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RESUMEN

La cipermetrina es un insecticida de la familia de los piretroides muy utilizado en
agricultura por su capacidad letal. Sin embargo, su uso inadecuado puede provocar
intoxicaciones en humanos y animales con importantes dafios neuroldgicos. El objetivo de
este trabajo es conocer los efectos de una dosis subletal Unica intraperitoneal de
cipermetrina sobre la histologia de cerebelo en ratones CF-1, utilizando
inmunohistoquimica para cuantificar proliferacion (ki-67) y apoptosis celulares (Apaf-1), y
hematoxilina-eosina para analizar la morfologia tisular. Se utilizaron 33 ratones
distribuidos en tres grupos: control (n= 3), control vehiculo (n= 15) y experimental con
cipermetrina (n= 15), sacrificandose 3 animales por grupo los dias 1- 8,6- 17,2- 25,8 y 34,4.
El analisis estadistico se hizo con Mann Withney Test. Los resultados indicaron que en los
dias 17,2 y 25,8 ocurre una disminucién del namero de células de Purkinje estadisticamente
significativa, y aparentemente no relacionada con los procesos de apoptosis y proliferacion

celulares.

PALABRAS CLAVE: Cipermetrina; neurotoxicidad; cerebelo; proliferacion; apoptosis.

ABSTRACT

Cypermethrin is an insecticide of the pyrethroid family widely used in agriculture because
of its lethality. However, when used incorrectly it can cause poisoning in humans and
animals with significant neurological damage. The aim of this study is to determine the
effects of a single intraperitoneal sublethal dose of cypermethrin on the cerebellum
histology using CF-1 mice. This will be accomplished using immunohistochemicaly
quantifying proliferation (Ki-67) and apoptosis (Apaf-1), together with, haematoxylin-
eosin histological sections to see cellular architecture. Were used 33 mice divided into three
groups: control (n = 3), control vehicle (n = 15) and experimental cypermethrin (n = 15),
sacrificing 3 animals for group on days 1, 8.6, 17.2, 25.8 and 34.4. Statistical analysis was
done with Mann Whitney Test. The results showed that 17.2 and 25.8 days occurs a



decrease in the number of Purkinje cells statistically significant, and seemingly unrelated

with processes of apoptosis and cell proliferation.

KEY WORDS: Cypermethrin, neurotoxicity; cerebellum; proliferation; apoptosis.



INTRODUCCION

Chile cuenta con una industria agricola solida y de alta tecnologia que ha logrado afianzarse
como una de las areas comerciales méas grandes del pais, entregando una gran variedad de
productos y oportunidades de trabajo para muchos trabajadores. En el area agricola,
muchos temporeros se encuentran expuestos al contacto directo con productos quimicos
que se utilizan para la proteccion de los cultivos contra las distintas plagas. La Cipermetrina
es uno de los mas utilizados en la actualidad y resulta ser un riesgo permanente si no se
controla su manipulacion, debido por a la capacidad que tiene de provocar

neurodegeneracion y producir cuadros neurolégicos mas complejos (Jiménez et al., 2008).

El sistema nervioso de los mamiferos tiene caracteristicas unicas que lo hacen mas
susceptible a padecer dafios, como el cerebelo. Por lo tanto la regulacion de la celularidad a
través de la proliferacion y la muerte celular presenta una especial significancia. Algunas de
estas caracteristicas son 1) El tejido nervioso es altamente sensible a hipoxias e isquemias,
2) Las neuronas son excitables y la actividad neural es imperiosa para la sobrevivencia y la
funcién nerviosa, 3) La muerte neuronal, con rara excepcion, no es reemplazada en tejidos
nerviosos maduros, por lo que la activacion de un programa de muerte celular tiene mayor
significancia y permanente impacto sobre la funcion del sistema nervioso (Akhtar et al.,
2004).

Los Piretroides, grupo al cual pertenece la cipermetrina, son insecticidas sintéticos
obtenidos a partir del componente natural piretrina, que se encuentra en las flores del
piretro o pelitre (Luty et al., 2000) y que presenta el inconveniente importante de ser
inestable a la luz y al aire, esto impide que permanezca en el ambiente y se degrada
rapidamente (Soderlund et al., 2002), limitando su eficacia en la proteccién de los cultivos.
Ante la necesidad de aprovechar las propiedades insecticidas de las piretrinas se
desarrollaron los piretroides sintéticos, que son moléculas lipofilicas de rapida absorcion y
de una estructura similar a las piretrinas, pero con mayor rendimiento insecticida. Lo
anterior se debe principalmente a una mayor estabilidad ambiental, alta bioeficacia y una
toxicidad comparativamente menor para los mamiferos (Aldana et al., 2001), lo que

permite una disminucion en las frecuencias de aplicacion.



