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Resumen

México es un pais con una importante actividad agricola, que requiere el uso constante de
plaguicidas. En el afo 2004 se vendieron 492 147 kg de endosulfan, siendo este uno de los
plaguicidas organoclorados de mas consumo. Este, es utilizada para controlar diversos insectos pero
su us¢ inadecuado genera contaminacién. El sistema inmune de la tifapia, es un bioindicador
sensible a la accién de los gquimicos. Las caracleristicas fisiolégicas, ia presencia de érganos
linfoides y su abundancia en los cuerpos de agua del pais, convierlen a la tilapia en un excelente
modelo experimental que permite conocer los cambios en la respuesta inmune de organismoes

expuestos a endosulian.

En el presente trabajo se evalta la actividad fagocitica de tilapia (Oreochromis niloticus) expuesta a
7ug/ L de endosulfan durante 96 h. Se extrajo y peso el bazo para obtener su fndice somatico,
posteriormente se le disgrego utilizando malla Nitex 100 um. La suspensién celular esplénica se
separo por gradiente de densidad y se obtuvo un anille de macréfagos, se realizé una tincién con rojo
neutro para confimar la poblacién celular de macrdfagos esplénicos. Se oobtuvo el indice de
fagocitosis y ef porcentaje de fagocitos activos por medio det metodo de adherencia al vidrio de
Cunningham, también se cuantifict la actividad fagocitica de macréfagos esplénicos por medio de
citometria de flujo v los resultados obtenidos coinciden con lo observado por el métedo de
Cunningham, fos animales expuestos a 7ug/L de endosulfan presentaron un incremento en su
actividad fagocitica comparada con el grupo control, con una P= < 0.001 de significancia. Tambign
se encontré que durante la fagocitosis de Candida albicans, se incrementé significativamente la
cantidad de ROS generada en los organismos expuestos a endosulfan. Lo anterior sugiere que la
exposicion a 7 pug/L de endosulfan produce una sobreestimulacion de la respuesta inmune innata, o

que puede llevar al organismo a desarrollar procesos patolégicos.



Introduccion

El uso de plaguicidas produce un beneficio sustanctal en la produccidn agropecuaria al incrementar
¢l rendimiento de las cosechas, eleva la calided de los alimentos y controla vectores de
enfermedades en animales y en &l hombre. Frente a estos beneficios, nace la necesidad de analizar
la interaccién de los organismos con los ingredientes activos de los insecticidas mas utilizados en la
regién de Jalisco, con la finalidad de estudiar aquellos que presentan riesgos para fa salud humana.
(Walter, J. 2000). Rivero, O. et al, (2001) menciona que numerosos estudios han encontrado
residuos de plaguicidas en alimentos y organismos, incluyendo humanas, lo que puede llevar a
intoxicaciones o efectos que pueden presentarse a mediano o large plazo, como carcinogénesis,

teratogénesis y mutagénesis, entre otros.

Los ecosistemas acuaticos son unos de los mas impactados por la contaminacidn de plaguicidas, lo
que se produce en forma directa por la descarga de remanentes y residuos o de manera indirecta
por lixiviacién y escorrentia de suelos contaminados. Los plaguicidas afectan la salud y diversidad
de las comunidades de hidrobiontes, alteran la calidad det agua de consume y produce un impacto

negativo en actividades productivas como son la pesca y la acuicultura (Smith, R. y Smith, T. 2001).

En México el cultivo de tilapia representa una importante actividad econémica. En el periodo 2000 al
2004 generd una derrama econdmica de 78 millones de délares. La filapia {Oreochromis niloticus)
por sus caracteristicas fisiolégicas, la presencia de drganos linfoides y su abundancia en los
cuerpos de agua del pais, la convierte en un excelente modelo experimental que permite evaluar la
respuesta inmune frente a los plaguicidas. El endosulfdn es un plaguicida organoclorado muy
utilizado en Jalisco y cuyo uso ha sido restringido en varios paises (Zaitseva, G. et af, 2008).

El conocer los efectos del endosulfan sobre la inmunidad innata de tilapia puede servir como un
indicador de su inmunotoxicidad sobre los organismos presentes en el ecosistema acuatico asi como

del impacto potencial sobre la salud humana.



Antecedentes

Desde la antigliedad el hombre ha empleado diversas sustancias para controlar a las especies no
deseadas. Los sumerios utilizaron azufre para combatir plagas agricelas, los chinos en al afio 3000
antes de nuestra era utilizaron compuestos derfvados de las plantas como insecticidas. A principios
del siglo XVII, productos como “Paris green”, “Bordeaux mixture” y el arsénico fueron utilizados para
combatir plagas de insectos y hongos (Smith y Smith., 2001). Uno de los primeros compuestos
utilizados fue el diclorodife niltncloroetano (DDT) sintetizado por Zeidler en 1874. Se utilizé por
primera vez durante la segunda Guerra Mundial para proteger a los soldados estadounidenses
contra enfermedades transmitidas por veclores y se  refird del mercado por sus efectos

carcinogénicos, inmunatoxicos y mutagénicos (Ramirez, J. y Lacasafia, M. 2001),
De acuerde a su estructura quimica los plaguicidas se clasifican en:

o Organotosforados: son un amplio grupo de esteres de acido fosforico. Eliminan a las plagas al
inhibir la accion de la acetilcolinesterasa. Los organofosforados mas utilizados son:  malatidn

(Maltox, Carbofos), paratién (Thiophes, Folidol). {(Raheja, G. y Gill, K. 2007).

r Carbamatos: son derivados del dcido carbdmico. Su mecanismo de accién plaguicida consiste en
inhibir de forma reversible la accién de las colinesterasas. Los carbamatos mas utilizados son:

propoxur (Baygdn, Unden), carbofuran (Furadan) (Cardenas, O. y Morales, S. 2005).

@ Piretroides: son insecticidas sintéticos similares a las piretrinas naturales, ligeramente téxicos para
los mamiferos. Algunos piretroides son: permetring (Piretox), Deltrametrina (Decis, K-Otrine)

{Ramirez, J. y Lacasafia, M. 2001).

0rganoclorados: son moléculas organicas cloradas con alio pese melecular de estructura ciclica.
Su mecanismo de accién plaguicida consiste en inhibir receptores de canales de Cl. Algunos
organoclorados son: DDT (Clorofenotanc), toxateno (Toxakil), endosulfan (Thiodan) {Klaassen, C. y

Slitt, A. 2005).



