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RESUMEN

Introduccion: En los ultimos 40 afos, la agricultura Brasilera se ha desarrollado
de tal manera que el pais sera uno de los grandes proveedores de alimentos del
futuro. Este sector ha venido jugando un papel importante en la economia Brasilera,
debido a la gran produccion de granos, que esta representada por todas las
macrorregiones. De hecho, para mantener dicha produccion, el sector agricola
utiliza intensivamente insumos quimicos como fertilizantes y pesticidas, lo que
confirma que Brasil es uno de los mayores consumidores de pesticidas del mundo.
Los Etilenbisditiocarbamatos (EBDC) son un grupo de fungicidas que se han
utilizado ampliamente en el mundo, siendo el Manganese Ethylenebis (Mancozebe)
uno de sus principales representantes. La gran preocupacion esta relacionada
principalmente con la exposicion cronica, a concentraciones bajas o altas de
Mancozebe. Por esta razén, es importante evaluar el potencial efecto hepatotdxico
del Mancozebe en un modelo experimental; Materiales y métodos: La propuesta
fue un estudio experimental con 27 ratones Wistar machos, divididos en 3 grupos
de 9 cada uno. El grupo de control (CG) recibid solucion salina al 0,9% grupo
intervencién | (MZ1) recibié 250 mg\kg una vez a la semana y grupo intervencion Il
(MZ2) recibi6é 500 mg\kg una vez a la semana; ambos diluidos en 2ml\kg de solucién
salina, El tratamiento se llevé a cabo durante 12 semanas, administrado por sonda
orogastrica hasta el dia de la eutanasia. Se tomaron algunas medidas
antropometricas, como peso, altura y circunferencia abdominal; medidos algunos
marcadores de exposicion como la Etilenotiurea (ETU) en la orina; otros analisis
fueron bioquimica, evaluacion de genotoxicidad mediante recuento de

micronucleos y ensayo cometa, marcadores de estrés oxidativo y evaluacion
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histoldgica del higado. Resultados: El efecto hepatotoxico de la exposicion cronica
a Mancozebe se confirmé a través de diferentes analisis; medidas antropométricas,
cambios hematoldgicos, bioquimica sanguinea, genotoxicidad y estrés oxidativo,
se encontro significacia estadistica al comparar los grupos expuestos con el grupo
control, estos resultados se apoyaron con la evaluacion microscépica del higado,
que registré cambios histolégicos como infiltrado inflamatorio y balonamiento en los
hepatocitos de los grupos tratados. Conclusién: Se encontré significancia
estadistica en diversas variables al comparar los grupos expuestos con el grupo
control, estos resultados se apoyaron con la evaluacion microscépica del higado,
donde se registraron alteraciones histolégicas como infiltrado inflamatorio y
balonamiento en los grupos tratados. Concluyendo que la exposicion crénica a
Mancozebe puede tener un efecto deletéreo debido a sus repercusiones en el

higado.

Palabras clave: Etilenbisditiocarbamatos, Mancozebe, Plaguicidas,

Hepatotoxicidad, Estrés oxidativo. Genotoxicidad.
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RESUMO

Introducdo: Nos ultimos 40 anos a agricultura brasileira se desenvolveu de tal
forma que o pais serd um dos grandes fornecedores de alimentos do futuro. Esse
setor vem desempenhando um importante papel na economia do Brasil, devido a
grande producéo de gréos, que é representada por todas as macrorregioes. De
fato, para manter tal producédo, o setor agricola utiliza intensivamente insumos
guimicos como fertilizantes e agrotoxicos, corroborando para que o Brasil seja um
dos maiores consumidores de pesticidas do mundo. Os Etilenobisditiocarbamatos
(EBDCs), sdao um grupo de fungicidas que tem sido amplamente utilizado no
mundo, sendo o Manganese Ethylenebis (Mancozebe), um dos seus principais
representantes. A grande preocupacdo se refere principalmente a exposicao
cronica, a baixas ou altas concentracdes de Mancozeb. Por esse motivo é
importante avaliar o potencial efeito hepatotdéxico do Mancozebe em um modelo
experimental; Materiais e Metodos: a proposta foi um estudo experimental com 27
ratos machos wistar, divididos em 3 grupos de 9 ratos. Grupo Controle (GC)
recebeu Solucgéo salina 0,9%, Grupo Internvencéo | (MZ1) recebeu 250mg\kg uma
vez por semana e Grupo intervencao Il (MZ2) recebeu 500 mg\kg tambem uma vez
por semana; ambos diluidos em solugéo salina 2ml\kg.O tratamento foi realizado
por 12 semanas, administrado por gavagem até o dia da eutanasia. Foram aferidas
algumas medidas antropomeétricas como peso, comprimento e circunferéncia
abdominal; dosados alguns marcadores de exposicdo como Etilenotiureia (ETU)
em urina; bioquimica, avaliacdo de genotoxicidade por meio de contagem de
micronucleos e ensaio cometa, marcadores de estresse oxidativo e finalmente

avaliagdo histologica do figado. Resultados: Foi confirmado o efeito hepatotoxico
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da exposicdo crbnica ao Mancozebe através de diferentes analises; medidas
antropomeétricas, alteracdes hematoldgicas, bioquimica sanguinea, genotoxicidade
e stresse oxidativo, foi encontrada siginificancia estatistica quando comparados
grupos expostos com o grupo controle, esses resultados foram apoiados com a
avaliacdo microscopica do figado onde foi registrada alteraces histologicas como
infiltrado inflamatorio e balonizagdo nos grupos tratados. Conclusao: Conclui-se
gue a exposicao cronica ao Mancozebe pode trazer um efeito deletério pelas suas
repercussdes no figado. Este trabalho é um estudo experimental pioneiro na linha
de pesquisa sobre hepatotoxicidade dos agrotéxicos no Brasil, e tera continuidade

a um modelo em humanos.

