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Estudio in vitro del poder inhibidor de diferentes 
plaguicidas organofosforados sobre la actividad 
acetilcolinesterasa de eritrocitos de ganado porcino 
y vacuno 
M.C. LOPEZ, L. THOMAS, R. HERMOSO y M. MONTEOLIVA 

Se analiza el poder inhibidor de una serie de plaguicidas organofosforados sobre la activi­
dad acetilcolinesterasa de eritrocitos de ganado porcino y ganado vacuno, utilizando como 
técnica de medida de actividad enzimática el sistema pH-stat. Se detecta diferente poder de 
inhibición, dependiendo del plaguicida organofosforado ensayado o fuente enzimática utiliza­
da, obteniéndose unos valores de I^mM alrededor de 10"3mM con plaguicidas tales como 
paration, metilparation, diazinon, azinfos, etion y malation todos ellos en estado de máxima 
oxidación. En términos generales se aprecia una mayor sensibilidad a los plaguicidas organo­
fosforados ensayados del enzima de eritrocitos de ganado vacuno. 

M.C. LOPEZ, L. THOMAS, R. HERMOSO y M. MONTEOLIVA. Dpto. Bioquímica. Instituto de 
Parasitología "López Neira". CSIC. Granada. 

INTRODUCCIÓN 

Los plaguicidas organofosforados han sustitui­
do en las últimas décadas tanto en tratamien­
tos agrícolas como en la industria alimentaria 
a los organoclorados (tipo DDT), dado la alta 
persistencia en el medio de estos últimos. En 
la actualidad sin embargo han surgido nume­
rosas intoxicaciones debidas a compuestos de 
estructura fosforada, hecho que ha puesto de 
manifiesto el efecto tóxico que poseen los pla­
guicidas de naturaleza organofosf orada. El 
mecanismo de acción de los mismos, similar 
para insectos y mamíferos, consiste en el blo­
queo e inactivación del enzima acetilcolineste­
rasa (O' Brian, 1960; Koelle, 1965; O' Brian, 
1967), enzima que regula el paso del impulso 
nervioso a nivel de sinapsis, por hidrólisis del 
neurotransmisor acetilcolina (Nachmansohn, 
1939; Augustinsson, 1971). El grado de inhibi­
ción necesario para bloquear la transmisión 

del impuslo nervioso, con un efecto letal es di­
fícil de evaluar (Casida, 1973; Derache, 1978). 

En el presente trabajo hemos examinado el 
efecto inhibidor de un grupo de organofosfo­
rados sobre la actividad acetilcolinesterasa de 
eritrocitos de ganado vacuno y porcino, usan­
do como técnica de medida de la actividad en­
zimática el sistema pH-stat. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Tras la recogida de las muestras problema, 
la sangre total de ambos ganados es tratada 
con anticoagulante heparina (10 ug/ml), pre­
viamente al recuento de los eritrocitos me­
diante determinación del valor hematocrito. 
Posteriormente se centrifuga a 200 g, 10 min, 
a 4o C, el plasma decantado y los eritrocitos 
lavados tres veces con solución salina fisiológi­
ca. Tras la última centrifugación (200 g, 10 



min, 4o C) el sobrenadante es despreciado y 
las células hemáticas resuspendidas en el volu­
men de solución salina fisiológica necesario 
para obtener 5 x 106 eritrocitos por milímetro 
cúbico. Seguidamente se hemolizan por soni-
cación (López y col., 1983a). Un pool de Usa­
do de eritrocitos de cincuenta animales, se uti­
liza como fuente enzimática para los ensayos 
"in vitro" de inhibición de la actividad acetil-
colinesterasa. 

Los plaguicidas ensayados son: metilpara-
tion, diazinon, malation, metiltrition, para-
tion, fenclorfos, demeton-s-metil, azinfos, 
etión, disyston, mevinfos, diclorvos (Polys-
cienc Corp.), a concentraciones que oscilan 
entre 10"2M — 10~9M. Se ensayan en estado 
natural y tras oxidación con agua de bromo 
(Ramakrishna y Ramachandra, 1976), como 
disolvente se utiliza acetona pura. Los plagui­
cidas a las diferentes concentraciones en las 
que se ensayan se incuban a 37° C con la fuen­
te enzimática (pool de Usado de eritrocitos, 
diluido 1/8 en solución salina al 0,9%), duran­
te 45 minutos con agitación continua. Las me­
didas de la actividad enzimática se reaüzan 
por triplicado con control en blanco, mediante 
el sistema pH-stat (Nabb y Whitfield, 1967) 
en las condiciones descritas por López y col. 
1981. 

