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Resumen

Objetivo: determinar la histopatologia de los testiculos
de ratas BIOU: Wistar expuestas créonicamente a malatién en
comparacion con ratas no expuestas.

Métodos: estudio experimental con 20 ratas machos asig-
nadas al azar, 10 al grupo control y 10 al expuesto. La exposi-
cion consistid en la aplicacion cronica de malation de manera
inhalada una vez a la semana durante 2 horas, por 14 sema-
nas; las dosis empleadas fueron equivalentes a las usadas por
humanos en agricultura. El grupo control fue expuesto a un
placebo (agua destilada) al aire libre por el mismo lapso. Lue-
go, fueron sacrificadas, se obtuvo una muestra sérica para la
determinacidn de la acetilcolinesterasa y se les extrajeron los
testiculos para el estudio histopatoldgico.

Resultados: los niveles de acetilcolinesterasa fueron sig-
nificativamente mas bajos (p = 0,0001) en el grupo expuesto
que en el grupo control. En el estudio histopatolégico con mi-
croscopia de luz, en el grupo expuesto se evidenci6é una va-
cuolizacion del epitelio germinal en el 50 % de los casos (p
= 0,016) para un odds ratio (OR) de 3,00 (95 %: 1,46-6,13),
asi como espermatogénesis incompleta en el 40 % (p = 0,043)
para un OR de 2,66 (95 %: 1,41-5,02); por su parte, no hubo
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alteraciones en el grupo control. Se observé una correlacion
inversa significativa (p = 0,0001) entre el nimero de altera-
ciones histopatolégicas y la actividad de la acetilcolinesterasa.

Conclusiones: estos resultados demuestran que la exposi-
cién cronica a malation en ratas BIOU: Wistar puede producir
efectos deletéreos en el sistema reproductivo de las ratas.

Palabras claves: disruptores endocrinos, histopatologia,
testiculo, malatién.

Abstract

Objective: To determine the histopathology of the testes of
BIOU: Wistar rats chronically exposed to malathion compared
to non-exposed rats.

Methods: Experimental study with 20 male rats randomi-
zed, 10 to the control group and 10 to the exposed group. The ex-
posure consisted in the chronic application of inhaled malathion
once a week for 2 hours for 14 weeks, with equivalent doses to
those used by humans in agriculture. The control group was ex-
posed to a placebo (distilled water) in the open air for the same
interval time. Afterwards, they were sacrificed, a serum sample
was obtained for the determination of acetylcholinesterase and
the testicles were extracted for histopathological study.

Results: Acetylcholinesterase levels were significantly lower
(p = 0.0001) in the exposed group than in the control group. In
the histopathological study with light microscopy, in the exposed
group, vacuolation of the germinal epithelium was observed in
50 % of the cases (p = 0.016) for an odds ratio of 3.00 (95 %:1.46-
6.13), as well as incomplete spermatogenesis in 40 % (p = 0.043)
for an odds ratio of 2.66 (95 %:1.41-5.02), while there were no
alterations in the control group. There was a significant inverse
correlation (p = 0, 0001) between the number of histopatholog-
ical alterations and acetylcholinesterase activity.

Conclusions: These results show that chronic exposure to
malathion in BIOU: Wistar rats can produce deleterious effects
on their reproductive system.

Keywords: endocrine disruptors, histopathology, testis,
malathion.
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Introduccion

Un disruptor endocrino es aquella sustancia quimica exdge-
na o mezcla de compuestos que se encuentra en el medio am-
bientey tiene la capacidad de interferir con la sintesis, secrecidn,
transporte, accidon, metabolismo o eliminacién de las hormonas
naturales presentes en el cuerpo que son indispensables para
la homeostasis, la reproduccion y los procesos de desarrollo®
3, Las investigaciones llevadas a cabo han demostrado los efec-
tos potencialmente dafiinos de los disruptores endocrinos en el
cuerpo humano y han permitido aumentar los conocimientos
en el area de la biologia y la toxicologia ambiental.

