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RESUMEN

Objetivo: Determinar la funcion e histologia de la glandula tiroides de ratas BIOU: Wistar expuestas cronicamente
a malation en comparacion con ratas no expuestas.

Métodos: Se estudiaron 20 ratas Wistar machos asignados al azar, 10 al Grupo Control y 10 al Expuesto. El Grupo
Expuesto recibi6 la aplicacion cronica de malation inhalado una vez a la semana durante 2 horas por 14 semanas.
El Grupo Control fue expuesto a un placebo (agua destilada). Fueron sacrificadas; se obtuvieron muestras séricas
para tirotropina (TSH), tiroxina libre (T4L) y acetilcolinesterasa (AChE); se extrajo la glandula tiroides para el
analisis por microscopia de luz y electronica.

Resultados: Los niveles de AChE se encontraron significativamente mas bajos (p=0,0001) y de T4L mas altos
(p=0,004) en el grupo expuesto; los niveles de TSH estuvieron mas bajos, aunque no significativamente. Se
encontr6 una correlacion inversa significativa entre AChE y T4L (r=-0,522; p=0,018). Se evidencid hiperplasia
folicular por microscopia de Iuz en el 70% del grupo expuesto, mientras que no hubo alteracion en el grupo control
(RR: 4,33; 1C95%: 1,60-11,69; p=0,002). En el analisis por microscopia electronica, las células foliculares del
Grupo Expuesto mostraron marcado deterioro tisular, alteracion nuclear y citoplasmatica con disminucion de las
organelas. No se observaron alteraciones ultraestructurales en el Grupo Control.

Conclusiéon: La exposicion cronica a malation en ratas BIOU: Wistar produce incremento de las hormonas
tiroideas y alteraciones histopatologicos en la glandula tiroides. Se deben realizar estudios al respecto en seres

humanos, dado el uso indiscriminado de los pesticidas.
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ALTERATION ON FUNCTION AND HISTOLOGY OF THE THYROID
GLAND OF BIOU: WISTAR RATS EXPOSED TO MALATHION
ABSTRACT

Objective: To determine the function and histology of the thyroid gland of BIOU: Wistar rats chronically exposed
to malathion compared with unexposed rats.

Methods: Twenty randomized male Wistar rats were studied, 10 to the Control Group and 10 to the Exposed. The
Exposed Group received the chronic application of inhaled malathion once a week for 2 hours for 14 weeks. The
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Control Group was exposed to a placebo (distilled water). They were slaughtered. Serum samples were obtained
for thyrotropin (TSH), free thyroxine (FT4) and acetylcholinesterase (AChE). The thyroid gland was removed for
analysis by light and electron microscopy.

Results: AChE levels were found significantly lower (p = 0.0001) and FT4 levels higher (p = 0.004) in the
exposed group; TSH levels were lower, although not significantly. A significant inverse correlation was found
between AChE and T4L (r = -0.522; p = 0.018). Follicular hyperplasia was observed by light microscopy in 70%
of the exposed group, while there was no alteration in the control group (RR: 4.33, 95%CI: 1.60-11.69; p=0.002).
In the electron microscopy analysis, the follicular cells of the Exposed Group showed marked tissue deterioration,
nuclear and cytoplasmic alterations with decrease of the organelles. No ultrastructural alterations were observed
in the Control Group.

Conclusion: Chronic exposure to malathion in BIOU: Wistar rats produces an increase in thyroid hormones and
histopathological alterations in the thyroid gland. Studies in this regard should be carried out in humans, given the

indiscriminate use of pesticides.

Keywords: Thyroid; Thyroid-Stimulating Hormone; Free Thyroxine; Acetylcholinesterase; Malathion

INTRODUCCION

En los ultimos afios, los estudios médicos se han
centrado cada vez mas en el papel de los disruptores
endocrinos (DE) en la fisiopatologia humana.
Los DE se definen como "sustancias quimicas
exogenas o mezclas de sustancias quimicas
que puede interferir con la sintesis, secrecion,
transporte, metabolismo, unién al receptor o
eliminaciéon de hormonas endoégenas, alterando
los sistemas endocrino y homeostatico'. Ademas,
literatura cientifica sugiere que la mayoria de los
DE son capaces de interferir en la regulacion de
la expresion gendmica. De hecho, los cambios
epigenéticos, como la metilacion del ADN o las
modificaciones en las histonas, parecen estar
involucrados en los mecanismos relacionados con
la alteracion endocrina?.

