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RESUMEN. A cuatro grupos de ratas albinus Wistar macho se les sumplement6 una
dieta comercial estandar con sacarosa (C), etanol (E), parathién (P) y etanol mas pa-
rathion (EP) durante 60 dias. Se us6 como control el grupo C. Al fin de la experiencia
se observ6 una disminucién en la actividad de la acetilcolinesterasa en los grupos P y
EP con respecto a C (p < 0,05) y disminuci6n en la actividad de la colinesterasa plas-
matica en los grupos E, P y EP con respecto a C (p < 0,05). La actividad de la fosfa-
tasa alcalina estuvo aumentada en el grupo P (p < 0,05). La vida media del etanol
disminuyé en los grupos E y EP (p < 0,05), con el correspondiente aumento de la cons-
tante de eliminacién. Las concentraciones de paraoxén en sangre e higado estuvieron
disminuidas en EP respecto a P (p < 0,05). La alanin-oxoglutarato aminotransferasa
no mostré diferencias significativas entre los distintos grupos. Se presume una inte-
raccion en las vias metabdélicas del parathion y del etanol.

SUMMARY. “Action of Ethanol and Parathion on the Enzymatic Systems of the albinus
Wistar Rat” . Four groups of male albinus Wistar rats were supplied with an ordinary com-
mercial diet supplemented by sucrose (C), ethanol (E), parathion (P) and ethanol more
parathion (EP) for 60 days. Group C was taken as control group. At the end of the experi-
ment a decrease in the activity of acetilcholinesterase was observed in groups P and EP
compared to C, a decresed of activity of pseudocholinesterase in groups E, P and EP
respect to C (p < 0,05). The activity of alkaline phosphatase increased in P (p < 0,05). The
half lifetime of ethanol decreased in groups E and EP (p < 0,05), with the corresponding
increase in the elimination constant. The concentrations of paraoxon in blood and in liver
were lower in EP with respect to P (p < 0,05). The difference in alanine-oxoglutarate
aminotransferase activity was not significative amongst the different groups. An interaction
between the metabolic pathways of parathion and ethanol is supposed.

INTRODUCCION

La humanidad ha obtenido y obtiene tantos beneficios con el uso de los pla-
guicidas, que serfa en vano enumerarlos.

Entre los plaguicidas organofosforados el parathidén presenta caracteristicas
especiales ya que es bien conocida su accidn toxica. Este compuesto se activa en
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los organismos vivos a paraoxén, metabolito que resulta ser el verdadero respon-
sable de su accién téxica. !

Por otra parte, es ampliamente conocida la difusién y uso social de las bebi-
das alcohdlicas tanto en nuestro pais como en otros de cultura de tipo occidental.
El hecho de que el etanol ingerido en forma diaria y reiterada provoque, ademais
de otras alteraciones, fenémenos de induccién enzimitica 1.2, nos llevé a estudiar
la interaccién de éste con el parathién cuando son suministrados en forma reitera-
da por tiempos prolongados. A tal efecto se estudi6 la actividad de enzimas indi-
cadoras de dafio hepdtico y de otras que son inhibidas por los plaguicidas organo-
fosforados, como son la ALAT, la FAL, la Che y la AcChe *, en ratas sometidas du-
rante 60 dias al pesticida y al etanol, suministrados por separado y en conjunto.
Con el propésito de sortear las diferencias por variaciones de calorias entre las
distintas dietas, aquellas que carecian de etanol se suplementaron con sacarosa de
manera de obtener un balance isocal6rico en todas ellas.

Con el fin de observar probables interacciones metabélicas se midi6 la con-
centracién de paraoxén y la vida media del etanol en los distintos grupos de ani-
males al terminar la experiencia.

MATERIALES, DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS
Materiales
Animales

Ratas albinus Wistar macho, de 200 a 300 g de peso mantenidas al ritmo
dia-noche de 12 horas y alimentadas con las dietas que se describen en “Disefio
Experimental”.

Instrumental

CromatoOgrafo de gases marca Varian modelo 3700 provisto de detector de
captura electrénica y de ionizacién de llama. Columnas de vidrio de 2 m de largo
y 2 mm de didgmetro interno, con relleno de dos tipos: columna A para etanol
(Carbowax 20M al 10% sobre Chromosorb WHP 60-80 mesh.) y columna B para
plaguicidas (OV17 al 3% sobre Chromosorb WHP 80-100 mesh.)

Espectrofotémetro UV-visible marca Shimadzu modelo 210 provisto de celdas
termostatizadas, caras planas, seccién cuadrada de 1 cm de paso de luz.