Palavras-chave: Etilenobisditiocarbamatos, Mancozebe, Pesticida,

Hepatotoxicidade, estresse oxidativo. Genotoxicidade.
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ABSTRACT:
Introduction: In the last 40 years, Brazilian agriculture has developed to such an
extent that the country will be one of the great food suppliers of the future. This
sector has played a major role in the Brazilian economy, because of the high grain
production in all macroregions. In order to keep up this production, the agricultural
sector makes intensive use of chemical inputs such as fertilizers and pesticides,
thus corroborating the fact that Brazil is one of the greatest pesticide consumers in
the world. Ethylenebis dithiocarbamates (EBDCs) are a group of fungicides that
have been widely utilized worldwide , and Manganese Ethylenebis (Mancozeb) is
one of their main representatives. The great concern is especially chronic exposure
to low or high concentrations of Mancozeb. Therefore, it is important to assess the
potential hepatotoxic effect of Mancozeb in an experimental model. Materials and
Methods: an experimental study was performed with 27 male Wistar rats, divided
into 3 groups of 9 rats. The Control Group (CG) received saline solution 0.9%,
Intervention Group | (MZ1) received 250mg\kg once a week and Intervention Group
I (MZ2) received 500 mg\kg also once a week, both diluted in saline solution
2ml\kg.The treatment was performed for 12 weeks, administered by gavage until
the day they were euthanized. Anthropometric measures, such as weight, length
and abdominal circumference were taken. The biological exposure marker was also
dosed, Ethyleneurea (ETU) in urine, and biochemical tests were performed,
genotoxicity was evaluated by counting micronuclei and Comet assay, oxidative
stress markers and histological evaluation of the liver. Results: The hepatological
effect of chronic exposure to Mancozeb was confirmed by different tests:

anthropometric measures, hematological alterations, blood biochemistry,
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genotoxicity and oxidative stress. Statistical significance was found when groups
exposed were compared to the control group. These results were supported by the
microscopic evaluation of liver tissue, where histological alterations, such as
inflammatory infiltrate and balloonization of the treated groups were recorded.

Conclusion: It is concluded that chronic exposure to Mancozeb can have a
deleterious effect due to its repercussions on the liver. This work is a pioneering
experimental study in the line of research on hepatotoxicity of agricultural pesticides

in Brazil and it will continue with a model of humans.

Key words: Ethylenebis dithiocarbamate, Manconzeb; oxidative stress;

Genotoxicity- Liver.
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1. INTRODUCCION:

En los dltimos 40 afios, la agricultura Brasilera se ha desarrollado de tal manera
que el pais sera uno de los grandes proveedores de alimentos del futuro. Este
sector ha venido jugando un papel muy importante en la economia Brasilera, debido
a la gran produccion de granos, que estad representada por todas las
macrorregiones (. De hecho, para mantener dicha produccion, el sector agricola
utiliza intensivamente insumos quimicos como fertilizantes y pesticidas, lo que
confirma que Brasil es uno de los mayores consumidores de plaguicidas del mundo.
Debido al uso generalizado y los eventos adversos conocidos en la literatura, el uso
de plaguicidas ha surgido con gran impacto social y es considerado un desafio de
salud publica mundial. @

Los plaguicidas se desarrollaron con el objetivo de prevenir la invasion de plagas
en los cultivos y proteger la salud publica del consumidor @ Entre las clases de
plaguicidas mas utilizadas, se destaca el uso de fungicidas, los cuales son
adecuados para prevenir o erradicar las infecciones flngicas de plantas o semillas.
Los Etilenbisditiocarbamatos (EBDC) son un grupo de fungicidas que se han
utilizado ampliamente en todo el mundo desde la década de 1940“5- Dentro del
grupo EBDC, se encuentran: Mancozebe, Manebe, Zinebe y Metiram ©- El
Manganese Ethylenebis (Mancozebe), segun la literatura, esta clasificado como de
baja toxicidad, sin embargo, se ha demostrado que tiene efectos adversos en
humanos (- Su toxicidad se induce mediante la formacion de radicales libres y una
disminucioén de los antioxidantes. ®

La evidencia experimental y epidemioldgica de los principales efectos adversos de

estos productos ha sido demostrada por diferentes autores, Innes et al (1969),
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demostraron que la exposicién cronica (18 meses) aumenta la incidencia de
adenoma y carcinoma hepatico en ratones machos y hembras ©- Ahmed et al
(2017) mostraron diferentes alteraciones en los parametros bioquimicos, que
incluyen anemia, leucopenia y aumento de las transaminasas hepaticas AST y ALT,
FA y acetilcolinesterasa.(!®, Otros autores, Yahia et al (2015) encontraron
resultados similares principalmente relacionados a las transaminasas 1)

La toxicidad de los fungicidas se reporta frecuentemente con la formacion y
aumento de especies reactivas de oxigeno (EROSs), resultando en productos de
dafio oxidativo y/o alteraciones en los niveles de antioxidantes y sistemas
enzimaticos de eliminacion de EROS (1213 La exposicion a plaguicidas se ha
asociado con la induccién de estrés oxidativo en multiples sistemas (4- Algunos
autores, como Atamaniuk et al (2014), centraron su investigacion en la evaluacion
del estrés oxidativo a través de la evaluacion de enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD) catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) 1% Ademas de los
efectos del estrés oxidativo secundarios a la exposicion a Mancozeb, la evaluacion
de la genotoxicidad de los plaguicidas desencadena efectos nocivos crénicos en
los seres humanos. Estos efectos comienzan con el dafio celular y potencialmente
causan el desarrollo de teratogénesis y cancer, 1617 siendo el potencial genotdxico
un factor de riesgo principal de efectos a largo plazo. ") Entre los métodos para
detectar dafio en el ADN, se encuentra la prueba de micronucleos (MN) mediante
la cual es posible detectar fragmentos de cromosomas acéntricos 0 cromosomas
que no estan incluidos en los niicleos formados durante la mitosis 18- La toxicidad
por Mancozebe ha sido reportada por varios estudios experimentales, los cuales

evidenciaron la sospecha de carcinogenicidad en ratones 9 e induccién de dafio
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al ADN en células expuestas in vitro a través de mecanismos oxidativos. %21 |os
estudios clinicos destinados a evaluar la genotoxicidad de los EBDC son escasos
en la literatura. La evaluacion histolégica del higado es raramente descrita en la
literatura, el trabajo de Pirozzi et al (2016), es uno de los pocos estudios de
referencia, donde evalla los grados de esteatosis hepatica asociados a la
exposicion a Mancozebe, concluyendo que el fungicida aumenté la cantidad de
goticulas lipidicas intracelulares. 2

Debido al posible dafio causado por el Mancozebe secundario a la
exposicion prolongada por contacto con el contaminante y también por los residuos

en los alimentos 3 se decidi6 estudiar en detalle sus efectos hepatotdxicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO:

2.1.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL HIGADO:

El higado se encuentra ubicado en el cuadrante superior derecho del abdomen, se
clasifica como uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo. Esta protegido por la
caja toracica entre la 72 y la 112 costillas del lado derecho. El peso aproximado es

de 1500 g. @4
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Imagen 1:Anatomia del higado, vista anterior. NETTER: Frank H. Netter Atlas de Anatomia Humana.
52 ed. Rio de Janeiro, Elsevier, 2011.

23



Faces e Leito Hepatico
Face Visceral

Veias hepaticas i i
Veia cavainferior

. .. Impress3o supra-renal
Ligamento coronario . N—

Processo caudado

Ligamento
triangular o —~ 2 5 Ligamento
> > \ coronario

Ligamento
I » triangular
mpressio
esofagica
Ducto
colédoco

ligamento venoso
cistico

Lobo caudado . t . 3 w g Imprezs3o
) R - renal

Processo papilar
Artéria hepatica prépria

Veiaporta Impressio

duodenal
Fissura doligamenta redondo

Ligamento falciforme
Ligamento redondo

Lobo quadrado
Porta do figado

Yesicula biliar Impressao

cdlica 4:.‘ !J/ $

®HNevartiz

Imagen 2Anatomia del higado, cara visceral, NETTER: Frank H. Netter Atlas de anatomia humana.
52 ed. Rio de Janeiro, Elsevier, 2011.

