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RESUMEN

La atrazina es un herbicida del grupo de las friazinas utilizado ampliamente en
todo el mundo. Debido a su alta movilidad en suelo y a su large tiempo de vida
media, se le considera como un peligroso contaminante del agua (Graymore et
al., 2001). Dado que los peces son organismos frecuentemente expuestos a
plaguicidas, es posible utilizarlos para monitorear ambientes acuaticos. Los
cambios en su fisiologia permiten evaluar las condiciones de los ambientes que
habitan. La sensibilidad del sistema inmune a diversos factores presentes en el
ambiente permite utilizar los diversos parametros inmunoldgicos para evaluar el
efecto toxico de agentes contaminantes (Bols et al., 2001).

En este estudio, se evalud el efecto sobre diversos pardmetros de la respuesta
inmune en grupos de tilapia nildtica (Oreochromis nifoficus) expuestos a una
formulacion comercial de atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-S-
triazina) durante 96 h. Los resuliados muestran que la atrazina es de ligera a
moderadamente toxica para tilapia nildtica. La exposicion a dosis subletales
(1.32 mg/L y 0656 mg/L) no disminuye el peso relativo del bazo, la
concentracién de esplenocitos y la concentracidn total de IgM presente en
plasma. Sin embargo, la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
células mononuclares disminuye significativamente, por lo que la exposicién de
tilapia nildtica a atrazina puede comprometer su capacidad de respuesta

inmune innata contra agentes infecciosos.



INTRODUCCION

El control de plagas por medio de plaguicidas es una practica ampliamente
utilizada en la agricultura. La poca regulacion y conciencia respecto a dichas

sustancias pone en riesgo a los ecosistemas y a la salud.

Actualmente existe gran cantidad de sustancias para combatir plagas. Dada su
toxicidad, el uso de muchas de ellas esta restringido en diversos paises del
munde. Sin embarge, en palses como México, el uso de los pilaguicidas no
encuentra tal normatividad y, favorecido por leyes de mercado, s& contindan
empleando sustancias altamente nocivas. Tal es el caso de sustancias como
DDT (dicloro-difeni-tricloroetanc), clorobencilate, aldrin, lindano y paration, cuyo
uso ha sido prohibide por sus graves consecuencias a la salud y al ambiente

pero que contindan comercializandose en el pais.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la toxicidad del herbicida
atrazina sobre el sistema inmune. Dadas las caracteristicas de alta movilidad,
persistencia y toxicidad, es un potencial contaminante de cuerpos de agua, por
lo que las comunidades acuéticas podrian verse afectadas. La presencia de
atrazina en el ambiente puede ocasionar cambios negativos en la cadena
trofica, pudiendo incluse llegar al ser humano per medio del alimento. Al ser la
tilapia una especie dulceacuicola ampliamente distribuida y de relevancia
econdmica en nuestro pais, es importante la realizacién de estudios sobre el

efecto de la atrazina sobre el sistema inmune de dicha especie.



Este estudio ha sido financiado por CONACYT-SEMARNAT, como parte de un
esfuerzo del gobierno y las instituciones educativas del pais por conocer los
posibles efectos adversos de los plaguicidas y de esta manera buscar

alternativas para su regulacion.



ANTECEDENTES

La céntidad de sustancias toxicas vertidas al ambiente aumenta cada afio,
provocando dafos en el medio ambiente, problemas de salud humana y de
biodiversidad. Un compuesto se considera toxico cuando al encontrarse en
determinadas concentraciones y durante ciertos tiempos de exposicion, afecta
o modifica de manera nociva algin proceso bioguimico o fisiologico, implicando
una disfurcion que puede llegar a producir la muerte de los individuos
expuestos {Lindenmayer & Burgman, 2005).

Las sustancias como los hidrocarburos, metales pesados y plaguicidas
constituyen peligrosos contaminantes’ para los ecosistemas y su bicta. De esta
manera, las especies sensibles pueden ser afectadas por dosis subletales o ser
eliminadas por dosis letales; lo que afecta la cadena tréfica y altera por
consecuencia a las distintas especies. Asi, los ecosistemas y sus poblaciones
(incluyendo al ser humano) pueden estar directa o indirectamente afectados

por la presencia de dichas sustancias téxicas (Fleeger et. al., 2003).

Debido a su toxicidad y a la aplicacién indiscriminada, los plaguicidas son
sustancias contaminantes de alto riesgo. Desde hace muchos afios el ser
humano ha utilizado distintas sustancias para prevenir plagas en los cultivos.
Los antiguos romanos utilizaban sulfuro para controlar insectos y sal para

eliminar malezas, mientras que en el siglo XV fas hormigas fueron controladas

' Un contaminante es una sustancia o forma de energia que esta presente en un ambiente al
que no pertenece 0 se encuentra en niveles poco frecuentes. Generalmente, se utiliza para
referirse a compuestos de origen antropogénico (ATSDR, 2004). Los contaminantes pueden
encontrarse en concentraciones a las que aparentemente no causan efectos nocivos, pero
cuando se incrementan sus niveles pueden ser tdxicos. Debido a que existen toxicos de origen
natural, un tdxico no siempre constituye un contaminante.
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con mezclas de miel y arsénico. A finales del siglo XIX, los agricultores
norteamericanos comenzaron a usar acetoarsénice de cobre, arseniato calcico,
sulfate de nicotina y sulfuro para controfar plagas de insectos en distintos
cuitivos, sin embarge los resultados fueron poco satisfactorics debido a los
metodos de aplicacion y a la baja eficiencia de los quimicos. En 1939 Paul
Milier sintetizé el DDT, una sustancia altamente efectiva para el combate de
una gran variedad de plagas domésticas y agricolas. Después de la Segunda
Guerra Mundial, con la introduccion de otros plaguicidas como el lindano,
aldrin, dieldrin, endrin y 24-D (24 diclorofenoxiacético) el uso de los

plaguicidas se intensifico notablemente (Delaplane, 2000).

Ef uso creciente de diversos tipos de plaguicidas en el mundo ha conducido a
una severa contaminacion ambiental. Por lo anterior es urgente realizar
estudios para evaluar los efectos de este tipo de contaminantes sobre los

organismos.

Los Plaguicidas como Sustancias Toxicas

Los plaguicidas son sustancias téxicas utilizadas para el combate de plagas
agricolas y urbanas. Se clasifican de acuerdo a su uso en inseclicidas,
fungicidas, aracnicidas, nematocidas, moluscocidas, rodenticidas y herbicidas
(Robledo & Romero, 2000). Otra forma de clasificar a los plaguicidas es de
acuerdo a su estructura quimica, bajo este criterio existen los plaguicidas

organoclorados, organofosforados, carbamicos y piretroides (Bartual, 2004).



Ei mecanismo de accion de los diferentes plaguicidas depende de su
estructura. Generalmente, actian efectuando cambics en el estado oxidativo

de ias‘cé‘lu!as e interfiriendo en las rutas metabdlicas (Kacmar et al., 1999).