Es conocido que los compuestos con mecanismos de dis-
rupcién endocrina pueden afectar seriamente la reproduccion
humana, al evidenciarse una disminucion considerable en los
biomarcadores de fertilidad, en particular en el recuento de
espermatozoides en poblaciones humanas que han estado
expuestas a estas sustancias®®. Debido a los efectos toxicos
que estas sustancias pueden generar, se han implementado
medidas de restriccién para su uso en ciertos paises, en donde
la exposicion de la poblacién es importante. Sin embargo, la
exposicion humana a los disruptores endocrinos es inevitable
cuando estos productos quimicos son utilizados en las indus-
trias o estan ampliamente dispersos en el medioambiente,
como es el caso de los pesticidas.

Un pesticida se define como una sustancia o combinaciéon
de productos quimicos usados para prevenir, destruir, repeler y
mitigar plagas, como nematodos, ratas, acaros, insectos, maleza
y hongos. Dentro de los pesticidas considerados como disrup-
tores endocrinos se encuentran los organoclorados y los orga-
nofosforados. El malatidn, un pesticida organofosforado, ha sido
ampliamente utilizado en la agricultura y en el uso doméstico
para el control de plagas, por lo que ha generado una gran ex-
posicion a altos niveles tanto en humanos como en animales®.

El malation tiene la propiedad de inhibir la actividad de
la acetilcolinesterasa en tejidos especificos, asi como de afec-
tar el sistema reproductivo masculino y la espermatogénesis.
Estudios experimentales con ratones demostraron que la ex-
posicidn a este pesticida reduce la produccién de espermato-
zoides, disminuye las formas espermaticas normales, altera la
esteroidogénesis e induce la apoptosis de las células germina-
les con la deplecién subsiguiente del epitelio seminifero®'?. El
objetivo de este estudio fue comparar los cambios histol6gicos
de los testiculos y la actividad de la acetilcolinesterasa sérica
en ratas expuestas créonicamente a malatién inhalado con res-
pecto a ratas no expuestas.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio de investigacion basica de tipo experi-
mental en animales. Se utilizaron ratas machos de la linea BIOU:
Wistar, con un peso promedio de 300 g, las cuales fueron sumi-
nistradas por el bioterio de la Universidad de los Andes (Mérida,
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Venezuela) y trasladadas a las instalaciones del laboratorio de
farmacologia y toxicologia de la facultad de medicina de la mis-
ma universidad; alli permanecieron durante todo el trabajo. Se
ubicaron en sus respectivas jaulas, se pesaron y se les dio una
semana como periodo de adaptacion. Las ratas se sometieron a
ciclos constantes de 12 horas de luz y de oscuridad, y se mantu-
vieron a una temperatura de 22-24°C, con ventilacion continua.
Todas las ratas se manipularon de acuerdo con la guia estandar
para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Se utiliz6 como material toxico el malatién, nombre co-
mercial Malathion® 57 %, cuyos componentes son el malation
al 57 % e ingredientes aditivos (43 %). Este es fabricado por
Insecticidas Internacionales C.A. (INICA). La preparacién se
realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante;
esto es, una dilucién en una proporcién de 1:100 con agua
destilada. Se estudiaron 20 ratas, las cuales se distribuyeron
al azar en dos grupos, 10 al grupo control y 10 al expuesto. El
grupo expuesto fue sometido a la aplicacién de malation de
manera inhalada. El tiempo y la frecuencia por semana de ex-
posicion al malation en los animales de experimentacioén, asi
como la cantidad y preparacién de este, se hicieron de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, en dosis equivalentes a las
usadas por los humanos en agricultura.

La cantidad fue calculada de acuerdo con el area de apli-
cacion, teniendo en cuenta que se usa de 1 a 3 litros de mala-
tién por hectarea. Se aplicaron, de acuerdo con las medidas del
area, 4 mL de la dilucién (1:100) a través de una asperjadora
sobre las jaulas, en una instalacion al aire libre, donde queda-
ron expuestas las ratas por dos horas. Luego fueron llevadas
dentro de las instalaciones del laboratorio y fueron observa-
das diariamente, vigilando signos de toxicidad aguda y, por
ende, sufrimiento del animal.

La exposicion se hizo una vez a la semana por catorce se-
manas (crénica). Las ratas del grupo control fueron expuestas
a un placebo (agua destilada), de igual manera, al aire libre
por el mismo intervalo de tiempo. Al término de la exposicién,
antes de la anestesia con enflurano inhalado al 1 % durante
aproximadamente 10 minutos, las ratas de cada grupo fueron
sacrificadas. Se practicé la necropsia. Las muestras de sangre
se obtuvieron por puncién ventricular para la determinacion
de la acetilcolinesterasa, y el suero poscentrifugacion fue con-
servado a -20°C hasta el momento de su analisis. Después, se
extrajeron ambos testiculos, los cuales se fijaron con liquido
de Bouin durante 24 horas; luego, se seccion6 en segmentos
pequefios, maximo de 0,5 cm.