Basandose en diferencias estructurales y de comportamiento neurofisioldgico-toxicoldgico
los insecticidas piretroides se subdividen en dos tipos:

Piretroides Tipo 1: Estructuralmente carecen del grupo a-cyano, principalmente pueden
producir un sindrome de tremor (también llamado Sindrome T).Pertenecen a este tipo la
Permetrina.

Piretroides Tipo 2: Estructuralmente presentan el grupo a-cyano, producen un sindrome
mas complejo que incluye convulsiones clonicas y coreoatetosis con salivacion, llamado
Sindrome de CS. A este segundo grupo pertenece la Cipermetrina. La presencia del grupo
a-Cyano se asocia con una mayor toxicidad y con una mayor potencia insecticida
(Kocaman, 2010).

El mecanismo de accidn insecticida se basa en modificar la permeabilidad ionica de la
membrana del axon lo que provoca una neuroexcitacion. Esto se debe a los cambios de
voltaje dependientes de los canales de sodio, ya que estos Ultimos se mantienen abiertos por
un intervalo de tiempo mas prolongado, despolarizando la membrana y produciendo

potenciales de accion mas frecuentes y por un mayor tiempo (Narahashi, 1996).

La clinica de la intoxicacion en animales superiores es variada y principalmente
neuroldgica. Causan desde modificaciones en la temperatura, hiperexcitacion, ataxia
y convulsiones leves hasta salivacion profusa, incoordinacion motora y coreoatetosis
(Narahashi, 1996).

Cipermetrina

La Cipermetrina, [(RS) -a-ciano-3-fenoxibenzil (1RS)- cis-trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetylciclopropanocarboxilo], es un piretroide sintético foto estable con gran potencia
insecticida y un amplio espectro de accién. Las vias de ingreso de la cipermetrina al
organismo pueden ser: 1) dérmica, 2) oral, la que permite que sélo un 2% de lo ingerido sea
hidrolizado localmente en el intestino; 3) conjuntival, y 4) respiratoria, la que permite una
tasa alta de absorcion de la droga. Esta molecula altamente lipofilica es de rapida absorcion
y distribucion en el organismo luego de la exposicion. Desde el tejido nervioso su cinética

de eliminacion es de un 78% a las 24 horas, el 12% al octavo dia y el 10% restante entre los



18 y 24 dias (Jiménez et al., 2008). Es eliminada en su mayor parte por via renal, y el resto

por las heces.

Una de las principales razones de su uso es la persistencia en el medio ambiente, siendo
capaz de encontrarse en el aire, murallas y muebles por cerca de tres meses después de las
aplicaciones. Esto es beneficioso para la agricultura y econdmicamente més rentable ya que

disminuye el niamero de re-dosificaciones en el control de las plagas.

Otro aspecto importante es su mayor letalidad sobre insectos. Esta capacidad se asocia a la
menor temperatura de los invertebrados, 1o que potencia el efecto insecticida permitiendo
por ejemplo su uso en condiciones de laboratorio como repelente de abejas. En Medicina
Veterinaria el uso de la cipermetrina incluye principalmente el control de ectoparasitos en
distintas especies, tales como: animales de compafiia, bovinos, ovinos, aves y jaulas de

cultivo de salmones.

A nivel neuroldgico la administracién de cipermetrina oral es capaz de causar ligeros
cambios histopatoldgicos en el cerebro por provocar un gran aumento en las
concentraciones intracelulares de calcio, este aumento es capaz de ocasionar la muerte
celular por via apoptotica alterando la morfologia y arquitectura del tejido, lo que lleva
finalmente a la neurodegeneracion (Jiménez et al., 2008).

