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INTRODUCCIDN.

Ante la urgente necesidad de slevar la produccidn y conserva
cidn de productos agricolas empleados para la alimentacidn de
la poblacidn mundial, se ha tenido gque recurrir al usoc de pla
guicidas cada vez més potentes y par tanto mds tdxicos, Esto
ha traido como consecuencia una serie de problemas de salud,
por la ingsstidén de productos contaminados con los tdxicos;
ademds de la consabida contaminacidén ambisntal por 1los resi

duos no dagradados de los plaguicidasl—4.

El consumo de productos contaminados, asi como el contacto du
rante el mansjo y aplicacidn de los plaguicidas, ha originado
graves problemas de salud en los individuos expuestos de mang
ra obligada o accidental a los téxicos. Aunadas a la intoxica
cidn por los productos gquimicos, se han detectado alteraciones
en los mecanismos de defensa, tanto a nivel de la respuesta in
mune como en'la fagocitosis de los individuos expuestos a los
plaguicidas. Este trabajo tuvo por objeto estudiar la respuss
ta de células fagociticas (leucocitos polimorfonucleares neu
tréfilos y macréfagas peritoneales) de rataones a los qgue se
les aplicaron dosis mdltiples sublstalss del insecticida Meta
midofos, que es uno de los plaguicidas organofosforadss de ma
yor uso en la agricultura y en forma doméstica, en 1la actuali

dads-g.



ANTECEDENTES.,

La propisdad de ciertos materiales de origen vegetal de prote
ger al hombre del ataque de insectos y plagas se conoce desde
tiempos muy antiguos. Este tipo de sustancias se comenzaron
a utilizar en la agricultura a partir de 1865. El1 empleo de
ellos redunds en el incremento de la produceién y la conserva
cidn de las cosechas. Para lo cual se consideraron diversas
caracteristicas de los plaguicidas como son: biodegradabilidad

forma de accidén y plaga hacia la que se dirigenln.

Posteriormente los plaguicidas fueron separados sn inorgénicos
y orgdnicos, de acuerdo con su estructura quimica. Los plagui
cidas inorg&nicos son principalmente derivades del arsénico.
Su eficiencia es baja, son téxicos para el hombre y su persig

tencia sas prolongadall.

El uso de plaguicidas orgénicos se incrementd a partir de 1940
tanto en la agricultura como en forma domdstica, por su efacto
inmediato y su poder de controlar grandss poblaciornes de inseg
tos. Los plaguicidas orgdnicos se han clasificado en: carbama
tos, organoclorados, organcfosforados y de origen vegetal (ni

cotina y piretroides entre otros)lz-ls,

Al igual que los plaguicidas inorgénicos, los plaguicidas orgd
nicos tisnen sfectos téxicos tanto para sl hombrs como para

otros animales, Asimismo su acecidn contaminante del madio am




biente es importantel0=15, e

La sxposicién del hombre a plaguicidas puede ser de forma di
recta e indirecta. La exposicién directa sucede en forma acci
dental, laboral, o .por mal uso de ellos. La exposicién indji
recta ocurre por el consumo de productos agrfcolas con resi
duos de plaguicidas. Cuando el hombre y los animales han esta
do expuestos a plaguigidas pueden presentar alteraciones a di

ferentes niveles de su economfa, como aplasia medular, trastor

nos histoldgicos y depresidn de la respuesta inmunelo'ls.

La aplasia medular consiste en la destruccidén de 1las células

precusoras de los sritrocitos, leucocitos y plaqguetas.

En estudios con Dimetoate (éster fosfdrico), ss demostrd que
este compussto causa linfopenia y depresidn de la respuesta in

mune en ratonesl7. En pollos y conejos el DOT y Mirex (organg

clorados) deprimen la respuesta inmunela. Toxafeno disminuye

la capacidad fagocitica de macréfagos peritonaaleslg. DOT inhi

be la migracidn de leucocitoszo. El Pirimicarb (carbamato)cau

sa anemia hemolf{tica en perrosZI. El Carbaril en altas dosis

ocasiona cambios histoldgicos en los drganos linfoideszz. DoT

y Aroclor 1254 causan dafios severos en rifidén vy bazozz.