Luego de la fijacion, se siguieron los pasos de lavado, acla-
ramiento, fijacion e inclusion en parafina y después se realizaron
los respectivos cortes con el microtomo. Los cortes de 5 um se
colocaron en un portaobjetos y fueron coloreados con hematoxi-
lina-eosina, para ser analizados por microscopia de luz. La deter-
minacion de la acetilcolinesterasa se llevo a cabo en el laborato-
rio de farmacologia de la facultad de medicina. Las muestras de
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suero sanguineo fueron procesadas por el método de hidroxamato
de Hestrin, modificado por Truhaut y Vernin', y analizadas por
espectrofotometria a 520 nm. La manipulacion de los animales se
llevé a cabo cumpliendo con el reglamento establecido por la co-
mision de bioética en BIOULA para protocolos de investigacion y
docencia que involucran animales de laboratorio, la cual fue apro-
bada para la realizacion del estudio.

Para el andlisis de los datos se usé el programa estadistico
SPSS para Windows, version 20. Las variables cuantitativas se
expresaron como promedio + desviacion estandar y mediana
(rango intercuartil); y para la comparacidn se us6 la prueba de
la U de Mann Whitney. Se realiz6 una correlacién de Spearman
entre las variables estudiadas. Las variables cualitativas se pre-
sentaron como numero absoluto y porcentaje, se establecié su
asociacion mediante la aplicacion de la prueba exacta de Fisher
y se determind la probabilidad de riesgo (odds ratio [OR]) de
alteracion testicular por exposicion al malation. Se considerd un
nivel de significancia cuando el valor de p fue menor de 0,05.

Resultados

Se analizaron 20 ratas Wistar, 10 expuestas y 10 contro-
les. En la Tabla 1 se presentan los valores de peso y acetil-
colinesterasa en el grupo control y el grupo expuesto a mala-
tién. 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 ni-
veles de acetilcolinesterasa fueron significativamente mas
bajos en el grupo expuesto (p = 0,0001) en comparacioén con
el grupo control.

En cuanto a la relacién entre los niveles de acetilcolineste-
rasa y el nimero de anormalidades histoldgicas presentes en
los testiculos de las ratas (Figura 1), se encontr6 una relacién
inversa significativa fuerte (r = -0,862; p = 0,000); esto es, en la
medida que disminuyen los niveles de acetilcolinesterasa, se in-
crementa el nimero de anormalidades histolégicas presentes.

ot (¢ Endocrinologia
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Figura 1. Correlacion de los niveles de acetilcolinesterasa
(UC/50 pL) con el nimero de anormalidades histolégicas
presentes en el grupo expuesto.

Numero de anormalidades histolégicas

T T
1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Acetilcolinesterasa

Hallazgos histopatoldgicos a la
microscopia de luz

En el estudio histoldgico con microscopia de luz en los tes-
ticulos de los animales expuestos al malatién se observ6 una
vacuolizacion del epitelio germinal en el 50 % de los casos. La
espermatogénesis avanzaba hasta la etapa de espermatocito I
en el 40 % de los epitelios. Las células germinales mostraron
nucleos picnéticos. El intersticio presentd hiperemia modera-
da; y los tubulos seminiferos, disminucién de su didmetro en el
30 %. Se encontrd hipertrofia de las células de Leydig, hialini-
zacion de la membrana basal, fibrosis peritubular, desprendi-
miento del epitelio germinal y engrosamiento de la membrana
basal en el 10 % de los casos, mientras que en las muestras del
grupo control no se observaron alteraciones histopatolégicas.