Aun cuando los plaguicidas estan disefiados para combatir plagas, muchos de
ellos pueden ser un riesgo para los seres humanos y para el ambiente. Los
efectos adversos de los plaguicidas dependen de cada uno de ellos. Existen
algunos que afectan el sistema nervioso, como los organofosforados y
carbamicos, mientras que otros pueden ser carcinogénicos, mutageénicos o
irritantes de piel y mucosas. Con el fin de determinar el riesgo que representan
dichas sustancias se debe analizar la exposicion, el efecto y la relacién entre
ellos. La toxicidad o riesgo de un plaguicida se estima por medio de pruebas de
exposicion, las cuales pueden ser a corto plaze {agudas) o a largo plazo
(cronicas). Los resultados de dichas pruebas se ufilizan para establecer
relaciones de dosis-respuesta y de causa-efecfo entre la cantidad del
plaguicida a la que se expuso al organismo y las consecuencias de ello. La
Agencia de Proteccién Ambiental (Environment Protection Agenicy, EPA por
sus siglas en inglés) establece categorias de toxicidad para distintos
organismos, incluyendo al ser humano (Tabla 1). Esto con el fin de regular el
uso de sustancias nocivas y alertar a la poblacién de los riesgos de su uso

(Environment Protection Agency, 2007},
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Categorias de Toxicidad para Mamiferos y Aves
Exposicion Aguda

CL 5 Concentracién (ppm = mg/Kg) Categoria Descriptiva de fa EPA

<10 Extremadamente toxico
10-50 Altamente tdxico
5t - 500 Moderadamente toxico
5017 - 2000 Levemente téxico
>2000 Practicamente no toxico

Categorias de Toxicidad para Organismos Acuaticos
Exposicién Aguda

CL 5 Concentracion (ppm = mg/Kg) Categoria Descriptiva de la EPA

<0.1 Extremadamente toxico
0.1-1 Altamente idxico
=110 Moderadamente toxico
>10-100 Levemente toxico
>100 Practicamente no toxico
Categorias de Toxicidad de Plaguicidas para Seres Humanos
Toxicidad I Toxicidad Il Toxicidad II: Toxicidad IV:
Extremadamente Altamente Tdxico Moderadamente Ligeramente Toxico
Téxico Taxico
Dosis Lefal 50 | < 50 mgfkg 50 - 500 mg/kg 500 - 5000 mgkg | > 5000 mg/kg
(DLsp) Oral
DL Inhalacion | < (.2 mgit 0.2-2mg/L 2.0-20mg/l > 20 mg/L
DLsp Dérmica | < 200 mg/kg. 200 - 2000 mg/kg 2.000-20.000mgkg | > 20,000 mg/kg
Efectos en Corrosivo; Opacidad | Opacidad cornea, Sin opacidad Sin irritacién
ojos cornea, no reversible | reversible en 7 dias. cornea. [rritacion
en 7 dias Irritacion persiste. reversible en 7 dias.
Efectos en Corrosivo Irritacion severa a las 72 Irritacion moderada | Irritacion ligera a
piel hrs. alas 72 hrs. las 72 hrs. :

Tabla 1. Categorias de toxicidad de plaguicidas para distintos organismos.,

EPA, 2007.




Por otra parte, para el objeto de evaluar el efecto téxico que tiemen los
plaguicidas sobre ia fisiologia de los organismos se han realizade numercsos
estudiosf en los cuales se ha demostrado que suprimen la actividad de la
glandula tiroidea (Srﬁits et. al, 2002), alteran el desarrollo de drganos
reproductores, retardan la madurez sexual (Shina et al,, 1999) y modifican
negativamente pardmetros hematoldgicos y bioquimicos séricos {Saxena et al.,
2002; Jenkins et al., 2003). Asi misrmo, la proliferacion y funcién de distintas
células del sistema inmune son afectadas negativamente por la exposicién a

plaguicidas (Whalen et al., 2003).

El crecimiento poblacional y el aumento de las necesidades humanas han
traido como consecuencia la sobreexplotacién de los recursos, la
contaminacion del ambiente asi como un incremento en la produccidn. E! uso
de plaguicidas con este fin ha aumentado, siendo el grupo de los herbicidas

una de las sustancias de mayor aplicacion en actividades agricolas.

El Herbicida Atrazina

La atrazina {2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) es un herbicida
organico nitrogenado derivado de la triazina (Mendoza & Lema, 2005). Debido
a su alto espectro, suele utilizarse de manera preventiva o post-emergente. A
altas concentraciones este compuesto actia contra maleza; mientras que a
bajas concentraciones puede usarse para el control selectivo de hierbas en
germinacién de varios cultivos, por ejemplo arbustos frutales (Filipov et al.,
2005). Atrazina es uno de los herbicidas de mayor uso alrededor del mundg;

desde su introduccién en los afios cincuenta, se ha empieado en actividades
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forestales y agricolas. Se estima que en el mundo, cada afio son arrojadas al

ambiente entre 70,000 y 90,000 toneladas de este herbicida (Graymore et al.,

2001).

La atrazina es un compuesto muy persistente en el suelo y puede permanecer
mas de un afio en el ambiente bajo condiciones secas o frias. Debido a su alta
movilidad en suelo y a su largo tiempo de vida media (de 60 a 100 dias), la
atrazina es un peligroso contaminante del agua aun cuando presenta
moderada solubilidad en la misma (Waring & Moore, 2004); puede ser
absorbido por via oral, dérmica, o por inhalacidén. La Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) lo clasifica como de toxicidad clase Il o ligeramente toxico
{Hazardous Substances Databank, 1995). Ademas, el proceso metabdlico de
atrazina puede dar como resultado uno o varios metabolitos con persistencia y

toxicidad variables (Graymore et al., 2001).

L

N| N
/K /\
R1 N R:l
Compuesto R R, R,
atrazina Cl NHCH{CH3) NHCH,CH;
deetilatrazina cl NHCH(CH3), NH;
deisopopilatrazina Cl NH; NHCH>CH;
didealquilatrazina Cl NH, NH,
hidroxiatrazina OH NHCH(CHs). NHCHzCH;
deetilhidroxiatrazina OH NHCH(CH,)2 NH,
deisopropilthidroxiatrazi OH NH, NHCH,CH,

Tabia 2. Estructura quimica de la atrazina y sus metabolitos. Tomado de:
Graymore et al. 2001,



El mecanismo de accion de atrazina en células vegetales, es a traves de la
inhibicién de la fotosintesis, esto ocurre por la unién irreversible al sitio
especiﬁ'co de la proteina quinina (Qg}, lo que provoca el blogueo del
fotosistema I (Manske et. al., 2004; Wiegand et. al., 2001). Dado que los
herbicidas han sido disefiados para ejercer su funcion sobre células vegetales,
en muchos casos el mecanismo de accion sobre células animales no se

conoce o estad poco estudiado (Das et al., 2000).

En experimentos con animales de laboratorio, se ha demostrado que altas
dosis de atrazina tienen efectos toxicos severos, mientras que a bajas dosis no
se han reportado efectos cancerigenos, mutagénicos o teratogénicos (Whalen
et al., 2003). En ratas expuestas a altas dosis de atrazina {200 a 500 mg/kg),
se ha observado signos de excitacion seguidos de depresion, dificultad para
respirar, falta de coordinacion, espasmos musculares, hipotermia, convulsiones
y muerte. A dosis letales, en animales experimentales, causan congestion,
hemorragia en higado, rifiones y pulmones. Mientras que la exposicion crénica
a este compuesto causa temblores, cambios en ef peso de drganos y dafo en

higado y corazén (Hazardous Substances Databank, 1995).

La atrazina es un compuesto relativamente mévil que puede tener efectos
nccives sobre las comunidades de los ecosistemas acuaticos, ingresando a los
mismos principalmente por escurrimiento de aguas pluviales provenientes de
areas agricolas (Waring & Moore, 1998). Estudios en cuerpos de agua
alrededor del mundo, han reportado la  presencia de esta sustancia en
diversas concentraciones (DuPreez & Van Vuren, 1992) qgue van desde

menores de .02 hasta 2.00 pg/L en Australia (Phyu et al., 2005); alrededor de



0.3 pg/L en Ontario, Canada; 6.42 hasta 8.6 pg/L en Kansas, E.U.A. (DuPreez
& Van Vuren, 1292); y de 2.00 hasta 21.0 pg/L en iowa, E.U.A. (Marnske et ai.,
2004). Sin embargo, en México, Centro y Sudamérica no se han realizado

estudios o al menos no estan reportados {(anexo 1).

En organismos autétrofos de ecosistemas acuaticos, la atrazina tiene efectos
directos. Asi se ha visto que esta sustancia provoca diversos problemas en la
flora; lo que repercute en la calidad del agua y disponibilidad de alimento para
organismos herbivoros. Aunado a lo anterior, otras especies son afectadas
indirectamente, lo que resulta en una disminucion de ta abundancia y la

bicdiversidad (Graymore et al., 2001).