£l Paraquat es un herbicida organoclorado (1,1,-dimetil 4 , 4,
idn bipiridio) se encuentra en el grupo de los plaguicidas cop

siderados como venenos potentes. Provoca severo dafio renal,



insuficiencia respiratoria y dafio pulmonar. El efecto tdxico
del Paraquat ss atribuye a la peroxidacidn de la membrana de
las células lipidicas, transforma el oxfgeno molecular en radi
cales superfxido y peréxido de hidr6geno que causan dafic a la

membrana celular23-27.

Uno de los insecticidas de mayor uso en la actualidad es el Me
tamidofos, que forma parte de los plaguicidas organofosforados.
En este grupo se incluyen los derivados dsl 4cido fosfdrico,
que tienen propisedades insecticidas y principalmente actdan cgo
mo acaricidasze. De ellos se conocen la mayorfa de sus propig
dades, pero existen pocos datos en relacién con su accién sg

bre los mecanismos de defensa de los seres vivosl7.

El nombre quimico de Metamidofos 8s 0,S-dimetil fosfoamidg
tiocato. Peso molecular, 141.685,

CH,0 O

3
Férmulas \g - NH
/ 2

CHSS

Nombre Comdin: Metamidofos, Monitor, MTD, Bay 71628, Metamidg
fos Estrella, Ortho 9D06, SRA 5172, Pillarén, Hamidop, Agresor

Tramofos.

Propiedades F{sico-quimicas: Cristalino, punto de fusién 46°C,
soluble en agua o etanol; menos del 1% en keroseno, menos del

10% en benceno o xileno a temperatura ambients. Soluble en




étar,

V{fas de absorcién: A través de la piel, tracto respiratorio y
gastrointestinal. La absorcién cuténsa tiende a ser lenta, au
menta en temperaturas elevadas y osas mayor en pressncia de

dermatitis.

Aplicaciones: Se utiliza para el control de ciertas larvas de

lepidépteros, gorgojos y mosguita blancazg.

Accidn Farmacoldgica: Inhibidor irreversible de acstilcolines

terasa {(acumulacidn de acetilcolina).

Toxicidad: Dosis letal media (DLSO) por aplicacidn dérmica en
rata 118 mg/Kg. Dosis letal media (DLSD ) éplicada por via
oral es de 19-21 mg/Kg de peso en rata. La intoxicacidn se ma
nifiesta por dolor de cabsza, pérdida del control de esfinte

res y coma entre otros sintomas.

Tratamiento: En caso de intoxicacidn administrar sulfato de
atropina, oximas (2-aldoxima-metil-piridio), o el toxogonin, y

s 2 3 30
respiracidon oral cuando se requiera” .

Asimismo diversos agentes tdéxicos entre los que se encuentran
los insecticidas afectan los mecanismos de proteccién de los
seres vivos., Cuya integridad es indispensable pera la supervi

vencia, puesto que adn los seres unicelulares, est&n expuestos




al ataque de agentes agresores de diversa naturaleza, La con
sarvacidn de las especies depende de su capacidad para mantg
ner una defensa continua y efectiva en contra de 1las agresig

neszl.

Los animales vertebrados posesn mecanismos de proteccién espg
cificos e inespec{ficos contra cualquier agente extrafio (bactg
rias, hongos, partfculas inertes o materiales de desecha pro
pios)zz.

Los mecanismos especfficos de defensa incluysen la respuesta in
mune humoral y celular. Las células mediadoras son los linfg
citos B y los T, los cuales tiensn origen comin, a partir de
una célula estaminal hematopoyética en 1la médula dssa, sitio
en el que maduran y pasan a la circulacién sanguinea y postg
riormente llegan a diferentes 6rganos linfoides como el timo,

ganglios linfaticos, placas de Peyer y bazo-o 3%,

Los linfocitos T adquieren su capacitacidén o diferenciacién en
el timo y son los efectores de la inmunidad celular. En cambio
los linfocitos B, que son responsables de la inmunidad humoral
en las aves reciben su capacitacidn en la Bolsa de Fabricio.