Dentro de los DE, los plaguicidas estan entre
las 12 peores sustancias quimicas disruptoras de
hormonas con las que el ser humano podria estar
en contacto regularmente’. Lamentablemente
el mercado mundial de los plaguicidas estd en
continuo crecimiento y con esto el incremento
de su consumo. De hecho, se ha demostrado
que el 35% de los alimentos consumidos tiene
residuos de plaguicidas detectables por analisis de
laboratorio®.

El uso de plaguicidas organofosforados y dentro
de estos, el malation, es uno de los mas difundidos
tanto a nivel internacional, como en Venezuela,
sin embargo, mundialmente, los organofosforados
son frecuentemente relacionados con
intoxicaciones agudas, y la afectacion
endocrinologica generalmente se sugiere con
exposiciones cronicas a los mismos, y son
frecuentemente alteraciones sub-diagnosticadas.
Aunque existe controversia, se ha indicado
en estudios principalmente experimentales,
que la exposicion a organofosforados tiene un
riesgo potencial de desarrollar enfermedades
tiroideas, por lo que se considera un DE**¢. Los
probables mecanismos subyacentes incluyen
diferentes vias fisiopatologicas, que pueden
implicar al co-transportador de sodio yoduro, la
enzima peroxidasa tiroidea, los receptores de las
hormonas tiroideas y de la TSH, las proteinas de
transporte, los mecanismos de absorcion celular’,
afectacion del aclaramiento de las hormonas
tiroideas y alteracion en la expresion del gen de
las hormonas tioideas®.

El objetivo de este estudio fue determinar la
funcion e histopatologia de la glandula tiroides
de ratas BIOU: Wistar expuestas cronicamente a
malation en comparacidon con ratas no expuestas,
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y colaborar asi en esta area de investigacion.
MATERIALES Y METODOS
Ratas de experimentacion

Se realizo un estudio de investigacidon basica de
tipo experimental en animales. Se utilizaron ratas
machos linea BIOU: Wistar, con peso promedio
de 300 g, suministradas por el Bioterio de la
Universidad de Los Andes y fueron trasladados
a la Facultad de Medicina de la Universidad
de los Andes (Mérida, Venezuela), las cuales
permanecieron en las instalaciones del Laboratorio
de Farmacologia y Toxicologia durante todo el
trabajo. Se ubicaron en sus respectivas jaulas
(Fig. 1), se pesaron (g) y se les dio una semana
como periodo de adaptacion. Con respecto a las
condiciones de alojamiento, las ratas se sometieron
aciclosconstantesde 12 horasde luzy de oscuridad,
manteniéndose a una temperatura de 22°-24°C,
con ventilacion continua. La alimentacion fue a
libre demanda con ratarina y como bebida, se les
suministré agua corriente a libre demanda y se les
proveyd un ambiente tranquilo protegiéndolos de
la contaminacion sonica.

Se utilizd como material toxico el malation,
nombre comercial MALATHION 57%, cuyos
componentes son malation al 57% e ingredientes
por

aditivo  43%, fabricado Insecticidas

Internacionales C.A. (INICA).
Procedimiento

Se estudiaron 20 ratas, las cuales se distribuyeron
al azar en 2 grupos de 10 ratas al Grupo Control y
10 al Grupo Expuesto. El tiempo y la frecuencia
por semana de exposicion al malation en los
animales de experimentacion, asi como la cantidad
y preparacion del mismo se hicieron de acuerdo a
las instrucciones del fabricante a dosis equivalentes
a las usadas por humanos en agricultura. El1 Grupo
Expuesto fue sometido a la aplicacion de malation
de manera inhalada, calculada de acuerdo al area
de aplicacion, tomando en cuenta que se aplica de
1 a 3 litros de malation por hectarea. La dilucion
del malation se hizo de acuerdo a las instrucciones,
en una proporcion de 1:100, por lo que se diluyo
lcc de malation en 100cc de agua destilada, y de
acuerdo a las medidas del area, se aplicaron 4cc
de la dilucion a través de una asperjadora, sobre
la jaula.

Estas ratas fueron llevadas a una instalacion al
aire libre en su respectiva jaula donde quedaron
expuestas durante dos horas. Luego fueron
llevadas dentro de las instalaciones del laboratorio
y fueron observadas diariamente vigilando signos
de toxicidad aguda y por ende sufrimiento del
animal. La exposicion se hizo una vez a la semana
por catorce semanas (cronica), tomandose las
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Figura 1. Ratas BIOU: Wistar ubicadas en sus respectivas jaulas.
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medidas de proteccion recomendadas al usuario
dadas por el fabricante. Las ratas del Grupo
Control fueron expuestas a un placebo (agua
destilada) y de igual manera al aire libre por el
mismo intervalo de tiempo.