Estudios en peces demuestran gue la atrazina afecta el balance hidrominerat
(Prasad & Reddy, 1994}, la actividad enzimatica y el epitelio en branquias;
ademads, ocasiona disturbios en la osmorregulacion e inhibe la actividad de
acetilcolinesterasa en suero sanguineo y cerebro (Wiegand et al., 2001). La
atrazina afecta parédmetros hematologicos y metabdlicos, altera el
comportamiento y puede causar dafo renal en peces (Waring & Moore, 2004),
Se ha demostrado que se bioacumula en sangre y distintos tejidos {Grobler-
Van Heerden et al., 1991), por lo que el consumo de peces contaminados

puede contribuir a la exposicion humana al herbicida (Whalen et al., 2003).

Los valores de la Clso (concentracién letal media) de atrazina para los
organismos acuaticos es muy variable, los valores reportados para distintas
especies de peces son de 4.5 a 11.0 mg/L para Oncorhiynchus mykiss, de 5.6 a
10.4 mg/L para Melanotenia fuviatilis y de 15.7 a 20.2 mg/L para Cyprinus

catpio (Phyu et al., 2005).



Sistema Inmune de Peces

Todos los animales, independientemente de su complejidad o historia evolutiva,
debeﬁ ser capaces de excluir a los microorganismos invasores que pudieran
causar enfermedad o muerte (Tizard, 2002). El sistema inmune es el
encargado de mantener la homeostasis dentro de los organismos, asi como de
proteger a los mismos, de agentes extrafios (antigenos) y enfermedades. La
respuesta inmune involucra el reconocimientc del antigeno; asi como los

mecanismos de eliminacion del mismo {Roitt et al., 1998).

Los conocimientos actuales y paradigmas de los mecanismos celulares y
moleculares de la respuesta inmune estan basados en estudios realizados en
mamiferos, principalmente en ratén. Sin embargo, en los Gitimos afics ha
surgido un interés por estudiar la inmunidad de peces debido asu importancia
econdmica, al interés filogenético, y a las caracteristicas propias del sistema

inmune

El sistema inmune de los peces es, en términos generales, muy similar al de
los vertebrados superiores aunque cuenta con caracteristicas particulares. La
carencia de medula ¢sea y ganglios linfaticos en los peces teledsteos es una
de las principales diferencias con los mamfferos, lo que hace que no se pueda
distinguir claramente entre érganos hematopoyéticos y organos linfoides
primarios y secundarios (Fernandez et al.,, 2002). El timo en los peces es un
organo par y homogéneo, responsable de la diferenciacion de los linfocitos T.
El rifidn anterior posee un gran nimero de macrofagos vy linfocitos B, tiene
capacidad hematopoyética y se considera un 6rgano homélogo de la médula

6sea en mamiferos. El bazo no presenta diferencia clara entre la pulpa blanca y
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la rofa, sus funciones son muy similares a las del rifién anterior (Girén-Pérez et

al., 2004).

Las células involucradas en el sistema inmune de los peces, son los
leucocitos o glébulos blancos que se encuentran en sangre circulante o en
tejidos y, en ocasiones, pueden formar complejos como los ceniros
melanomacrofagicos. Su clasificacion se ha realizado por criterios
morfologicos segun los cuales se distinguen varios tipos: linfocitos,

granulacitos, monocitos y macréfagos (Ellis, 1997).

Los linfocitos son células altamente diferenciadas y representan alrededor del
80% de los leucocitos circundantes. A nivel de funciones, son los responsables
de la respuesta inmune adaptativa humoral y celular. Al igual que en
marniferos, existen dos poblaciones funcionaimente diferentes: linfocitos T y B.
En peces se han descrito tres poblaciones de granulocitos: neutrofilos,
eosinofilos y baséfilos. Los neutréfilos tienen nicleo multiidbulado y de tamano
variable, representan del 6 al 8% de los leucocitos totales, su principal funcion
es la fagocitosis, los eosindfilos, son células que presentan nucleo bilobulado y
excéntrico, intervienen en procesos de regulacion de inflamacion y defensa
mediante degranulacion; los baséfilos contienen granulos grandes de histamina
y heparina, estan involucrados en el inicio de la inflamacién. Otro tipo de
leucocitos presentes en los peces, son los  monocitos/macréfagos; éstos son
leucocitos grandes, su nlcleo ocupa més de la mitad del volumen celular,
constituyen la principal célula fagocitica en los peces, ademas de fener una
participacién importante en la presentacién antigénica y en la cooperacion

celular (Tizard, 2002}



En afios recientes, el interés en el estudio de la inmunoclogia no se concentra
Unicamente en su importancia eveolutiva y funcienal. De iguat forma, el sistema
inmurﬁe. ha cobrado importancia por su sensibilidad para reaccionar a
sustancias toxicas. Asi, la toxicologia ha empieado distintos parametros
inmunoldgicos como herramientas para medir los efectos de contaminantes

sobre los organismos.

Atrazina e Inmunotoxicologia
La inmunotoxicologia es el darea interdisciplinaria que estudia el efecto de
sustancias téxicas, como metales pesados y plaguicidas, sobre la respuesta

inmune de los organismos (Kacmar ef al., 1899).

Como ya se menciond, la atrazina es uno de los herbicidas mas usado
alrededor del mundo. Esto genera el interés de diferenies grupos de
investigacion en estudiar el efecto de esta sustancia sobre el sistema inmune y
sus mecanismos reguladores. Asi, se ohserva que fa exposicion de ratas
juveniles machos a atrazina, disminuye la produccién de anticuerpos y la
hipersensibilidad tardia (Rooney et al., 2003). Ademas, la exposicion aguda
(periodos menores a 8 horas) de estos mamiferos a la atrazina, pueden causar
cambios severos en los parametros inmunolégicos, tales como: disminucién en
el nimero de células CD4" y CD8" en el timo, disminucién en el nimero de
células nucleadas de bazo, baja en los porcentajes de células B, asi como
menor actividad de células NK. La atrazina también puede ocasionar
disminucién en [a expresion de moléculas de histocompatibilidad (MHC) clase
i1, y en la respuesta de IgG1 y 1gG2 (Pruett et al., 2003). Estudios realizados en

roedores indican gue dicha sustancia afecta al sistema .inmune en varios
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niveles de organizacién, asi, se ha demostrade que la produccion de
anticuerpos y la respuesta inmune especifica es disminuida por la exposicion a

atrazina (Karrow et al., 2005).

Hasta el momento no existen estudios reportados en la bibliografia, en los que
se evalué el efecto de atrazina sobre parametros del sistema inmune en peces.
Dichos organismos son importantes para ta evaluacion del efecto de distintos
xenobidticos y se han propuestc como biomarcadores de contaminacion

acuatica.

Bicensayos y Biomarcadores

Los bioensayos son métodos cuantitativos que pemﬁten estimar los efectos en
un sistema biologico después de la exposicién a un xenobidtico. Esto 2 través
de comparar las reacciones de los organismos expuestos a una sustancia,
contra la que presentan organismos control. El principio de este tipo de
ensayos se basa en la capacidad de los seres vivos para reaccionar a las
condiciones ambientales, poer lo que es importante determinar cuando tai

respuesta queda fuera de los [imites de la normalidad (ISCID, 2006).

En los Oltimos afios, el estudio de los efectos nocivos de xenobidticos en
organismaos acuaticos como peces, bivalvos y otros inveriebrados ha ganado
importancia. Los bicensayos con organismos acuaticos constifuyen la unica
forma de determinar ef grado de toxicidad de efluentes y compuestos quimicos
aislados (Chévre et. al., 2003), y proporcionan las bases para establecer una

legistacion en materia de contaminacion acuética. Asi mismo, a través de los
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bioensayos se pueden proponer posibles biomarcadores de contaminacion

{Bols et al., 2001).

Los biomarcadores de contaminacién son cambios a nivel celular o molecular
gue indican la exposicibh a contaminantes, la susceptibilidad o el dafo
provocado por estas sustancias (Walker, 1998). La Academia Nacional de
Ciencias de Estados Unidos define un biomarcader o marcador bioldgico como
ia alteracion inducida por xenobidticos en algin componente celular o
biogquimice, o bien sobre un proceso, estructura o funcién que es medible a
través del sistema biologico o de una muestra. Los biomarcadores pueden ser
clasificados en: biomarcadores de efecto, biomarcadores de exposicion y

biomarcadores de suscepfibilidad (ATSDR, 1994).