México es un pais con una importante actividad agricola, que requiere el uso constante de
plaguicidas. En el afio 2004 se vendieron 492 147 kg de endosulfdn, siendo el plaguicida
organoclorado méas vendido. Su consumo masivo y desconocimiento del grado de peligrosidad han

generado problemas de contaminacién ambiental y de salud publica (INEGI, 2004).
El endosulfin

El endosulidn (CsHsCl0s8) (figura 1) es un insecticida organoclorado del grupo de los ciclodiencs. Se
aplica en cultivos de café, té, cereales, algoddn, oleaginosas, hortalizas, citricos, plantas omamentales
y tabaco para el control de diferentes insectos como: afidos, escarabajos, gorgojos, mosca tsetse,
saltahojas, pulgas, perforadores, acaros. El producto comercial es mezcla de dos isémeros, alfa y beta,
en relacion aproximada 70:30 (Yuquan, L. ef af., 2000}.
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Figura 1.- Formula guimica del endosulfan (Ledirac, et al, 2005)

Su propiedad insecticida fue descrita por Finkenbrink en 1956 y se comercializé a partir de 1960. La
sintesis industrial y el uso de organoclorados genera subproductos persistentes en el medio ambiente,
por ser altamente fiposolubles sufren procesos de biomagnificacion a través de las cadenas tréficas. Hay
un creciente movimiento intemacional para eliminar la produccion y uso de estos compuestos. En
particular los fabricantes de endosulfan sostienen que al ser un éster del dcido sulfuroso difiere de
otros insecticidas organoclorados ciclodienos v que puede ser considerado por separado y no tan
dafino, esto lo mantiene de forma indefinida en el mercado, sin embargo los sintomas agudos que
produce en animales de laboratorio ¥ en humanos no se distinguen de los causados por otros
compuestos organoclorados-ciclodienos como el DOT, toxafeno y el hexaclorobenceno (Hayes, W. y
Laws, E. 1991). Por sus efectos adversos al ambiente y a la salud de los organismos, el endosulfan se
encuentra severamente restringido en Argenting, Brasil, Canadd, Dinamarca, Finlandia, Gran Bretafa,
Holanda, Venezuela (Nivia, 1993).



La contaminacion con un insecticida como el endosulfan se produce cuando alcanza lugares sobre
los que no ha sido aplicado directamente. Para conocer el nivel de deterioro ambiental se utilizan
biomarcadores que nos permiten conocer ia calidad del ecosistemna y los efectos dei contaminante.
Los biomarcadores son ¢ambios cuantificables en componentes celulares y bioguimices de un
proceso, estructura o funcidn en un sistema biologice que estuvo en contacio con el xencbidtico.
Dichos cambios se manifiestan come lesiones histoldgicas, trastomos en la regulacién hormonal,

metabélica, osmorregulacién y en alteraciones sobre la respuesta inmune {Ryan, B. ef al., 2007)

E! endosulfan se absorbe por ingastién, inhalacion y contacto con la piel. Una vez que llega al
torrente sanguineo se distribuye y alcanza su sitio de accion plaguicida, el sistema nervicso,
impidiendo la movilidad del insecto. La biotransformacion se lleva a cabo en el higado donde se
metaboliza. Sus principales metabolitos se observan en la figura 2 y son: endosulfan sulfato,
endosulfan diol, endosulfan lactona y endosulfdn hidroxieter. Por ser altamente insoluble en agua,
los metabolitos endosulfan lactona y sulfato se acumulan en los tejidos grasos del organismo. Los
metabolitos restantes endosulfan diol e hidroxieter se eliminan a traves de la bilis, heces, orina y

leche matema (Arrebola, F. et af, 2001},
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Figura 2.- Principales metabélicos del endosulfan (Stahuljak, B. y Valic, F. e al., 1984)



El principal mecanismo plaguicida de toxicidad del endosulfan se ejerce en € sistema nervioso, actla
como antagonista del receptor del acide y-aminobutirico (GABAA}, asociado al canal idnico de cloro, lo
que disminuye la captacion de iones cloruic ocasionando repolarizacion parcial de la neurona y un
estado de excitacion incontrolable. Las personas intoxicadas presentan ¢efalea, nauseas, mareo,
contracciones crénicas leves y algunos enfermos han mestrado convulsiones y signos prodrémicos
{Ligong, C. et al, 2008). Estudios recientes muestran que el endosulfan es citotoxico. En la linea celular
HaCaT de queratinositos humanos el endosulfan altera la actividad de la MAP kinasa dependiente
de ROS, disminuyende el crecimiento y afectando la diferenciacion celular {Antherieu,S. et al., 2007}.

La ATSDR {Agency for toxic substances and disease registry} ha propuesto al sistema inmune como
el biomarcador mds sensible a la accidn de los guimicos. El sistema inmune es el compendio de
células especializadas, tejido y 6rganos que le dan al organismo la habilidad de reconocer lo propic y
defenderlo de lo extrafio. La interaccidn de los xenobidticos con el sistema inmune puede ocasionar
un cambio en ¢l tamario de los drganos linfoides, una supresion de la respuesta inmune defando al
organismo expuesto a los patdgenos o un incremento de la respuesta ocasionando autoinmunidad o
hipersensibilidad (Walter, J. 2000; Abadin, H. et al, 2007},

El endosulfin y [a respuesta inmune

Para entender de qué forma afecta el endosulfan al sistema inmune se han hecho estudios en

diferentes grupos de vertebrados en su mayoria érganos y celulas de mamiferos por ejemplo:

Pistl, J. ef al, (2007) probaron que el endosulfan a una dosis de 10 4 M, equivaiente a 40ug/L es

altamente inmunotéxico y genotdxico al inhibir la linfopreliferacion de células de ovejas y aumentar ¢l

numero de microndcleos.

Singh, N. y Sharma, A. (2007) administraron 1 mg/kg endosulfan en el alimento de ratas Wistar
durante 15 dias, se reportd una disminucin del peso y aumento en fa apoptosis de los drganos

linfoides.



