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RESUMEN

La acuicultura se ha desarrollado rapidamente en los Ultimos afios, lo que
contribuye de manera significativa a la obtencién de productos alimenticios con
gran valor nutricional en respuesta a la creciente demanda de la poblacion
humana.

Los teleosteos engloban a la mayoria de los peces cultivados y entre elios se
encuentra la tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), apreciada por su
reproduccion, crecimiento elevado, resistencia a la manipulacion y a diferentes
enfermedades de origen bidtico o abidtico; asi como a las condiciones estresantes
de una granja acuicola.

El nimero de compuestos quimicos liberados al medio ambiente aumenta afio
con afho. Muchos de estos son los plaguicidas, empleados para el combate de
plagas agricolas y urbanas. Uno de los efectos nocivos ecolégicos mas
importantes provocados por los plaguicidas, son los dafos a los organismos
acuéticos; la susceptibilidad de los peces a enfermedades aumenta en presencia
de contaminantes en el agua.

El diazindn es un insecticida organcfosforado extensivamente utilizado en México,
altamente téxico para los organismos acudticos, que frecuentemente llega a
contaminar los cuerpos de agua o las granjas en las cuales se cultiva O. nifoticus,
afectando el rendimiento de las mismas.

Lo anterior se podria deber en parte a que el diazindn modula de manera negativa
la funcién hepética y la respuesta inmune, en particular la actividad fagocitica, uno
de los procesos mas importantes del sistema inmune y en general fa fisiologia de
estos organismos.

Por o anterior en el presente trabajo se estudid ef efecto de la exposicion aguda
por diazinon sobre la funcidn hepatica y actividad fagocitica de céiulas de tilapia.
Los resultados experimentales indican que de las actividades de cuatro enzimas
marcadoras det funcionamiento det higado (alanino aminotransferasa, aspartato

aminotransferasa, gama glutamin-transferasa y fosfatasa alcalina) no cambiaron



de manera significativa entre grupos expuestos a diazinon (LC50 y % LC50) y
grupo control, por lo que se destaca gue en este modelo experimental [a
exposicién aguda al diazinon no afectd el funcionamiento de este 6rganc
encargado de la detoxificacion y muy importante en la homeostasis del

organismo.

La actividad fagocitica de las células de tilapia fue evaluada a través de la
determinacion de dos parametros: indice de fagocitosis y porcemtaje de fagocitos
activos. Los resultados experimentales indican que la exposicidon aguda a
concentraciones sub-letales de diazindn, disminuyd de manera significativa tanto
el indice de fagocitosis como el porcentaje de células fagociticas activas, con
respecto al grupo control (p<0.001). Lo anterior indica que los organismas
expuestos a diazindn seran mas sensibles a retos que afecten su sistema inmune,

tanto de origen bidtico, como abidtico.
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INTRODUCGCION

Una alta proporcién de productos alimenticios producidos en el campo se pierden
anualmente debido a las malas hierbas e infecciones provocadas por hongos e
insectos, por lo que los plaguicidas se utilizan intensivarmente para el control de
todo tipo de plagas. Sin embargo, su uso indiscriminado desencadena graves

problemas de contaminacién ambiental (Rodriguez, 2004).

La gran mayoria de los plaguicidas utilizados en actividades agricolas, entran en
contacto con los cuerpos de agua; Una vez arrojados al ambiente, son arrastrados
por infinidad de rutas a este tipo de ecosisternas, donde no sdlo afectan la flora y
fauna acuatica, sino que a toda la cadena trofica por el uso de agua contaminada
en actividades humanas (agricultura y otras actividades pecuarias) (Bols, et al

2001).

La maycria de los estudios toxicologicos han sido realizados en modelos de
mamiferos (Fleeger, et.al. 2003). Sin embrago, evaluar los efectos toxicos de los
plaguicidas en organismos de importancia econdémica, como los peces, trae
beneficios a {a acuacultura. Ademds este tipo de organismos pueden ser
utilizados como modelo en estudios toxicoldgicos que permite usarlos para €l
monitoreo de ecosistemas acuaticos. Los peces, ademas poseen un sistema
inmune bien desarrollado, sensible a alteraciones por sustancias gquimicas como
los plaguicidas, 10 que los convierte en un biomarcador de efecto vy susceptibilidad
(Reppeto, et al. 1996; Castano, et al. 2001).

La evaluacion de los efectos téxicos de los plaguicidas, permite ademads conocer

los elementos basicos necesarios para sugerir alternativas de tratamiento y



contrarrestar los efectos nocivos de estas sustancias. De todos los plaguicidas de
uso comln en México, el diazindn es el principal insecticida utilizado en
actividades agropecuarias y representa un serio problema de contaminacion para

los cuerpos de agua.