El sistema inmune de peces, al igual que el de otros vertebrados, estd
compueste por mecanismos muy sensibles y finamente regulados. Por lo que
diversos parametros inmunclogicos podrian usarse como biomarcadores de
susceptibilidad y efecto. Entre las ventajas de utilizar el sistema inmune como

biomarcador de contaminacion, destacan las siguientes:

1. El sistema inmune relaciona directamente la interaccion entre una
especie con distintos organismos (parte fundamenta! de la ecologia).

2. Los cambios que sufre el sistema inmune influyen en las poblaciones
afectando la susceptibilidad de los individuos a fas enfermedades.

3. Muchos componentes del sistema inmune se conservan
evolutivamente, lo que puede significar que la sensibilidad a un

contaminante particular es similar para diferentes especigs. Esto
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permite hacer predicciones en cuanto al impacto ambiental
provocado por una sustancia.

4. Finalmente, por sus caracteristicas, se considera un indicador de
cambios en un organismo. Y puede ufilizarse para medir dichos

cambios en presencia de sustancias tales como los plaguicidas.

En gereral, los peces son un grupo de animales importante para la
ecotoxicologia, ya que los cambios en su fisiologia permiten evaluar cambios
en los ambientes acudticos y asi conocer las condiciones de los ambientes que
habitan (Bols et al., 2001). En México, [a tilapia es un organismo presente en
casi todos los cuerpos de agua dulce del pais. Por lo que se considera gtil para

monitorear las condiciones ambientales de los mismos.

Modelo de Estudio

La tilapia es una especie comestible ampliamente cultivada alrededor del
mundo, especialmente en México. Es un pez teledsteo del orden Perciforme y
perteneciente a la familia Cichiidae. Es criginario de Africa, y habita la mayor
parte de las regiones tropicales del mundo donde las condiciones son
favorables para su reproduccion y crecimiento. En México, la tilapia, fue

introducida exitosamente en 1964 (Arredondo, 1996).

Las tilapias comprenden dos géneros diferenciados por el tipo de reproduccion:
incubacion externa (en nido) e interna (incuban fos huevos en la boca). Los
primeros conservan el nombre genérico de Tifapia, mientras que los segundos

se conocen actualmente con el nombre genérico Oreochromis y esta formado
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por las especies: O. niloticus, O, mossambicus y O. aureus (Morales et al,

1998).

Se ha comprobado que este organismo presenta capacidad para sobrevivir y
crecer en condiciones fisicoguimicas variables. Ademds, soporta diversas
manipulaciones y alteraciones en condiciones de cultivo. Por lo que este pez es
conocido por su alta resistencia fisica, capacidad de adaptacién, rapido
crecimiento, resistencia a las enfermedades, elevada productividad, folerancia
a desarrollarse en condiciones de alta densidad, habilidad para sobrevivir a
bajas concentraciones de oxigeno disuelto e intervalos amplios de salinidad,
ademas de su capacidad para alimentarse de una gran variedad de productos,

lo que la hace muy rentable para los acuicultores (Arredondo, 1996).
Las caracteristicas de alta resistencia y su gran distribucidn en los cuerpos de

agua de México y el mundo, convierten a la tilapia en un buen modelo para

estudios de toxicidad y monitoreo de ecosistemas acuaticos.

24



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ei uso de plaguicidas en el mundo aumenta cada aio. En México, la actividad
agricola ha provocado el uso extensivo de insecticidas y herbicidas. Sin
embargo, se cuenta con poca informacién sobre el efecto tdxico de estas
sustancias sobre los organismos acudticos, especies que por su habitat estan

en contacto constante con ellos debido a st arrastre hacia cuerpos de agua.

El sistema inmune es uno de los sistemas fisiologicos que reflejan faciimente el
dario en los organismos por la exposicién a contaminantes. Debido a su amplia
distribucidn y a su importancia econémica, la tilapia nildtica (Oreochromis
niloticus) representa un buen modelo para estudiar el efecto inmunotéxico de

los plaguicidas.

La atrazina es uno de los herbicidas mas ulilizados en nuestro pais, no
obstante sus efectos nocivos estan poco estudiadoes. Por io que es importante
evaluar el efecto de [a exposicidn a atrazina sobre parametros de la respuesta

inmune.
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HIPOTESIS

La exposicion aguda de [a ftilapia nildtica (Orechromins niloticus) a
concentraciones subletales de atrazina provoca una disminucidn en el peso
relative del bazo, concentracion de esplenocitos, capacidad ‘proliferativa de
esplenocitos, concentracién de IgM vy liberacién de especies reactivas de

oxigeno,
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la exposicion aguda (96 h) de atrazina sobre parametros

inmunoldgicos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar fa CLy {concentracién letal media) de atrazina para tilapia
nildtica.

+ Cuantificar el peso relafivo del bazo y concentracion de esplenocitos
de tilapia nilética expuesta a concentraciones subletales de atrazina
durante 96 h.

« Evaluar el efecto de la exposicion in vivo e in vitro de atrazina sobre la
capacidad proliferativa de esplenocitos de filapia nildtica.

« Determinar la concentracién de IgM en plasma de filapia nilética
expuesta a atrazina.

« Evaluar {a liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
fagocitos de filapia nilotica expuesta a concentraciones subletales de

atrazina.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron tilapias juveniles, con un peso de 80 a 120 gramos, las cuales
fueron proporcionadas por la empresa Aquamol S.A. de R.L. Una vez en el
laboratorio, los peces se colocaron en estanques de 40 L, con aireacion
constante, a 28 °C. Bajo estas condiciones, los organismos fueron aclimatados

por un pericdo de 2 semanas.

Determinacion de la CLgg

Para determinar la Clsy de atrazina para tilapia nildtica, iniciaimente se
realizaron experimentos en los cuales se evalud la mortalidad provocada por
concentraciones desde 4.3 hasta 11.0 mg/lL de afrazina (Hazardous
Substances Databank, 1995); para esto se expusieron 5 organismos a cada
una de las concentraciones durante 96 h. Una vez obtenidas los valores
probables para la Clsg se expusieron 10 peces a 3 diferentes concentraciones
de atrazina (10.0, 105 vy 11.0 mg/l) y se observd la respuesta de los
organismos durante 96 h, periodo en el cual se determind el nimero de
organismos muertos. Los bicensayos se realizaron por triplicado y la Clsp se
determiné mediante el metodo estadistico PROBIT.

Para determinar el posible efecto inmunotoxico de atrazina, los peces {(n=10}
fueron expuestos a una octava parte de la concentracion letal 50 (1/8 CLsg), asi

como a un dieciseisavo de la misma (1/16 CLsp).
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Peso Relativo del Bazo

El bazo de peces expuestos a las dos concentraciones del plaguicida, 1/8 y
1/16 de la CLsp, (n=10} y de organismos control (n=10) fueron obtenidos en
condiciones asépticas y colocado en una caja de Petri de peso conocido. El
valor obtenido fue dividido entre el peso total del pez. El peso del érgano
linfoide de los peces intoxicados se comparé con los valores abtenidos de
peces no expuestos al herbicida.

La formula utilizada fue la siguiente:
PRB =[(peso del bazo) / (peso del pez)) (100}]

Ensayos del efecto de atrazina sobre la linfoproliferacién in vivo

La capacidad proliferativa de esplencocitos de tilapia expuesta a atrazina, se
evalué utlizando la metodologia descrita por Carmichael (1987). Bajo
condiciones asépticas se obtuvo el bazo de peces (n=10) expuestos a 1/8 CLsp
y 1/16 CLso de atrazina y organismos control. Los bazos fueron disgregados y
las células monontcleares fueron obtenidas por gradiente de densidad (Boylm,
1968) usando Histopagque-1077 (Sigma-Aldrich Co.). La concentracion de
células monondcleares por mililitro fue determinada por contec en
hemocitémetro. 1x10° de células se resuspendieron en RPMI-1640 (Invitrogen)
adicionado con 2% de suero fetal bovino (Sigma-Aidrich Co.) y antibidticos, se
estimularon con 20 ng/mL de forbol-myristato-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich

Co.) y 1.0 pg/mL de lonomicina {Sigma-Aldrich Co.). Colocadas en una placa
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de 96 pozos, las células se incubaron durante 72 h en atmésfera con 5% de
COq, v 95% de humedad a 28 °C. Pasado este fiempo, se agregd 5 mg/mL de
3-(4,5-dimetiltiazolit-2)-2,5-bromuro difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich Co.).
18 h después se agregaron 160 uL de solucion reguladora (SDS-
dimetilformamida) pH &cide, con el objetivo de diluir &l formazan, compuesto
sintetizado por las células que proliferaron. La densidad optica fue determinada

a 570 nm en un lector de microplacas OpsysMR (DYNEX technologies).