Microscépicamente, la estructura del higado esta formada por unidades llamadas
I6bulos hepéticos. En la regién central de cada I6bulo se encuentra la vena
centrolobulillar, tributaria de la vena hepética, mientras que en la periferia esta el
tracto portal, compuesto por el conducto biliar, ramas de la arteria hepatica y la vena
porta. 25

La superficie sinusoidal esta cubierta por un endotelio fenestrado que recubre el
espacio de Disse, permitiendo el paso de moléculas de mayor tamafio, incluidas las
lipoproteinas, y entre ellas encontramos células fagociticas (kupffer), lipocitos y

células lto. (24.25)
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Imagen 3:Histologia hepatica. Scheuer PJ, Leftkowitch, JH; Interpretacion de la biopsia hepatica. Saunders,
2000.www.hepcentro.com.br/histologia.htm

2.1.2 Funciones del higado:
El higado es el érgano mas grande del cuerpo humano y el mas complejo

metabodlicamente. Algunas de las funciones de los hepatocitos son (26:27.28):

e Metabolismo, conjugacion y excrecion de varios compuestos: El
metabolismo de diferentes compuestos enddégenos como sales biliares,
bilirrubina, hormonas y exdgenos como farmacos y toxinas. Estas moléculas
pasan por 3 pasos fundamentales: captura, procesamiento y secrecion.

o Sintesis de proteinas: El higado sintetiza casi todas las proteinas
plasmaticas mas importantes, entre las que se encuentran: albumina,
transportadores de hormonas, factores de coagulacion y fibrinoliticos,
fibrinégeno, diversos factores de crecimiento, globulinas, lipoproteinas, entre
otros. Incluso sintetiza aminoacidos no esenciales y otros péptidos como el
glutation.

e Regulacién del metabolismo de los nutrientes: el higado proporciona

energia a otros tejidos a través de la glucosa y los cuerpos ceténicos.
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Metabolismo de lipidos y proteinas: Los lipidos absorbidos salen del
intestino a través del sistema linfatico en forma de quilomicrones, que sufren
la accion de la lipoproteina lipasa sobre la superficie de las células
endoteliales, liberando glicerol y &cidos grasos. Estos son capturados por los
adipocitos y, en el caso de las proteinas, al degradarse liberan aminoacidos
gue no se pueden almacenar, se utilizan inmediatamente o se catabolizan
para formar amoniaco (NH3). Esta sustancia no es metabolizada por la
mayoria de los tejidos, volviéndose extremadamente toxica, siendo
degradada principalmente en el higado a través de su conversion en urea.
Almacenamiento de sustancias: como las vitaminas A, D, E, K, vitamina
B12, hierro, acido fdlico y otras.

Funcién endocrina: convierte algunas hormonas y vitaminas en una forma
mas activa. Como hidroxilacion de vitamina d, desyodinizacién de tiroxina
(t4) a triyodotironina (t3) y sintesis de IGF-1 en respuesta a la hormona del
crecimiento.

Funcion inmune: funciona como un mecanismo de filtro para la circulacion
sistémica eliminando particulas exégenas como bacterias, endotoxinas
incluyendo particulas endégenas como eritrocitos senescentes.

Formacion y secrecion de bilis: una de las funciones mas importantes; el
higado absorbe sustancia del plasma a través de su membrana y luego la
secreta en forma modificada a la bilis, que en términos generales se
convierte en la Unica via de excrecion de varios solutos que no son
excretados por los rifiones y la secrecion de varias sustancias que son

esenciales para digestion y absorcion de lipidos.
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2.1.2.1 Desintoxicacién del higado:

El higado, ademas de las diferentes funciones anteriores, tiene una importante
capacidad de regeneracion. La desintoxicacion es el proceso biolégico de
eliminaciéon de sustancias téxicas o biolégicamente activas de los fluidos
corporales, mediante la interaccion con el medio ambiente, y realizado
principalmente por el higado y el intestino a través de complejos enzimaticos como
el citocromo P450 y la glutation transferasa. 29

Los xenobidticos deben ser desintoxicados o eliminados por el cuerpo, una funcién
gue desempefia el higado de manera importante.

El proceso de desintoxicacion del higado se divide en varias fases:

La primera fase es la biotransformacién y activacion de toxinas vy
carcindgenos, que transforman sustancias no polares y solubles en grasa en
componentes polares y mas solubles en agua. En esta etapa inicial, el citocromo
P450 y otras enzimas como la quinona reductasa y la xantina oxidasa convierten
los componentes hidr6fobos en compuestos mas solubles en agua, de una manera
mas sencilla. En este paso, la sustancia original se convierte en un metabolito mas
polar o menos insoluble mediante oxidacion, reducciéon o hidrélisis. ©%3D- La
segunda fase son las reacciones de conjugacion para convertir el metabolito
activo en productos no toxicos y mas hidrofilos, uniéndolos a glutation, glucoronato
o sulfato reducidos. En este punto, es importante enfatizar que algunas sustancias
se pueden conjugar en su forma original sin pasar por reacciones de Fase I. GD
Segun otras fuentes bibliogréaficas, 2 algunos nutrientes pueden interferir en la

eliminacion de carcindgenos y toxinas, modificando el riesgo de desarrollo de
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cancer y otras enfermedades cronicas no transmisibles relacionadas con

alteraciones en el metabolismo de los nutrientes.

2.2 TOXICIDAD HEPATICA:

La toxicidad hepatica o hepatotoxicidad es el dafio causado al higado por
sustancias quimicas, medicamentos, suplementos, tés de plantas, entre otros.