Han, E. et al, (2007) en un estudio in vitro con macrdfagos de ratdn incubados con endosulfan a las
concentraciones de 0.5, 1, 5 y 10 uM por 24 h, reportaron la sobrestimulacion del factor de
transcripcion NF-kB, la cual indujo un aumento en la secrecion de iNOS y de citocinas

proinflamatorias como iL-1, IL-6 y TNF-a.

Ayub, M. y Thale, A. (2003) reportaron una reduccién significativa de TNF-o en macréfagos
peritoneales de ratén expuestos a 10 y 20 mg/mi de endosulfdn por 24 h, sin observar efecto

significativo en la sintesis de oxido nitrico ni en a lipoperoxidacion lipidica.

También encontramos diversos estudios en organismos acudticos expuestos a endosulfan, por
ejemplo la investigacion de Christin, M. ef a/., (2003), quienes expusteron a dos especies de ranas
(Xenopus laevis y Rana pipiens) a un coctel de plaguicidas (atrazina, metribuzina, endosuifan,
landano, aldicar y dieldrin) durante 7 dias, reportando la alteracion de fa respuesta inmune, v una

reduccion de células inmunes.

Altinok, 1. et al, (2007} analizaron los dafios histologices en los érganos de truchas (Oncorfynchus
mykiss) expuestas a .6 y 1.3 micro g/L de endosulfan por 21 dias, observando lesiones en higado,

bazo, branquias y rinén anterior.

Harford, A. et al, (2005) reportaron en un estudio in vitro en 4 especies de peces dulceacuicolas
{Melanotaenia fluviatilis, Bidyanus bidyanush, Macquaria ambigua y Maccullochella peelij, que los
peces de peso corporal 150-200g expuestos a 10 mg/L de endosulfan durante 8, 20, 22 y 48 h
presentaron un incremento en la fagocitosis y en los peces de bajo peso corporal {5-10g) se observd

un efecto inmunotoxico.

Investigaciones de exposiciones a plaguicidas no organoclerados como la realizada por Pruett, S. &f
al., (2003) que administro durante 14 dias 100, 200 ¢ 360 mg/Kg de atrazina a ratones, observe una
reduccidn en el tamafo del bazo y timo. Woo Cha et al., (2000) administro intraperitonealmente 100
y 400 mg/Kg de carbamato etil por 7 dias, reportando dafios histolégicos v atrofia del bazo y timo,

ademas de suprimir su sistema inmune.



Los peces teledsteos, como tilapia (figura 3) presentan una respuesta inmune bien desarrotlada e
integrada, se encuentran similitudes funcionales en la respuesta observada con los vertebrados
supericres. Son les primeros que presentan inmunoglobulinas, moléculas del complejo de

histocompatibilidad, sisterna del complemento y proteina C reactiva (Olabuenaga, S. 2000)

Figura 3.- Tilapia Oreochromis niloficus

Generalidades de Tilapia

La tilapia es un pez teledsteo del orden perciforme, perteneciente a la familia Cichlidae, originario de
Africa, habita en la mayor parte de las regiones tropicales del mundo dende las condiciones son
favorables para su reproduccion y crecimiento. Se encuentra ampliamente distribuida por el sudeste
asidtico, América Central, el Caribe y el sur de Norteamérica. Habita aguas calidas y su 6ptimo
desarrollo se logra en temperaturas de los 22°C a los 28 *C. Los adultos pueden ser reproductivos
por 2 ¢ 3 anos con una alta tasa de reproduccién (Dominguez, M. et al, 2004). Las filapias
comprenden dos géneros diferenciados por el tipo de reproduccién: por incubacién externa o interna
{en la boca) de los hueves fecundados. EI primer género conserva el nombre genérico de tilapia v al
segundo se le asigna el nombre de Oreochromis Dentra del genero Oreocfiromis existe varias
especies y variedades hibridas, Oreochromis niloticus es la especie de tilapia mas distribuida en las
presas de Jalisco. En los trabajos previos de nuestro laboratorio esta especie resulté ser una de las
especies de tilapia que desarrollo una respuesta inmune mas eficiente y una de las mas resistentes

frente de un reto bacteriano con Aeromona Hidrdfila (Casas,2006).



La tilapia ha representado una fuente de alimento fresco y congelado de alta calidad y alto valor
nutricional. En México el consumo de este pez va en aumento, siendo en el afio 2006 de 66 mil
toneladas. Ademas se caracteriza por su resistencia fisica y adaptacion a medios ambientes
adversos como lo pueden ser aguas con bajas concentraciones de oxigeno disuelto e intervalos
amplios de salinidad. Presenta una elevada productividad y alto rendimiento alimenticio, lo anterior
convierte a esta especie en una de las mas rentables para la acuicultura. En el afo 2002 se
produjeron 68,729 toneladas en nuestro pais (Sagarpa, 2002).

Ademas de su importancia econdmica Oreochromis niloticus es un excelente modelo de laboratorio
por sus caracteristicas fisiolégicas que permiten su facil manejo en laboratorios himedos, la
representatividad dentro del estado y lo desarrollado de su respuesta inmune. Esto la hace apta para
estudios de toxicidad y monitoreo de ecosistemas acuaticos como un buen modelo en investigacion

inmunotoxicoldgica (Ayub, M. y Thale, A. 2003; Zaitseva, G. et al., 2006).
El sistema inmune de los peces teledsteos

El sistema inmune de los peces teledsteos a diferencia de los mamiferos, carece de ganglios
linfaticos y de medula ésea, sin embargo los mecanismos basicos de la respuesta inmune en peces
y mamiferos es muy similar (Olabuenaga, S. 2000). El sistema inmune de peces esta constituido por

los 6rganos linfoides como timo, rifidn anterior y bazo (figura 4).

Rifion anterior

Tejido linfoide :
asociado a mucosas
o intestino

Bazo

Figura 4.- Organos linfoides de Oreochromis niloticus (Fernéandez, A. et al; 2002)



Timo es un ¢érgano par, bilateral, situado debajo del epitelio faringeo, dorso lateral y alojado en la
parte superior intema de las camaras branquiales. Aqui 10s linfocitos T maduran y alcanzan un
estado funcional para después migrar a donde sean necesarios. Igual que en los mamiferos, se

observa su involucion en organismes de mayor edad (Magnaddttir, B. 2006).