" El equivalente de este drgano en los mam{feros, incluyendo al
humano, no se conoce, pero se ha sugeridoc que la capacitacidn
de los linfocitos B ocurre en‘la médula 6sea. yos sustratos

qufmicos mediadores de la respuesta inmune humoral son conoci




dos como inmunoglobulinas G, A, M, D y E. De estas se han ca
racterizado algunas subclases, particularmente de la inmunoglg
bulina G (IgG) de la cual existen cuatro variantes IgGl, IgG2,
19G3 e IgG4, cuyas diferencias radican en sus caracteristicas

quimicas vy biolégicas35.

Entre los mecanismos inespeci{ficos se encuentran 1las barreras
tegumentarias (piel, mucosas), la fagocitosis, el sistema del

complemento y el 1nterfer6n35-36.

Las células efectoras de la actividad fagocftica son los leucg
citos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) y macréfagos, los
cuales ingieren y destruyen bacterias, hongos, células tumora
les y adem&s liberan sustancias con diversas actividades biold

gicas34f35.

La fagocitosis es la ingestifin de partfculas inertes o microor
ganismos por los PMN y macrffagos. El proceso de fagocitosis
se acompafia de glevacién de consumo de 02, glucosa, produccidn
de &cldo lé&ctico, generacidén de perdxidoc de hidrégeno, de com

puestos halogenados y liberacién de enzimas lisosomales>’,

_El material extrafio antes de ser fagocitado por los PMN o ma
créfagos, interacciona con sustancias presentes en el suerc
sanqufneo, las cuales favorecen la realizacidn de la fagocitgo
sis., Algunas de estas sustancias tisnen accidn como estimulan

tes de la movilidad celular, otras act{an como opsoninas. Dado



que la actividad fagocftica se desarrolla en diversas etapas
bien definidas, pero que en sistemas in vivo ocurren de manera
secuencial; para el estudio del Penémeno fagocf{tico, sstas eta
pas s8 pueden estudiar de manera independiente en forma experi
mental: Quimiotaxis, Opsonizacidén, Reconocimiento y Uniédn,Muer

te y Digestiﬁn36-37.

Quimiotaxis: Es la capacidad de los leucocitos PMN y macréfa
gos de migrar hacia determinado sitio de inflamacién o de in
feccidn en respussta a un estimulo por sustancias quimiotécti
cas, que atraen a las células a s@se lugar. Las sustancias quji
miot&cticas incluyen factores derivados del susero, en particy
lar el componente del complemento CSa, el cual es 1liberado cg
me consecusncia de la activacidn del complemento por complejos
antfgeno-anticuerpo, por bacterias, por la vfa clésica o alter
na, segin el caso., Asi como también por compuestos 1liberados
por linfocitos B o T‘estimulados, como son las linfocinas fac
tor de activacidn de macréfagos y factor inhibidor de macréfa

90336-38.

Opsonizacifén: La particula factible de ser fagocitada, tiene
contacto con protefnas séricas como componentes del complemen
to, principalmente Cl1, C4, C2 y C3 o con IgGl o IgG3. Las op
soninas recubren la particula y en base a qus los‘fagocitos po
seen receptores para sestas sustancias, la ingsestidn se realiza

en forma mds eficiente>® 38,



Después del reconocimiento y unidn, la partfcula es englobada
por la membrana del fagocito, forma un fagosoma, al cual se fu
sionan las vesf{culas lisosdmicas y forman el fagolisosoma e&n
el que se vierten las enzimas que ayudardn a la destruccidn

del material ingerido36—39.

La muerts y la digestifn del microorganismo fagocitado, en su
caso, ocurre por mecanismos oxfgeno-independientes y oxf{gano

-dependientes.

Mecanismos ox{geno-independientes. En estos se incluyen sl pH
bajo, lactoferrina, lisozima, glucosidasa, protefnas catidni

cas, proteasas, lipasas40-42.

Los mecanismos oxf{geno-dependientes requieren de la presencia
de perdxido de hidrégeno intracelular, el cual es generado prip
cipalmente por la accién de nicotinamida-adenina-dinucledtido~
(NADH) y de NADH oxidasa., Este mecanismo presenta dos wvarian
tes, dependiendo de que participe o no la enzima misloperoxida

sa (mpo)ao'az.