Reactivos

Equipo de reactivos para determinar la actividad de la AcChe, (Wiener). Mé-
todo cinético color basado en la técnica de Ellman. 3

Equipo de reactivos para determinar la actividad de la Che (Wiener). Método
cinético color que utiliza como sustrato la butiriltiocolina. 4

Equipo de reactivos para determinar la actividad de la ALAT (Wiener). Méto-
do cinético ultravioleta, basado en la técnica de Wroblewski. 5

* ALAT: alanina oxoglutarato aminotransferasa (EC.2.6.1.2.)
FAL : ortofosférico mono ester fosfohidratasa (EC.3.1.3.1.)
Che : colinesterasa S o pseudocolinesterasa (EC.3.1.1.8.)
AcChe: acetilcolinesterasa, colinesterasa E (EC.3.1.1.7.)
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Equipo de reactivos para determinar la actividad de la FAL (Wiener). Método
cinético color que utiliza como sustrato el p-nitrofenilfosfato, basado en la técnica
de Bessey-Lowry. 6

Elementos para determinar por cromatografia en fase gaseosa etanol y parao-
x0n, segln una técnica empleada por nosotros en trabajos anteriores 7 y otra
oficial de la Environmental Protection Agency de los Estados Unidos de Norte
América (EPA) 8, respectivamente. Se describen en métodos.

Estandares de parathi6én y paraoxén provistos por la EPA.

Diseflo experimental

El total de las ratas se dividié aleatoriamente en cuatro grupos de siete ani-
males. A cada grupo se les suministro ad-libitum, durante 60 dias, una de las die-
tas que se detallan mis adelante.

La dieta s6lida (comercializa en “pellets”) fue pulverizada con el objetivo de
permitir las mezclas con las sustancias que se mencionan al detallar los distintos
grupos de animales, asi como en aquellos casos en que no se efectuaron adicio-
nes (grupo C y E) para darle presentacién similar. En cada grupo se dispusieron
los sélidos en recipientes de latén de 30 x 7 cm y de 3 cm de profundidad, dentro
de la jaula a nivel del piso.

Grupo control (en adelante C): dieta de laboratorio en “pellets” (comercial-
mente “Dieta 3 Nutrimentos Cabeca”) con un minimo de 20% p/p de proteinas;
como bebida, solucién de sacarosa 41,5% (isocalérica respecto de los grupos trata-
dos con etanol: E y EP).

Grupo etanol (en adelante E): dieta sélida igual a la del grupo C y como be-
bida sacarosa al 10% p/v en una solucién de etanol en agua al 18% p/v.

Grupo parathion (en adelante P): dieta s6lida igual a la de los grupos prece-
dentes, pero adicionada con una solucién de parathion en aceite vegetal, de tal
manera que la concentracion final en el alimento fuera de 15 mg/kg de peso; be-
bida igual a la del grupo C.

Grupo etanol-paratbion (en adelante grupo EP): dieta sélida igual a la del
grupo P; bebida igual a la del grupo E.

Con el fin de que se adaptaran a la bebida, a los animales cuya dieta incluia
etanol se les suministraron soluciones crecientes de etanol durante los 10 dias pre-
vios a la iniciacion del tratamiento. La concentracién de etanol en el agua fue del
18% en el dia 10. )

Se registr6 semanalmente el peso corporal de todos los animales hasta el fin
del tratamiento. ~

En el dia 60 de iniciado el experimento, a todos los animales se les inyect6
por via intraperitoneal etanol al 50% en solucién fisiologica, a razén de 1,5 g de
etanol por kg de peso. Por puncién caudal se tomaron muestras de sangre a los
180, 240, 300 y 360 minutos de la inyeccién de etanol y se les determiné la alco-
holemia. Con los datos obtenidos se calculé la vida media (en adelante Vm ) y
la constante de eliminacién del etanol para los distintos grupos (en adelante K).
El mismo dia los animales fueron sacrificados por decapitacién. Se recogieron
muestras de sangre e higado para efectuar las determinaciones de las actividades
enzimdticas y cuantificacién de parathién y paraoxén.
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Metodologia

Determinacton de Parathion y paraoxon en bigado y sangre por cromatografia en
Jfase gaseosa

Se usd el método de extraccion descripto por la EPA 8, La resolucién croma-
togrifica se efectué con la columna indicada en “Instrumental” como B, con detec-
tor de captura de electrones, usando nitrégeno como gas vector a un flujo de 30
ml/min y en las siguientes condiciones térmicas: inyector 240 °C, horno 190 °C 'y
detector 250 °C.