Rindn anterior cefdlico ¢ pronefros es un sitio de origen y diferenciacién de eritrocitos, granulocitos,
linfacitos B y monocitos. Siendo un andloge de la médula ésea, de los ganglios y en parte de la
gldndula adrenal de los vertebrados superiores, es un érgano de filtracidn que contienen macréfagos

que fagocitan los diferentes antigenos (Tizard, 1. 2002}.

Bazo, 6rganc en el que se produce la respuesta inmune frente a los antigenos transportados en la
sangre, por lo que podemos encontrar macréfagos y linfocitos T y B. Ahi los macrdfagos realizan una
elevada actividad fagocitica y fungen como células presentadoras de antigeno como los linfocitos B,
los cuales sintetizan una cantidad considerable de anticuerpos tipo lg M (Vorgelegt, 2003). El tejido
linfoide asociado a la mucosa intestinal es el equivalente de placas de Peyer en los mamiferos,

funciona como sitio de reconocimiento antigénico y proliferacién linfocitaria.

La inmunidad en peces, al igual que en lodos los vertebrados, sta presentada por la respuesta
inmune innata y adaptativa. La respuesta inmune innata es el mecanismo de defensa
filogeneticamente mas antiguo, presente en todos los organismos multicelulares con regiones
genéticas conservadas a través de la Iinea evolutiva, constituye la primera linea de defensa frente a
los patdgenos y en peces es su principal mecanismo de proteccién, dado que la respuesta inmune
adaptativa {la cual potencia las funciones antimicrobianas de la inmunidad innata y proporciona una
memoria del encuentro antigénico como una especializacion de los mecanismos efectores; mediada

por los linfocitos T y B) es mas lenta que en los mamiteros. (Bols, N. et al, 2001; Femandez, A. et

al, 2002).

El sistema inmune innato del pez consta de barreras epiteliales y de células y proleinas circulantes,
que reconocen microorganismos o sustancias producidas en las infecciones e inician respuestas que
eliminan a los patégenos. En los peces el mucus es una secrecion presente en la piel, evita que los

microorganismos se establezcan al estar en constante recambio. Estd compuesto por muginas,
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precipitinas inespecificas, aglutininas, proteina C-reactiva y lisozimas, las cuales actdan como
antimicrobianos. Intermamente el mucus tapiza las paredes del tracto alimentario, que junto con pH

extremos y enzimas proteoliticas, sirven de defensa conira los patégenos (Ellis, A. 2001).

En el suero sanguineo los peces cuentan con unas proteinas que aglutinan patogenos y presentan
especificidad por pequefias maléculas organicas, como la fosforilcolina que interaccionan con el
complemento y con los receptores Fc de los linfocitos. Son llamadas proteinas de fase aguda y a
diferencia de los mamiferos, donde aparecen por un breve periodo durante picos febriles o
aumentan su concentracion durante este periodo, en los peces estas proteinas son constituyentes
normales del suero. Su concentracion puede estar aumentada despugs de una infeccion bacteriana

0 estrés.
Las proteinas de fase aguda descritas en peces son:

« profeina C reactiva, opsoniza microorganismos y activa al complemento;

s transferrina, glicoproteina globular que presenta propiedades antimicrobianas, limita la
cantidad de hierro endégeno disponible para los patégenos;

e a-antiproteasa, proteina analoga de la o2-macroglobulina de los mamiferos, la cual

neuiraliza la actividad profeolitica de exotoxinas y estabiliza los lisosomas de macrofagos.
Otras proteinas relacionadas con la respuesta inmune en los peces teledsteos son:

s lisozima, encargada de degradar los mucopolisacaridos de la pared celular de bacterias,
principalmente de Gram positivas;

e quitinasa, enzima que se desdobla en quiting, con alta actividad en el bazo, el plasma y los
tejidos linfoides, tiene una funcién protectora contra la quitina de hongos y parasitos
invertebradas;

» sisiema del complemento, el cual participa en la destruccion y opsonizacion de

microorganismos &si como en la activacion de fagocitos.



» citoquinas, median y regulan las reacciones inmunes e inflamatorias. Se han reportado las
IL-1, L2, IL-3 y IL-6; el interferon (IFN) que se asemeja al tipo | de los vertebrados
superiores y también se ha encontrado al tipo Il. Se han descrito los genes del factor de
transformacion del crecimiento beta (TGR-B), el factor de crecimiento de fibroblastos(FGF),
de la eritropoyeting (EPQ), del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q) y del factor de
activacion de los macrdfagos (MAF) {Olabuenaga, S. 2000).

Las principales células efectoras de la inmunidad innata son los granulocitos, fagocitos
mononucleares y células NCC (células citotoxicas no especificas). Estas células atacan a los
microorganismos que han roto la barrera epitelial y penetran a los tefidos o a la circulacidn. La célula
granulocitica mas importante en peces son los neutréfilos constituyendo el 18% de los leucocitos en
sangre periférica, también se presentan eosindfilos y baséfilos en sangre, peritongo v tejidos
{Hrubec, 2000}. Otras células importantes que pariicipan en la inmunidad innata son las NCC que
juegan un rol similar a las NK de los vertebrados superiores. Y ejercen una citotoxicidad inespecifica
a células blanco sin reconocimiento previo, se encuentran en el rifién anterior, bazo, sangre
periférica y timo {Evans, D. et al, 2001). Los macrdfagos son células derivadas de los monocitos
presentes en lejidos y en [as cavidades peritoneal y pericdrdica, son abundantes en el bazo, tejido
linformieloide renal y branquias, estimulan la inflamacién al secrefar citoquinas y participan en la

fagecitosis de microorganismos {Olabuenaga, S. 2000).

La fagocitosis es mediada principalmente por neutrfilos y macréfagos, consiste en un mecanismo
en el cual se interiorizan patdgenos para su postenor destruccion y excrecidn, se considera como un
parametro inmunologico a evaluar para predecir los efectos de los contaminanies sobre la salud de
los organismos. Chan, C. et &/, en el 2005 expusieron al langostine Macrobrachium rosenbergii
durante 48 y 96 h a una concentracion de 0.2 y 0.4 mg/L de trichlorfon, pesticida organcfosforado,
reportando una disminucién del estallido respiratorio y al ser expuestos por 168 h se observé una
depresion de [a respuesta inmune que ocasiond que los langostinos fueran susceptibles a ser
infectados por L. garvieae. Bilha et af, en el 2004 trataron a cerdos lactantes de 8 meses con 1, 10
y 100pg de un coctel de organoclorados que incluia toxafeno, clordano, aldrin, dieldrin y DDT. Las
células polimorfonucleares del grupo, que ingirid 100ug del coctel, presentaron mayor capacidad de

fagocitar £. cofr.