Para obtener el indice de proliferacién (IE}, la densidad dptica de los cultivos
estimulados con los mitégenos, fue dividida entre la densidad optica de las
células no estimuladas. Los indices de proliferacién obtenidos de los peces

expuestos se compararon con valores de peces control.

densidad optica {(nm} de celulas estimuladas

densidad dptica (nm) de células no estimuladas

Ensayos del efecto de atrazina sobre |a linfoproliferacion in vitro

El bazo de peces (n=10) no intoxicados se obtuvo en condiciones asépticas, la
metedologia para evaluar el efecto de atrazina in vitro, fue similar a la descrita
en el parrafo anterior, con la variante importante gue, ademas de poner en
contacto 1x10° de células con mitdgeno (20 ng/mL de PMA més 1.0 pg/mL de

lonomicina), las células también se expusieron a diferentes concentraciones de
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atrazina (0.5 y 2.0 ppm) con 95% de pureza (Carfi et al., 2006). Los ensayos
fueron realizados por triplicado y como control se utilizaron células estimuladas

y no estimuladas con mitégeno, no expuestas al herbicida.

Los cultivos celulares fueron incubados en las condiciones ya descritas y fa
proliferacion celular fue determinada con la técnica de MTT, el indice de
preliferacién se obtuve dividiendo el valor de la absorbancia de las células
expuestas al herbicida (estimuladas y no estimuladas con mitégeno} entre el
valor de absorbancia de las células no expuestas al herbicida y no estimuladas

con mitdgeno.

densidad optica (nm) de células estimuladas
(expuestas y no expuestas a atrazina)

[E=
densidad dptica (nm) de células no estimuladas
(no expuestas a atrazina)
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Linfoproliferacion in vivo Linfoproliferacion in vitro

1X10° células mononacleares de 1X10° células monontcleares de bazo de
bazo de tilapia expuesta & 1/8 y 1/16 ' tilapia control, resuspendidas en RPMI, se
de la Clso de afrazina y organismos colocaren en una placa de 96 pozos

control se resuspendieron en RPMI y
se colocaron una placa de 96 pozos

Se adicions 0.5y 2.0 yg/mL de
atrazina (95% pureza) a cada pozo

‘, l

Se estimularon con 20 ng/mL de PMA y 1.0 pg/mL de lonomicina

'

Las células se incubaron durante 72 horas en una atmoésfera con 5% de COz vy
95% de humedad, a 28°C

'

Se agregd 5 mg/mL de MTT a cada pozo

|

Las células se incubaron durante 18 horas mas bajo las mismas condiciones

|

Se adicionaron 160 pL de solucién reguladora SDS-dimetilformamida

{

La densidad optica se determind a 570 nm

Figura 1. Diagrama de flujo: Ensayos de Linfoproliferacion.
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Concentracién Total de IgM

La concentracion total de IgM en plasma de tilapia, (organismos control y
expuesta a 1/8 Clsg y 1/16 Clsp de atrazina), se determind mediante el método
de ELISA descrito por Takemura (1993).

Cada pozo de una placa de ELISA (Costar) fue cubierto con 100ul de a-IgM
(6.8 pg/mL) disuelto en buffer de carbonato de sodio al 0.05 M, pH 96 e
incubado a 25°C por 2 h. Los pozos fueron bloqueados con 200 pl de BSA
(Sigma-Aldrich Co.) al 1% disuelto en buffer salino de fosfatos (PBS) a 10 mM,
pH 7.4 y 0.05 % de Tween 20 (PBS-Tween). Las placas se dejaron reposar 60
minutos a 25 °C; se lavé tres veces con PBS-Tween. Finalmente, se adicioné a
cada pozo, 100 pL de las muestras de plasma de tilapia (1:10000) o de
anticuerpo estandar (IgM purificado de tilapia de concentracién conocida), se
incubd 24 h a 4 °C. Se agregd a cada pozo 100 pl de w-IgM conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) (diluido 1:10,000 en PBS-Tween}, se incub6 2 h a
25 °C, se realizaron tres lavados con PBS-Tween. Para medir |a actividad de la
enzima peroxidasa, se colocaron 100 puL de buffer de cifratos 100 mM, pH 4.5,
0.01% de dicloruro de o-phenylenediamina (Sigma-Aldrich Co.) y 0.04% de
H20.. Después de un periodo de incubacién de 30 min. a 25°C, la reaccion
enzimatica fue detenida adicionando 25 ut de H;SO. 4N. La densidad optica
de cada muestra fue determinada en un lector de microplacas OpsysMR
(DYNEX technologies} a 490 nm. Mediante regresién lineal se llevo a cabo la

conversién de densidad optica a concentracion de IgM.



Se agregd 100 pL de a-lgM a cada pozo de una placa para ELISA de 96 pozos
Se incubd a 25° C por 2 horas
Los pozos fueron blogueados con 200 uL de 1% BSA + PBS-Tween

La placa se dejo reposar a 25° C por 1 hora

La placa se lavé 3 veces con PBS-Tween

— T

Se ariadieron 100 pL de plasma Se anadieron 100 pL de

de tilapia nildtica expuesta a 1/8 anticuerpo estandar de tilapia

y 1/16 de la CLs;p de atrazina y se realizaron diluciones
seriadas

‘

La placa se incubd a 4° C por 24 horas

Se agregaren 100 pL de a-lgM-HRP

Se incubo la placa a 25° C por 2 horas

|

Los pozos fueron lavados 3 veces con PBS-Tween

‘

Se afiadio 100 plL de buffer de citratos + 0.01% de c-phenylenediamina +
0.04% de H;0;

Se incubd 25° C por 30 minutos

|

La reaccidn enzimatica se detuvo afiadiendo 25 pL de HpS80,

{

La densidad dptica se determind a 490 nm

Figura 2. Diagrama de Flujo: Concentracion Total de IgM.
{ELISA tipo sandwich).
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Estallido Respiratorio

La liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) por fagocitos de tilapia
nilética expuesta a atrazina, se evalud por medio de la técnica de reduccion de
NBT (Nitro azul de tetrazolio) descrita por Rook, et al. (1985) y modificada por
Fatima, et al. (2000). Se obtuvo el bazo de peces expuestos (1/8 Clso y 1/16
ClLso de atrazina), asi como del grupo control. El érgano linfoide se disgrego y
las células mononicleares se obtuvieron mediante gradiente de densidad
usando Histopaque-1077 {Sigma-Aldrich Co.). La concentracién de células fue
determinada por conteo en hemocitémetro. Se colocaron 2X10° de células de
cada organismo, en tubos eppendorf. Se afiadieron 500 pl de PBS conteniendo
0.1% de NBT y 3X10° de levaduras Candida albicans. Las preparaciones se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 h y se agitaron periédicamente.
Posteriormente, las suspensiones celulares se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5 min. Las células se lavaron con metanol al 70%, y se incubaron a 60
°C, en calor seco, durante 15 min. Se agregaron 450 yl de NaOH 2M. y las
suspensiones celulares se sonicaron durante 10 min. Se agregaron 500 pl de
dimetilsulféxido (DMSQO) y las muestras se centrifugaron a 4500 rpm durante 5
min, Se tomaron 200 pl de cada muestra y se colocaron en una placa de ELISA
de 96 pozos para su lectura por duplicado en espectrofotémetro a 630 nm.
Como controles se utilizaron preparaciones de levaduras con NBT y en
ausencia de células, asi como células en presencia de NBT y en ausencia de

levaduras.
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Se colocaron 2X10° células mononicleares de bazo de tilapia expuesta a 1/8 y
1/16 de la Clgg de atrazina y de tilapia contrcl en tubos eppendorf

|

Se aftadieron 500 pL de PBS +0.1% de NBT + 3X10° de levaduras Candida
albicans

!