El sistema dependiente de la MPO involucra la produccidn de ra
dicales oxfgenados altamente reactivos, originados por la oxj
dacién de iones cloro en presencia de exceso de perdxido. En
cambio el sistema MPO-independiente consiste en 1la accidn di
recta del perdxido y la produccién de hidroxilo reactivo, radi

cales de oxf{geno libre y aniones superdxido (-02)40-42.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Entre los plaguicidas de uso mids frecuente se encuentra el Me
tamidofos (organofosforado). Algunos de sus efectos tdxicos
estan bien definidos, pero se desconoce su accidn sobre las cs
lulas fagociticas. Por tanto se considera de interés analizar
este aspecto de los mecanismos de dsfensa susceptibles de ser

afectados por los plaguicidas.
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HIPOTESIS.
Los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos y macréfagos myu

rinos expuestos in vivo a dosis subletales del insecticida Me

tamidofos disminuyen su actividad fagoc{tica.
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0BJETIVO,

Valorar la actividad fagocftica de los PMN y macrdfagos peritg
neales ds ratones de la cepa Balb/C expusstos in vivo a Metami

dofos.
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MATERIAL Y METODOS. e

Ratones. Se trabajaron 1l grupos de 10 ratones machos cada
uno, de tres meses de sdad de la cepa Balb/C de 22 a 23 g ds
peso. Los ratones ss mantuvieron alojados en jaulas de poli
carbonato, en cuartos con temperatura controlada de 23 + 2°C,
con ciclos de 12 hr de luz y se alimentaron con purina y agua

esterilizada para consumo voluntario.

Tratamiento., Diez grupos de ratones se trataron con insectici
da Metamidofos (Tamardn 600, Bayer). El insecticida se diluyé
en agua bidestilada y se administrdé un volumen de 0.2 ml que

2

contenfan 1.83 X 10°° M por via subcuténea. Dicha concentra

cién es subletal y corresponds a 2.6 mg/Kg de pesozz. A los
ratones_de cada grupo se les aplicaron de 1 a 10 dosis respec
tivamente, cada tercer dfa. El grupo 11 se empled como testi
go y se le inyectaron 0.2 ml de aqua bidastilaéa. Después de
24 hr de la Gltima dosis, se sacrificaron los ratones y se ds

termind la actividad fagocitica de sus leucocitos polimorfonu

cleares (PMN) y macr8fagos peritonsales (MP).

Obtencidn de levaduras de CAndida albicans: La cepa de C. albi

cans se aisld de un paciente con candidiasis mucocuténea créni
ca por siembra en medio de cultivo Sabouraud (Bioxdn Cat. No.
107-1) e incubado a 37°C durante 72 hr para su crecimiento.Pos
teriormente se resembrd en Caldo Cerebro-Corazdn (Bioxén Cat.

No. 112-1 y se incubd 24 hr a 37°C. Transcurrido ests tiempo,
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l1as levaduras de C. albicans se lavaron tres veces con soly
cién salina fisioldégica estéril al 0,9 £ y se centrifugaron a
2500 rpm por 10 minutos, las levaduras de C. albicans se conta
ron en cédmara de Neubausr y se llevaron a una concentracidn de
2 X 107 levaduras de C., albicans por ml de solucidén salina Fi

sioldgica estéril al 0,9 %,

Obtencidn de PMN v macréfagos peritoneales (MP), A los ratones

se les administraron por via intraperitoneal 0.3 ml de hepari
na sfidica que contenia 1,000 USP/ml, 20 minutos después se sa
crificaron por descersbracidén y se obtuvo 1a sangra por pun
cidn cardfaca. Se elaboraron dos frotis sangufneos para la de
terminacidn ds la enzima mieloperoxidasa (MPO) en los PMN sea
gin el método de Kaplouas. Posteriormente la sangre se centri
fugf a 5000 rpm por 5 minutos y se sspard sl plasma y el paqug
te de leucocitos el cual se resuspendid a una concentracidn de
2 x 108 PMN/ml en solucidn salina balanceada de Hanks (SSBH)
(Grand Island Biological Co. Cat. 310 - 4060) a 37°C con pH de

7.4.