En paces, los sitios con mayor actividad fagocitica son el rifion y el bazo. Las célutas fagocilicas
utilizan receptores presentes en su membrana para reconocer un patrdn molecular comuin y
constante ¢de la supericie de los microorganismos denominade patrén molecular asociado a
patégenos (PAMPs} (Moreno, C. et af., 2003; Purcell, K. gt af, 2006).

Una vez que el fagocito esta unido al microorganismo por medio de sus receplores, extiende
proyecciones membranosas hasta que engloba al patégeno en una vesicula llamada fagosoma
Para poder digerir a los microorganismos la célula competente genera una serie de cambios
bioquimicos dependientes e independientes de oxigeno. Los mecanismos dependientes de oxigene
son intermediarios reactivos de oxigeno {IRO o RCS de abreviacién en ingles) e intermediarios
reactivos de nitrdgeno (INR}. Los mecanismos independientes de oxigeno son: péptidos cationicos,
catepsina G, lisozima y lactoferrina (Sanchez, M. 2004). Al activarse los PAMPS, se estimula la
accidn de la enzima INOS, fa cual cataliza la conversion de arginina en citrulina y libera INR dentre
de los fagolisosomas, que al unirse con los IRO se generan radicales de peroxinitrito muy reactivos,
que puseden destruir microorganismos (Walsh, C. et af, 2006). Los IRO son sustancias oxidantes
generadas por la enzima oxidasa NADPH que se ensambla en la membrana fagolisosémica de los

fagocitos activados (figura 5).
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Figura 5.- Membrana de fagocito activado que presenta el ensamblaje de Iz enzima NADPH
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El principal IRO generado es el superéxido el cual se transforma enzimaticamente en peréxido de
hidrégeno, que utiliza la enzima mieloperoxidasa para convertir los iones hafuro en &cidos
hipohalosos reactivos, que son toxicos para las bacterias. El proceso por el cual se producen los IRC
se denomina “estallido respiratorio”, Si se presenta alguna deficiencia en este metabolisme ¢xidativo,
la capacidad bactericida se reduce notablemente conduciendo al organismo a la muerte (Murray, R.
et al, 2001; Rojas-Espinosa, O. ef al, 2004; Abbas et al,, 2001). La generacién de ROS e iNOS son
resultads de los procesos fisioldgicos normales del erganismo, pero algunas sustancias come los
xenobioticos pueden generar una sobrestimulacion de produccién de estas moléculas de tal manera,
que los mecanismos antioxidantes del organismos no sean suficientes y se produzca un eslrés

oxidativo que dafia membrana, organelos y material genético de la célula.

Por las evidencias mostradas, nuestro equipo de trabajo se propuso evaluar en C. niloticus el efecto

del endosulfan sobre la actividad fagocitica.
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Planteamiento del problema

Ei endosulfan es un insecticida organoclorado ampliamente utilizado en México, esiudios han

demostrado su efecto téxico e inmunosupraser en diferentes organismos acudticos y mamiferos.

El pez teledsteo mas cultivado en el pais y presente en la mayoria de los cuerpos de agua de Jalisco
es tilapia (Oreochromis niloticus), afectado en su habitat por la presencia de plaguicidas incluyendo

¢l endosulfan. No existen estudios que muestren el efecto del endosulfan scbre la respuesta inmune

innata en Q. niloticus

Por o anterior, proponemos evaluar en este pez dulceacuicola la actividad fagocitica bajo una

expasicién aguda in vivo a plaguicida endosulfan.
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Hipdtesis

La exposicion aguda de tilapia Oreochromis niloticus a dosis subletal de endosulfan disminuye el
peso relativo del bazo, incrementa la actividad fagocitica v la produccién de ROS en macréfagos

esplénicos.
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Objetivo General

Evaluar la actividad fagocitica €n tilapia (Orecchromis niloticus) expuesta a endosulfan

Objetivos Particulares

1. Determinar el indice somatico del bazo, en tilapia {O. nifoticus) expuesta a endosulfan,
2. Evaluar la actividad fagocitica en macréfagos esplénicos de tilapia expuesta a endosulfan

» Porcentaje de fagocitos activos por adherencia al vidrio de Cunningham,
» Indice de fagocitosis por adherencia al vidric de Cunningham,
» Porcentaje de macréfagos esplénicos FITC+ por medio de citometria de flujo,

« |ntensidad media de fluorescencia por medo de citometria de flujo.

3. Cuantificar la produccién de ROS en macrdfagos esplénicos de tilapia expuesta a

endosulfan por reduccion de nitro-azul de tetrazolic (NBT).



Disefo Metodoldgice

> Tipo de Estudio:
experimental

# Universo de Estudio
tilapias juveniles maches { Oreochromis nifoticus) con peso (~200g),
de talla homogéneos (~26 ¢cm) n=20

» Variable Independiente

dosis de endosulfan de 7pg/L

> Varables Dependientes:

< indice somdtico del bazo

<+ Actividad fagocitica;

» Porcentaje de fagocitos activos

« indice de fagocitosis

+ Porcentaje de macréfagos esplénicos FITC+

« indice de intensidad media de fluorescengia

*s

> Produccién de ROS;
« niveles de Oz - por reduccién de nitro-azul de tetrazolio (NBT)
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Tilapias juveniles de ~ 200 g.

Indice somatico del bazo

Diseno Experimental

Aclimatacion de

los organismos

P

L

Peces expuestos a 7 pg/L. de

endosulfin comercial

Acuario de 40 L.

a 26°C y aireacién

|

constante .
Bicensave de
¢ 96 h,
Peces control
Sacrificio
Bazo I

|

Concentracion de

esplenocitos cel / mL

!