Para evaluar el efecto de diazinén sobre el sistema inmune y parametros
hepaticos de tilapia, en el presente trabajo se evalud la actividad de las células
fagociticas v actividad de enzimas hepdticas en tilapia nildtica {Oreochromis
nifoficus), la especie de pez dulce acuicola con mayor distribucion e importancia

econdmica en muchas partes del mundo incluyendo a México.



ANTECEDENTES
PLAGUICIDAS

El numero de compuestos quimicos producidos va en incremento afio con afo, al
igual que su liberacion al medio ambiente (Sakazaki ef al, 2001). Muchos de
estos compuestos son los plaguicidas empleados para el combate de plagas
agricolas y urbanas (Galloway y Handy, 2003). El uso de estas sustancias es
indiscriminade y en América Latina se ha triplicado de 1980 a la fecha. Se calcula
que en México un trabajador agricola esta expuesto directamente a 4.5 kg por ano
(Reppeto y Baliga, 1996).

El uso de plaguicidas es cada vez mas frecuente, conforme crece la poblacion y
sus necesidades por alimentos, proteccion a la salud (enfermedades transmitidas
por insectos) y la conservacidn de areas verdes. Sin embargo, debido a que las
plagas se hacen cada vez mas resistentes a estas sustancias, las
concentraciones de plaguicidas usadas van también en constante aumento, en
consecuencia se incrementa la dosis minima tolerada por las especies ya que

ocasiona problemas de salud y ambientales (Rodriguez, 2004).

Los plaguicidas contaminan a todos los ecosistemas, pero los cuerpos de agua
son quizds, los primeros afectados. Invariablemente todas las sustancias,
utifizadas por et hombre, son arrastradas por infinidad de rutas hacia los cuerpos
de agua; de esta manera las especies sensibles pueden verse afectadas por
dosis subletales o eliminadas por dosis letales; lo que afecta la cadena tréfica y
altera por consecuencia a las especies tolerantes. Asi, los ecosistemas y sus
poblaciones (incluyendo al ser humano) pueden estar directa ¢ indirectamenie

afectados por la presencia de estos compuestos téxicos (Rodriguez, 2003).

Todos los plaguicidas, en dosis y concentraciones diferentes, tienen una
caracteristica comun: la toxicidad. Un compuesto es tdxico cuando al encontrarse
en determinadas concentraciones y durante ciertos tiempos, afecta o modifica
algln proceso bioguimico o fisicldgico, pudiendo incluse llegar a producir la

muerte de Jos organismos expuestos (Martinez, 1991},
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Los plaguicidas son clasificados de acuerdo a su uso y estructura quimica.

Por ejemplo, de acuerdo al tipo de plaga que combaten se agrupan en
aracnicidas, nematocidas, moluscocidas, rodenticidas, funguicidas, herbicidas e

insecticidas.

Segun su estructura quimica, los plaguicidas se agrupan en cuatro grupos
principales: Organoclorados (DDT, lindano y endosulfan), Organofosforados
(malatién, paration y diazinén), Carbamicos (carbofuran y aldicarb) y Piretroides

(cipermetrinas).

PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y SU BIOTRANSFORMACION EN EL

HIGADO:

Los plaguicidas mas empleados actualmente son los organofosforados. Se
comenzaron a sintetizar desde 1820, pero su auge comenzd hasta la segunda
guerra mundial. En todo el mundo, han reemplazado el uso de los plaguicidas
organoclorados, entre otras razones por que tienen igual efectividad pero son

menos persistentes en el ambiente (Rodriguez, 2003).

El efecto producido, depende de la cantidad de téxico que llegue en estado activo
al sitio de accion y del tiempo que se le permita estar alli. De esta manera, la
toxicodinamia de los plaguicidas consta de cuatro procesos muy complejos:
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (figura 1).

[ MEDIC AMBIENTE i
v v v
FIEL | [ wEsano ] [ PUMONES
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& -
i 4 4F ]

i Otros | | Btanca | | Higado I | Rifiones

Figura 1. Rutas que sigue un téxico en el organismo (tomado de Pena et al,, 2001).



El metabolismo es un proceso particularmente importante en la toxicodinamia de
un plaguicida. De este depende en gran medida la reduccién de la posibitidad que
la sustancia produzca una respuesta tdxica. La maquinaria bioquimica utilizada
para el metabolismo de sustancias tdxicas, es la misma para compuestos
quimicos enddgenos de estructura quimica similar. Basicamente consiste en la
biotransformacion del téxico, utilizando el conjunto de vias metabdlicas, por medio
de las cuales se incrementa la polaridad de un téxico; facilitando su excrecion del
organismo. Sin embargo, en algunos casos, la bictransformacién resulta en la
produccion de metabolitos que son mas téxicos que el compuesto original, a este

proceso se denomina bioactivacion.