RESULTADOS 

El análisis de los datos obtenidos de inhibi­
ción "in vitro" del enzima acetilcolinesterasa 
de eritrocitos de ganado vacuno y porcino 
(Tablas I, II, III y IV), evidencia un diferente 
comportamiento de los plaguicidas ensayados, 
sin una estricta correlación directa estructura-
acción. Al igual se observa una distinta sensi­
bilidad del enzima acetilcolinesterasa eritrocí-
tica a dichos compuestos dependiendo del ga­
nado de procedencia (vacuno o porcino). La 
actividad enzimática de eritrocitos de ganado 
porcino se muestra en términos generales me­
nos inhibida por dichos compuestos, que la 
procedente de eritrocitos de ganado vacuno. 

Tabla I.—Porcentaje medio de inhibición de la actividad 
AcChE de eritrocitos de ganado porcino por diferentes 
concentraciones de plaguicidas organofosforados. I^mM 

para cada plaguicida 

Plaguicida 

Metilparation 
Diazinon 
Malation 
Metiltrition 
Paration 
Fenclorfos 
Dementon-s-meti 
Azinfos 
Etion 
Di-syxton 

Representa la media de 10 ensayos. 

Tabla II.—Porcentaje medio de inhibición de la actividad 
AcChE de eritrocitos de ganado porcino por diferentes 
concentraciones de plaguicidas organofosforados, en esta­

do de máxima oxidación. IjoinM para cada plaguicida 

Plaguicida 

Metilparation 
Diazinon 
Malation 
Metiltrition 
Paration 
Fenclorfos 
Dementon-s-meti 
Azinfos 
Etion 
Di-syxton 
Mevinfos** 
Diclorvos** 

Representa la media de 10 ensayos. 
* Ambos plaguicidas monofosfatos se utilizan en estado 

natural, dado que es el de máxima oxidación. 

Por otra parte se detecta, un incremento del 
poder de inhibición de los plaguicidas sobre la 
actividad acetilcolinesterasa, al ensayarlos en 
estado de máxima oxidación. Se obtienen por­
centajes de inhibición del 6 y 3% respecto de 
la actividad enzimática control (ganado vacu-



Tabla III.—Porcentaje medio de inhibición de la actividad 
AcChE de eritrocitos de ganado vacuno por diferentes con­
centraciones de plaguicidas organofosforados. IjginM para 

cada plaguicida 

Plaguicida 

Metilparation 
Diazinon 
Malation 
Metiltrition 
Paration 
Fenclorfos 

Dementon-s-meti 
Azinfos 
Etion 
Di-syxton 

Representa la media de 10 ensayos. 

Tabla IV.—Porcentaje medio de inhibición de la actividad 
AcChE de eritrocitos de ganado vacuno por diferentes con­
centraciones de plaguicidas organofosforados, en estado de 

máxima oxidación. I50mM para cada plaguicida 

Plaguicida 

Metilparation 

Diazinon 
Malation 
Metiltrition 

Paration 
Fenclorfos 
Dementon-s-meti 

Azinfos 
Etion 
Di-syxton 
Mevinfos** 
Diclorvos** 

Representa la media de 10 ensayos. 
* Ambos plaguicidas monofosfatos se utilizan en estado 

natural, dado que es el de máxima oxidación. 

no), a concentraciones de 10~5mM de los deri­
vados ditiofosfatos, paration y metilparation 
respectivamente, y del 2% de inhibición de la 
actividad enzimática control (ganado porcino) 
a concentraciones 10~5mM de paration (tablas 
II y IV). 

Las I50mM (tablas I, II, III y IV) obtenidas 
para cada plaguicida por extrapolación en las 
gráficas constuídas para cada uno de ellos, al 
representar porcentajes de inhibición frente a 
concentración de plaguicida (gráficas no mos­
tradas), muestran valores del orden de 
10"3mM para plaguicidas en estado oxidado, 
tales como: paration, metilparation, diazinon, 
azinfos y etión, frente al enzima de eritrocitos 
de ganado vacuno, y con los plaguicidas para­
tion, metilparation, diazinon y malation, fren­
te al enzima de eritrocitos de ganado porcino. 