Evaluacion de la actividad fagocitica :
-Porcentaje de fagocitos activos e indice de fagocitosis por medio
de adherencia al vidrio Cunningham
-Intensidad media de fuorescencia y porcentaje de macréfagos
esplénicos FITC+ por medio de citometria de fiujo
-Determinacién de ROS por NBT en espectrofotémetro de ELISA




Matetiales y Métodos

Tilapia (Oreochromis niloticus)

Nuestro modelo animal fue tilapia (O. nifoticus) de peso y talla homogéneo (~200 g). Se aclimataron
en el laboratoric hdmedo por un periodo de dos semanas en peceras de 40 L de agua, con
recambios diarios de un 30% a una temperatura de 26 °C con aeracion constante. Después del
periodo de aclimatacion se les expuso a la dosis subletal (concentracion por debajo de la Clsp que

produce la minima mortalidad) que fue de 7ug/L de endosulfan comercial (Bayer)

indice somatico del bazo
Se extrajo y peso el bazo de los peces control y expuestos a endosulfan con previa anestesia de
peces con aceite de clavo. Para obtener ¢l indice somatico del bazo se utilizé la siguiente formula
(Vorgelet, 2003):

S8I= (peso del bazo/peso pez-peso bazo)*100

Se realizé una prueba de viabilidad celular por el método de exclusion del colorante azul de Iripano al

0.4%, con conteo celularencdmara de Neubauer.

Determinacion de ROS por reduccion de nitro-azul de tetrazolio (NBT)

La liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por células fagocitarias de tilapia expuesta a
endosulfan se evalud por medio de la técnica de reduccién de NBT (nitro azul de tetrazolio) descrita
por Rook et al, en 1985 y modificada por Fatima,M. y Ahmad, I. en 2000.

Se disgregod el bazo de peces control y expuestos utilizando malla Nitex de micrefilamentes de 160 pum.
La suspensidn celular se colocé en Histopaque densidad: 1.077 g/mL (Sigma Aldrich C.), para ser
separada por gradiente de densidad y obtener un anillo de monenucleares de bazo, el cual fue
lavado dos veces con PBS y resuspendido en 1 mL de medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco)
suplementado con 5% suero fetal bovino (SFB). También se obtuvd la sangre de peces expuestos y

del grupo control por puncién cardiaca. La sangre se colocd en tubos Eppendorf los cuales tenian
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del anticoagulante heparina, se centrifugé a 2500 mpm por 20 min., &l plasma obtenido se aspird con
pipeta Pasteur y coloco en un tubo Eppendorf para opsonizar durante 20 min. a Candida aibicans.
En tubos Eppendorf se colocaron 10x10% de Candida albicans opsonizadas por cada 1x10% de
esplenocitos mas 500 L de PBS conteniendo 0.1% de NBT (Sigma). Las preparaciones se incubaron
a temperatura ambiente en la oscuridad durante 2 h, agitandose periddicamente. Posteriormente las
preparaciones celulares fueron centrifugadas a 3000 pm durante 5 min. Se lavaron con 500 ul de
metanol al 70% e incubadas a 60°C de calor seco durarte 15 min. Se agregaron 500 pL de DMSO para
después centrifugarse a 4500 rpm durante 5 min. Se tomaron 200 ul de cada muestra y se cofocaron

en una placa de ELISA de 96 pozos para su lectura por duplicado en un espectrofotdmetro a 630 nm.

Adherencia al vidrio por el método de Cunningham

Para determinar el indice de fagocitosis de los esplenocitos de peces expuestos a endosulfan y del
grupo control se disgrego el bazo en una caja de Petri utilizando malla Nitex 100 um. La suspensién
celular jue separada por gradiente de densidad con Histopague 1077. Por (itimo se realizo una tincién
con rojo neutro para asegurar que la poblacion celufar obtenida fuera de macréfagos. La concentracion
celular {1 x 106 ) se coloco en cubreobjetos para dejarlas incubando durante 20 minutos a 26°C. Una
vez pasado este tiempo, se lava el cubreobjetos con medio de cultivo RPMI 1640 {Gibco) y se cubren
con una suspension de 1 x 107 de Zymosan. Se incubaron durante 15 minutos y al término del
tiempo se lavaron ios cubreobjetos con medios de cultiva RPME 1640. Una vez que el cubreobjetos

se secd, se tific con colorante Write.

Actividad Fagocitica por analisis de citometria de flujo

Se determind el efecto del endosulfan in vive sobre la actividad fagocitica de macréfagos esplénicos
utilizando el procedimienta descrito por Hardord et al, {2005). De los peces control y expuestos a la
dosis subletal de endosulfan se obtuvo el bazo, el cual fue disgregado para obtener la suspension
celular de macréfagos esplénicos como fue descrito anteriormente. Los macréfagos esplénicos
obtenidos se ajustaron a 1x108 células/mL. y se realizé una tincién con roje neutro para asegurar que la
pablacion celular obtenida fuera de macréfages. Se incubaron con 1pm de perlas fluorescentes de latex
(FITC Polysciences Ing).

Aquellas células que fagocitaron las perlas con FITC tienen una emisién de fluorescencia a 520nm,

mientras que las perlas no fagocitadas se excluyeron del andlisis por el uso de “gating en vivo”.
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En el citémetro de flujo se colectaron 30,000 y 60,300 eventos para peces del grupe control y expuestos
respectivamente, donde se permitié ubicar a las distintas poblaciones celulares coma macréfagos,
linfocitos y detritus, mismas que se separaron por su tamafio y granularidad (FS y SS). Ademds, se
proporcionaron dates como &l porcentaje de células FITC+ (macrdfages comprometidos en la fagocitosis) y
la intensidad de fluorescencia media por célula FITC+ (el nimers de perlas ingeridas por macrdfaga). La
viabilidad de las células se monitored a través de cambios en la estructura de la célula {regién de detritus)
por la exclusién de fluorescencia y tincidn con iodure de propidio {Sigma) afladide a la muestra 1 minuto

antes del andlisis de la muestra en el citometro.

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se procesaron en el programa estadistice Sigmastat, los graficos fueron trabajados

en SigmaPlot 2001. La comparacién entre grupos se realizo con la prueba t de Student.



RESULTADOS

Cuantificacion del indice somatico del bazo

Al término de la exposicidn aguda a 7pg/L de endosulfan, se procedi6 a sacrificar a las filapias y una
vez extraido el bazo se peso. El andlisis estadistico como se observa en la figura 6, no mostro

diferencias significativas en comparacién con nuestro grupe control.