Tabla 1. Valores de peso corporal y actividad de acetilcolinesterasa en el grupo control y el grupo expuesto a malation

Variables

Grupo control (n=10)

Grupo expuesto (n=10)

Peso inicial (g)

234,1£33,9
241,5 (200,0-262,5)

2245+ 31,1
212,5(200,2-246,7)

Peso final (g)

321,2+£54,4
305,0 (287,2-357,5)

3234+27,8
321,5(305,0-342,5)

Acetilcolinesterasa (U/mL)

241+0,24
2,40 (2,37-2,60)

1,76 £0,36"
1,85 (1,42-2,02)*

Datos en X+DE y mediana (rango intercuartil). Prueba de Mann-Whitney: "p = 0,0001.
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La asociacion de la exposicion al malatién con la vacuoli-
zacién del epitelio germinal mostré significancia estadistica
(prueba exacta de Fisher: p =0,016) y un OR 3,00 veces mayor
de presentar vacuolizaciéon del epitelio germinal en aquellas
ratas expuestas a malation, en comparacion con las ratas con-
trol (IC 95 %: 1,46-6,13) (Figura 2). Del mismo modo, la es-
permatogénesis incompleta present6 significancia estadistica
(prueba exacta de Fisher: p = 0,043) y un OR 2,66 veces mayor
de presentar esta alteracion en las ratas expuestas al compa-
rarlas con las ratas control (IC 95 %: 1,41-5,02) (Figura 3). No
se pudo determinar la significancia estadistica con las demas
caracteristicas histopatoldgicas presentes en los testiculos de
las ratas expuestas al malation.

En la Figura 4 se muestran algunos cortes del estudio his-
toldgico (tinciéon con hematoxilina-eosina) de testiculos del
grupo control. En la Figura 4A se observa la integridad de los
tubulos seminiferos con cada uno de sus componentes histold-
gicos. La Figura 4B muestra la membrana basal tubular intac-
ta, el intersticio sin alteraciones morfolégicas con células de
Leydig normales (a) y la ttnica albuginea homogénea sin al-
teraciones (b). Los tibulos seminiferos se presentan con dife-

Figura 2. Presencia o no de vacuolizacion del epitelio
germinal en los grupos control y expuesto al malation.
Prueba exacta de Fischer: p = 0,016. OR: 3,00; IC 95 %:
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rentes estadios de maduracidon completa del epitelio germinal
(Figura 4C). Finalmente, en la Figura 4D se muestra la cola
del epididimo en la que se observan diferentes canaliculos con
monocapa de células ctubicas y acimulos de espermatozoides
en la luz del tubo (a).

En la Figura 5 se muestra el estudio histolégico con la tin-
cién con hematoxilina-eosina de testiculos del grupo expues-
to. En la Figura 5A se observa una vacuolizacién moderada
del epitelio germinal con maduracién poco diferenciable, asi
como una notable cariopicnosis en la mayoria de las células
germinales (a) con leve hipertrofia de las células intersticiales
de Leydig (b). En la Figura 5B se puede apreciar, adyacente
al capilar hiperémico (a), la membrana basal con hialiniza-
ciéon moderada (b); y adyacente se evidencia la vacuolizaciéon
intensa de los epitelios germinales con espermatogénesis in-
completa (c). La Figura 5C muestra grados leves de fibrosis
peritubular (a) y una disminucién del diametro del 15 % de
los tubulos seminiferos (b). Finalmente, la Figura 5D también
muestra la disminucién en los didmetros de los tubulos (a)
ubicados adyacentes a la ttnica albuginea (c), asi como una
luz tubular con espermatogénesis incompleta (b).

Figura 3. Presencia de espermatogénesis completa o
incompleta en los grupos control y expuesto a mala-
tion. Prueba exacta de Fisher: p = 0,043. OR: 2,66; IC

1,46-6,13. 95 %:1,41-5,02.
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Figura 4. Fotografias de algunos cortes del estudio histopatoldgico (tincién con hematoxilina-eosina) de testiculos
de las ratas del grupo control con aumentos de 100X y 400X. Se observa la integridad de los tiibulos seminiferos
con diferentes estadios de maduracion del epitelio germinal, membrana basal intacta e intersticio sin alteraciones
morfologicas.