En la literatura, los términos que se utilizan con frecuencia: DILI (Drug induced Liver
Disease): lesion hepatica inducida por farmacos, HILI (Herbal and dietary
supplements-induced liver injury): Dafio hepatico inducido por suplementos
dietéticos y a base de hierbas, ©3 TAFLD (Toxicant Associated Fatty Liver
Disease): Enfermedad hepatica no grasa asociada a sustancias toxicas ¢4 TASH
(Toxicant Associated Steato Hepatitis) Esteato hepatitis asociada a toxicos. ¢4
Hasta el momento, no hay descripcion en la literatura de un término especifico para
el mecanismo de hepatotoxicidad desarrollado por plaguicidas. Se cree que segun
este trabajo experimental, la fisiopatologia del dafio hepético provocado por
plaguicidas podria ser similar a la descrita por muchos autores con el término:

TASH o TAFLD.
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2.2.1 MECANISMOS DE HEPATOTOXICIDAD:

Existen diferentes tipos de mecanismos de hepatotoxicidad que pueden ser
causados por agentes exdgenos al organismo; se pueden dividir en tres grandes
categorias toxicidad intrinseca o directa, idiosincrasica e indirecta; Toxicidad
intrinseca, directa o dependiente de la dosis, en el que los hepatocitos se
lesionan por un efecto fisicoquimico directo, esta categoria también puede ser
indirecta a través de cambios en las vias metabdlicas, que puede ser una reaccion
citotoxica, por ejemplo, la causada por alcohol, o colestatica, causada por MDA
(metilendianilina), este mecanismo es no es muy comuan, ya que la mayoria de los
medicamentos con esta caracteristica no son comercializados. ®® La segunda
categoria es la idiosincrasica, causando dafios impredecibles y raramente dafio
hepatico, que no depende de la dosis administrada. Incluye mecanismos de
hipersensibilidad (alérgicos) y formas no relacionadas con la hipersensibilidad (no
alérgicas). Es la principal causa del desarrollo de hepatotoxicidad
farmacoldgica.®536)

Finalmente, un tercer mecanismo, todavia poco utilizado en la literatura, es el
indirecto, provocado por la accién del farmaco y no por sus propiedades téxicas o
idiosincrasicas. El dafio indirecto puede ser la induccién de una nueva enfermedad

0 la exacerbacion de una preexistente. ¢7)

Existen diferentes factores que contribuyen a la toxicidad hepatica, entre los que se
encuentran la exposicion a altas concentraciones de farmaco, una enorme actividad
metabdlica y la presencia de diferentes enzimas responsables de la generacion de

metabolitos reactivos, especialmente EROS. (38)
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Algunos autores, como Cullen et al (2005), describen 3 tipos principales de lesion

hepatica: lesion hepatocelular, lesion colestasica y mixta: 9

2.2.1.1 MECANISMO DIRECTO:

La hepatotoxicidad directa es el subtipo mas comun causado por agentes que son
intrinsecamente toxicos para el higado, lo que la convierte en una lesion predecible
dependiente de la dosis que puede reproducirse en modelos experimentales. En
este mecanismo, el periodo de toxicidad se caracteriza por ser corto,
aproximadamente de 1 a 5 dias después de la exposicion. 0

El patrén tipico de este mecanismo es el aumento de las enzimas AST y ALT, en
ausencia de ictericia por no haber un aumento de bilirrubinas, generalmente es un
cuadro asintomatico, y con resolucion del aumento de transaminasas en cuanto se
suspende el agente causal, aunque se puede resolverse espontaneamente,
fendmeno conocido como adaptacion. @7

La necrosis hepética aguda es la forma mas comun de hepatotoxicidad en este
mecanismo, ocurre rapidamente poco después de la exposicién, incluso con la
primera dosis; en la mayoria de los casos hay un aumento de enzimas contrarias a
la fosfatasa alcalina que se mantienen en niveles normales o minimamente
elevados. @7

Este mecanismo es tipico en altas dosis de acetaminofén, aspirina, amiodarona,

antineoplasicos, etc. ?7)
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2.2.1.2 MECANISMO IDIOSINCRASICO:

Es causada por agentes con poca o0 ninguna toxicidad intrinseca que causan dafio
hepatico con menos frecuencia. “)

Esta lesion es impredecible y no depende de la dosis. El periodo de latencia varia
de 5 a 90 dias con sintomas similares a la hepatitis viral aguda.

El dafio hepatico idiosincrasico se clasifica como hepatocelular, colestasico o
ambos (mixto). Algunos farmacos implicados en estos mecanismos son: isoniazida,
nitrofurantoina, diclofenaco, amoxicilina-clavulanico, macrélidos, entre otros. ¢?)
2.2.1.3 MECANISMO INDIRECTO:

La lesion indirecta es una nueva categoria que aun no ha sido bien definida, y
algunos autores aun mantienen solo las dos categorias anteriores. Esta nueva
categoria se consideré en funcién de las caracteristicas clinicas diferenciadas que
se muestran en la tabla 2 G7)

El mecanismo indirecto es provocado por la accién del farmaco y no por sus
propiedades téxicas o idiosincrasicas, que pueden generar una nueva enfermedad
hepatica o la exacerbacion de una preexistente. ¢7) La mayoria de los casos son
asintomaticos, sin embargo, si no se realiza la intervencién adecuada, pueden
agravarse y tornarse muy graves y poner en riesgo la vida. ¢

Algunos ejemplos son la nitrofurantoina y la atorvastatina. ¢7)

En la siguiente tabla se encuentran resumidos los diferentes mecanismos de

hepatotoxicidad y sus caracteristicas principales. (Tabla 1)
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Tabla 1. Lesion hepatica inducida por farmacos segtin el tipo. *

Variable

Frecuencia

Relacionado com la dosis

Predecible

Reproducible en modelo
animal.

Latencia (Tiempao de aparicion)

Fenotipo

Agentes mas comunmente
implicados

Causa

# IV = intravenoso.

Hepatotoxicidad directa

Comum
Si
Si

5i

Mormalmente rapido (dias).

Mecrosis hepatica aguda,
elevacion de enzimas,
obstruccidn sinusoidal , higado
graso agudo, regeneracion
nodular.

Altas dosis de acetaminofén,
niacina, aspirina, cocaina,
amiocdarona IV, metotrexato
intravencoso, quimioterapia.

Hepatotoxicidad intrinseca
cuando agente administrado
en dosis altas

Hepatotoxicidad
idiosincrasica
Raro
Mo

No

Mo

Variable (dias a afios).

Hepatitis hepatocelular aguda,

hepatitis mixta o colestasica,
colestasis blanda, crénica
hepatitis.

Amoxicilina-clavulanato,
cefalosporinas, isoniazida,
nitrofurantoina, minociclina,
fluoroguinolonas, antibidticos
rmacrélidos.

Reaccion metabdlica o
inmunoldgica idiosincrasica

Hepatotoxicidad
Indirecta

Intermediaric
Ne
Parcialemente

Usualemente No.

Retrasado [meses)

Hepatitis aguda,
inmunomediada hepatitis,
higado graso, hepatitis
Crénica.

Agentes antinecplasicos,
glucocorticoides, anticuerpos
monoclonales, inhibidores de
la proteina quinasa

Accion indirecta del agente
sobre el higado o sistema
inmune

Tabla 1: Caracteristicas de los diferentes mecanismos de hepatotoxicidad. Adaptado de Hoofnagle, 2019.