Prueba de Normalidad Pesitiva ( P=0.149)
Ne significativo t= -0.107 con 8 grados de
libertad, p=0.517

030 - Std Dev. a=.0842, a=.0323
n=20
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Figura 6.- Efecto def endosulfan sobre el indice somatico del bazo.
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Determinacidn de actividad fagocitica por el método de adherencia al vidrio de Cunningham

indice de Fagocitosis

El indice de fagocitosis en peces expuestos a 7ug/L de endosulfan por 96 h mostré diferencia
significativa (p <0.001} con el indice de fagocitosis en tilapias control como se observa en la figura 7.

Los datos fueron procesados por medio de t - student.

Prueba de Normalidad Positiva { P=0.052)
Significative t= 8.185 con 17 grados de
iibertad, P= < 0.001

Std Dev, a=.153, b=.162

n=20

indice de fagocitosis

T T
control expuesto

Figura 7 .- Indice de fagocitosis de macréfagos esplénicos.



Porcentaje de fagocitos activos

E! porcentaje de fagocitos activos en peces expuestos a 7ug/L de endosulfan por 96 h fue
significativamente mayor (p<0.001} en comparacién con el porcentaje de fagocitos en titapias control

como se observa en la figura 8. Los datos fueron procesados por medio de t - student (n=20).

Prueba de Normalidad Posttiva { P=0.313)
Significativo t= 6.871 con 17 grados de
libertad, P= < 0.001

Std Dev. a=.153, b=.162

n=20
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Figura 8.- Porcentaje de macréfagos esplénicos activos.



Anilisis de porcentaje de macréfagos esplénicos FITC * por citometria de flujo

Los macrdfagos esplénicos se incubaron con 1ym de perlas fluorescentes de latex (FITC Pelysciences
Inc). Aquellas células que fagocitaron las perlas con FITC tienen una emisidn de fluorescencia a
520nm. El porcentaje de macrofagos esplénicos FITC * en peces expuestos a 7ug/L de endosutfan
por 96 h mostré diferencias significativas (p<0.G01) en comparacién con el grupo control. Los datos

fueron procesados por medio de 1 - student y se presentan en la figura 9.

Prueba de Nermalidad Positiva { P=0.238)
Significativo 1=-5.27% con B grades de
libertad, P=< 0.001

Std Dev. a=2.38, h=3.95
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Figura 9-, Porcentaje de macréfagos esplénicos FITC +



Analisis de intensidad media de fluorescencia por citometria de flujo

La intensidad media de fluorescencia en peces expuestos a 7pg/L de endosulfan por 96 h mostrd
diferencias significativas (p<0.002), en comparacién con la intensidad media de fluorescencia en

peces del grupo control. Los datos fueron procesados por medio de t - student y se presentan en la

figura 10.
Prueba de Normalidad Positiva ( P=0.392)
Significativo t=-4.313 con 10 grados de
libertad, P= < 0,001
Std Dev. a=2.06, b=3.20
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Figura 10.- indice medio de fluorescencia.
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Determinacién de ROS por reduccicn de nitro-azul de tetrazolio {NBT)

La generacidn de ROS se incrementa significativamente (P= < 0.002) en esplenocitos de peces
expuastos a 7ug/L. de endosulfan por 96 h comparado con los esplenocitos de los peces control ver

figura 11. Los datos fueron procesados por medio de t - student.

Prueba de Nomnalidad Positiva { P=0.434)
Significativo t=-3.748 con 14 grados de
libertad, P= < 0.002

Std Dev. a=.195, b=.198

P n=20

——

Absorbancia nm

a0 Y T |
control expuesto

Figura 11.- Efecto del endosulfan en la produccién de ROS en macrdfagos esplénicos.



DISCUSION

Para evaluar el dafic agudo al sistema inmune innato por el plaguicida erganoclorado endosulfan,
las tilapias fueron expuestas a dosis subletal de 7 ug/L por 96 h, siendo la ClLsg de endosulfan
para tilapia nilotica juvenil de 12.50pg/L (Tellez-Bafiuelos, C. et al, 2007)

En nuestra hipdtesis consideramos la disminucién del peso del bazo, principal érgano linfoide
secundario de tilapia, por la exposicion aguda a endosulfan, esto debido a investigaciones que
reportan disminucion en ¢l tamano de los organos linfoides expuestos a plaguicidas (Banerjee, B. et
4 1986, Dunier, M. y Siwicki, A. 1993, Pruett ef al, 2003., Woo Cha ef al, 2000, Singh, N. y
Sharma, A, 2007), disminucion del nimero de esplenocitos (Christin ef af 2004) vy lesiones
histolégicas en los al linfoides expuestos a endosulfan (Altionok et af, 2007). Sin embargo, no
encontramos diferencia significativa comparando el indice somatico del baze entre los grupos
experimentales. Aunque se observa una notable tendencia a la disminucidn de este parametre en
los peces expuestos a endosulfan. No encontramos estudios que reporten cambios en el tamano de
los ¢rganos linfoides durante una exposicion de 96 h, los estudios mencionados anteriormente, los
cuaies nos llevaron a formular la hipotesis de que el peso del bazo disminuiria bajo la exposicion
aguda a endosulfar, fueron realizados en tiempo mas prolongados. El tiempo de exposicion de 96 h
podria ser insuficiente para que el endosulfan ocasionara un dafo significativo sobre el peso del
organo. Para conocer si la tendencia presentada en nuestro estudio se convierte en un dato

significativo serd necesario realizar estudios con tiempos de exposicidn mas prolongados.

En el bazo la actividad fagocitica es lievada a cabo por macréfagos, los cuales fueron separados de
oiras poblaciones celulares mediante gradiente de densidad, confirmando la obtencién de esta
poblacién por medio de una tincidn con rojo neutro. Cuantificamos la actividad fagocitica por ser
considerada un parametro inmunologico sensible para evaluar y predecir los efectos de los
contaminantes sobre la salud de los organismos. Cbteniendo el indice de fagocitosis y el porcentaje
de fagocitos activos por medic del método de adherencia al vidrio de Cunningham, método clasice
en el que generalmente se uliliza Candida albicans como sustrato para poder cuantificar la ingestion
de las células. Nosotros utilizamos Zymosan, investigaciones previas evidencian que estos

fragmentos de pared de S. cerevisiae inducen la fagocitosis debide a que activan la via afterna del



complemento (Olabuenaga, S. 2000), y por presentar los receptores tipo TLR, (Yoshihiko ef af,
2008).