Al término de la exposicion, previa anestesia
inhalatoria con enfluorano al 1% durante
aproximadamente 10 minutos, las ratas de cada
grupo fueron sacrificadas. Se les practico necropsia
mediante una incisién quirtrgica a lo largo de la
linea media ventral, explorando la cavidad toracica
e intraperitoneal, se tomaron muestras de sangre a
través de la vena cava para la determinacion de la
acetilcolinesterasa y para la determinacion de TSH
y T4 libre. Posteriormente se extrajo en bloque la
glandula tiroides (Fig. 2A y 2B), la cual se lavo
con solucion fisiologica. Todas las glandulas
tiroideas de las ratas del Grupo Control y del
Grupo Expuesto se estudiaron por microscopia de
luz, y 5 glandulas tiroides del Grupo Control y 5
del Grupo Expuesto se estudiaron por microscopia
electronica.

Para microscopia de luz, las muestras se fijaron
con formol al 10% por 24 horas, luego se
seccionaron en segmentos pequefios, maximo de
0,5 cm. A continuacion se sumergieron los mismos
en parafina y luego se realizaron los respectivos
cortes con el microtomo. Los cortes se colocaron
en agua tibia para su extension y luego en un
portaobjetos, posteriormente fueron coloreados

Figura 2A. Ubicacion de la glandula tiroides.

con hematoxilina-eosina y finalmente analizadas
con un microscopio de luz. Se establecio la
presencia de alteraciones anatomopatologicas
(hiperplasia, hipertrofia y degeneracion maligna).

Para el analisis ultraestructural por microscopia
electronica, las muestras de tiroides fueron
sumergidas en mezcla fijadora 3:3 (glutaraldehido
al 3% mas formaldehido al 3% en tampon
cacodilato 0,1 M y pH 6,3)3inmediatamente fueron
seccionadas en bloques de aproximadamente 3
mm°®, y mantenidas en esta solucion fijadora a
4°C durante 12 horas, luego fueron lavadas con
abundante tampoén cacodilato 0,1 M y pH 6,3,
para después ser postfijadas durante 18 horas en
tetraoxido de osmio al 1% preparado en la misma
solucion tampoén. Luego se lavaron nuevamente
en solucion tampoén y se inici6 la deshidratacion y
la infiltracion epoxidica del tejido.

Posteriormente, el material fue incluido en resina
epoxidica y se llevo a una estufa a 60° C durante
48 horas, para garantizar la polimerizacion de la
resina, lo cual permitio realizar cortes gruesos de
1 a 2 um de espesor y cortes ultrafinos de 90 nm
de espesor, para ser observados respectivamente,
con microscopia de luz de alta resolucion y
microscopia electronica de transmision, después
de haber sido contrastados los cortes gruesos
con p-fenil-endiamina y los cortes ultrafinos con
acetato de uranilo y citrato de plomo®''. Los cortes
fueron realizados utilizando un Ultramicrotomo

-

Figura 2B. Extraccion de la glandula tiroides con la traquea.
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Sorvall Porter-Blum MT2-B. Los cortes gruesos
fueron analizados a través de un microscopio
foténico Polyvar Reichert Jung, con camara
fotografica Infinity digitalizada; mientras que las
secciones ultrafinas fueron observados con un
microscopio electronico de transmisién Hitachi
H-7000. Las muestras fueron estudiadas por un
especialista en microscopia electronica, quien no
tenia conocimiento sobre si la tiroides provenia
del Grupo Control o del Expuesto.