2.2.2 FACTORES PREDISPONENTES A LA HEPATOTOXICIDAD:
En la literatura se han estudiado algunos factores de riesgo para el desarrollo de

hepatotoxicidad por diferentes etiologias:

Edad y género: la sensibilidad a los xenobioticos varia con la edad, por lo que la
constituye en un factor de riesgo; la edad avanzada aumenta la sensibilidad “4- Por
otro lado, el sexo femenino tiene mas probabilidades de desarrollar hepatotoxicidad
debido a la mayor cantidad de tejido adiposo, ya que los productos lipofilicos
pueden aumentar el grado de dafio hepatico. 4%

La edad, segun el “Conselho de Organizacdes Internacionais de Ciéncias Médicas”

(CIOMS) en el "Método de avaliacdo de causalidade Roussel Uclaf Causality
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Assessment Method” (RUCAM) puntla a los pacientes mayores de 55 afios como

factor de riesgo. “6)

Variacion genética:

Algunos polimorfismos genéticos en genes que codifican enzimas involucradas en
El metabolismo xenobibtico (oxidacion y desintoxicacién) puede aumentar la
susceptibilidad a la hepatotoxicidad inducida por farmacos, aunque el conocimiento
de la variabilidad genética todavia no parece ser Gtil para discriminar poblaciones
de alto riesgo. 47:48)

Algunos genes ya se han asociado con DILI, como el sistema HLA (DR6 y DR2,
All, DRB1 1501 y DRB10602). También se detallaron algunos polimorfismos

enzimaticos (CYP206, CYP2C19, NAT2). 49

Alcohol: Uno de los factores de riesgo de enfermedad hepética mas estudiados; el
consumo de alcohol puede empeorar o aumentar la toxicidad asociada con la
exposicion ocupacional. El alcohol, a través de su efecto inductor sobre el sistema
P450, conduce a la generacién de radicales libres tdxicos que aumentan la
probabilidad de dafio hepatico severo. ©0)

El alcohol y el embarazo se incluyeron en la lista de factores de riesgo de CIOMS \
RUCAM. El alcohol también es un inductor de CYP2E1 que juega un papel muy
importante en la formacion de N-acetil-pbenzoquinoneimina (NAPQI), un metabolito
reactivo responsable de la hepatotoxicidad del acetaminofén; esta informacion fue
corroborada por algunos autores que mostraron al alcohol como un predictor

negativo de DILI. D
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También hay una mayor incidencia de DILI grave cuando el alcohol se ha asociado
con esteroides anabdlicos. “9-

Enfermedades hepaticas preexistentes: Las comorbilidades previas pueden
aumentar el riesgo de DILI, un ejemplo son los pacientes con Enfermedad de
higado graso no alcohdlica (NAFLD) en los que hay un aumento en el desarrollo de
esteatohepatitis asociada a téxicos (TASH), hay evidencia de que los pacientes con
enfermedad de higado graso no alcohdlico preexistente (NAFLD) aumenta el riesgo
de lesién hepética aguda inducida por farmacos. ¢2- Otras enfermedades como la
hepatitis viral en la que se puede haber desarrollado algun grado de dafio hepatico,
como la fibrosis o la esteatosis, pueden empeorar el prondstico debido a la
exposicion a sustancias quimicas o farmacos. 3

Un gran porcentaje de pacientes con comorbilidades previas y que necesitan utilizar
diferentes medicamentos para su control, se observé que la exposicion a farmacos
puede influir en la susceptibilidad a la hepatotoxicidad, ya que muchos farmacos
actuan de forma sinérgica con otros factores de riesgo, aumentando la patogenia y
progresion de la enfermedad hepatica. “9). Otros estudios informaron una alta tasa
de enfermedad hepatica en pacientes con sindrome metabdlico, esteatohepatitis
no alcohdlica (NASH), HAS y VIH; este ultimo esté relacionado con medicamentos

de terapia antirretroviral (ART). (54.55)

Uso de otros medicamentos: la interaccion medicamentosa; Las isoenzimas del
citocromo P450 son responsables del metabolismo oxidativo de la mayoria de los

farmacos y xenobidticos relacionados con el lugar de trabajo.“¥. Algunos
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medicamentos, como los antiepilépticos de primera generacion, conocidos por su
capacidad inductora de enzimas, pueden provocar la formacion de metabolitos
guimicamente reactivos de otras sustancias quimicas, lo que aumenta el riesgo de
toxicidad hepatica.®®)- Algunos disolventes organicos pueden inducir un efecto

sinérgico para el desarrollo de hepatitis aguda grave. ©7)

2.2.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA HEPATOTOXICIDAD:

La hepatotoxicidad corresponde al 2-5% de los casos de ictericia en pacientes
hospitalizados, al 10% de los casos de hepatitis en adultos (méas del 40% en
mayores de 50 afos) y al 25% de hepatitis fulminante; 96% de las hepatitis
idiopéaticas graves en Espafia, siendo la principal causa de insuficiencia hepatica

aguda grave en EE.UU. y Europa. (58 59)

Algunos datos epidemioldgicos afirman que la hepatotoxicidad provocada por una
gran proporcién de medicamentos se produce de forma impredecible, mecanismo
en el que el farmaco se utilizé6 segun las indicaciones, pero provoca efectos
adversos, lo que define un evento idiosincrasico. “941)

Con base en la literatura, se puede inferir que la mayoria de los datos publicados
sobre la epidemiologia de las lesiones hepaticas inducidas por farmacos (LHID) son
retrospectivos y se refieren particularmente a la frecuencia de casos mas graves de

hepatitis aguda con evolucién sintomatica. (60
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Otros datos epidemiolégicos describen un gran numero de sustancias
farmacéuticas con potencial para causar fendmenos de hepatotoxicidad, la gran

mayoria de los cuales son de naturaleza idiosincrasica. ©%

Numerosos compuestos quimicos ademas de farmacos ya han sido estudiados por
diferentes autores, con el objetivo de evaluar su efecto toxico; sin embargo existen
algunas limitaciones en los estudios publicados hasta el momento, muy pocos de
estos estudios han evaluado sus efectos en humanos a través de investigacion
completa incluyendo la histologia hepatica tras la exposicion crénica a diferentes

sustancias.