Las reacciones bicquimicas de biotransformacion se agrupan en dos conjuntos:

reacciones de fase I y reacciones de fase il.

Las reacciones de fase | biotransforman los plaguicidas convirtiéndolos en
sustratos para las enzimas de fase ll, al mismo tiempo que los hace mas
hidrofilos. Durante la fase II, las reacciones de conjugacion en las cuales un
metabolito con enlaces de alta energia sede un grupo funcional polar al

pfaguicida, o su producto de transformacion por la fase 1.

Para llevar acabo la biotransformacién de los plaguicidas tas células cuentan con
sistemas enzimaticos como el citocromo p-450, localizado en le reticulo
endoplasmico; y formado por dos proteinas diferentes, una tiene funcidén de
reductasa y la otra de oxigenasa; esta uftima tiene un pico de absorcion a 450 nm;
gue le da el nombre a este sistema enzimatico (sistema p-450) (Peha ef al,
2001).

Todas las células def organismo, en teoria, tienen la capacidad de metabolizar los
xenobidticos; pero el higado tiene particular importancia en estos procescs, ya
que en este érgano se realizan, en gran medica, las reacciones necesarias para
ia eliminacion de los tdxicos, proceso denominado destoxificacion. Las
particularidades funcicnales que hacen del higado un drganc sumamente

importante en estos procesos son:
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» La gran irmgacion de sangre que posee, la cual es una via importante de
transporte de tdxicos, principalmente a través de la vena aorta.
* La gran cantidad de enzimas hacen que el higado tenga gran capacidad de
biotransformacion
» Tiene una importante funcién excretora, lo que provoca que los tdxicos se
acumulen en este drgano.
Por estas razenes, el higado es también un organo predispuesto a sufrir dafios

celuiares y estructurales por sustancias toxicas.

Una buena forma de evalvar la funcionafidad del higado, es a través de la
determinacién de las enzimas hepaticas en el suero o plasma de los organismos
ya gue estas enzimas estan situadas en el interior de las células. De esta manera,
un aumento en el nivel de Ia enzima presente fuera de las células, indica una

alteracién del tejido.

En la busgueda de pruebas ttiles para evaluar la funcion hepética, se han hecho
estudios de la actividad de enzimas que se originan en el higado, pero que en

precedencia de dafio o destruccion de los hepatocitos son liberadas a la sangre.

La cuantificacion de las enzimas: alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST), proporciona parametros que evidencian un dafio directo
sobre las células, principalmente del parénquima, sea por dano inflamatorio ©

toxico.

Por su parie la actividad de las enzimas gama glutamin-transferasa (GGT) y
fosfatasa alcalina (ALP) orienta sobre el compromiso de las vias biliares o bien de
la colestasis de una enfermedad hepatica. Por lo tanto estas enzimas son mas

bien indicadoras del sistema biliar.



DIAZINON

El diazintn (figura 2) {O,0-dimetil-2-isopropil-6-metil{piremidina-4-y!)
fosforothioato); fue por primera vez registrado en los Estados Unidos en 1956 y
actualmente tiene usos agricolas y domésticos. Su uso estimado en actividades

agricolas es de 1.5 millones de libras anuales (Cox, 2000).

[

| s
P 15
\fj\N OF>ocH,cH,

OCH,CH,

Figura 2. Estructra quimica de diazindn (0,0-dimetil-2-isopropil-6-metil{piremidina-4-yl)
fosforothioato) (imagen tomada de Cox, C. 2000).

En Mexico el diazindn es el insecticida mas usado y al igual que todos 1os
plaguicidas organofosforados actiia a través de la inhibicion de la enzima acetil-
colinesterasa (AChE), aumentando asi la acumulacion de acetil-colina (ACh) en
las terminales nerviosas. La biotransformacion del diazinan genera el diazoxén,
también llamado diazindn-c-analogo, que es un metabolito gque en algunos

animales resulta ser mas toxico que el compuesto original {Cox, 2000).

El diazinén es usado en el campo para el combate de plagas de cultive de maiz,
arroz, arboles frutales, cafia de azucar, tabaco y hortalizas. En actividades
domeésticas se emplea para combatir cucarachas, hormigas, pulgas y en

veterinaria, para el combate de moscas y garrapatas (Cox, 2000).
El diazindn esta clasificado como un plaguicida de uso restringido. Dependiendo
de la formulacion puede ser clasificado como moderadamente toxico {clase H) o

altamente téxico (clase I11).