La determinacion de acetilcolinesterasa se llevo
a cabo en el Laboratorio de Farmacologia de
la Facultad de Medicina, las muestras fueron
procesadas por el método del Hidroxamato de
Hestrin, modificado por Truhaut y Vernin'’ y
analizado por espectrofotometria a 520 nm. La
cuantificaciéon de la TSH y T4 libre se realizo
en el Laboratorio de Hormonas del Servicio de
Endocrinologia del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de los Andes, mediante la técnica
de quimioluminiscencia, para la TSH se usaron
Kits de TSH cuantitativa de tercera generacion de
la casa comercial SIEMENS de Estados Unidos
para analizadores IMMULITE con coeficientes
de variacion intraensayo entre 3.9 y 13,8% e
interensayo entre 8 y 17,5%. Para la T4 libre
se usaron kits comercial SIEMENS de Estados
Unidos para analizadores IMMULITE con
coeficientes de variacidon intraensayo entre 4,1 y
9,8% vy variacion total entre 5,2y 12,1%

Analisis de Datos

Para el analisis de los datos se uso el programa
estadistico SPSS para Windows Version 20. Las
variables continuas se presentaron en promedio *
desviacion estandar y mediana (rango intercuartil);
para la comparacion se uso la Prueba de Mann
Whitney. Se realiz6 una correlacion de Spearman
entre las variables estudiadas. Las variables
cualitativas se presentaron en nimero absoluto y
porcentaje; se establecid su asociacion mediante
la aplicacion del test de Fisher y se determiné el
riesgo relativo de alteracidn tiroidea por exposicion
a malation. Se considero un nivel de significacion
cuando el valor de p fue menor de 0,05.

RESULTADOS

Se analizaron 20 ratas Wistar, 10 expuestas y 10
controles; en la tabla I se presentan los valores de
peso, acetilcolinesterasa y hormonas tiroideas en el
grupo control y el grupo expuesto a malation. Con
respecto al crecimiento corporal, no se observaron
diferencias significativas en el peso inicial y final
del estudio, entre los animales del grupo control
y el expuesto. Los niveles de acetilcolinesterasa
se encontraron significativamente mas bajos en el
grupo expuesto (p=0,0001) en comparacioén a los
del grupo control. Con respecto a las hormonas
tiroideas, se observaron los niveles de T4 libre
significativamente mas altos en el grupo expuesto
(p=0,004) y los niveles de TSH estuvieron mas
bajos que en el grupo control, aunque no llegaron
a ser estadisticamente diferentes.

En cuanto a la relacion entre los niveles de
acetilcolinesterasa y las concentraciones de T4
libre y TSH (Fig. 3), se encontrd una correlacion
inversa significativa entre acetilcolinesterasa y T4
libre (r=0,522; p=0,018), esto es, en la medida
que disminuyen los niveles de acetilcolinestera,
se incrementan los de T4 libre. No se encontro
correlacion significativa entre los niveles de
acetilcolinesterasas y los de TSH.

Hallazgos histopatolégicos a la microscopia de
luz

En el estudio histopatologico con microscopia de
luz (Fig. 4), se evidenci6 hiperplasia folicular de
tipo focal en seis muestras (60%) e hiperplasia
difusa en una muestra del grupo expuesto (10%),
en total, se observd un 70% de hiperplasia,
mientras que en las muestras del grupo control
no se observaron alteraciones histopatoldgicas.
Esta asociacion de exposicion a malation con
hiperplasia folicular mostré una alta significancia
estadistica (Test de Fisher: p=0,002) y demostro
un riesgo (Riesgo relativo) 4,33 veces mayor
de presentar hiperplasia tiroidea en aquellas
ratas expuestas a malation, en comparacion con
las ratas control (IC95%: 1,60-11,69). No se
observaron otras alteraciones como hipertrofia o
degeneracion maligna.
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Tabla I. Valores de peso, acetilcolinesterasa y hormonas tiroideas en el grupo control y el grupo expuesto a malation

Variables Grupo Control Grupo Expuesto

n=10 n=10
Peso Inicial (g) 234,1 + 33,9 224,5 + 31,1

241,5 (200,0-262,5) 212,5 (200,2-246,7)
Peso Final (g) 321,2 + 54,4 323,4+27.8

305,0 (287,2-357.5) 321,5 (305,0-342,5)
Acetilcolinesterasa (U/ml) 2,41 +£ 0,24 1,76 + 0,36**

2,40 (2,37-2,60) 1,85 (1,42-2,02)**
TSH (uU/mL) 0,15+ 0,26 0,11 £ 0,05

0,07 (0,03-0,13) 0,12 (0,06-0,15)
T4L (ng/dL) 1,55+ 0,19 1,92 +0,20*

1,50 (1,40-1,67) 1,95 (1,87-2,10)*

Datos en X+DE y Mediana (Rango intercuartil). Prueba Mann-Whitney: *p=0,004 **p=0,0001

T4L (ng/dL)

TOH (uU/mL)
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Figura 3. Correlaciones de la acetilcolinesterasa (UC/uL) con la TSH (uU/mL) y la T4L (ng/dL) en todas las ratas
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Figura 4. Presencia o no de hiperplasia tiroidea en los grupos control y expuesto a malation. Test de Fisher: p=0,002. Riesgo
Relativo 4,33; 1C95%: 1,60-11,69.