Determinacion de parathion y paraoxon en bigado y sangre por cromatografia en
capa fina

Se emple6 la técnica de inhibicién de la colinesterasa en placa segin Mc Kin-
ley y Read.?

Determinacion de etanol en sangre por cromatografia en fase gaseosa

Se efectué por la técnica utilizada en trabajos anteriores 7, que €s una mo-
dificacién de la técnica de Le Blanc 10: se agregaron 20 pl de sangre a una mezcla
desproteinizante de 0,20 ml de hidréxido de bario 3N, 0,20 ml de sulfato de
zinc al 5%, 0,20 mi de una solucién acuosa de n-butanol de 250 pg/l (estindar in-
terno) y 0,38 m! de agua destilada; se agitd y se centrifugé a 5000 rpm; se separ®
el sobrenadante y se inyectaron en el cromatdgrafo 2 pl. La resolucién cromato-
grifica se efectué con la columna indicada en “Instrumental” como A, con detec-
tor de ionizacién de llama, gas vector nitrégeno a una velocidad de flujo de 30
ml/min y en las siguientes condiciones térmicas: inyector: 170 °C, horno 105 °C 'y
detector 220 °C.

Determinaciones enzimdticas
Se efectuaron segun lo indicado en cada equipo de reactivos.

Metodologia estadistica

En las curvas de calibracién para la valoracién de etanol, parathién, parao-
x6n y para establecer Vm y K, se utilizé el ajuste por cuadrados minimos. En las
estimaciones de las diferencias de peso de los animales, de las actividades enzimi-
ticas y de las concentraciones de parathién y paraoxén en sangre e higado, se
aplicé el test de Student y se consideré significativa toda diferencia con p < 0,05.

RESULTADOS

El consumo medio de alimento por grupo y por dia para cada uno de los
grupos fue de 135 £ 25 g (C); 132 £ 37 g (E); 124 £ 33 g (P) y 123 £ 38 g (EP);
mientras que el de bebida fue de 216 * 25, 195 £ 55, 209 £ 42, 191 £ 51 para los
mismos grupos y en el mismo orden.

La estimacién del consumo de sélidos no resulté plenamente satisfactoria, ya
que se vio afectada por la dispersién que de ellos producian los animales en el ac-
to prandial.
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Los resultados de la variacién de peso, metabolismo del etanol, actividades
enzimaticas de la AcChe, de la Che, de la ALAT, de la FAL y concentracién de pa-
raox6n en sangre e higado se detallan en las tablas 1 a 7. La expresién “x * s” in-
dica el valor medio + la desviacion estandar de la poblacién.

v

Grupo Suplemento Xts n
C sacarosa 97,9 + 15,2 7
E etanol 68,5 + 13,0 7
P parathién 80,7 + 10,8 7
EP etanol + parathién 63,4 + 19,4 7

Tabla 1. Variacién de peso. Porcentaje de incremento de peso sobre el peso
inicial. E, P o EP respecto de C, y P respecto de E: p < 0,05. E respecto de EP,

y P respecto de EP: p > 0,05

Grupo Suplemento x + s(U/D % de inhibicion n
C sacarosa 177 £ 12 0 7
E etanol 148 + 8 16 7
P parathién 104 £ 7 41 7
EP etanol + parathiéon 109 t 6 38 7
Tabla 2 . Actividad de la colinesterasa plasmatica (Che). C respecto de E , P o
EP, y E respecto de P o EP: p < 0,05. EP respecto de P: p > 0,05.'
Grupo Suplemento x+sUID % de inhibicién n
C sacarosa 116 t 4 0 7
E etanol 101 4 13 7
P parathio6n 63 8 46 7
EP etanol + parathién 8513 27 7

Tabla 3. Actividad de la acetilcolinesterasa (AcChe). E, P o EP respecto de C ,y
P respecto de E: p < 0,05. EP o P respecto de E, y P respecto de EP: p > 0,05.

Grupo Suplemento x+s (UID n
C sacarosa 97+ 19 7
E etanol 72127 7
P : parathién 196 £ 33 7
EP etanol + parathién 80+ 12 7

Tabla 4. Actividad de la fosfatasa alcalina (FAL). P respecto de EP, C o E: p <
0,05. C respecto de EP o E y EP respecto de E: p > 0,05.