Los efectos adversos del diazindn no estan bien claros, ya que no existen datos

gue indiguen dafos sobre efectos reproductivos; los estudios de efectos
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teratogeénicos, se consideran inconclusos; y algunos estudios sugieren que el
diazindn tiene efectos mutagénicos pero no carcinogénicos (Cox, 2000).

Por otra parte, uno de los efectos ecoldgicos mas importantes provocados por los
plaguicidas, en este caso por el diazinén, son los dafios a los organismos
acuaticos. Pues el diazindn es altamente téxico para peces. Algunos datos indican
que los peces de agua salada son mas susceptibles a la intoxicacion por diazinén
que los peces de agua dulce; la concentracion letal 50 (Clso) reportada para
trucha es de 2.6 a 3.2 ppm (Extoxnet, 1996)

SISTEMA INMUNE Y FAGOCITOSIS EN PECES

El sistema inmune de los peces esta formado de una serie de mecanismos entre
los que se incluyen barreras mecanicas o de superficie, sistema de defensa

celular y humoral inespecifico.

En los peces teledsteos existen organos linfoides primarios y secundarios (figura
3), dentro de los primarios estan el timo y el rindn anterior; mientras que el bazo y
el tejido asociado a mucosas constituyen los érganos secundarios (Fernandez et

al., 200z"

Rifion anterior

A gt e P

Tejido linfoide -
asociado a mucosas
o intestino

Bazo

Figura 3. Localizacion de los drganos linfoides de tilapia nildtica. Los peces a diferencia de
mamiferos, carecen de médula 6sea.

Las células involucradas en el sistema inmune son los leucocitos o glébulos
blancos, que pueden encontrarse en sangre circulante o en tejidos y en ocasiones
pueden formar complejos como los centros melanomacrofégicos. Se clasifican al
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igual que en mamiferos, por criterios morfolégicos en dos tipos: linfocitos,
granulocitos  polimorfonucleares y monocitos/macréfagos también  llamados
células mononucleares. Los linfocitos son células altamente diferenciadas vy
representan aproximadamente el 80% de los leucocitos circulantes. A nivel
funcional son los responsables de la respuesta inmune especifica humoral y
celular. Al igual que en mamiferos existen dos poblaciones funcionalmente

diferentes, linfocitos T y B.

En peces se han descrito tres poblaciones de granulocitos: los neutréfilos, con
nuctec multilobulado y de tamano variable, representan del 6-8% de los leucocitos
totales, su principal funcidn es la fagocitosis; los eosindfilos, son celulas redondas
que presentan nucleo bilobulado y excéntrico, intervienen en procesos de
regulacion de inflamacién y defensa mediante degranulacion; los basdfilos, los
cuales tienen grandes granulos de histamina y heparina, involucrados en el inicio
de la inflamacién, se conoce muy poco de ellos y se pueden confundir con

eosindfilos (lwama ef al., 1996).

Los monocitos/macréfagos son leucocitos grandes, con nicleo que ocupa mas de
la mitad del volumen celular, y constituyen la principal célula fagocitica en los
peces, ademas de tener una participacion importanie en la presentacion

antigénica y en cooperacion celular (lwama et al., 1996; Fernandez et al., 2002).
Fagocitosis

La fagocitosis es un mecanismo que pemnite a las células, principalmente
monocitos/macrofagos y neutrdfilos, eliminar de forma inespecifica el material
extrafio que invade al organismo, ya sea de naturaleza antigénica ¢ no, asi como
material de desecho del propio organismo. Dentro de la inmunidad inespecifica
que es la primera linea de defensa, la fagocitosis es uno de los procesocs mas
importantes en la defensa de los animales poiguilotermcs, porque es el menos
influenciado por ia temperatura; ademas de ser uno de los mecanismos de la

respuesta inmune mds conservados a lo largo de la evolucion (Ruiz et al., 2003}



El proceso completo se divide en tres fases: 1. Fijacion de la particula a la
superficie celular; 2. Ingestion mediante pseudépodos e integracién de la particuta
fagocitada a vacuolas (fagosoma); 3. Desintegracién de la particula por medic de

la liberacion de enzimas de los lisosomas (fagolisosomas) (lwama et al., 1996).

L.os xenobidticos pueden afectar el sistema inmune de los peces a muy diversos
niveles: desde las barreras fisicas y el sistema inmune innato, hasta el sistema

inmune especifico.