3. PLAGUICIDAS:

Son sustancias quimicas, naturales o sintéticas, que se utilizan para controlar

plagas y plantas invasoras de diferentes cultivos. (62

Estos productos también se pueden utilizar en el combate a los transmisores de
enfermedades como el dengue, la malaria, la fiebre amarilla, entre otras, pero si no

se usan correctamente pueden traer efectos toxicos a la salud.
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3.1 CLASIFICACION DE PLAGUICIDAS:

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), los plaguicidas se
clasifican de diferentes formas, siendo la principal segun su funcién: insecticidas,

fungicidas, herbicidas y otros. 63

- Los insecticidas pertenecen al grupo quimico de los organoclorados (BHC®,
DDT® o Neocid®, Methoxychlor® o Marlate®), organofosforados (Paration®,
Palation®, Diclorvos®), carbamatos (Carbaril®, Baygon®, Carbofuran®) y los
piretroides (Aletrina®, Cypermethrina®, Permethrin®) tienen accion contra

insectos, larvas y hormigas principalmente. ©63)

- Herbicidas: Tiene su efecto contra plantas invasoras, entre ellas encontramos:
Bipiridilos: (Paraquat®, Diquat®); glifosato - aminoacido de glicina (Roundap® o
Glyfosate®); triazinas (Atrazine®, Simazine®, Metribuzin®); fenoxiacidos

(derivados del acido fenoxiacético y dinitrofenoles) (3

- Fungicidas: destinados principalmente al control de hongos. Entre ellos
encontramos: pentaclorofenol; ditiocarbamatos (Mancozeb® o Manzate®,
Maneb® o Dithane®, Thiram® o0 Arasan®, Zineb®, Ziram® o0 Zimate®);

organoestario (acetato de trifenilestafio (Brestan®) y otros ©3)-

Los plaguicidas también pueden clasificarse segun su toxicidad expresada por su

tasa de letalidad:

Antes de presentar esta clasificacion, es necesario aclarar el concepto de la
denominada dosis letal 50 - LD50: es la cantidad de una sustancia quimica que

cuando se administra en una sola dosis por via oral, se expresa en masa de la
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sustancia por masa de animal, ocasionando la muerte del 50% de los animales

expuestos en un periodo de observacion de 14 dias. ¢4

Toxicidad aguda - DL50 oral para ratas (mg / kg):
Clase 1 A:Extremadamente toxico. DL50 <5 mg / kg.
Clase 1 B:Altamente toxico. LD50 5-50 mg / kg.

Clase 2: Moderadamente toxico. LD50 50-500 mg / kg.
Clase 3: Baja toxicidad. LD50 500-5000 mg / kg.

Clase 4: Muy poco téxico. LD50> 5000 mg / kg.

3.2 Etilenbisditiocarbamatos:

Los Etilenbisditiocarbamatos (EBDc) son el subgrupo mas importante de
ditiocabamatos (Dtc) y se utilizan intensamente como fungicidas para el control de
hongos. Se consideran de baja toxicidad, lo que justifica su mayor uso en
agricultura. Todos los EBDc tienen un esqueleto organico comun (CsHsN2S4), que
se diferencia solo en su ion metélico, siendo Manebe y Mancozebe (nombres

comerciales) los mas utilizados.(®>
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NH NH : NH NH

Imagen 4:Férmula estructural de Mancozebe. Chem, vol. 34, no. 9 de octubre de 1639 a 1642 de 2011

3.3 Marcadores de exposicion:

El monitoreo bioldgico se esta convirtiendo cada vez mas en un desafio para la
salud publica debido al interés en las actividades de prevencién sanitaria con la
intencion de prevenir el desarrollo de cualquier enfermedad relacionada con la

exposicion a un plaguicida especifico. (¢6)

El monitoreo biolégico se define como la medicién y cuantificacion de sustancias
quimicas, o sus metabolitos, en tejidos, fluidos, secreciones, excreciones, aire
exhalado o en cualquier combinacion, para evaluar la exposicién y el riesgo para la

salud. 67

Esta actividad contribuye directamente a la vigilancia de la salud laboral y
ambiental, en la evaluacién de los diferentes perfiles epidemiologicos y situaciones

de salud en las que se encuentra involucrado el trabajador. ©8)

La descomposicion metabdlica de los EBDC da como resultado la formacion de

disulfuro de carbono (CS2), etilenotiourea (ETU), manganeso (Mn) y zinc (Zn), y se

39



ha demostrado que el seguimiento biolégico es una herramienta poderosa en la

evaluacion de la exposicion a estos plaguicidas. ©9):

3.4 EPIDEMIOLOGIA DE PLAGUICIDAS:

En Brasil, el consumo de plaguicidas ha aumentado significativamente en las
Ultimas décadas, convirtiendo al pais en uno de los mayores consumidores de
plaguicidas del mundo. Diferentes fuentes oficiales de registro de intoxicaciones por
plaguicidas intentan medir el nUmero de casos registrados, aunque existe una gran
falta de informacion y datos sobre el nimero real de intoxicaciones por estos
productos, debido a la subnotificacion.

Algunos sistemas de registro de intoxicaciones por plaguicidas como el Sistema
Nacional de Informacion Toxicolégica y Farmacolégica (SINITOX), el Sistema de
Informacién Hospitalaria - Morbilidad Hospitalaria del SUS (SIH\SUS), la
Comunicacion de Accidentes Laborales (CAT") y el Sistema de Informacién sobre
Enfermedades Notificables (SINAN), son las principales bases de datos sobre este
tipo de intoxicaciones.

Rio Grande do Sul, estado Brasilero, donde se llevé a cabo esta investigacion,
ocupa el tercer lugar en el ranking de estados que producen mas granos, lo que
corresponde a alrededor de 35,9 millones de toneladas en 2019 @

Segun datos del Banco Mundial, cada afio 355.000 personas mueren por
intoxicacién involuntaria por plaguicidas 9. Segln la Organizacién Internacional
del Trabajo (OIT) / Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 70
mil trabajadores de paises subdesarrollados mueren por intoxicacion aguda y
cronica por plaguicidas y otros 7 millones desarrollan alguna enfermedad no fatal

(71)- A pesar de que la intoxicacion por plaguicidas es un evento de notificacion
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obligatoria, las estimaciones indican que solo el 20% de los casos, de hecho, estan
registrados en el Sistema Nacional de Notificacion de Salud (SINAN) de acuerdo

con la ordenanza MS 1271\2014. (7

4. ESTRES OXIDATIVO:

El estrés oxidativo se caracteriza por un aumento en la concentracion de especies
reactivas de oxigeno (EROS) por encima de sus niveles fisiologicos; y la

disminucién de enzimas antioxidantes. (73

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la generacion de
compuestos oxidantes y la accién de los sistemas de defensa antioxidantes. Los
radicales libres y las especies reactivas del oxigeno son el resultado del
metabolismo del oxigeno. La funcién principal del sistema de defensa antioxidante
es reducir e incluso inhibir el dafio causado por la accion de los radicales libres y/o

especies reactivas no radicales (/¥

Como resultado de este desequilibrio se generan numerosas especies reactivas:
radicales libres que tienen un electron desapareado en su Ultima capa de electrones

y especies reactivas no radicales, que favorecen diferentes dafios oxidativos (7%

La produccion de EROS surge de la reduccion molecular de O2 a H20 en las
mitocondrias. ("®) Durante este proceso de reduccion hay un pequefio porcentaje en
el que se produce una reduccidbn monovalente, provocando la formacién de
intermedios reactivos.(’"). En esta reduccion, los intermedios monovalentes de O2

son H20:2 (perdxido de hidrégeno),Oz « - (anidn radical superoxido) y OHe (radical
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hidroxilo), que se denominan EROS, los dos ultimos se denominan radicales

libres(7®-

e e + 2H? e +H* e +H*

-9 L]
0, 0, H,0, OH H,0
Imagen 5: Formacion de ERO. Imlay et al 2003.