Los MP se obtuvieron inyectando 3 ml de SSBH a 37°C en la ca
vidad peritoneal de cada ratén., Se did un masaje suave en sl
peritoneo, en seguida se recuperd la SSBH que contenia en sug
pensifn los MP, De esta suspensidén se hicieron dos frotis en
porta-objetos para la valoracidn de la enzima MPO. La suspen
sidn de MP se lavd y ss llevd a una concentracidn de 2 X 108

MP/ml de SSABH.
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Prusba de Faqgocitosis en PMN y MP, Se empled 8l método de

adherencia al vidrio%%. El cual consistié b&sicamante en co

locar 0.5 ml de la suspensién de PMN o MP sobre cubre-objetos
de 22 X 22 mm, previamente desengrasados y pegados en tapones
de hule. A continuacidn se colocaron en cémara hlimeda y se in
cubaron a 37°C durante 45 minutos para permitir su adhersncisa
al vidrio. Transcurrido este tiempo se lavaron suavemente los
cubre-objetos con SSBH a 37°C para la eliminacidn de las cély
las que no se adhirieron al vidrio. Inmediatamente despuds y
sin dejar secar los cubre-objetos, las c8lulas adheridas se cyu
brieron con 0.5 ml de la suspensidn de C. albicans que conte
nfa 2 X 107 levaduras por ml de SSBH adicionada dsl 20 por
ciento de plasma autflogo. Postsriormsnte se incubaron duran
te 15 minutos en céimara himeda a 37°C. Al término de la incy
bacidn se lavaron suavemente con SSBH para retirar las levadu
ras de L. albicans no fagocitadas. Los cubre-objetos se deja
ron secar al aire y se tifieron con colorante de Wright., Luego
se montaron invertidos sobre porta-objetos previamente identi
ficados. Las pruebas se hicieron por duplicado en todos los

casos,

La valoracién de la fagocitosis se hizo observando las prepara
ciones en microscopio de luz con el objetivo de 100 X. Se con
taron 300 PMN o MP en cada cubre-objetos, se incluyeron en es

te nipero"de cé8lulas las que estuvieron o no fagocitando. Las

levédunas fagocitadas se observaron como cuerpos intracitoplas
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m&ticos, de color azul intenso ( levaduras no digeridas ), asi
como vacuolas 6pticamente vacfas, este fendmeno Cunningham 1lo
describe como Fantasmas4s; o con wescasos residuos, que eran
los fagosomas que contenfan las levaduras ingeridas y que des
pufs fueron destrufdos (levaduras muertas o digeridas) por la
accidn de los productos l{iticos de las cédlulas fagociticas, se
diferenciaron las levaduras digeridas y las no ingsridas. Deg
pués se valord el Indice Fagocftico (If) y el Indice de Diges
tién (ID). '

El1 IF se determind sumando el nimero de levaduras ingeridas
(digeridas o no) por los 300 fagocitos y este valor se divi
dié entre 300 que fueron los fagocitos contados, 8l cociente
resultante fue el If. E1 ID se determind contando el nlmero
de levaduras digeridas por los 300 fagocitos y este valor se
divididé entre 300, el ID fue el cociente de la divisién. Como
se hicieron dos valoracionss en cada caso, se obtuvo 8l promg

dio de ambas para cada animal.

Determinacidn del contenido de misloperoxidasa {MPO). La valg

racidn de MPO en los PMN y MP de los ratones estudiados,se 1llg
vé a cabo 8sn base al Método descrito por Kaplou43. Los frotis
sangufneos se fijaron por 15 segundos con formol-etanol al 10%
a temperatura ambiente, se lavaron con agua corriente y se eli
mind el exceso de agua. Se incubaron 30 segundos con una sg
lucién que contenfa: 0.30 g de hidrocloruro de bencidina, 100

ml de alcohol stflico al 30 %, 1.5 ml de solucién 0,1 N de hi
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dréxido de sodio, 0.7 ml de peréxido de hidrégeno al 3 %, 1 g
de acetato de sodio, 1 ml de sulfato de zinc al 1 ¥ y 0.20 g de
safranina, Después se lavaron con agua corriente y se secaron
al aife. El producto de la reaccién de oxidacién de la bencidi
na se presentS en forma de grénulos intracitoplasméticos ds cg
lor azul, verde o café obscuros, estos se observaron en el mi

croscopio de luz con el objestivo de 100 X.