DISCUSIÓN 

El análisis de los porcentajes de inhibición 
"in vitro" de la actividad acetilcolinesterasa 
obtenidos con los diferentes plaguicidas con 
estructura fosforotioato, evidencian (ver resul­
tados) una considerable mayor capacidad de 
inhibición enzimática de dichos compuestos al 
ensayarlos en su forma oxidada. Resultados 
similares han sido descritos para diversos or­
ganofosforados, existiendo evidencia por estu­
dios "in vitro" e "in vivo" con algunos de es­
tos compuestos, que los mismos sufren esta 
oxidación dentro del organismo humano 
(Koelle, 1963; Zweig, 1978), hecho que nos 
mostraría un proceso de "metabolización toxi-
ficante". Por otra parte se detecta en líneas 
generales, que el enzima acetilcolinesterasa de 
eritrocitos de ganado porcino presenta una 
menor sensibilidad a los diferentes plaguici­
das, que el enzima de ganado vacuno (ver re­
sultados) o el enzima humano (Zweig, 1968; 
Carter y Maddux, 1974; Simal y col., 1976; 
López y col., 1983b). Una explicación para 
este diferente comportamiento podría estar 
determinada por las características específicas 
de la estructura terciaria de la proteína enzi­
mática, dependiendo de su procedencia, lo 
cual en algún caso podría dificultar la accesibi­
lidad o unión del plaguicida al sitio activo de 
la misma, y por tanto, quedar favorecida la 
posterior interacción del enzima con el sustra­
to natural acetilcolina. Al igual podría estar 



motivada por la existencia de una posible ac­
ción hidrolítica del enzima (diferente según su 
procedencia) sobre determinados plaguicidas, 
como se ha descrito para algunas colinestera-
sas de vertebrados respecto a algunos plaguici­
das fosforados (Wrigth y col, 1979; Reiner y 
col, 1980). 

Es posible establecer una proporcionalidad 
directa entre las I50mM obtenidas (ver resulta­
dos) y la DL50 referidas por diversos autores 
para estos compuestos organofosforados 
(Frear, 1969; Derache, 1978; Fairchild, 1978). 
Estos resultados implican una relación directa, 
inhibición enzimática-toxicidad, lo que refuer­
za la idea de que la determinación "in vitro" 

ABSTRACT 

AUGUSTINSSON, K.B., 1971: Comparative aspect of the purifi­
cation and properties of cholinesterase. Bull. Org. Mon. 
Santé, 44, 81-99. 

CARTER, M.K. and MADAUX, D. (1974) Interaction of dichlo-
rous and anticholinesterases on the in vitro inhibition of 
human blood cholinesterases. Toxicol. Appl. Pharmacol., 
27, 456-363. 

CASIDA, J.E., 1973: Insecticide Biochemistry. Toxicology in­
formation, National Institutes of Health, United States, 
259-278. 

DERACHE, R., 1978: General Metabolism of Organophospha-
tes: Organophosphorus Pesticides, 1." ed. Pergamon Press, 
Luxembourg, 19-25. 

FAIRCHILD, E.S. 1978: Agricultural chemical and pesticides: 
A handbook of the toxic effects. Castle House Publ., Lon­
dres. 

FERNANDEZ, J.J., 1978: Fundamentos toxicológicos de los 
plaguicidas. Rev. Inst. I. Med., 7, 336-365. 

FREAR, D.E.H., 1969: pesticide Index, 4.a ed. College Scien­
ce Pensylvania. 

KOELLE, G.B., 1963: Handbuch der experimentellen Pharma-
kologie, Erg'Anzungswerk XV, cholinesterases and Anti-

de los niveles del enzima acetilcolinesterasa 
puede ser un método válido para detectar in­
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1978; Widman, 1981). Está descrito que este 
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(Fernández, 1978). 
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The degree of inhibition of acetylcholinesterase activity of cattle and pig erythrocytes by 
differents organophosphorus pesticides was quantitative! y determined by pH-stat techni­
ques. A different percentage of inhibition was detected in relation to the pesticide assayed or 
to the type of enzyme assayed. It was value of P m M were obtained when 10~3mM of para-
tion, metilparation, diazinon, ethion and malation were used. The acetylcholinesterase enzy­
me of cattle showed a more sensitivity to the pesticides assayed. 
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