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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. Lorez, 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 enzimitica el sistema pH-stat. Se detecta diferente poder de
inhibicién, dependiendo del plaguicida organofosforado ensayado o fuente enzimdtica utiliza-
da, obteniéndose unos valores de I,,mM airededor de 10->mM con plaguicidas tales como
paration, metilparation, diazinon, azinfos, etion y malation todos ellos en estado de mé4xima
oxidacién. 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. Bioquimica. Instituto de
Parasitologia “Lépez Neira”. CSIC. Granada.

INTRODUCCION

Los plaguicidas organofosforados han sustitui-
do en las dltimas décadas tanto en tratamien-
tos agricolas como en la industria alimentaria
a los organoclorados (tipo DDT), dado la alta
persistencia en el medio de -estos tltimos. En
la actualidad sin embargo han surgido nume-
rosas intoxicaciones debidas a compuestos de
estructura fosforada, hecho que ha puesto de
manifiesto el efecto téxico que poseen los pla-
guicidas de naturaleza organofosforada. El
mecanismo de accién de los mismos, similar
para insectos y mamiferos, consiste en el blo-
queo e inactivacién 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 hidrolisis del
neurotransmisor acetilcolina (Nachmansohn,
1939; Augustinsson, 1971). El grado de inhibi-
cién necesario para bloquear la transmision

del impuslo nervioso, con un efecto letal es di-
ficil 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-
zimdtica el sistema pH-stat.

MATERIALES Y METODOS

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 determinacién del valor hematocrito.
Posteriormente se centrifuga a 200 g, 10 min,
a 4° C, el plasma decantado y los eritrocitos
lavados tres veces con solucién salina fisiol6gi-
ca. Tras la dltima centrifugacién (200 g, 10
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min, 4° C) el sobrenadante es despreciado y
las células hemiticas resuspendidas en el volu-
men de solucién salina fisiolégica necesario
para obtener 5 X 10° eritrocitos por milimetro
cibico. Seguidamente se hemolizan por soni-
cacién (Lépez y col., 1983a). Un pool de lisa-
do de eritrocitos de cincuenta animales, se uti-
liza como fuente enzimatica para los ensayos

“in vitro” de inhibicién de la actividad acetil- -

colinesterasa.

Los plaguicidas ensayados son: metilpara-
tion, diazinon, malation, metiltrition, para-
tion, fenclorfos, demeton-s-metil, azinfos,
etién, disyston, mevinfos, diclorvos (Polys-
cienc Corp.), a concentraciones que oscilan
entre 1072M — 10~°M. Se ensayan en estado
natural y tras oxidacién 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 enzimdtica (pool de lisado de eritrocitos,
diluido 1/8 en solucién salina al 0,9%), duran-
te 45 minutos con agitacién continua. Las me-
didas de la actividad enzimdtica se realizan
por triplicado con control en blanco, mediante
el sistema pH-stat (Nabb y Whitfield, 1967)
en las condiciones descritas por Lépez y col.
1981.

RESULTADOS

El anilisis de los datos obtenidos de inhibi-
cién “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 correlacion directa estructura-
accién. Al igual se observa una distinta sensi-
bilidad del enzima acetilcolinesterasa eritroci-
tica a dichos compuestos dependiendo del ga-
nado de procedencia (vacuno o porcino). La
actividad enzimética 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 inhibicion de la actividad

AcChE de eritrocitos de ganado porcino por diferentes

concentraciones de plaguicidas organofosforades. I, mM
para cada plaguicida

% de Inhibicién + SD*
Plaguicida 1072M 10-°M 10-*M 10-°M 10*M 10°'M [,,;mM
Metilparation ~ 74+6 6216 4412 13%1 0 0 0,42
Diazinon 0+3 1722 7:0,7 0 0 [V
Malation T2+4 5414 34+l 13x2 606 O 0N
Metiltrition 7016 5413 3713 231 9103 0 0,67
Paration 8712 5243 1241 21403 0 0 0,92
Fenclorfos 1912 3106 0 0 0 0 75
Dementon-s-metil 6214 242 7106 0 0 0 1.5
Azinfos 7014 4313 1911 6105 O 0 32
Etion 8013 4741 161 3+03 0 0 1,6
Di-syxton 5313 3241 4404 0 0 0 8,1

* Representa la media de 10 ensayos.

Tabla II.—Porcentaje medio de inhibicién de la actividad

AcChE de eritrocitos de ganado porcino por diferentes

concentraciones de plaguicidas organofosforados, en esta-
do de mixima oxidacién. I,;mM para cada plaguicida

% de Inhibicién + SD*

Plaguicida 10°M 10~*M 10—°M 10-*°M 10-'M 10*M IL,mM
Metilparation 100 704 573 18%1 6106 0 0,007
Diazinon 8243 7313 49+1 15+0,8 2102 0 0,012
Malation 100 79+5 6914 24+2 504 0 0,007
Metiltrition 53+3 361 171 5406 0 0 068

Paration 100 74+4 65+3 52+3 291 210,22 0,0009
Fenclorfos 100 5714 35+3 1241 4306 0 0,072
Dementon-s-metil 5212 1743 2102 0 0 0 08%
Atzinfos 7314 525 3413 8+l 0 0 0,086
Etion 714 6613 4213 1311 0 0 0,03
Di-syxton 8813 735 415 2412 8+l 0 0,036
Mevinfos** B2 57+2 441 1411 0 0 0,035
Diclorvos** 8714 62+1 4211 2011 1341 0 0,036

* Representa la media de 10 ensayos.
** Ambos plaguicidas monofosfatos se utilizan en estado
natural, dado que es el de maxima oxidacién.