Para determinar la actividad de MPO en los PMN y MP se tomd el
siguientse criterio. Se contaron 100 células fagociticas. Aque
llas que presentaron los grénulos intracitoplasmiticos descri
tos anteriormente, se consideraron sn actividad y el resultado
se expresé en porciento de PMN o MP que tuvieron actividad de

MPO.

Para déterminar el contenido (capacidad) de MPO se realizd semi
cuantitativamente por medio de cruces que indicaron 1la intensi
dad del producto ds la reacci6n de MPO. Los PMN y MP que prg
sentaraon gran cantidad de granulaciones se 1laes asignaran tres
cruces, a los que tuvieron una cantidad intermedia dos cruces y
a los que mostraron escasos grénulos una cruz; los que no pre
sentaron granulacicnes se les did el valor de cero. Se sumaron
todas las cruces en cada casg, esta cifra se relacionoc con sl
100 % de capacidad que serf{a de 900 puntos ya que este valor sg
ria ol méximo contenido de MPO que tendrfan los los 300 PMN o

MP si tuvieran una capacidad de tres cruces. Flnalments sl rg
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sultado de la capacidad de MPO se informd en porciento de acti

vidad de MPO.

Los resultados fueron analizados estadisticamente por medio de
anflisis de varianza y por 1la prueba "t" de Student. Esta
prueba se realizd con los valores obtenidos en los Grupos 1 a
10, tratados con Metamidofos, comparados cada uno con el Grupo

11 (testigo). Como lfmite de significancia se tom§ "p" .05 .,
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RESULTADGS.,

En las Tablas 1 y 2 se hﬁestran los Qéioresrobfénidos en 1la

prueba de fagocitosis de Céndida albicang realizada en PMN y

macr§fagos peritoneales de ratones Balb/C tratados con diferen
tes dosis de insecticida Metamidofos., Estos resultados se ex
presan como los promedios del ndmero de levaduras ingeridas

(1IF) y las digeridas (ID) por cada PMNN o MP.

En la Tabla 1 los IF de los PMN en los Grupos 1 a 10 se sencon
traron disminuf{dos, en comparacién con el IF de los ratones
testigo (Grupo 11). Esta disminucién fue estad{sticamente sig
nificativa en los Grupos 1 a 9, Asimismo el ID de los PMN fuse
significativamente mds bajo que el Grups 11, en todos los Gru

pos que recibieron Metamidofos.

En la Tabla 2 se muestra sl IF de 1los MP. S6lo se encontrd
disminufdo significativamente en los Grupos 8 y 10 de los
ratones tratados con Metamidofos., El ID en los MP de los Gru
pos 3,4,8,9 y 10 tratados con Metamidofos se encontrf discreta
mente disminufdo pero en forma significativa (p ¢.05), en rela

cién con el Grupo 11,

En la Tabla 3 se muestra la actividad de la enzima MPO en PMN
de los ratones tratados con diferentes dosis de insecticida Me
tamidofos (Grupos 1 a 10). Se encontrf disminuciﬁn estadisti

camente significativa en el nfimero de PMN que mostraron activi
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dad de MPO (% de actividad MPO) de los Grupas 1 a 5 comparados
con los ratones del Grupo 1ll. La cantidad de la enzima MPO -
que contenfan los PMN (% capacidad MPO) se encontrd disminufda
sn todos los Grupos (1 a 10) tratados con Metamidofos. La di
fersncia fue estad{sticamente significativa, con excepcidn dsl

Grupo 8.