Marcadores celulares de Apoptosis y Proliferacion

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que presenta una serie de cambios en
cadena, con disminucion del tamafio celular, condensacion nuclear y fragmentacion de
ADN. Es posible cuantificar las células en apoptosis a través de la marcacion
inmunohistoquimica con el anticuerpo anti Apaf-1, el cual es un marcador celular que se

expresa en células que estan sufriendo este proceso.

En las células eucariontes existen dos vias apoptdticas, la via extrinseca y la via intrinseca.
La via intrinseca se activa por sefiales de estrés celular como un dafio en el ADN (Shi,
2006). A esta via pertenece la proteina adaptadora Apaf-1, constituyendo el elemento
central de la via intrinseca y la proteina antigeno que permite el uso de la



inmunohistoquimica y medicion de la apoptosis a traves del anticuerpo monoclonal

especifico Apaf-1.

Apaf-1 (factor activador de apoptosis) es una proteina que se encuentra en estado de
latencia en el citosol hasta su activacion, la que se produce por la unién con el citocromo ¢
proveniente de la mitocondria. EI complejo resultante Apaf-1/citocromo ¢ denominado
apoptosoma en presencia de dATP o ATP se asocia con la procaspasa 9 activando asi la
caspasa 9 (Shi, 2006). Finalmente habrd una cascada de activacion de caspasas que
culminan con la activacion de la caspasa 3, ejecutoras finales del proceso apoptético
(Benites et al., 2008).

La proteina Ki-67, tradicionalmente es utilizada para el reconocimiento de células en
proliferacion en ensayos inmunohistoquimicos. El anticuerpo anti Ki-67 es una proteina de
395 kDa (en la especie humana) capaz de reconocer un marcador celular nuclear presente
en todas las fases del ciclo celular (G, S, G, y mitosis) de células en proliferacion. Sin
embargo, este receptor no se expresa en las células en reposo (Gp) (Gerdes et al., 1983), lo
que permite que sea utilizado como un marcador estandarizado de proliferacion celular de

importancia diagnostica y prondstica (Verheijen et al., 1989).

El cerebelo, en este sentido, es un drgano Util para estudiar la muerte celular dado que: 1) el
cerebelo es particularmente vulnerable a injurias tanto de desarrollo como ambientales
debido al largo proceso de desarrollo implicado (cerca de 6 meses en ratas); y 2)
Mutaciones y lesiones cerebelares puntuales no tienden a ser letales, por lo que pueden ser
usados como un modelo a examinar en adultos (Trouillas et al., 1997).



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del insecticida piretroide Cipermetrina sobre la histologia del tejido

cerebelar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Observar y analizar los cambios en la estructura histolégica del tejido cerebelar
expuestos a cipermetrina.
2. Observar, analizar y medir los cambios celulares en apoptosis y proliferacion del

tejido cerebelar expuestos a cipermetrina.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
Se utilizaron 33 ratones machos cepa CF1 de 2,5 a 3 meses de edad, con 28-40 gr. de peso,
mantenidos bajo condiciones estandares de bioterio con alimentacion y agua ad libitum,
con ciclo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad en el Bioterio de la Universidad de Chile.
Todo el manejo fue segin las normas de Manejo de Animales de Experimentacion. A los
animales se les administré Cipermetrina con pureza del 92,5 % p/p de ANASAC, diluida en

aceite vegetal de girasol como vehiculo (Superior ®).

Los animales se distribuyeron en tres grupos: Control 1 (A); con un n=3, a los que no se les
administrd ninguna sustancia, Control 2 (B); con un n= 15, inoculados con 0,1 ml de aceite
vegetal via intraperitoneal, y el grupo Experimental (C), con un n= 15, inoculados con 1/5
de la dosis letal 50 (LDso= 485 mg/kg) de cipermetrina vehiculizado en 0,1 ml de aceite
vegetal via intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados mediante la inoculacion de
Tiopental sodico de 65 mg/ml en dosis de 50 mg/kg via intraperitoneal. Luego, se
obtuvieron los tejidos de interés: el cerebelo. Se recolectaron los cerebelos en cada grupo
segun los tiempos planificados: en el grupo A se realizaron a las 24 horas; y en los grupos
B y C, el orden de obtencion de las muestras fue de tres animales por grupo a los dias 1-
8,6- 17,2- 25,8 y 34,4 dias.