En la Fig.5 se muestran las fotografias de sin alteraciones histoldgicas, y se evidencia el
algunos cortes del estudio histopatologico de la  tipico epitelio folicular tiroideo ctibico simple de
glandula tiroides de las ratas del grupo control,  morfologia normal.

donde se observan células foliculares normales,

Figura 5. Estudio histologico (tincién hematoxilina-eosina) de tiroides de grupo control. Se observan células foliculares
normales. Notese el epitelio folicular tiroideo ctbico simple de morfologia normal
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En la Fig.6, se muestran las fotografias de algunos
cortes histologicos de la glandula tiroides de
las ratas del grupo expuesto que presentaron
hiperplasia folicular de tipo focal, con aumento

de 10X y de 40X. Se observan los lumenes
glandulares que contienen cantidades variables de
coloide y el epitelio folicular tiroideo (tirocitos)
aplanado, debido a la hiperplasia coloidea.
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Figura 6. Estudio histologico (tincion hematoxilina-eosina) de glandula tiroides del grupo expuesto. Se observa hiperplasia
focal de células foliculares, los limenes glandulares contienen cantidades variables de coloide y aplanamiento del epitelio
folicular tiroideo (tirocitos) debido a la hiperplasia coloidea, morfologia nuclear normal. En la figura 6A, 6B y 6C. Imagen con

aumento 40X. En la figura 6D aumento 200X.

En las Fig.7A y 7B, se muestran las fotografias
de algunos cortes histologicos de la glandula
tiroides de una de las ratas del grupo expuesto
que presentd hiperplasia folicular de tipo difusa,
con aumento de 10X y de 40X. Se observan los
limenes glandulares que contienen abundante
cantidad de coloide y el epitelio folicular tiroideo
(tirocitos) aplanado en todos los foliculos debido a
la hiperplasia coloidea.

Hallazgos histopatolégicos en el analisis
ultraestructural de la glindula tiroides por
microscopia electronica

Las 5 muestras de tiroides del grupo expuesto a
malation a quienes se les realizé el estudio celular
de microscopia electronica tenian hiperplasia
al microscopio de luz, y todas presentaron
alteraciones ultraestructurales. El estudio celular
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Figura 7A. Estudio histologico (tincion p-fenil-endiamina) de
glandula tiroides del grupo expuesto. Se observa hiperplasia
difusa de células foliculares, los limenes glandulares
contienen grandes cantidades de coloide. Imagen con objeto
de aumento 10X.

tiroideo proveniente del grupo control no
mostrod alteraciones.

Las células foliculares del Grupo Control
(Fig.8) muestran las caracteristicas citotipicas
de un epitelio cubico, con nucleo redondeado
con cromatina densa. Se evidencian numerosas
microvellosidades apicales cortas y en el
citoplasma se observan abundantes mitocondrias
y reticulo endoplasmico rugoso.

En las células foliculares del Grupo Expuesto se
evidencian disminucion de la altura del epitelio

Figura 7B. Estudio histologico (tincién p-fenil-endiamina)
de glandula tiroides del grupo expuesto a mayor aumento
(40X) se evidencia aplanamiento del epitelio folicular
tiroideo, y el lumen de dicha célula folicular contiene gran
cantidad de sustancia coloide.

folicular, nutcleos de contornos irregulares,
retraccion nuclear con aumento de la dimension
de la cisterna perinuclear y cromatina dispersa.
Es notable la disminucion de las organelas
celulares en el citoplasma folicular. En algunas
muestras del Grupo Expuesto se observo marcado
deterioro tisular con pérdida de la organizacion
celular que en algunos casos degenerd en atrofia
celular, ademas de infiltracion de tejido fibroso
en los espacios interfoliculares. Otros hallazgos
consistentes fueron la presencia de vacuolas
intracitoplasmaticas y ausencia de vellosidades
apicales (Figs. 9 A, B, Cy D).