El radical Oz - se elimina mediante la reaccion de dismutacion secundaria a la
reaccion de dos aniones superéxido catalizada por la enzima superdxido dismutasa
(SOD). H20:2 es un producto de la dismutacién de Oz * - por la enzima SOD. Otras
enzimas que participan en estos procesos son la Catalasa (CAT) y la Glutation
peroxidasa (GPx) que son enzimas oxidativas capaces de formar o degradar H202.
Segun el autor Droge. (® los radicales libres Ejercen algunas funciones con efectos
beneficiosos (sefalizacion celular, fagocitosis y regulacion del crecimiento celular)
0 nocivos (lipoperoxidacion, oxidacion de proteinas y dafio del ADN) en el
organismo. El radical hidroxilo (OHe) Es el radical libre mas dafiino, y mas reactivo,
inestable que reacciona con una gran cantidad de compuestos organicos. Tiene
una vida extremadamente corta. (" Los radicales libres reaccionan principalmente
con los lipidos de la membrana provocando el fenomeno de lipoperoxidacion, con
liberacion del contenido de organulos, como enzimas hidroliticas de los lisosomas
y formacion de productos citotoxicos, que provocan la muerte celular. Aunque
algunos procesos de lipoperoxidacion no son dafiinos, son importantes para la

formacioén de prostaglandinas que participan en la respuesta inflamatoria. %
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4.1 Enzimas antioxidantes:

Las enzimas antioxidantes son un mecanismo de defensa de nuestro organismo,
que puede actuar para prevenir, interceptar sustancias oxidantes o reparar el dafio
causado por estas sustancias. Los antioxidantes funcionan para mantener bajos
niveles de EROS en las células con la intencion de prevenir el desarrollo de estrés

oxidativo. &

El sistema descrito anteriormente se divide en enzimatico: (SOD: superéxido
dismutasa, CAT: catalasa y GPx: glutation peroxidasa) y no enzimatico (compuesto
por una amplia variedad de sustancias antioxidantes de la dieta u otras fuentes
exdgenas) como vitaminas, minerales y compuestos fenoélicos. /4 Estas enzimas
actian como mecanismos de prevencion, controlando la formacion de radicales
libres y especies no radicales, que participan en las diferentes reacciones que

desencadenan el dafio oxidativo. (74

Otras enzimas actlan indirectamente en la eliminacion de especies reactivas como
es el caso de la glutation reducida (GSH) junto con GPx. Con el objetivo de

continuar el ciclo metabdlico del glutation en su forma no reducida 74

Interaccion enzimatica de antioxidantes y radicales libres:

La SOD participa en la dismutacion de Oz e - en H202 y Oz, siendo el primero menos

reactivo y por lo tanto degradado facilmente por otras enzimas, H202 a pesar de no
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ser un radical, reacciona con otras moléculas generando OH e; la eliminacion de

peréxidos se realiza mediante las enzimas CAT y GPx.

H,0,+ (0] GSH ‘\ NADPH

\

HO GSSG

NADP+

v

HO + O,

Imagen 6: Interaccién entre enzimas antioxidantes y radicales libres. Bonn 2010.

5. GENOTOXICIDAD:

La definicion de genotoxicidad se da a través de agentes o sustancias que tienen
la capacidad de dafiar el ADN y los cromosomas de la célula después de su
interaccion; tal alteracién puede ser en su estructura o funcion, una vez fijadas, se
vuelven capaces de ser transmitidas entre un gen y otro, denominandose
mutaciones. Las mutaciones son la principal fuente de variabilidad genética en una
poblacién. Son el mecanismo a través del cual surgen enfermedades en los
individuos y sus descendientes (€2- E| potencial mutagénico de un producto puede
verse alterado por factores exégenos, algunos ejemplos son los aditivos quimicos
y plaguicidas; también existen algunos factores enddgenos, como vitaminas,

compuestos fendlicos, algunos alcaloides y pesticidas naturales @3
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5.1 PRUEBAS PARA LA EVALUACION DE GENOTOXICIDAD:
5.1.1 MICRONUCLEQOS:

La prueba de micronucleos se usa ampliamente para evaluar la capacidad de una
sustancia para romper cromosomas conocidO como clastogenicidad o afectar la
formacion de placa en metafase y/o huso mitético, capaz de conducir a una

distribucion desigual de los cromosomas durante la division celular ¢4

Imagen 7:Micronucleos en sangre periférica. Rivero 2007.

5.1.2 PRUEBA DE ENSAYO COMETA:

El ensayo cometa es un método utilizado en la investigacion para evaluar las
posibles lesiones gendmicas que evolucionan hacia mutaciones. Este método tiene
una alta sensibilidad para detectar dafios en el ADN. @) E|l ensayo del cometa es
una herramienta de investigacién fundamental en estudios de reparacion del ADN,
biomonitoreo ambiental y pruebas de genotoxicidad. 9 La técnica del cometa se
basa en la deteccion de fragmentos de ADN que, tras la inducciéon por
electroforesis, migran alejandose del centro nuclear a una velocidad mayor que la

del ADN intacto, formando una estructura con apariencia de cola de cometa @7
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Figura 8: Ensayo del cometa.A. Clase 0 (celda sin dafios); B. Class1 (celda de dafio pequefio); C. Clase 2
(dafio medio) y D. Clase 3 (dafio grave)Matumoto y col. 2006.

6. ANALISIS BIOQUIMICO EN LA HEPATOTOXICIDAD:

El andlisis de marcadores bioquimicos se ha convertido en un punto clave entre los
estudios que evalUan la hepatotoxicidad. El dafio hepético en personas expuestas
a plaguicidas o cualquier otro quimico se puede evaluar usando enzimas AST y
ALT, incluida la funcion hepatica usando fosfatasa alcalina, bilirrubina y fracciones.
Cabe sefialar que estos biomarcadores no son especificos de ninguna forma de
enfermedad hepatica toxica. 3 Debido a las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas similares de la lesién hepética en pacientes con hepatotoxicidad
asociada con la exposicién a sustancias quimicas y la exposicion a diferentes
farmacos quimicos, se han utilizado los mismos criterios bioquimicos para la lesion
hepética aguda o crénica en DILI. El dafio hepatocelular se denomina hepatocelular
cuando el cociente ALT y FA =5 y colestasico cuando el cociente entre ALT y FA

<2 y mixto cuando el cociente es> 2 y <5. (88)
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7. HISTOLOGIA HEPATICA EN HEPATOTOXICIDAD:

Ademas del analisis bioquimico, el dafio hepatico puede ser establecido
directamente mediante la evaluacion de la histologia del higado. Hasta el momento,
existen pocos estudios en la literatura sobre histologia después de la exposicion a
sustancias toxicas como plaguicidas.