Figura 5. Cortes histoldgicos (tincion con hematoxilina-eosina) de testiculos de las ratas del grupo expuesto con au-
mentos de 100X y 400X. Se observa vacuolizacion del epitelio germinal, espermatogénesis incompleta y disminucién
del diametro de la luz de los tibulos seminiferos.
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Discusion

Diversos estudios epidemiolégicos han puesto en eviden-
cia la conexién que existe entre la exposicién a compuestos
quimicos ambientales, especificamente pesticidas, con alte-
raciones en los diferentes sistemas endocrinos, entre ellos el
reproductivo y sus hormonas!*?Y, La exposicién a pesticidas
conlleva un riesgo potencial de desarrollar trastornos repro-
ductivos masculinos, como la disminucién en la calidad del se-
men e infertilidad; alteraciones del desarrollo fetal, que se ma-
nifiesta como anormalidades del tracto urogenital, incluyendo
hipospadia y criptorquidia, y el cancer testicular.

Los principales determinantes de los efectos téxicos cau-
sados por los pesticidas en el sistema reproductivo humano
incluyen: la dosis, la frecuencia de exposicion, la via de expo-
sicidn y las caracteristicas genotipicas de los sujetos expues-
tos?* 23, Los posibles mecanismos fisiopatoldgicos que expli-
can las alteraciones generadas por los pesticidas en la funcién
reproductiva masculina son: el bloqueo del receptor de andré-
genos y la disminucién en la conversidn de testosterona a di-
hidrotestosterona®®.

El malation es un insecticida organofosforado ampliamen-
te usado en la agricultura y la jardineria, lo que supone un ries-
go de exposicion en las personas que lo manipulan a través de
multiples vias como la oral, dérmica e inhalatoria. Este trabajo
se baso en la intoxicacidn crénica con malatién por via inhala-
toria, similar a como ocurre en los humanos, para observar si
se producia toxicidad en los testiculos de ratas macho Wistar.
Enlarevision de la literatura se encontr6 que, en la mayoria de
los estudios experimentales con ratas, las vias de administra-
cion del malatién fueron la oral®>2? y la intraperitoneal %3031,

En nuestro estudio experimental se considera que la in-
toxicacién con malatién del grupo expuesto fue efectiva, ya
que, como se esperaba, los niveles de acetilcolinesterasa fue-
ron menores que en el grupo no expuesto. Esto se debe a que el
malatién 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, reaccionando espe-
cificamente con la zona esterasica de la enzima colinesterasa,
que forma una unioén estable e irreversible y la enzima queda
inhabilitada para su funcién normal, lo que produce la dismi-
nucién de su actividad®?,

En el estudio histopatolégico con microscopia de luz se de-
mostré que cinco ratas (50 %) presentaron vacuolizacion del
epitelio germinal; y cuatro (40 %), espermatogénesis incom-
pleta en el grupo expuesto a malatién; y ninguna en el grupo
no expuesto. Esto resulté en una asociacién significativa y un
alto riesgo de alteracion histopatoldgica de los testiculos con
la exposicidn cronica a malatién. Por otra parte, se logrd deter-
minar que, mientras mas bajos fueron los niveles de acetilco-
linesterasa, mayor era la presencia de alteraciones histopato-
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légicas en un mismo testiculo. Estas alteraciones son debidas
al efecto del malation por la via inhalatoria, ya que fue la tinica
situacién diferente entre los dos grupos de ratas.

No se encontraron estudios de intoxicacion crénica inhala-
toria con malatidn en animales de experimentacién para com-
parar con nuestros resultados; sin embargo, existen dos estu-
dios con intoxicacidn por via oral, con reporte histopatoldgico
testicular y con un seguimiento inferior al nuestro. El estudio
de Geng y colaboradores®, en el que se expusieron ratas
macho Wistar con malatién por via oral durante aproximada-
mente 8,5 semanas a dosis bajas y altas, demostr6 un efecto
dependiente de la dosis sobre la espermatogénesis dado por
la pérdida y desarreglo de las células espermatogénicas y la
vacuolizacion en el citoplasma de las células de Sertoli. Estos
cambios fueron mas severos en las ratas del grupo expuesto a
las dosis mas altas de malation (108 mg/kg).