£

Figura 8. Segmentos de foliculos tiroideos de muestra control conformados por tirocitos (TC) que presentan las caracteristicas
citotipicas de un epitelio de tipo cubico, con abundantes mitocondrias (m) y reticulo endoplasmico rugoso (rr). La superficie
luminal de estas células muestra cortas microvellosidades (flechas). n, nucleo; FT, foliculo tiroideo; If, luz del foliculo. X3000.
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Figura 9A. Células tiroideas (TC) de rata expuesta a malation.
Es notoria la disminucion de la altura del epitelio, la reduccion
de organelas celulares y las alteraciones en la estructura de los
nucleos (n), llegando a haber retraccion nuclear con aumento
de la dimension de la cisterna perinuclear (asterisco). rr,
reticulo endoplasmico rugoso; m, mitocondrias; If, luz del
foliculo; flechas, microvellosidades. X3000.

Figura 9C. La exposicion de ratas al malation en algunos
grupos de animales, produjo total atrofia celular. El epitelio
folicular se hace laminar (flechas cortas) y en los sitios
donde hay mayor volumen citoplasmatico se ve la matriz
celular condensada y homogénea (asteriscos) con presencia
de mitocondrias deterioradas (m) y vacuolas (v). Destaca la
ausencia total de microvellosidades. If, luz folicular. X 2000.

En las células foliculares del Grupo Expuesto se
evidencian disminucion de la altura del epitelio
folicular, nucleos de contornos irregulares,
retraccion nuclear con aumento de la dimension
de la cisterna perinuclear y cromatina dispersa.
Es notable la disminucion de las organelas
celulares en el citoplasma folicular. En algunas

Figura 9B. En algunos grupos expuestos a malation se observo
marcado deterioro tisular con pérdida de la organizacion
celular. Los tirocitos (TC) adquieren formas irregulares y
con signos de retraccion; el citoplasma es homogéneo con
ausencia de organelas y presencia de formaciones vacuoladas
(v) o quisticas. La superficie luminal epitelial es lisa por la
desaparicion de las microvellosidades. If, luz de foliculo. X
3000.

Figura 9D. Se observa con mayor detalle el deterioro
tisular causado por la exposicion a malation. Los espacios
interfoliculares estan invadidos por tejido fibroso tipo
colageno (asteriscos) y en el citoplasma de los tirocitos
(TC) soélo pueden distinguirse mitocondrias (m), quedando
ocupado el resto del citoplasma por un material granular. X
7000.

muestras del Grupo Expuesto se observé marcado
deterioro tisular con pérdida de la organizacion
celular que en algunos casos degenerd en atrofia
celular, ademas de infiltracion de tejido fibroso
en los espacios interfoliculares. Otros hallazgos
consistentes fueron la presencia de vacuolas
intracitoplasmaticas y ausencia de vellosidades
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apicales (Figs. 9 A, B, Cy D).
DISCUSION

Laexposicionagudaysubagudaaorganofosforados
comoelmalation, unodelosplaguicidas masusados
en el estado Mérida, Venezuela, se ha asociado
en la mayoria de los estudios experimentales en
ratas, a alteracion de los niveles de las hormonas
tiroideas y de sus celulas'*!®, sin embargo, los
resultados de estudios en los humanos, tanto de
exposicion aguda como crénica, siguen siendo
contradictorios™'”!®, En la revision de la literatura,
no se encontraron estudios de exposicion cronica a
malation y su relacion con hormonas tiroideas, en
ratas. En nuestro estudio experimental con ratas
se considera que la intoxicacion con malation
del grupo expuesto fue efectiva, ya que como se
esperaba, los niveles de acetilcolinesterasa fueron
menores que en el grupo expuesto; esto se debe
a que el malation desarrolla su toxicidad a través
de la fosforilacion de la enzima acetilcolinesterasa
en las terminaciones nerviosas, sin embargo
también es capaz de inhibir la acetilcolinesterasa
eritrocitaria, la plasmatica y la hepatica, formando
una unién estable e irreversible, quedando la
enzima inhabilitada para su funcién normal, lo
que produce la disminucion de su actividad!*°.

