y EGh 10
. E. Paration y EGb 40 x
Preventivo
(Dahoagudo)
F. Parationy NAC 10x
G. Parationy NAC 40x
H. Paration y EGb 10X
Terapéutico | Parationy EGb 40 x
(Dafto Cronico)
J.Paration y NAC 10 x

kraatnyNAc10x £l asterisco sefiala [a dilatacion de vasos sanguineos.

Figura 6. Comparacion de la estructura Cerebelar de ratas. Se observa la dilatacion de vasos
capilares en cerebelo de ratas tratadas con Paratiéon Metilico, asi como la disminucién o ausencia

de dilatacion en los tratamientos preventivos y terapéuticos.
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ARL CEREBELO

Objetivo 10x
Tratamientos
A. Control
B. Paration
Preventivo C.Paration +EGb
(Dafo agudo)
D.Paration +NAC
Terapéutico E.Paration +EGh
(Dafio Cronico)

F.Paration + NAC

El asterisco muestra diferencias en la
Intensidad de reaccion.

Figura 7. Deteccion de mielina con Azul rapido de luxol (ARL). Se observa disminuciéon de la
intensidad de reaccién del colorante en las ratas tratadas con Paration Metilico, ante el uso de

antioxidantes se observa una tendencia a recuperar la intensidad de reaccién.
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Gréfica 3.A. Intensidad de color en sustancia blanca de vermis cerebelar de rata. A. Control, B.

E. Tratadas con EGb +

, D. tratadas con PM y NAC,

C. Tratadas con PM + EGb

tratadas con PM,

PM y F. Tratadas con NAC + PM. Los valores representan la media + error estandar (ES) con n

10. El nivel de significancia estadistica es * = P < 0.05 versus las ratas control.
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DISCUSION

El PM es un plaguicida empleado con mucha frecuencia en todo el mundo, y las intoxicaciones
debidas a estos compuestos son comunes, las alteraciones neurofisiolégicas van desde la
intoxicacion leve hasta la muerte por falla respiratoria >**°.

En nuestros resultados se observé en el grupo de estudio al que solo se le administro el PM 30%
de animales de experimentacién que presentaron falla respiratoria.

Ante la exposicion a PM, se ha observado en modelos animales de experimentacion afeccién del

sistema nervioso. >>*°

®  han estudiado los efectos del Paration Metilico en diversos

Investigaciones previas
componentes del encéfalo entre los cuales se incluyen: corteza cerebral, nucleos basales,
hipocampo y cerebelo.
Los resultados en este estudio muestran el dafio morfolégico en hipocampo y cerebelo inducido
por PM y el efecto del tratamiento con EGb y NAC.
En hipocampo:
Bloch-Shilderman (2005) en su estudio menciona algunos de los cambios cerebrales, entre
los cuales observé afeccion en el hipocampo mostrando una disminucion de células
hipocampales ante la exposicién a PM.
En el presente estudio se identificaron los cambios en hipocampo debido a que es
considerada una area del encéfalo particularmente susceptible al dafio neurodegenerativo.
Investigaciones en cultivos celulares de células hipocampales expuestas a radicales libres

de Oxido Nitrico *®

mostraron una disminucion de la poblacién celular, sin embargo al
administrarse Ginkgo Biloba se observé atenuacién del dafio a nivel celular.

A nivel morfolégico nosotros observamos una disminucién de 66.6 % de la poblacion
neuronal en hipocampo expuesto a PM, asi como cambios en su organizacion.