Los cerebelos fueron fijados en Formalina al 10%, tamponada a un pH 7,2, por un periodo
minimo de 48 horas. Posteriormente se sometieron a técnicas histoldgicas estdndares con
deshidratacion, inclusion en parafina y montaje de secciones de 5 um en portaobjetos
silanizados. Posteriormente se procedio a las tinciones de Hematoxilina - Eosina, para
determinar la cantidad de células de Purkinje por unidad lineal (morfologia); e
inmunohistoquimica especifica para el reconocimiento de células que estan en el proceso de
apoptosis celular a través del apoptosoma Apaf-1 (anticuerpo antiApaf-1, LABVISION,
Cat. #RB-9263-R7), y reconocimiento de la proteina Ki-67 (anticuerpo antiKi-67, clone SP
6, LABVISION, Cat. #RM-9106-R7); Ambas reacciones reveladas a través de HRP/DAB
(Kit Refe.: BSB 0003 (Bio SB. CA. USA).

La reaccién en las células positivas se cuantificd a través de un indice obtenido entre las
células de Purkinje positivas (células de color marron) y las células de Purkinje totales.
Tanto el control positivo como el control negativo de las inmunohistoquimicas se

compararon con secciones de colon otorgados por la empresa LABVISION.

De cada animal se evalu6 tres secciones histoldgicas, y en cada ldmina se hizo un minimo

de 25 mediciones al azar (linealmente).

Los datos se analizaron en hojas de trabajo Excel (Microsoft). La observacién de las placas
se realiz6 en un microscopio Olympus CX31 con Céamara Fotografica Digital incorporada
(Olympus U-TV0.5x-3, Tokyo, Japdn) a un aumento de 100x y el Software Cuantitativo
Morfologico Micrometrics Premium SE, 2011. Para evaluar las diferencias existentes entre
el grupo control y el grupo experimental, los datos estadisticos se procesaron en el
programa Origin 8.0. Los test de diferencias de variables no pareadas fueron Mann

Withney Test (para variables de distribucion no normal), siempre considerando un p< 0,05.



RESULTADOS
A) Histologia

En la corteza cerebelar se pueden identificar tres capas con distintos tipos celulares, desde
la superficie hacia la sustancia blanca interna se encuentran 1) Capa Molecular: es la capa
maés superficial y de densidad celular mas baja, 2) Capa de células de Purkinje: Monocapa
formada por células de Purkinje caracterizadas por tener un soma grande, 40 — 80 um de
diametro, y 3) Capa Granular: Presenta un elevado nimero de células granulosas pequefias
(Snell, 2007).

A.1) Histologia cerebelar de raton CF-1 con Hematoxilina- Eosina.

llustracion Nro. 1

Figura Nro. 1: Cerebelo de ratdn con tincion H-E de grupo control A (fig.1) 100x.
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Figura Nro. 2: Cerebelo de ratén con tincion H-E del grupo

experimental (animal C8) (100x).
Con la técnica de H-E: La Hematoxilina permite destacar la tincion de estructuras basofilas
de color azul (nucleos celulares) (flecha); mientras que la Eosina, de naturaleza anionica,

tifie de color rosa estructuras acidofilas en citoplasma (punta de flecha).
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Graéfico Nro. 1: Numero de Células de Purkinje por unidad lineal del grupo
Control y Control Aceite a los diferentes intervalos de tiempo.



El grafico nimero 1, es construido con los promedios y las desviaciones estandares de la
cuantificacion de la cantidad de células de Purkinje por unidad lineal entre los grupos
control y control aceite. En él se observa que los promedios son similares en todos los

tiempos evaluados sin existir diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Efectos de la cipermetrinay el aceite vegetal
sobre la poblacion de células de Purkinje

1 8,6 17,2 25,8 34,4
Tiempo (Dias)
*.p <005 HCONTROLACEITE W CIPERMETRINA

Gréfico Nro. 2: Numero de Células de Purkinje por unidad lineal (um) de los

grupos control aceite y experimental, a los diferentes intervalos de tiempo.

Al comparar los promedios entre los grupos control aceite y experimental se observé
que el nimero de células de Purkinje por unidad lineal (um) se reduce
significativamente en presencia de la cipermetrina (p< 0,05). Esta disminucion es mas

intensa a los dias 17 y 25 post intoxicacion experimental.

B) Inmunohistoquimica
B.1.- Apaf-1: Apoptosis Celular.