Observamos que el porcentaje de fagocitos activos e indice de fagocitosis es significativamente
mayaor en peces expuestos a 7ug/l a endosulfan por 96 h que en los peces del grupo control.

Confirmamos nuestro hallazgo del incremento de la actividad fagocitica determinada de forma
directa con la técnica microscopica subjetiva adherencia al vidrio de Cunningham con la técnica
indirecta come la fluorescencia por citometria de flujo, una melodologia automatizada y mas objetiva,
la cual se comenzd a utilizar a partir de los afios 60. Esta técnica nos provee de resultados mas
confiables debido a su sensibilidad. Ensayamos la actividad fagocitica de macrétagos esplénicos por
medio de citometria de flujo y nuestros resultados coinciden con lo observado por el método de
Cunningham: los macrdfagos de peces expuestos a 7ug/L de endosulfan durante 96 h presentaron
un mayor porcentaje de tagocitos-macrofagos FITC + comparado con el grupo confrol, asi mismo la
intensidad media de fluorescencia es mayor en los peces expuestos. Estos datos encontrados por
nuestro grupo de trabajo coinciden con los resultades del estudic realizade por Harford ef af., (2005)
donde se analizd la funcién fagocitica por citemetria de flujo de células de nfén anterior en peces
australianos: Melanotaenia fluviatilis, Bidyanus bidyanus, Macquaria ambigua y Macculiochella peeli,
los dos dltimos presentaron condiciones bioldgicas similares a tilapia nilotica, son peces de 150 a
200 g, dulceacuicolas; la exposicién a concentraciones de 0.1, 1y 10 mg/L de endosulfan indujo un
incremento significativo dosis dependiente en el porcentaje de las célutas FITC+. Nuestros resultados
sobre el aurmento de la actividad fagocitica por la exposicién aguda a endosulfan Jin vivo coinciden
con los datos /n vitro de Dorval et al., 2003 y Han et af, 2007 quienas encontraron la disminucién de
secrecion de cortisol e incremento de interleucinas proinflamatorias en las ¢élulas inmunes

expuestas a endosulfan, tomando en cuenta que estas sustancias regulan la fagocitosis.

Durante la fagocitosis se produce un aumento en el consumo de glucosa y oxigeno, este mecanismo
es llevado a cabo por el complejo enzimatico NADPH-oxidasa que cataliza la formacion del radical
superoxido el cual constituye una de las fuentes enddgenas mas importantes de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en el fagocito que junto a los derivades reactivos de nitrégeno y a las enzimas
proteolificas constituyen &l mecanismo fundamental para la destruccién de microorganismos. La

cuantificacion de ROS es considerado un marcador de la activacién del proceso de fagocitosis por



las células competentes como lo son los macréfagos (Jehann ef al, 2007). La generacidn de ROS
resulta indispensable en muchos procesos biolégicos normales, cuando se presenta un desbalance
entre la produccién de ROS y las enzimas antioxidantes que los regulan, se produce un estrés
oxidativo que dafia a los tejidos. En nuestro estudic observamos que durante la fagocitosis de
Candida albicans se incrementd significativamente la cantidad de ROS en los macréfagos
espiénicos de peces expuesios a 7 ug/l. de endosulfan por 96 h en comparacién con la cantidad de
ROS generados per los macréfagos esplénicos de los peces control. Lo que coincide con resultados
reportados por Kannan ef af, (2000) y Ledirac, M. et al, (2005), quienes encontraron un incremento
de ROS dependiente de la cantidad de endosulfan administrada en ratones.

El estrés oxidativo es resultado de alguno de los siguientes factores: 1) incremento en los niveles de
ROS, 2) fallas en el funcionamiento de las enzimas antioxidantes y 3} fallas en el funcionamiento de
los mecanismos de reparacién del dafio oxidativo. Se ha reportade que el estrés oxidativo
ocasionado por el endosulfan produce dano al sistema endocrine de trucha arcofris, disminuyendo la
secrecién de cortisol (Dorval ef af, 2003), que a su vez puede ocasionar la desregulacién de la

respuesta inmune favoreciendo la actividad proinflamatoria con activacion de macréfagos.

Lo anterior sugiere que el endosulfan produce una sobreestimulacion de la respuesta inmune
innata, lo que puede llevar al organismo a desarrcllar diversos pracesos patologices. Autores como
Han et al, (2007) reportaron que el endosulian incrementa la secrecién de INGS y de citoquinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a. El aumento de los niveles de iNOS han estado asociado a
enfermedades neurodegenerativas come &l Alzheimer o Parkinson {Elbaz et al, 2007). Los procesos
inflamatorios cronicos llevan al desarrollo de enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide,

lupus eritematosc, esclerosis multiple, entre otras (Wang, F. et al., 2007; Geld, L. ef al, 2007).

Por los resultados observados se sugiere legislar el uso del endosulfan en México y se propone la
utifizacién de plaguicidas conformados por compuestos menos tdxicos para log organismos 1o

blanco.



CONCLUSIONES

» El drgano linfoide- baze- de tilapia (O. niloticus) no presento la  reduccion significativa en su

tamafio por exposicion aguda de 7uglL de endosulfan.

» La actividad fagocitica en peces expuestos a endosulfan en nuestras condiciones experimentales

se incrementd:

-El indice de fagocitosis presenté un aumento significativo en comparacion con el indice de

fagocitosis en tifapias control.

- El porcentaje de fagocitos activos en peces expuestos observé un incremento en comparacién
con el porcentaje de Jagocites activos del grupo control.

- La intensidad media de fluorescencia en peces expuestos mostrd un aumento en comparacion

con indice medio de fluorescencia en tilapias control.
- El porcentaje de macréfagos espiénicos FITC+ fue mayor en peces expuestos en comparacion

con el porcentaje de macréiagos esplénicos FITC+ de las tilapias control.

» |a produccién de ROS en macrofagos esplénices de tilapia (O. niloticus) presento un significativo

incremento por la exposicion aguda a 7ugiL de endosulfan in vivo.
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