En relacidn con el contenido de MPO en los MP, &ste resultd ng

gativo, debido a que los MP no se encontraban activados,




TABLA 1. FAGOCITOSIS DE LEVADURAS DE CANDIDA ALBICANS POR PMN

DE RATONES TRATADOS CON DIFERENTES DOSIS DE INSECTICIDA METAMI
DOFOS. NUMERD DE LEVADURAS INGERIDAS (IF) Y DIGERIDAS (ID) PDR

PN,
GRUPO IF npn 10 npn
n=10
TRATADOS 1 ié:ig .00l i g:ig <.001
2 i 515 .00l i g.38 <.001
3 i 120 .001 i 0.32 <.001
4 i 331 .001 i 0 oe <.001
5 i 213 .001 _E_ g.c1 <.005
6 i 237 .025 i 0.8 <.005
7 i 8 5% .001 i g.s <.001
S5+ I S
* IR oo IRR <o
©IEp W I3m <
TESTIGO 11 % 3.25 % 0.83
+ 0.20 + 0.03

n = Ndmero de ratones.

"p" = fa prueba "t" se aplicd a los Grupos 1-10 vs 11 (TESTIGO)
X = Promedio de los IF s ID.

* = Desviacidn estdndar.

NS = Diferencia no significativa,



TABLA 2, FAGOCITOSIS DE LEVADURAS DE CANDIDA ALBICANS POR MP

DE RATONES TRATADOS CON DIFERENTES DOSIS DE INSECTICIDA METAML

DOFOS. NUMERO DE LEVADURAS INGERIDAS (IF) Y DIGERIDAS (ID) POR

mP.
cgggg IF npn 1D npn
TRATADOS 1 z :;:33 NS ig:zg NS
2 InE NS X 0.53 "
e s Doy <o
A3 NS P95 <woso
S - A 0 S
R e+ NS o NS
S Ge ¥ NS it NS
B ¢+ LI I N
* R NS Y oe  <eos0
1o Z 2.2¢ .050 z 0-88 <.050
TESTIGO 11 X 2.90 X 1.18
+ 0.53 + 0.46

n = Nimero de ratones.

"p" = La prueba "t" se aplicd a los Grupos 1-10 vs 11 (TESTIGO)
X = Promedio de los indices Pagoc{ticos (IF) y de digestidn (ID)
+ = Desviacidn esténdar.,

NS = Diferencia no significativa,



TABLA 3. PORCIENTO DE PMN DE RATONES TRATADDOS CON EL INSECTICI
DA METAMIDOFOS, QUE MOSTRARON ACTIVIDAD DE LA ENZIMA mPO (% AC

TIVIDAD MPO) ASI COMD LA INTENSIDAD DE LA REACCIDN (% DE CAPACL

DAD).
GRUPD % ACTIVIDAD npn % CAPACIDAD npn
n=10 MPO MmPO
TRATADOS 1 f gg:g .001 f 83:2 <.005
2 f 222 .001 X gi:g <.001
3 x 910 .001 i 8:2  <.om
4 X e8.2 .001 i 00 <oom
5 f 30 .001 f 87.0  <.om
’ s 07 NS : 5.8 <o
7 f o NS : 710 <.o0s
8 X 99.0 X 88.0
+ 0.8 NS + 12.3 NS
° : % NS 738 <080
10 x 980 NS : 8%-5  <.o01
TESTIGO 11 X100.0 X 98.0
t 000 1 005
n. = Nimero de ratones.
p" = |a prusba "t" se .aplicd.a.los Grupos 1-10 vs 11.(TESTIGO)
X = Promedio de los porcientos ds PMN que tuvisron actividad de

mPo, .
+ = Desviacién esténdar.
NS = Diferencia no significativa,
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DISCUSION.

Diversos insecticidas ocasionan alteracidhdé‘éobre las células
sfectoras de la respussta inmune celular, principalmente sabre
los linfocitos T48-51, en los que se ha encontrado disminucidn
en la sintesis de DNA de los linfocitos cultivados en presencis

de mitégenos48

, ¥y en la formacién de rosetas-£%?, Estas altera
ciones dependsn de la dosis y tipo de plaguicida que se utilics.
En relacién con 8l Metamidofos, se ha informado que ademis ds

la disminueidén de la respuesta inmune celular, induce leucopé

nia.