En el estudio histopatolégico con microscopia
de luz se demostré que seis ratas presentaban
hiperplasia folicular focal y una rata presentaba
hiperplasia difusa en el grupo expuesto a malation
(70%) y ninguna en el grupo no expuesto, lo que
resultd en una asociacion significativa y un alto
riesgo de alteracion histopatologica de la tiroides
con la exposicion a malation. Esta alteracion es
debida al efecto del malation por via inhalatoria
ya que fue la Unica situacion diferente entre los
dos grupos de ratas. No se encontraron estudios
de intoxicacion crénica inhalatoria con malation
en animales de experimentacién para comparar
nuestros resultados, sin embargo, existe un estudio
con intoxicacion por via oral y con un seguimiento
mayor. Este estudio del Instituto Nacional de
Céncer de Bethesda?' en donde expusieron a
ratas Wistar tanto machos como hembras con
malation por via oral durante aproximadamente

80 semanas a dosis bajas y altas, y observadas
por las siguientes 33 semanas para demostrar su
posible carcinogenicidad, se encontré que hubo 3
carcinomas de células foliculares y un adenoma
de células foliculares en el grupo de ratas hembras
expuesta a dosis altas de malation y 3 casos de
hiperplasia de células foliculares en el grupo
de dosis bajas de malation (grupo de 50 ratas
hembras cada uno). La incidencia de estos tumores
fue estadisticamente significativo (p=0,026).
Nuestro estudio demostrd resultados similares al
uso de bajas dosis de malation que resultaron en
hiperplasia folicular.

El mecanismo fisiopatologico por el cual el
malation ejerce su accion sobre las células
foliculares no esta claro®, sin embargo una teoria
que puede explicar los hallazgos histopatologicos
es laaccion agonista de estos compuestos quimicos
sobre los receptores de TSH®’. Las células
foliculares expresan receptores para la TSH, éstos
al ser estimulados son capaces de inducir no solo el
crecimiento de las células foliculares, sino también
de modificar la modulacion del metabolismo del
iodo dentro de las células foliculares, la sintesis y
la secrecion de las hormonas tiroideas®. El estudio
de Ghisari y cols?, demostré que el malation era
capaz no solo de incrementar la proliferacion
celular de los cultivos celulares in vitro sino
también era capaz de inducir la transactivacion del
receptor de aril hidrocarburo (AhR), un factor de
transcripcion ligando dependiente. Este receptor
es miembro de la familia de los receptores
esteroideos y es un factor de transcripcion
activado por ligandos que controla la expresion
de multiples genes. La activacion del AhR por un
ligando, induce desplazamiento de las proteinas
chaperonas hsp90 (heat shock proteins 90),
posteriormente puede inducir la formacion de un
heterodimero con el translocador nuclear de AhR
(ARNT) para formar el complejo Ligando—AhR—
ARNT. Este heterodimero se transloca al nucleo
para unirse a regiones especificas del ADN para
regular la velocidad de trascripcion de genes
especificos. Los cambios en la expresion génica
conducen a alteraciones de los procesos celulares
y sus funciones®.
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Por microscopia electronica en la glandula tiroides
se evidenciaron cambios ultraestructurales en las
células foliculares, tanto a nivel nuclear, como
a nivel citoplasmatico con alteracion de las
organelas y presencia de lesiones vacuolares. Por
otra parte, se observé en algunas muestras pérdida
de la organizacion celular e incluso atrofia celular.
Estos cambios ultraestructurales degenerativos en
la tiroides de las ratas expuestas a malation, ademas
de los mecanismos descritos anteriormente,
pueden ser condicionados por multiples factores
englobandose en un denominador comun, el
estrés oxidativo. Es muy bien conocido el papel
que juegan las especies reactivas de oxigeno
en una variedad de fendmenos bioldgicos,
tales como mutacion, carcinogénesis, procesos
degenerativos e inflamatorios y en el desarrollo
del envejecimiento celular?. Diversos estudios
experimentales en ratas han demostrado aumento
en la generacion de radicales libres y alteracion
en los sistemas antioxidantes, conllevando entre
otros efectos, a incrementos de la formacion de
radicales superdxidos y peroxidacion lipidica
condicionando dafio celular en diferentes tejidos
posterior a la exposicion aguda, subaguda o
subcronica a malation?’*2, Por otra parte la
presencia de fibras de coldgeno entre los foliculos
tiroideos podria estar relacionado también a la
peroxidacion lipidica que podria incrementar la
sintesis de colageno mediante la estimulacion de
las células epiteliales tiroideas™.

Estos hallazgos ultraestructurales en la tiroides
han sido documentados en otros estudios
similares en animales de experimentacion con
exposicion aguda a metamidofos® y exposicion
subaguda a clorpirifos®?, ambos del grupo de los
organofosforados, pero no se encontraron reportes
en exposicion crénica con malation.