Grupo Suplemento xtsUID n
C sacarosa 31+ 11 7
E etanol 34+ 7 7
P parathién 38+ 11 7
EP etanol + parathién 2816 7

Tabla 5. Actividad de la alanina oxoglutarato aminotransferasa (ALAT). Las re-
laciones entre todos los grupos indican p > 0,05

155



Villaamil. E.C., J.O. Carradori, A. Ravenna, A.S. Ridolfi, J.C. Garcia Femindez y O.E. Roses

Grupo Suplemento Vm * s(hs) Kt s(1/hs) n
C sacarosa 43+0.8 0.16 £ 0.02 7
E etanol 221203 0.32+0.04 7
P parathion 45+10 0.16 + 0.03 7
EP etanol+parathién 26+04 0.27 £ 0.04 7

Tabla 6. Vida media y constante de eliminacién del etanol. C respecto de E o
EP, y P respecto de E o EP: p < 0,05. C respecto de P, y E respecto de EP: p >
0,05.

Grupo Suplemento Sangre (ug/kg) Higado (ug/kg) n

xXts xts
P parathion 1416 £ 308 1544 + 384 7
EP etanol + parathion 456 £ 225 584 + 155 7

Tabla 7. Concentracién de paraox6n en sangre e higado. P respecto a EP en
sangre e higado : p < 0,05.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los animales de los grupos E, P y EP tuvieron un menor incremento de peso
con respecto a los animales del grupo C, utilizados como control (Tabla 1).

La actividad de la Che (Tabla 2) aparecié disminuida en los grupos P, E y EP
con respecto a los controles. En los grupos P y EP el resultado es el esperado, da-
do el aceptado mecanismo de accién téxica del parathion 1. 11113, En el caso del
grupo tratado con etanol (E) coincide con lo descripto por otros autores 4. La dis-
minucién observada en el grupo EP (38% de inhibicién) no es aditiva con respec-
to al grupo E (16% de inhibicién) y al grupo P (41%).

En el caso de la AcChe (Tabla 3) se observé también inhibicién de la enzima,
que fue menor en el grupo EP (27%) que en el P (46%) (en ambos casos de
significacion estadistica respecto a C). Estos datos indican una probable inte-
raccién entre el metabolismo del etanol y el del parathién, que lueco discutire-
mos.

La actividad de la FAL (Tabla 4) se hall6 significativamente aumentada en el
grupo P con repecto al C, al E y al EP. El aumento de la actividad de la enzima en
el caso de los animales tratados con parathién estd de acuerdo con lo indicado
por Kim et al. 5 y por Nishimura et al. 16. Sin embargo, cuando el plaguicida estu-
vo asociado con etanol (grupo EP) mantuvo una actividad cercana a la del grupo
control.

Si bien la actividad de la ALAT (Tabla 5) no mostré diferencias intergrupales
significativas (p > 0,05), repitié el hecho notado en el caso de la FAL: mayor acti-
vidad en el grupo P y menor (dentro de un 10% de diferencia entre las medias)
para los grupos EP, E y C. -

Cabe sefialar que los procesos que afectan el hepatocito disminuyen los nive-
les de actividad de la Che, y la AcChe e incrementan los de la FAL y la ALAT. Sus
determinaciones ya se incluyen de rutina en el denominado “hepatograma”, por lo
que es pbvio todo comentario.
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La vida media del etanol (Tabla 6) disminuyé y su constante de eliminacién
aumento6 en los grupos E y EP comparindolos con los controles y con el grupo P.
En cambio no se apreciaron diferencias significativas entre los grupos cuyas dietas
contenian etanol (E y EP). De aqui se desprende que el parathién no modifica la
velocidad metabélica del etanol 2.7.

Los niveles de paraoxén (Tabla 7), tanto en sangre como en higado, mostra-
ron diferencias significativas entre los grupo P y EP y se observaron menores con-
centraciones en el grupo tratado con ambos téxicos (EP).

La presencia de parathién y paraoxén fue confirmada tanto en sangre como
en higado, por cromatografia en capa fina; se confirmé la presencia de ambas sus-
tancias en los dos tejidos y se visualizé una menor concentracion en el grupo EP.

Evidentemente en este caso el paraoxén (metabolito activo del parathién) se
halla en menores cantidades cuando se lo administra asociado al etanol.

La menor formacién de paraoxén, ya sea debido a una induccién de estera-
sas 1820 o a la induccién del sistema microsomal de oxidasas de funcién mixta 17
por el alcohol en forma crénica 213.21-23 explica los resultados hallados: menor
efecto inhibitorio de la AcChe, recuperacién de la actividad de la FAL y menores
concentraciones de paraox6n en sangre € higado en el grupo tratado simultdnea y
créonicamente con etanol y parathion.
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