Se incubaron a temperatura ambiente por 2 horas con agitacién periédica

Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos

;

Se lavaron las células con metanol al 70%

!

Las muestras se incubaron a 60° C, calor seco, por 15 minutos

|

Se agregaron 450 pL de NaQOH

|

Las suspensiones celulares se sanicaren por 10 minr_.utos
Se agregaron 500 pL de DMSO

Se centrifugaren a 4500 rpm durante 5 minutos

|

Se colocaron, por duplicado, 200 pL de cada muestra en una placa para ELISA
de 96 pozos

:

Se determind la densidad optica a 630 nm

Figura 3. Diagrama de Flujo: Estallido Respiratorio
{Reduccion de NBT),
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Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA de
una via con el programa Sigma Stat 2.0°. En el caso de obtener diferencias
significativas, se utilizé la prueba de diferencia minima de medias de Tukey. Se
considerd diferencia estadisticamente significativa entre grupos cuando el valor

de p fue menor a 0.05 (p<0.05).
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RESULTADOS

La Concentracién Letal media (Clsp) es la concentracion a la cual la mitad de
los organismos expuestos muere. El resultado obtenido indicé que la Clsy de

atrazina para la tilapia nildtica es de 10.5 mg/L (Fig. 4).

% Mortalidad
[} p-9 [4]

[
L

T = T T T 1

0.99 1.00 1.01 1.02 1.03 1.04 1.05
Log de Concentracién de atrazina

Figura 4. Cls; de atrazina para tilapia nilética. Los peces fueron expuestos a distintas
concentraciones de atrazina {(10.0 mg/mL, 10.5 mg/mL y 11.0 mg/mL) y 1a cantidad de muertes
fue contabilizada. Ei Log 10 de dichas concentraciones se graficd en el gje de las “X", mientras
que el Probit empirico, equivalente al % de mortalidad se grafico en el eje de las “Y". El ajuste

de la recta se realizé por el método de minimos cuadrados, utilizando fa ecuacion de la recta
Y=mx + b.

38



Los resultados indican que la exposicion a 1.32 mg/L y 0.856 mg/L de atrazina,

en las condiciones evaluadas, no afecta significativamente (p>0.05) el PRB, ni

la concentracion de células monontcleares presentes en el érgano (Fig. 5).

16.0 7
14.0 7
12.0
10.0 5
8.0 1
6.0
1.0
0.8 1

081

Peso Relativo de! bazo (g)

0.4

0.2 1

n=10
p>0.05

1

0.0

PRB

Linfocitos PRB Linfocitos FRB

Linfocitos

Control 1.32mg/L 0.656 mg/L

r 16.0
r 14.0
r12.0
- 10.0

[,6.0
1.0
0.8
06
ro4

r 0.2

F 0.0

Células mononucleares {1x108 /mL}

Figura 5. Peso relativo del bazo y numerc de célutas mononucleares (105) por mililitro en peces
expuestos durante 96 h a atrazina {1.32 mg/mL y 0.656 mg/mL) y peces control. Los resultados
50n mostrados como media + desviacién estandar,
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Para evaluar el efecto de la exposicion /it vivo de tilapia nildtica a atrazina, los
peces se expusieron al herbicida y los indices de proliferacion se determinaron
mediénté la técnica de MTT. Los resultadoes indican que fa exposicion in vivo al
herbicida, en las concentraciones probadas, no afecta significativamente la
capacidad de respuesta a estimulos mitogénicos (PMA + ionomicina} por parte

de las células mononuclereas de tilapia (Fig. 6).
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Figura 6. indice de profiferacién de células mononucleares de filapia nildtica expuesta in vivo
durante 96 h a 1.32 mg/L y 0.656 mg/L de atrazina. Las células fueron estimuladas con PMA
(20 ng/mL) mas lenomicina (1 ug/mL), y el indice se determiné mediante la técnica de MTT.
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De igual forma, nuestros resultados indican que la exposicién in vitro a atrazina,
en las condiciones evaluadas, no afecta significativamente (p>0.05) la

capacidad de respuesta a los estimulos mitogénicas probados (Fig. 7).
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Figura 7. indice de proliferacion de células de tilapia expuesta in vitro a 0.5 pg/mL y 2.0 pg/mL
de atrazina con 95% de pureza. Las células fueron expuestas al plaguicida y estimuladas con
PMA {20 ng/mL} mas ionomicina {1 ug/mL) durante 72 h. El indice de proliferacién se
determiné mediante la técnica de MTT, Los resultados se muestras como la media * desviacion
estandar.
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Para evaluar el efecto de atrazina sobre ia concentracién de anticuerpos
presentes en plasma de tilapia se determiné la concentracién de IgM mediante
el método de ELISA. Los resultados obtenidos indican que el herbicida, en las
condiciones evaluadas, no afecta los niveles de IgM en plasma de tilapia

nilética (Fig. 8).
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Figura §. Concentraciones de IgM (pg/ml) presente en plasma de titapia nildtica expuesta a
atrazina (1.32 mg/L y 0.656 mg/l.) durante 96 h. La determinacién se realizé mediante ELISA
tipo sandwich. Los valores son mostrados como media + desviacion estandar.
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Los resultados obtenidos sobre la liberacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) indican gque la exposicion a atrazina, en las concentraciones ya

mencionadas, disminuye significativamente (p<0.05) la liberacién ROS por

parte de células de bazo de tilapia nildtica expuesta a atrazina (Fig. 9).
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Figura 9. Liberacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) en céiulas mononucleares de
bazo de filapia nildtica expuesta a 1.32 mg/l y 0.656 mg/L de atrazina. La determinacién se
realizé mediante fa técnica de NBT. Los resultados se muestran como media * desviacion

estandar.
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DISCUSION

La atfazina es uno de los herbicidas mas utilizados en el mundo (Filipov et al.
2005); sin embrago, existen pocos estudios que evallen el efecto de esta
sustancia sobre los organismos acuaticos.

En el presente trabajo se determind la toxicidad de afrazina, a través de la
Clsy, v se evaluo el efecto de esta sustancia sobre la respuesta inmune de
tilapia nitética.

Los resuitados obtenidos muestran que la Clsy de atrazina en 96 h de
exposicién para tilapia nildtica, en estadio juvenil (80-120 gramos de peso), es
de 10.5 mg/L. Este valor es similar al reportado por Prasad, et al. {1994),
quienes determinaron que la Clsy de atrazina, grado técnico, para Oreochromis
mossambicus (10 £ 2 g) es de 8.8 mg/L; la ligera variacion puede ser atribuida
a la diferencta entre especies asi como a diferencias en el peso de los
crganismos.

Asi, se determind que la atrazina presenta toxicidad leve a moderada segun la
tabla de categorias de toxicidad para organismos acuaticos. Dicha clasificacion
es igual a la establecida por la EPA para el herbicida (Environment Protection
Agency, 2007).

Los resultados obtenidos muestran que la exposicién aguda (96 h) a afrazina
{1.32 y 0.656 mg/L) no disminuyd significativamente el peso refativo del bazo y
numero de células mononticleares presentes en el organo linfoide, no obstante
los resultados sugieren una fendencia a disminuir ambos parametros en peces
expuestos al herbicida. Numerosos datos coinciden con los obtenidos en

nuestros experimentos. Estudios realizados en ratenes hembras C57B1/6, de
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8-10 semanas de edad, los cuales fueron expuestos a dosis unica de §75.0-
27.3 mg/Kg de peso (1/2-1/64 DLs) de atrazina con 85.5% de pureza,
muestran gue la exposicion at herbicida no induce cambios en el peso relativo
del érgano linfoide, asi como en el nimero y viabilidad celular (Fournier, et al,,
1982). Sin embargo, estudios realizados en ratones hembra BS6C3F1, a los
cuales se administraron dosis de 25, 250 y 500 mg/Kg/dia durante 14 dias,
sefialan que el herbicida con exposicion prolongada provoca una disminucion
significativa dosis-dependiente en el peso relativo de bazo y timo de ratén
{Karrow et al., 2005).