Por otra parte, en nuestro estudio se evidencio
claramente que las ratas con exposicion crénica
de 14 semanas con malation mostraron una
concentracion significativamente mayor de T4
libre sérico, en comparacion con las ratas no
expuestas, con una menor concentracion de
TSH, aunque no estadisticamente significativa.

De acuerdo a la regulacion del eje hipotdlamo-
hipoéfisis-tiroides?, se podria suponer que las altas
concentraciones de T4 libre en el grupo expuesto
estarian ejerciendo su retroalimentacion negativa
sobre TSH; habria que aumentar el tiempo de
exposicion para determinar si esta diferencia en los
niveles de TSH con el grupo no expuesto llegaria
a ser estadisticamente significativa. Existen pocos
estudios para comparar nuestros resultados; en el
estudio de Akhtar y cols'?, la exposicion diaria por
21 dias, subaguda, a malation por via oral en ratas
albinas macho, produjo alteracion en las hormonas
tiroideas, pero, contrario a nuestros hallazgo,
se observd disminucion de las concentraciones
de T4 libre y elevacion de los niveles de TSH
de manera significativa (p<0.01), sin producir
cambios en la composicion corporal del animal.
Sin embargo, este estudio utilizd la alimentacion
forzada para la administracion del malation, lo
cual puede aumentar la secrecion de la hormona
corticosterona en respuesta al estrés*, e inducir
en ese sentido cambios en la secrecion de TSH, e
incremento del metabolismo y aclaramiento de la
misma?*-3®,

En otro estudio realizado por Satar y cols',
sobre el efecto de la intoxicacion aguda por
organofosforados (metamidofos) en las hormonas
tiroideas en ratas Wistar macho, se encontr6 que los
niveles de T3, T4 y TSH fueron significativamente
mas bajos (p <0,01) en el grupo expuesto con
respecto al grupo control, mientras que aquellos
grupos de ratas expuestas que recibieron
posteriormente el antidoto atropina + pralidoxima,
mostraron incremento de la TSH, en concordancia
a la resolucion de la intoxicacion, quedando
demostrado en este estudio que la intoxicacion
aguda por organofosforado puede producir
sindrome eutiroideo enfermo e hipotiroidismo.
Dichos resultados también difieren con respecto a
nuestro estudio.

El estudio en ratas Wistar prefiadas realizado por
Taxvig y cols’’, quienes expusieron diariamente
durante dos semanas por sonda oral a dosis
baja y alta de una mezcla de plaguicidas que
incluye: bitertanol, propiconazol, cipermetrina,
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terbutilazina y malation, reveld que los niveles
séricos de T4 eran significativamente mayores en
el grupo de alta dosis con respecto a baja dosis,
esa misma tendencia se observo con los niveles de
T3, sin embargo esta no fue significativa. A pesar
de que en este estudio se utilizd una mezcla de
plaguicidas y la exposicion fue oral, se demostro,
al igual que en nuestro estudio, que la exposicion
de estos plaguicidas pueden llevar también a
hiperfuncion tiroidea.

En nuestro estudio, cuya forma de exposicion
controlada fue por via inhalatoria y por contacto
en simulacion de la mayoria de las exposiciones
cronicas en los seres humanos, se evidencid
un perfil hormonal tiroideo con tendencia a la
hiperfuncion tiroidea. En el estudio de Goldner
y cols’, donde se evaluaron las conyugues de
trabajadores agricolas que utilizan plaguicidas,
se evidenci6 una prevalencia de enfermedades
tiroideas en general de 12,5%, con una
prevalencia para el hipotiroidismo de 6,9% y del
hipertiroidismo 2,1%, y queda entredicho que la
propension a desarrollar las diferentes patologias
tiroideas pudiera depender de la predisposicion
individual de cada humano. A pesar de que este
estudio en ratas se intent6 simular la forma de
exposicion cronica en los humanos, los resultados
no son extrapolables en los mismos.

En nuestro estudio se demostr6 que la exposicion
inhalatoria cronica (14 semanas) a malation en
ratas BIOU: Wistar puede producir incremento de
la actividad secretora de las hormonas tiroideas y
conllevar a cambios histopatologicos en la glandula
tiroides. Asi, es preocupante en humanos el uso
indiscriminado de los plaguicidas, sin las medidas
minimas generales de proteccion, que pueden
producir efectos deletéreos en la salud individual
y en quienes los rodean. Se recomiendan realizar
estudios epidemiologicos en humanos expuestos a
organofosforados y determinar su potencial efecto
como disruptor endocrino.
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