Sin embargo, se identificaron cambios ante la administracion de los antioxidantes, en el

tratamiento preventivo al plaguicida el EGb mostré pérdida celular de 38.4 % y la NAC 43.4
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%, mientras que en tratamiento terapéutico al PM el EGb mostro 5% de pérdida celular y la
NAC 11.8%.
Lo anterior muestra una menor perdida celular ante la administracion de antioxidantes tanto
en la administracion preventiva como terapéutica siendo mayor en esta ultima, asi como un
mayor tiempo de accion de los mismos se traducird en resultados mas 6ptimos (Grafica 1).
Por otro lado, de manera paralela se observo una mayor capacidad de la NAC para
mantener la organizacion celular en las regiones hipocampales superior a la del EGb
(Figura 1). Asi como los resultados muestran que existe una mayor poblacion celular del
tratamiento preventivo con la NAC, mientras que en la fase terapéutica se observa mayor
namero de células en el tratamiento con EGb con respecto a la NAC.
Orie Brown(2006) describe afecciones al administrar Paration Metilico en el hipocampo,
gue dan como resultado cambios neurofisiolégicos y bioquimicos, nuestros resultados
demuestran cambios en la poblacién y organizacién celular del hipocampo lo cual se
traduce en afeccién a las funciones propias del hipocampo el cual forma parte del sistema
limbico y por lo tanto afectar las actividades cerebrales que incluyen los cambios
anteriores, tales como afeccion a la memoria visual en individuos expuestos al plaguicida.
En Cerebelo:

Como se expuso anteriormente, el PM inhibe a la enzima acetilcolinesterasa © 9

y también
induce la produccion de ROS. % ™ ') Guo-Ross @ reportaron que en cerebelo el efecto
inhibidor del PM es insignificante. En el presente trabajo se observé que el tratamiento
agudo y crénico del PM altera la estructura celular de vermis cerebelar, disminuyendo y
desorganizando las células de la capa granulosa (Figuras 2A y 2B, respectivamente). La
estructura normal se observa en la figura 2A. A su vez, la administraciéon previa de EGb
(Figura 2C) y NAC (Figura 2D) producen una ligera atenuacion en estos cambios tisulares.
En la intoxicacion crénica, la estructura normal se observa en la figura 2A. El tratamiento
con los antioxidantes usados disminuyo la magnitud del dafio y mostr6 una tendencia a

preservar la organizacion celular: EGb + PM (Figura 2C) y NAC + PM (Figura 2D). Los

resultados obtenidos sobre el dafo estructural a las neuronas concuerdan con los
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(18-22)

resultados de otros estudios realizados con paraoxon, asi como en los cultivos

celulares de neuronas de cerebelo. @

(24, 25, 26, 29, 30)

Estudios anteriores han demostrado los efectos antioxidantes del EGDb, su

(27, 28)

proteccion al sistema nervioso, asi como su efecto en la rapida recuperacion del

tejido nervioso. Por otra parte, se ha demostrado que la NAC contrarresta la tension

(32, 35, 36 (34)

oxidativa ) generada por el carbofurano, ®® y por el diazinon.
El conteo celular se presenta en las figuras 3 y 4. La intoxicacién aguda con PM produjo
458 + 1.6% (media £+ DE) de pérdida celular comparada con el grupo control. El
pretratamiento con EGb mostr6 27.5 + 2.4% de pérdida celular, mientras que el
pretratamiento con NAC mostré 29.9 £ 2.2% de pérdida celular (Grafica 2).

En el tratamiento crénico, la pérdida celular fue de 37.2 + 1.8% para el PM (Figura 4) y se
observd menor pérdida de células con la administracién de EGb (1.8 + 1.6%) y de NAC
(2.5 £ 1.8%). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05).

Estos resultados muestran que los efectos antioxidantes del EGb y de la NAC protegen
contra el dafio neuronal (células de la capa granulosa del cerebelo) producido por el PM.
Xun Song (2004) en su estudio demuestra cambios en la permeabilidad capilar en la
barrera hematoéncéfalica de animales de experimentacion expuestos a Paratién Metilico,
En la presente investigacion se observé el dafio causado a nivel de cerebelo y se identificd
aumento en la dilatacién de vasos sanguineos en los grupos tratados con PM lo cual
muestra un aumento de permeabilidad capilar (Figura 3c) sin embargo no se identificaron
tales cambios en los grupos a los cuales se les administré los antioxidantes de manera
preventiva y terapéutica.