A través de la inmunohistoquimica especifica para la identificacion de células en apoptosis

(Apaf-1) se observo y cuantificd la presencia de células de Purkinje positivas.
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Gréfico Nro. 3: Se muestra el numero (indice) de células de Purkinje positivas a
Apaf-1 entre los grupos control y el grupo control aceite, a los diferentes intervalos

de tiempo analizados (p> 0,05).

El grafico de barras numero 3 muestra un indice variable de células de Purkinje en
apoptosis entre grupos y a cada uno de los tiempo evaluados, con diferencias no

significativas (p> 0,05).
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Grafico Nro. 4: Se muestra el nidmero (indice) de células de Purkinje
positivas a Apaf-1 entre los grupos control aceite y experimental a los
diferentes intervalos de tiempo analizados.

El grafico nimero 4, muestra la comparacion del indice de células de Purkinje positivas a
Apaf-1 entre los grupos control aceite y experimental. Se observa una diferencia amplia y a
diferentes intervalos de tiempo, con aumentos mayores a los dias 17 y 25. Sin embargo,
estas diferencias no son estadisticamente significativas (p> 0,05). En el grafico se destaca

una desviacion estandar grande.

B.2.- Ki-67: Proliferaciéon Celular.

Se evalud la expresion de la proteina Ki-67 para determinar el numero de células de

Purkinje que son inducidas a ingresar al ciclo celular (fuera de Go).
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Gréafico Nro. 5: Se muestra el nimero (indice) de células de Purkinje
positivas a Ki-67 entre los grupos Control y Control Aceite a los diferentes

intervalos de tiempo analizados.

El grafico de barras nimero 5 indica que el promedio del indice de células de Purkinje
positivas a Ki-67 en los grupos control y control aceite son similares, aunque en los
animales que recibieron el aceite la presencia de células Ki-67+ varié de modo ciclico en
los tiempos considerados, siendo el intervalo de 17 donde se muestra el mayor aumento

comparativo (p> 0,05).
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Gréfico Nro. 6: Se muestra el nimero (indice) de células de Purkinje positivas
a Ki-67 entre los grupos control aceite y experimental a los diferentes

intervalos de tiempo analizados.

El grafico nUmero 6 muestra la comparacion del indice de células de Purkinje positivas a
Ki-67 entre los grupos aceite y experimental. Se observa que de modo temprano la
cipermetrina ejerce una accién inhibitoria sobre las células para el ingreso al ciclo celular.
Sin embargo, a los intervalos 17 y 25 se observa un aumento sostenido del ingreso de
células al ciclo celular. Aunque estas diferencias son estadisticamente no significativa, y de

una desviacion estandar amplia (p> 0,05).



DISCUSION

Analizar la potencia de los piretroides y sus efectos adversos experimentales es complejo al
considerar la diversidad de resultados publicados en la literatura especializada y de las
diferentes condiciones experimentales. La neurotoxicidad inducida por los piretroides
puede ser influenciada por una amplia variedad de factores biologicos y/o experimentales.
El vehiculo y ruta de exposicion, junto con la dosis y edad, son solo algunos de los factores

mas importantes (Husain et al., 1996).

Los resultados morfologicos obtenidos por la inoculacion del piretroide cipermetrina en
forma intraperitoneal mostraron, a nivel cerebelar, una disminucion estadisticamente
significativa (p< 0,05) de la poblacion de células de Purkinje en todas las edades evaluadas
(Gréfico N°2), sin alteraciones morfoldgicas evidentes y con una mayor disminucién
numeérica a los 25 dias. Este hecho, la disminucién importante en el nimero de células de
Purkinje a los 25 dias permite inferir un efecto cronico posterior a la injuria aguda producida

por la cipermetrina.

Estos resultados son similares a los obtenido por Husain et al., (1996), donde la exposicion
al piretroide deltametrina (piretroide tipo 2, igual que la cipermetrina) a nivel de células de
Purkinje también provoc6 una disminucién del numero celular. De manera similar Abdel-
Rahman (2001) demostré los efectos a nivel cerebelar del piretroide permetrina,

describiendo una pérdida significativa de células de Purkinjes.