Por otra parte se detecta, un incremento del
poder de inhibicién de los plaguicidas sobre la
actividad acetilcolinesterasa, al ensayarlos en
estado de maxima oxidacién. Se obtienen por-
centajes de inhibicién del 6 y 3% respecto de
la actividad enzimdtica control (ganado vacu-
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Tabla III.—Porcentaje medio de inhibicién de la actividad

AcChE de eritrocitos de ganado vacuno por diferentes con-

centraciones de plaguicidas organofosforados. I,;mM para
cada plaguicida

% de Inhibicién + SD*

Plaguicida 1072M 10°M 10~*M 10°M 10°M 10-'M I,mM
Metilparation 100 7014 5914 3312 1241 0 0,067
Diazinon 2141 1742 3103 0 0 0 9%
Malation 6412 5012 12+1 0 0 0 1
Metiltrition 86+3 5413 22+1 4104 0 0 0M
Paration 70+3 5312 3041 13+t 3402 0 072
Fenclorfos 2+2 1021 0 0 0 0 62
Dementon-smetil 57+3 214 6105 0 0 0 73
Azinfos 6214 4613 131 0 0 0 2,90
Etion 7613 6012 4241 1741 8108 0 021
Di-syxton 54+4 3613 18+2 5104 O 0 6,20

* Representa la media de 10 ensayos.

Tabla IV.—Porcentaje medio de inhibicién de la actividad

AcChE de eritrocitos de ganado vacuno por diferentes con-

centraciones de plaguicidas organofosforados, en estado de
méxima oxidacién. I,mM para cada plaguicida

% de Inhibicién + SD*

Plaguicida 107°M 107*M 10°M 10°M 107'M 10*M I ,mM

Metilparation 100 8743 7914 4243 131 31 0,002

Diazinon 100 7582 6043 251 3x02 0 0,007
Malation 100 6715 4614 1912 40,5 0 0,031
Metiltrition 8015 654 33+3 13108 1202 0 0,038
Paration 100 704 69+1 58+2 3112 6104 0,0008
Fenclorfos 100 71£5 3343 13£1 1104 0 0,083
Dementon-s-metil 6014 3612 14+1 404 0 0 0610
Azinfos 100 8216 6411 3612 15%1 0 0,006
Etion 8516 674 6015 4412 13%1 0 0,004
Di-syxton 100 7416 4112 1441 60,7 0 0,032
Mevinfos** 70£2 6714 4642 1941 1005 O 0,023
Diclorvos** 7413 68+4 471 2241 1041 0 0021

* Representa la media de 10 ensayos.
** Ambos plaguicidas monofosfatos se utilizan en estado
natural, dado que es el de maxima oxidacion.

no), a concentraciones de 10~ mM de los deri-
vados ditiofosfatos, paration y metilparation
respectivamente, y del 2% de inhibicién de la
actividad enzimética control (ganado porcino)
a concentraciones 10~°mM de paration (tablas
I y IV).

Las I,,mM (tablas I, II, III y IV) obtenidas
para cada plaguicida por extrapolacién en las
graficas constuidas para cada uno de ellos, al
representar porcentajes de inhibicién frente a
concentracion de plaguicida (graficas no mos-
tradas), muestran valores del orden de
10>mM para plaguicidas en estado oxidado,
tales como: paration, metilparation, diazinon,
azinfos y etién, 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.

DISCUSION

El anilisis de los porcentajes de inhibicién
“in vitro” de la actividad acetilcolinesterasa
obtenidos con los diferentes plaguicidas con
estructura fosforotioato, evidencian (ver resul-
tados) una considerable mayor capacidad de
inhibicién enzimética 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
oxidaciéon dentro del organismo humano
(Koelle, 1963; Zweig, 1978), hecho que nos
mostraria un proceso de “metabolizacién toxi-
ficante”. Por otra parte se detecta en lineas
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;
Lépez y col., 1983b). Una explicaciéon para
este diferente comportamiento podria estar
determinada por las caracteristicas especificas
de la estructura terciaria de la proteina enzi-
matica, dependiendo de su procedencia, lo
cual en algiin caso podria dificultar la accesibi-
lidad o unién del plaguicida al sitio activo de
la misma, y por tanto, quedar favorecida la
posterior interaccién del enzima con el sustra-
to natural acetilcolina. Al igual podria estar
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motivada por la existencia de una posible ac-
cién hidrolitica del enzima (diferente segiin 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 I,,mM obtenidas (ver resulta-
dos) y la DL, referidas por diversos autores
para estos compuestos organofosforados
(Frear, 1969; Derache, 1978; Fairchild, 1978).
Estos resultados implican una relacién directa,
inhibicién enzimdtica-toxicidad, lo que refuer-
za la idea de que la determinacién “in vitro”

ABSTRACT

de los niveles del enzima acetilcolinesterasa
puede ser un método vélido para detectar in-
toxicaciones por estos plaguicidas (Fernindez,
1978; Widman, 1981). Esta descrito que este
tipo de intoxicaciones presentan una sintoma-
tologia poco especifica, dificil de diagnosticar
(Fernandez, 1978).
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The degree of inhibition of acetylcholinesterase activity of cattle and pig erythrocytes by
differents organophosphorus pesticides was quantitativel 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 I’'mM were obtained when 10->mM 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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