Los resultados contrastantes de los experimentos rezglizados en raton, sugieren
que atrazina podria afectar el peso de érganos linfoides cuando los organismos
estan expuestos crénicamente al herbicida. No obstante, en peces no existen

estudios que evallen el efecto de atrazina en estas condiciones de exposicion.

El mecanismo de accién de la atrazina sobre células animales podria ser
interfiriendo con el oxigenc molécular presente en las células lo que podria
menguar sus capacidades fisioldgicas y funcionales. A bajas dosis dicho efecto
podria no ser severo ni irreversible, permitiendo a las células realizar sus
funciones basicas. Sin embargo, altas dosis podrian ocasionar dafos

significativos en érganos vy tejidos.

Los valores obtenidos en nuestro estudio del efecto de atrazina in vivo e in vitro
sobre la linfoproliferacion muestran que, en las concentraciones y condiciones
ensayadas, el herbicida no afecta la capacidad de respuesta celular al estimulo

mitogénico de PMA mas lonomicina, No existen estudios publicados en donde
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se evalden parametros similares en peces. Sin embargo, estudios realizados
en dos especies de anfibios, Xenopus laevis y Rana pipiens, indican que Ia
exposic'ién durante 7, 14 y 21 dias a una mezcla que contiene atrazina (21
ppb), metribucina (0.56 ppb), aldicarb (17 ppb), dieldrin (0.15 ppt), endosulfan
(0.02 ppt) vy lindano {0.33 ppt), afectd significativamente la proliferacion de
linfocitos de Rana pipiens; no obstante, los linfocitos de X faevis no fueron
afectados en presencia de la mezcla de plaguicida. Con estos datos no se
puede inferir el efecto particular del herbicida atrazina, debido a que puede
presentarse un efecto tdxice sinérgico entre los plaguicidas (Chnistin et al.,
2004). Por otro lado, estudios realizados en ratones hembra de la cepa
BBC3F1, expuestos a 24, 250 y 500 mg/kg/dia de atrazina, durante 14 dias,
seftalan que la capacidad proliferativa de esplenocitos estimulados con
Concanavalina A o lipopolisacérido no se afecta significativamiente (Karrow et
al., 2005). De esta manera, los resultados obtenidos y los referidos en la
bibliografia sugieren que ia atrazina no afecta la capacidad linfoproliferativa. Sin
embargo, el indice de estimulacion tan bajo que muestran los controles {<1.5)

no permite inferir conclusiones validas a partir de nuestros resultados.

La concentracion de IgM presente en plasma de tilapia nilética expuesta
durante 96 h a atrazina, en las concentraciones ya mencionadas, no se alterd
significativamente, en comparacion con los peces control; sin embargo, los
datos muestran una tendencia negativa dosis-dependiente.

En un estudio realizado con pez dorado (Carassius auratus) expuesto durante
4 semanas a una mezcla de herbicidas, constituida por atrazina, simazina,

diurén e isoproturon (cada uno a una concentracién de 50 rg/l), se observé
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una disminucion significativa en los titulos de anticuerpos contra eritrocitos de
borrego (Fatima et al., 2006). Por otro lado, en un estudio reportado por Karrow
et al. {2003), se muestra que la concentracion de IgM presente en suero de
ratones hembra de la cepa B6C3F 1, tratados con 25, 250 y 500 mg/Kg/dia de
atrazina durante 11 dias, no disminuye significativamente con respecte al grupo
control. Dadas las diferencias en cuanto a organismo modelo, protocolos
experimentales, asi como los pocos estudios publicades; no podemos inferir el
efecto de atrazina sobre la produccion de anticuerpos. Por lo que seria
importante evaluar nuevamente las determinaciones de la concentracion de
IgM despues de diferentes tiempos de exposicién al herbicida (exposicion
aguda y crénica), asi como determinar los niveles de inmunoglobulina despues

de la estimulacién con sustancias inmunogénicas.

En el presente trabajo se determind la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), a través de la reduccién de NBT. Los resultados obtenidos
indican una disminucién significativa en la produccion de ROS en células de
tilapta expuesta a atrazina, en comparacion con las células de peces control.

Resultados similares fueron reportados en el molusco acuatico, Lymnaea
stagnalfis (Gasteropoda), el cual fue expuesto a 10, 23, 50 y 100 ug/L de

atrazina, durante 24, 96 y 504 h (Russo & Lagadic, 2004).

A pesar de que no se conoce un mecanismo de toxicidad de atrazina para
celulas animales esta bien establecido que este herbicida inhibe la produccion
de ATP y NADP" presentes en la membrana de cloroplastos de células

vegetales, esto provoca el aumento en la produccién oxigeno molécular (Qs),
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ocasionando la desecacién de la planta (Bassard et al, 2003). Dado que
moléculas similares estan presentes en celulas animales, la atrazina podria
provoﬁaf alteraciones en las mismas; pero a diferencia de lo que esta
establecido en vegetales, el herbicida podria disminuir la fiberacion de oxigeno
molécular (Oz), de H.0; y de radicales hidroxilo (OH), ¥ con ello el estallido
respiratorio de las células fagociticas. Sin embargo, este mecanismo no esta

comprobado.

Es necesario realizar méas estudios que permitan comprender el efecto adverso
de los herbicidas, sobre los ecosistemas y sus poblaciones. Solamente a partir

del conocimiento de ello podremos tomar medidas para prevenirlo.
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CONCLUSIONES

La afrazina es moderadamente toxica para tilapia nildtica (Oreochromis
niloticus) (Clsg =10.5 mgiL).

La exposicion aguda (96 h} a 1.32 mg/L y 0.656 mg/L de atrazina no
afectd a la mayoria de los parametros inmunoldgicos determinados. No
se disminuye el peso relativo del bazo, la concentracion de esplenocitos,
la concentracion de IgM presente en plasma de tilapia nildtica, asi como
tampoco se- afecta negativamente la capacidad proliferativa de
esplenocitos de dicha especie.

La exposicion a atrazina en las condiciones evaluadas reduce
significativamente la liberacion de especies reactivas de oxigeno {ROS)

en células mononucleares.

49



ANEXC |

Valores reportados para distintas concentraciones de Atrazina en cuerpos de agua {pg/L) ¥ sedimentos {pg/Kg)
de Estados Unidos y Canada. Tomado de Graymore, et. al . 2001,