En el cerebelo las células de Purkinje son sensibles y vulnerables a la presencia de agentes
neurotoxicos, y su respuesta generalmente se relaciona a una degeneracion neuronal aguda
por excesiva estimulacion postsindptica de receptores ionotropicos de glutamato (Sarna y
Hawkes, 2003). Dentro de la familia de receptores de glutamato ionotrdpicos estan los
receptores AMPA, los que participan en la mediacion de la mayor parte de los dafios
excitotdxicos cerebelares (Brorson et al., 1995) y mas especificamente en las células de

Purkinje, provocando cambios morfoldgicos evidentes (Garthwaite y Garthwaite, 1991).

Por otra parte, la inmunohistoquimica desarrollada para medir apoptosis celular a través de
Apaf-1, y cuantificada a través de un indice de muerte celular cerebelar (células de

Purkinje) mostr6 un aumento del nimero de células en apoptosis en todos los tiempos



evaluados, siendo mayor a los 25 dias (ver grafico N° 4). Este resultado si bien refuerza lo
encontrado en el andlisis histopatoldgico por conteo directo del numero de células de
Purkinje presentes en los cortes permitiendo correlacionar ambos resultados, no permite
constatar empiricamente una relacion con eventos apoptoticos. En el grafico N° 4 se
observa un aumento del numero de células en apoptosis y se demuestra que esta
caracteristica es altamente variable y con una amplia desviacion estandar, aun siendo las

diferencias entre grupos y dentro de los mismos tiempos no significativas.

Adicionalmente no se detectaron cambios morfoldgicos celulares evidentes y
cuantificables; por lo que la celularidad del este 6rgano frente a agentes estresores puede
corresponder a fendmenos de plasticidad neuronal cerebelar donde las areas dafiadas

reducen la actividad celular neuronal y sus ramificaciones.

Particularmente, en el tejido nervioso cada unidad celular potencialmente representa una
conexion Unica, especifica y de gran importancia funcional, donde la ausencia, 0 muerte
celular quedaria sélo a expensas de la plasticidad neuronal en relacion al cumplimiento de

las funciones especificas.

Las neuronas pueden morir por un proceso patolégico provocado por injurias 0 como un
evento normal del desarrollo, donde cerca de la mitad de las neuronas generadas durante la
neurogénesis mueren antes de la maduracién completa del Sistema Nervioso Central
(SNC). Esto se explica porque casi todos los tipos neuronales se producen en exceso

durante el desarrollo (Lossi et al., 2005).

Tradicionalmente, en las diversas areas del SNC, incluyendo el cerebelo, se describen dos
periodos de muerte celular como parte de los procesos normales del desarrollo temprano. El
primero ocurre principalmente al comienzo de la neurogénesis y no se relaciona con la
formacion de las sinapsis; mientras que el segundo se relaciona con la conexion de las
neuronas jovenes post-mitoticas. En ambos periodos la muerte celular es apoptotica, por la
via mitocondrial, es decir, a través de Apaf-1 y también via Bcl, (De la Rosa y De Pablo,
2000). Los componentes del SNC se desarrollan asincronicamente, y en él las neuronas
cerebelares experimentan los procesos de muerte celular por activacion de la maquinaria de
apoptosis en forma natural (NOND) hasta las primeras dos semanas posteriores al

nacimiento en ratas (Tanaka y Marunouchi, 1998). Segin Mooney y Miller (2000), con la



medicion de caspasa 3 durante el desarrollo neurologico, determinaron que en el cerebelo
existe una disminucién de los niveles de caspasa 3 coincidente con el final del periodo
NOND. Adicionalmente, esta informacidn puede ser asociada a los resultados obtenidos y
descritos en la presente investigacion (graficos N° 3 y 4), donde se muestra un aumento de
la expresion de Apaf-1 en presencia de cipermetrina (componente de la via intrinseca
apoptética cuyo efector final es la caspas 3) en todas los tiempos analizados y
cuantificados, siendo mayor a los tiempos de 17 y 25 dias post inoculacion experimental de

cipermetrina.

Casco et al., (2006) e Izaguirre et al., (2001) describen que la cipermetrina induce la muerte
celular apoptotica del SNC a través de cambios en los flujos de K™y Na* generados por el
retardo en el cierre de los canales de Na* dependientes de voltaje. Esta neurointoxicacion
mediada por iones provoca un aumento de las concentraciones intracelulares de calcio,
alterando la transmision sinaptica y llevando a las células de Purkinje a ser mas vulnerables
a la muerte (Welsh et al., 2002).