Por su parte, Uzun y colaboradores®?”) estudiaron el efecto
toxico que induce el malation sobre los testiculos de ratas Wis-
tary el efecto protector de la vitamina C y E al exponerlas por via
oral a una dosis de 27 mg/kg (1/50 de las dosis letal 50) o vita-
mina C (200 mg/kg) mas vitamina E (200 mg/kg) diariamente
durante 4 semanas. En el grupo de ratas expuestas al malatiéon
hubo menos células espermatogénicas y necrosis en algunos ta-
bulos seminiferos, asi como edema en el tejido intersticial. Por
otra parte, en el grupo de malatién mas vitaminas hubo menos
células espermatogénicas en algunos tiibulos seminiferos y ede-
ma leve en los tejidos intersticiales. Nuestro estudio demostro
resultados similares a los comentados, con el uso de dosis bajas
de malatién, pero con un tiempo mucho mayor de exposicién
(14 semanas), que fue consistente con espermatogénesis in-
completa y vacuolizacion del epitelio germinal.

El mecanismo fisiopatolégico por el cual el malatidn ejerce
su accidén sobre el epitelio germinal no esta claro; sin embargo,
se cree que los efectos del malatién y otros organofosforados
relacionados se deben a su capacidad de atravesar la barrera
hematotesticular y, con ello, inducir estrés oxidativo y la pe-
roxidacion lipidica. Esto produce dafio y degeneracion de las
membranas de las células espermaticas, y a nivel intersticial
tiene un impacto negativo en las células de Leydig. Lo anterior
lo soportan estudios experimentales en los que la administra-
cién conjunta del malatidon con antioxidantes atenua los efec-
tos toxicos en el conteo, la motilidad y la morfologia esperma-
tica, asi como la integridad histoldgica del testiculo®”33,

Otro mecanismo fisiopatoldgico estudiado ha sido la capa-
cidad que puede tener el malatién en inducir la expresion de
ciertos genes que producen apoptosis. Se sabe que la proteina
Bax promueve la apoptosis al agotar los factores de crecimien-
to, mientras que la proteina Bcl-2 inhibe la apoptosis al inacti-
var multiples proteinas proapoptéticas®* 3, El balance entre
la expresion de los genes que codifican estas dos proteinas
determina si una célula puede o no sobrevivir®®”), Estudios
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experimentales en ratones muestran el efecto apoptético del
malatién al incrementar la expresion de Bax y disminuir la ex-
presion de Bcl-2; por lo tanto, el retraso en la diferenciacion
y proliferacion de las células espermatogénicas y el reducido
numero de células espermaticas y espermatozoides podrian
atribuirse al malati6n®®,

En nuestro estudio se demostré que la exposicién croni-
ca (14 semanas) de ratas BIOU: Wistar al malation tiene un
impacto en la histofisiologia de la génada masculina. Es por
eso por lo que surge una preocupaciéon importante sobre el
uso indiscriminado de los pesticidas sin las medidas minimas
generales de proteccién, lo que puede conllevar a efectos dele-
téreos en la salud de las personas que manipulan este tipo de
sustancias. Nuestro estudio, cuya forma de exposiciéon contro-
lada fue por la via inhalatoria, similar a la mayoria de las expo-
siciones crénicas en los seres humanos, es una alerta, aunque
no permite extrapolar los resultados a estos. Se recomienda
realizar estudios epidemioldgicos en humanos expuestos al
malatién y correlacionar su potencial efecto como disruptor
endocrino sobre el sistema reproductivo masculino.
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¢ Las fuentes de financiacién de la investigacién son prove-
nientes de recursos propios de los autores.

¢ Se utilizaron ratas machos linea BIOU: Wistar, con un peso
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promedio de 300 g, suministradas por el bioterio de la
universidad de los Andes (ULA), Mérida, Venezuela. Estas
permanecieron en las instalaciones del laboratorio de Far-
macologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
ULA, bajo las condiciones 6ptimas de preservacion de ani-
males de experimentacién durante todo el trabajo.

e Se utilizé como material téxico el malatién, nombre co-
mercial Malathion® 57 %, cuyos componentes son mala-
tion al 57 % e ingredientes aditivos (43%). Es fabricado
por Insecticidas Internacionales C.A. (INICA). Fue adquiri-
do por financiamiento propio de los autores.

e La determinacion de la actividad de la acetilcolineste-
rasa se llevé a cabo en el laboratorio de farmacologia de
la facultad de medicina de la ULA. Las muestras fueron
procesadas por el método de hidroxamato de Hestrin,
modificado por Truhaut y Vernin, y analizadas por espec-
trofotometria a 520 nm.

e El estudio histopatoldgico con microscopia de luz se rea-
liz6 en el departamento de patologia de la Universidad de
Los Andes, Mérida, Venezuela.
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