Cuerpo de agua Pais Concentracion de Comentarios Referencia
atrazina
Reservorios de agua para beber  EUA > 88.4 poil Fisher-Schert et al. (1991)
Pozos de agua subterrdnea
EUA Q.1-88 pg/L Agricutura intensa, incluyendo los Readman et al. (1983}
Rios estados del cinturén maicero Chapman & Stranger {1592)
Pozos publicos de Kansas 0-100 pafL.
Pansilvania EUA > 16 pgil Chapman & Stranger (1992)
Pozos subterrdneos EUA 0.013-1.11 pg/L Agricultura Chaprnan & Stranger (1992)
Maryland >3 pgit Pionke et al. (1988)
Pozos subterrdnaos EUA < 0.5-2.0 py/l Produccién de maiz ¢on uso de Chapman & Stranger {1982)
Agua subterranea “Big Springs”™ atrazina permanente
Virginia EUA 2.510 pg/L Ritter et al. {(1996)
Po20s subtermaneos
Nebraska - agua subterranea EUA 0-25.6 g/t Agriculiura Ritter et al. (1996)
Wisconsin - agua Subterranea
EUA-12271k0 EUA 8.8 pgil. Pazos Pionke et al. {1988}
EUA 140 pg/L Pozos Pionke et al. (1988}
EUA — cinturdn maicero 52% de los sitios excedieron Thurman et al. {1891, 1992)
Rio Mississippi EUA >3 poll 3 pgiL en el ginturén maicero EUA
Varios sitios Thurman et al. (1991, 1992)
EUA 0.1 -108 po/l Tierras de cultive (maiz, soya, sorgo, Readman et al. (1993)
Rio Mississippi EUA 0.54 -1.32 pg/t maiz y algodén} Pereira & Hostettler (1993)
Rio Yazoo - Mississippt
En Baton Rouge, Louisiana Larson et al, (1995)
EUA - Midwestern EUA 3.6 pgit Area agraria Pereira & Hostettier {(1983)
Chio — Rio Sandusky EUA 0.157-0.229 pg/t. Pereira & Hostettler (1990}
Rios de Ohio Cinturén maicero ~ fios y amoyos Solomon et al. (1996}
Ohio — Rio White EUA 2.0 pgiL .{\rea agraria Solemon et al. (1996)
Ohig - Rio Ohio EUA > 24 poit Area agraria Chapman & Stranger (1992)
lowa — Arrcyo Roberts EUA 11.3 pgiL .{\rea agraria Larson et al. (1995)
jowa — Rioc lowa EUA 0.054 - 18 pgiL Area agrana Larson et al. (1995)
towa — Ria De Moines EUA 0.255 -3.3 pg/lL Area agraria Kolpin & Kalkhoff (1993)
lowa — Pozos EUA 0.09 - 8.94 yg/L. Area agraria Pereira & Hostettler (1993)
Nebraska — Rio Platte EUA 0.715 pg/L Arga agraria Pereira & Hostettler (1993)
Califomia del Sur — Bahia EUA 1.45 pgiL Area agraria Paterson et al. (1942}
Winyah EUA 1.14pgll Area agraria Davies et el (1983}
California del Sur — Norte EUA 1-18.9 pgiL Bahia donde desembocan deseches Kucklick & Bidlemere (1994)
Califomiz del Sur - Rio Pee Dee  EUA 0.89 py/L agricolas
Rio Minnesota Kucklick & Bidlemors {1994)
Wisconsin -- variso rios EUA 0.001-0.164 pg/l Kucklick & Bidlemore {1584)
EUA 0.003-0.748 pg/L
liingis — varios rios Minnesota Schottier et al. {1994)
Arroyos Vermont EUA 0.898 -6.5 pgiL St. Croix, Chippewa y rios de Pereira & Hostettler (1993)
EUA - Midwestern EUA 0.217-0.278 pg/L Wisconsin
Sedimentas de la Bahia Rock, lliinois y rio Kaskaskia Pereira & Hostettler (1993)
Chesapeake EUA 0.404-4.735 pgiL Atrazina es usada comanmente Gruessner & Watzin (1996)
Sedimentos cultivos - Kansas EUA <1 -7 pgll Reservorios Salomon &t al. (1996}
Ontaric - pozos de agua potable  EUA 0.05-11.9 ugit Actividades industriales y agricolas Douglas et al. {1693)
EUA < 788 pgiKg intensivas
Ontario y Québec ~ Arroyos Area agricola Dauglas et al. (1993)
Ontaric — Rie Sydenham EUA 1068 pg/Kg Area agricola con uso constante de Lakshminarayana et al. (1992)
Ontarie — precipitationes Canadd < 0.0014.2 pgiL atrazina por 20 afios Belluck et al. (1991)
Hamilton et al, (1987}
Ontarig — Amoyos urbanos
Ontarlo - pozos rurales Canadd 0.1 -30.3 pgil_ Agricola con uso de atrazina Chapman & Stranger (1962)
Notario - pozos Canada  2.3-381pug/L Precipitacién — 17 muestras Hall et al, {1993)
Rig St. Lawrence Canada  >445ug/t
Descargas Rio 5t. Lawrence > 43 pgil Kintore
Arroyo Nissouri Area agricola Chapman & Stranger (1992)
Canada  0.1-57pg/L Beliuick et al. {1891)
Canada 01 ~74 pgil Muestras de rio Lemnicux et al, (1995)
Canada > 0.033 pgiL Lemicux et al. {1995}
Canadd > 0.536 pg/L Caorre por area agricola Ng et al. (1595)
Canadd  0.06-14.17 pgil
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Valores reportados para distintas concentraciones de Atrazina en cuerpos de agua (ug/L} y sedimentos (ng/Kg)

de Europa y Africa. Tomado de Graymore, et. al . 2601.

Cuerpo de agua Pais Concentracion de Comentarics Referencia
atrazina
Agua supericial Inglaterra 0.2 — 1.4 pgit Area agricola Chapman & Stranger (1992)
Agua subterranea 0.2-0.5 pail.
Varios lagos Suiza 0.001-0.46 pglL Atta concentracidn en zonas agricslas Chapman & Stranger {1992)
Varios rios Eslovenia 1-6 pg/iL Incremento reciente en agricultura y Zagagarc-Koncan (1996)
i uso de atrazina
Agua subterranea (varios} Alemania > 05 pgiL Atrazina utilizada amplismente hasta Fisher-Scher! et al, (1991}
1991 Steinberg et al. (1995)
Agua superficial (varios} > 1.5 pg/l.
Ebro Canal de drenaje Espafia 0.058-0.308 pg/l Principalmente agricola {arraz) Readman et al. {1993)
Rio Ebro 0.017-0.190 pg/L
Detta de Lagunas Ebro < 0.061-0.057 pg/L
Detta del Ebro - sedimentos Espafia 0.015~0.07 pg/Kg  Principalmente agricola {amoz) Readman et al. (1993)
Ria Rhone Francia 0.040-0.291 Muy poblada. area industrial y agricola  Readman et al. (1993)
Delta de! rio Rhane 0.017 - 0.386 pgfl Tronczynski et al. (1993)
Rio Rhone Francia 12 -33ng/L Regién Tronczynzki et al, (1993)
Rio Po Italia 0021 -0.118 uyg/L.  Industrializada y muy cultivada, varias Readman et al. {1993)
cuitivos
Adriatic norte <0.003-0.018 pg/L  Afrazina dejd de usarse en 1985 Brambitla et al. (1993)
Rios Axios, Loudias y Grecia <0.05-0.7 pg/L Agricola-maiz, algeddn, fruta, arroz, Readman et al, (1993)
Rio Afiakmon <0.05-0.%5 pg/l tabaco y horticultura. Golfe Thermaikos.
Rics Louros y Aracthos Grecia < 0,05 —0.26 po/L Agricuitura intensiva. Incluye citricos, Readman et al. (1993}
olivos, maiz, alfalfa y algodan.
Goifo Amvrakikos <0.05-0.8 pg/l.
Golfo Themaikos ~ sedimentos Grecia < 0.02 ~ 4.9 ug/Kg Readman et al, (1993)
Golfo Amvrakikos - sedimentos Grecia 0.8 —24 pg/Kg Readman et at. (1993)
Detta del rio Nilo Egipto <0001 pg/l Agricultura, principalmente algodén. Readman et al. (1993)
Industriat.
Delta del rio Nilo - sedimentos < 0.001pg/g Readman et al. {1993)

Egipto

Valores reportados para distintas concentraciones de Atrazina en cuerpos de agua (Pg/L) y sedimentos {ug/Kg)

de Australia. Tomadc de Graymaore, el. ai . 2001.

Cuerpo de agua Pais Concentracién de Comentarios Referencia
atrazina
Irigacion Murrumbidgee Australia  ~ 150 pg/l (maiz) Agricuitura intensiva, incluyendo maiz, Chapman & Stranger (1952}
~ 45 pg/L {aroz) y aroz
Shepparton Australia  0.022 - 0.063 pg/lL  Area agricola Chapman & Stranger (1982}
Pozos subterraneos
Tazmania Australia < 0.01-53,000 pg/L  Plantaciones forestales Davies et al. (1994)
Armoyos Atrazina se usa extensivamente
Tazmania Australia  0.01 - 4.6 pg/L Plantaciones forestales Davies et al. {1394)
Gran Armoyo
Tazmania Australia 1.6 - 22 pg/Kg Flantaciones forestales en el area Davies et al. {1594

Sedimentos Gran Afroyo

Por pesc seco
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