En otros tejidos, como testiculo de rata, también se han descrito inductores apopto6ticos
adicionales como 0xido nitrico y especies oxigeno reactivas (EI-Gohary et al., 1999). Lo
anterior es altamente relevante al considerar que la cipermetrina es una molécula inductora
de la produccion de especies reactivas del nitrogeno y de oxigeno, y por lo tanto capaz de
alterar el funcionamiento de los receptores ionotropicos de las membranas neuronales
provocando anormalidades morfoldgicas tipo condensacion nuclear, vacuolizacion

citoplasmatica y disminucion del tamafio somatico (Barenberg et al., 2001).

Por otro lado, la proteina Ki-67 esta presente durante todas las fases activas del ciclo celular
(G4, S, Gy, y mitosis), pero ausente de las células en Gy Lo anterior hace que la proteina Ki-
67 sea un marcador Optimo de la fraccion de crecimiento en poblaciones celulares
(Scholzen y Gerdes, 2000). Durante el desarrollo de la presente investigacion se observo un
aumento del namero de células con expresion del antigeno Ki-67 a los dias 17 y 25 post
administracion de la cipermetrina via intraperitoneal, con un indice mayor que los grupos
controles, pero con diferencias estadisticamente no significativas (p> 0,05) (ver graficos N°
5y 6). Rodriguez et al. (2009) describieron un efecto positivo de la cipermetrina sobre la

proliferacion celular medido a través de Ki-67 en glandulas seminales con un modelo



experimental similar al del presente estudio. Ellos concluyen que la cipermetrina ejerce un
efecto significativo sobre la proliferacion celular a tiempos tempranos de exposicion (24
horas post inoculacion), disminuyendo gradualmente segun la cinética de eliminacion del
quimico, cipermetrina, llegando a niveles normales con respecto al grupos control los dias
17y 25,

Segun la cinética de eliminacion principalmente renal y desde el tejido nervioso de la
cipermetrina, un 78% se elimina antes de las 24 horas, el 12% antes del octavo dia y el 10%
restante entre los 18 y 24 dias (Jiménez et al., 2008). Por lo tanto, el aumento del indice
proliferativo obtenido en este estudio no coincide con los niveles iniciales de cipermetrina
en el tejido, sino que podria iniciarse mas bien como una consecuencia a partir del

momento de inoculacion.

En el gréfico N° 6 se observa que el mayor indice proliferativo es paralelo al mayor indice
apoptotico en los dias 17 y 25, por lo que es probable que los resultados observados
correspondan a un reflejo de la respuesta bioldgica de la fina homeostasis del balance entre
proliferacion y apoptosis celular, equilibrio necesario para mantener un correcto y
adaptado funcionamiento tisular provocado por la cipermetrina (Alenzi, 2004). Frente a la
disminucion de la poblacion de células de Purkinje y la interrupcion de circuitos, se
desencadena un proceso de proliferacion celular con el objeto de reemplazar las células
perdidas, sin embargo, la mayoria no entra en division celular propiamente tal, sino que
puede retornar a un estado quiescente o transfiriéndose a la ruta de la muerte de la célula
por via apopt6tica. En muchos tejidos la muerte celular provocada por elementos
injuriantes como la cipermetrina produce una proliferacién celular compensatoria de
células vecinas (Ryoo et al., 2004). Esto podria explicar el aumento del marcaje frente al

antigeno Ki-67 sin un aumento efectivo de la poblacion celular.

Basado en resultados descritos en Drosopila, Ryoo et al., (2004) proponen un modelo
donde células apoptoéticas activan sefiales capaces de inducir la proliferacion
compensatoria. Esta proliferacibn no se produciria durante los eventos apoptdéticos
normales del desarrollo, sino que solamente en respuesta a injurias celulares en

combinacion con estrés.



CONCLUSION

Con la administracion de cipermetrina a 1/5 de la DLsy Vvia intraperitoneal en ratones
machos adultos se concluye:

1) Existio una disminucién permanente (durante el periodo experimental analizado) del

numero de células de Purkinje en el cerebelo.

2) Experimentalmente no es posible constatar la presencia de apoptosis ni tampoco de
proliferacion celular (bajo la influencia de la presencia de cipermetrina).
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