La exposicion toxica a farmacos o sustancias quimicas puede imitar practicamente
todo el espectro de enfermedades hepéticas, lo que es especialmente cierto en las
enfermedades hepaticas ocupacionales (OLD) que a menudo pueden presentarse
de manera insidiosa con fenotipos atipicos de lesién hepatica tdxica, que incluyen
esteatosis, TASH, fibrosis, cirrosis, vascular, enfermedades del higado y hasta
cancer de higado. ©°

Existen diferentes métodos de tincidbn o impregnacion utilizados para el estudio
histopatolégico del higado, constituyendo paneles que varian segun lo que se va a
evaluar; 1% en este trabajo las tinciones fueron: Hematoxilina & Eosina para la

evaluacion de Esteatosis y Red Picrosirius para la evaluacion de fibrosis.

7.1 Esteatosis hepatica

Se ha relacionado con la exposicion a disolventes organicos y otros productos
guimicos; en estas situaciones es la primera manifestacion histologica de la
enfermedad del higado graso, sin embargo su progresion también se reporta en la
literatura como un infiltrado inflamatorio, aumento de hepatocitos y en algunos

casos fibrosis y cirrosis; estos hallazgos son indistinguibles de higado graso. 9 91
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7.2 Fibrosis:

Puede aparecer después de la exposicion cronica a diferentes toxicos a traves del
desarrollo de hepatitis crénica, necrosis subaguda o lesion por esteatohepatitis. (2
Algunos trastornos vasculares también se describen en la literatura, que incluyen:
sindrome de obstruccién sinusoidal, peliosis (definida por grandes cavidades llenas
de sangre no revestidas por células endoteliales que damnifican las células
sinusoidales 3 Otras alteraciones vasculares son enfermedad porto-sinusoidal,
neoplasia hepatica maligna, angiosarcoma y carcinoma hepatocelular; este ultimo

con muy poca frecuencia. 4

7.3 HALLAZGOS HISTOLOGICOS SEGUN EL TIPO DE MECANISMO DE

HEPATOTOXICIDAD:

7.3.1 Mecanismo directo:

Los principales hallazgos descritos en la literatura cuando se trata de
hepatotoxicdad causada por um mecanismo directo, son la necrosis centrolobulillar
o panlobulillar con poca inflamacion, patrén similar a la hepatitis isquémica. GV
algunos estudios histolégicos del higado muestran dilatacion de sinusoides con
necrosis de hepatocitos en areas centrales (zona 3). Otros patrones histolégicos
fueron evaluados en DILI segun el tipo de medicamento encontrado, como
esteatosis microvesicular con minima inflamacion, necrosis y hasta Hiperplasia

Nodular Regenerativa. G7)
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7.3.2 Mecanismo idiosincrasico:

La histologia hepéatica muestra alteraciones sugestivas de hepatitis viral aguda y
lesion de la via biliar y colestasis en pequefos canaliculos biliares, otros hallazgos
fueron colestasis leve con poca inflamacion y necrosis hepatocelular.©?

No se encontro literatura sobre la evaluacién histolégica del mecanismo indirecto,

ya que es un mecanismo recientemente reconocido que aun esta en estudio.
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8. JUSTIFICACION

Debido al importante uso de fungicidas en nuestro medio, con el fin de mantener
diferentes cultivos para la produccion de granos y frutas, Brasil se ha convertido en
uno de los mayores consumidores de pesticidas del mundo, generando
indeterminado numero de efectos toxicos sobre la salud. Por lo anterior es
fundamental conocer los efectos Hepatotoxicos de estos productos vy
especialmente los derivados del grupo EBDC, que son ampliamente utilizados; este
estudio se realiza inicialmente a través de un modelo experimental, en el cual la
relacion causa-efecto se puede comprobar de forma directa sin factores externos
que interrumpan el curso de la investigacion como es el caso de los humanos,
donde existen otras variables externas que interfieren en esta evaluacion, estudio
gue ya se encuentra en progreso, a partir de esta linea de investigacion y
conclusiones sera facil elaborar intervenciones precoces y asi evitar los efectos
nocivos de los EBDC.

9. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

La exposicion crénica a fungicidas de tipo Etilenbisditiocarbamatos como
Mancozebe causa efectos hepatotoxicos o de otro tipo en animales ratas Wistar
expuestos?

10.HIPOTESIS

Los fungicidas EBDC, especialmente el Manganese Ethylenebis (Mancozebe),

pueden causar hepatotoxicidad en animales expuestos.
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11.0Objetivos:

11.1 Objetivo primario:
Evaluar la hepatotoxicidad del plaguicida Manganese Ethylenebis
(Mancozebe), del grupo de Etilenbisditiocarbamatos en ratas Wistar expuestos y no

expuestos a Mancozebe.

11.2 Objetivos secundarios:
1. Evaluar el efecto de diferentes dosis de Manganese Ethylenebis
(Mancozebe)
2. Evaluar las alteraciones hepaticas mediante pruebas de laboratorio.
3. Medir los indicadores biolégicos de exposicion.
4. Evaluar el dafio hepético por medio de estrés oxidativo.
5. Evaluar la Genotoxicidad en sangre y el tejido hepatico.

6. Evaluar los hallazgos histologicos del higado.

51



12. ARTIGO ORIGINAL...

13.LIMITACIONES DEL ESTUDIO:
Este estudio se desarrollé durante el escenario de la pandemia COVID-19, en el
momento en el que no existian vacunas disponibles ni ninguna otra medida aun
disponible para el control efectivo de la enfermedad.
Algunos procedimientos de laboratorio incumplidos en el momento, por la logistica
necesaria para el desarrollo de las diferentes técnicas.
Otra limitacion de este estudio fue el tamafio de la muestra, siendo considerado
pequefio para los diferentes analisis estadisticos, sin embargo el numero total de
animales y procedimientos siempre se realizé respetando la legislacion vigente para

el manejo de animales en los diferentes experimentos y trabajos de investigacion.
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14. CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVA DE FUTURO:
Este estudio logro todos los objetivos propuestos y se convirtio en piloto de un
modelo en humanos que ya esta en progreso, ademas motivé aun mas el estudio
de los efectos de plaguicidas sobre el organismo.
Una de las grandes ventajas de este trabajo fue el haber logrado desarrollar una
técnica sin variables de confusibn que acompafian la mayoria de los estudios
clinicos.
Este trabajo es pionero en Brasil dentro de estudios que evallan la toxicidad
hepatica asociada con la exposicion a plaguicidas en el grupo de EBDC, con la
analisis de diferentes muestras incluso histologia hepatica.
Algunas estructuras como cerebro, intestino, corazéon y pulmones de los animales
tratados en este trabajo se encuentran almacenados en perfectas condiciones para
ejecutar otros modelos de toxicidad por Mancozebe, como es el caso de Microbiota

intestinal que ya se encuentra en desarrollo.
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