Lo anterior podria explicar el paso de moléculas de mayor peso molecular a través de la
barrera hematoencefalica y por lo tanto facilitar la entrada de los antioxidantes, y
posteriormente revertir el aumento de permeabilidad causada por el plaguicida.

Por otro lado la ausencia de dilatacion capilar en los grupos tratados con el EGb y NAC
podria deberse a la accion vasorreguladora de los antioxidantes, al inducir la vasodilatacion

arterial (Clostre F 1999, alhemeyer B 2003) seguida de la vasoconstriccion venosa, o al
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reforzar la resistencia capilar y aumentar el flujo sanguineo central y periférico (Zhang WR
2000) haciendo mas eficiente la irrigacion y dando lugar a homeostasis tisular (Limanova
OA 2002).
De manera paralela, se han observado en pacientes con hipomielinacién, afeccién de
estructuras cerebelares e histolégicamente destacan degeneracion celular en la capa
granulosa del cerebelo (Van Der Naap 2007).

En la mielina:
Smulders (2004) en su estudio observa adelgazamiento de las vainas de mielina,
infiltracion fagocitaria y desmielinizacion de segmentos internodales, asi como la aparicion
de racimos de axones amielinicos o ligeramente mielinizados.
Nuestros resultados muestran la intensidad de reaccioén del azul rapido de luxol en la
mielina, colorante especifico para la deteccion de la misma, la cual mostré una disminucion
en los especimenes tratados con Paratién, no asi en los grupos que fueron tratados de
manera preventiva y terapéutica (Fig. 4c,d,e,f) lo cual sugiere una tendencia a disminuir la
pérdida de mielina ante la exposicion al Paration Metilico con el uso de antioxidantes.
Lo anterior puede explicar que si la mielina permite la trasmisién de impulsos nerviosos
entre diversas partes del organismo, ya que actla como aislante electroquimico
permitiendo el trasporte saltatorio del impulso nervioso, por lo tanto, al afectarse la cantidad
de esta entre un nodo nervioso y otro podria dar como resultado fallas en la conduccion del
impulso nervioso ya que no podran conducirse con la suficiente velocidad o la informacién

qguedara detenida en el axén.
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CONCLUSIONES

La exposicion a PM produce dafio en la estructura de hipocampo y cerebelo.

Ante su exposicion se puede observar cambios en la organizacion celular, asi como disminucién de
la misma, y pérdida de mielina.

En Hipocampo:

Los tratamientos con EGb y NAC disminuyen el dafio producido por el PM en las células del
hipocampo. El efecto protector antioxidante fue observado en tanto en tratamiento agudo como en
crénico. EI EGb muestra una mayor tendencia a preservar la poblacién celular en comparacién con
la NAC, la cual a su vez muestra mayor capacidad para conservar la organizacion celular con
respecto al EGb. Ambos antioxidantes presentan mejores resultados ante el tratamiento
terapéutico que ante el preventivo.

En Cerebelo:

El Paration metilico afecta las células de la capa granulosa del cerebelo produciendo disminucién
del nimero de células asi como desorganizacion de las mismas. El uso de antioxidantes como el
EGb o NAC produce la atenuacion del dafio neuronal. Los resultados de este trabajo fundamentan
el desarrollo de futuras investigaciones con antioxidantes para prevenir y tratar el dafio neuronal de
seres humanos expuestos laboralmente a los plaguicidas.

En Mielina:

El Paration Metilico produce perdida de mielina en la sustancia blanca del cerebelo, con la
administracion de EGb o NAC se reduce la perdida de esta.

Los resultados de la presente investigacion muestran la bases para futuras investigaciones sobre
la prevencion y efectos terapéuticos de la administracion de antioxidantes ante el dafio
neurofisiolégico en seres humanos que actualmente laboran y se encuentran expuestos al uso de
plaguicidas. En resumen, postulamos que ambos antioxidantes atendan el dafio estructural en las
neuronas de Hipocampo y Cerebelo, asi como atenuacién en la pérdida de mielina de rata

producido por las intoxicaciones agudas y cronicas con el PM.
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