Por otra parte, el insecticida toxafeno, que pertensce al grupo
de plaguicidas organcclorados, induce disminucién de la capaci
dad fagocftica de los macrdfagos de ratoness expuestos sn forma
experimgntal a este insacticidalg. Esto concusrda con los rg
sultados de sste trabajo, que muastran disminucidn significatji
va de la actividad Pagocitica, tanto de los lsucocitos PMN como
de los MP., En los PMN la disminucién fue a nivel de 1la inges
tidn y digestidn de levaduras de C, alhicans, sn los ratonss ex
puestos a varias dosis subletales de Mstamidofos. Esta altera
cién en el IF tiends a la normalidad a partir de la décima apli
cacidn. Al respecto, pﬁr seguimianto ds algunos Grupos de ratg
nes sometidos a dosis subletales miltiples ds Metamidofos, hag
ta 70 aplicaciones cada tercer dfa (Datos no mostrados) se en

contrd normal en los PMN, tanto la ingestidn (IF) como la diges
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tidn (ID) de levaduras de C. albicans. En cambio la enpzima
MNP0 permanecid abatida desde la primera aplicacifn como ocurrid
en los ratones de los Grupos 1-10 dal pressnte trabajo, E1 'mg
canismo por el cual el insecticida Metamidofos disminuye 1la
actividad fagocitica, hasta el momento no se conoce. Pero es
probable que a nivel metabdlico se deba a la intoxicacidn gue
provoca el insecticida, 1la cual trase como consecusncia una dig
minucidn de factores microbicidas dependientes del oxigeno como
_02; “OH y H202, asi como también fallas en el sistema microbi
cida MPU—HZOZ-halégeno. Esto Gltimo reflejado por 1la disminy
cién permanente de 1la enzima MPO una vez que los ratones ini
cian la exposicidén a Metamidofos. Tal vez esta disminucidn en
la actividad fagocitica tanto a nivel de IF, ID y MPO no sea es
pec{ficamente provocada por Metamidofos sino que pueds ser indy
cida por otros insecticidas y también que la deficiencia no sea

exclusiva para C. albicans.

La sensibilidad de los PMN a los insecticidas, dada su corta vi
da en circulacién (B hr) explicaria el que fueran sensibles a
las primeras dosis de Metamidofos, pero dado que éste se metabg
liza y ge elimina répidamente, el efecto acumulativo téxico es
m{nimo, por lo que los ratones tendar{an a desencadsnar un feng
meno de tolerancia hacia el insecticida, que 1los 1llevaria en
parte a recuperar su capacidad fagocf{tica (IF), pero no a nivel
de 1D, Lo cual podr{a reflejar un dafio a nivel de la madura

cién de los PMN en la mddula dsea.
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En cuanto a la actividad fagocitica en los MP de los ratones
tratados con Metamidofos el efecto del insscticida fue mis sig
nificativo en el ID, pues disminuyd en 5 de los 10 Grupos estu
diados., En cuanto al contenido de la snzima MPO en los MP esta
no se detectd debido a que los MP trabajados eran MP residentes

no activados.

Se tenfa contemplado determinar la concentracidén de Metamidofos
en 8l suero de los ratones, de manera indirecta, ya gue no exis
ten antecsdentes de una prusba directa para medir el contenido
en sangre del Metamidofos. Dada la accidn de este compuesto or
ganofosforado como inhibidor de la enzima colinesterasa. Los ni
veles sanguineos de esta enzima darian indirectaments la concepn
tracién del plaguicida, por el método de Michel modificado por

46’47. S5in embargo en vista de quae se considerd qus las

Larson
dosis subletales de Metamidofos fueron bien toleradas por los
ratonés y no mostraron signos de intoxicacidén y ademds que el
Metamidofos se elimina rédpidamente por la orina, se juzgd pru

dente no hacer tal detsrminacidn.




CONCLUSIONES,

o

La aplicacidn ds dasis subletales del insecticida Metamidofos
indujeron disminucién de la actividad fagocf{tica de los leucocji
tos polimorfonucleares neutréfilos a nivel de indice  fPagocfti

co, indice de digestifn y contenido ds mielopsroxidasa,

La accidn de Metamidofos sobre la actividad Pagocftica de 1los
macréfagos peritonsales fue poco significativa a nivel de indi

ce Pagocftico e indice de digestién.
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