En branquias se han detectado lesicnes histolégicas y ultraestructurales después
de la exposicion de peces a metales pesados, plaguicidas y sofventes organicos.
El impacto de las lesiones estructurales en las branquias, ademas de disminuir
una barrera contra microorganismos, puede afectar procesos como: respiracion,

osmorregulacion y equilibrio acido-base (Bols, 2001).

En cuanto a la respuesta inmune innata, ha sido descrito que los metales pesados
modulan diferentes mecanismos como actividad fagocitica y lisozima sérica. Esta
Uitima se ha visto incrementada en peces expuestos por 30 dias a cadmio,
mercurio y zinc {Sanchez-Darbon et al., 1999). Sin embargo, la exposicién a galio
demostré una disminucion en la actividad de lisozima plasmatica, concentracion
total de inmunoglobulinas y actividad fagocitica {Betoulle ef al., 2002). Por lo que

los resultados de experimentos con metales suelen ser contradictorios.

Dado que la fagocitosis es un proceso complejo, gue consta de varios pasos, los
xenobidticos pueden alterar dicho proceso a diferentes niveles. Asi, se ha
observado que los metales como cadmio y niquel, aumentan [a quimictaxis de
macrofagos vy el estallido respiratorio es inhibido por mercurio y cadmio (Sanchez-
Darbon et al, 1999). Por otro lado, se ha visto que el manganeso, estimula la
fagocitosis por macréfagos de carpa expuestos a este metal (Cossaniri-Dunier,
1998), mientras que el niquel parece no tener efecto sobre el proceso fagocitico

en dichas celulas (Browser et al, 1994). Estos resultados muestran



El sistema inmune y la ecotoxicologia.

La regulacién de todos los mecanismos involucrados en la respuesta inmune,
hace que este sistema sea muy sensible a diversos factores presentes en el
ambiente. Esta sensibilidad podria indicar el riesgo ambiental ocasionado por
agentes contaminantes estresantes. Por esta razon diversos parametros
inmunoloégicos podrian ser usades como bioindicadores de toxicidad de

sustancias contaminantes.

Entre las ventajas de utilizar el sistema inmune como biomarcador de

contaminaciaon, destacan las siguientes;

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

2. Los cambios que sufre el sistema inmune influyen en las poblaciones
afectando la susceptibilidad de los individuos a las 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 especies. Esto
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 {biomarcador). Y puede utilizarse para medir

dichos cambios en presencia de sustancias tales como los plaguicidas.

Los peces son un grupo de animales especialmente importante para la
ecotoxicologia, ya gue los cambios en su fisiclogia (entre ellos cambios en el
sistema inmune} permiten evaluar cambios en los ambientes acuaticos y asi

conocer las condiciones de los ambientes que habitan (Bols ef al., 2001).

INMUNOTOXICOLOGIA Y PECES:

La inmunotoxicologia es una interdisciplina relativamente nueva enfocada en la

identificacién y andlisis de agentes quimicos y factores ambientales que pueden



causar inmunomodulaciones incidentales y no deseadas. De esta manera el
objetivo de la inmunotoxicologia es proteger ai género humano y a los animales

de los efectos dafinos de agentes quimicos presentes en su entorno.

Los efectos de los contaminantes sobre la respuesta inmune se pueden dar a
través de cuatro vias principales:

1} accién directa o indirecta, ya sea de los propios xenobidticos o de los productos
obtenidos de su biotransformacidn sobre jas célutas inmunocompetentes.

2) induccién de la respuesta inmune a xenobidticos

3) medificando antigenos propios y

4) alterando la comunicacion del sistema inmune con otros sistemas del

organismo; por ejempio comunicacion neurc-endocrino-inmunoiégica.

A través de cualquiera de las cuatro vias efectoras, el resultado puede ser una
respuesta adversa llamada inmunctoxicidad, la cual resulta en alteracicnes como
autoinmunidad, supresién inmune, zlergia u obes estados de hipersensibilidad
{Kaémar et al., 1999).

Ademas de los estudios experimentales con celilas humanas o sistemas murinos,
los estudios con animales silvestres, entre ellos los peces, son muy relevantes,
como modelos mas reales scbre condiciones de exposicion; e incluso los ensayos
pueden ser realizados en medio ambientes naturales. Claro que esto, también
tiene como consecuencia que se pueden controlar menos factores (Reppeto ef al.,
1996).

El interés en el uso de peces en investigacion se ha incrementado en los Gltimos
anos, como animales experimentales en investigacién bioldgica basica vy
biomédica. Un ejemplo de esto, es el uso de peces como modelo en investigacion
de cancer y biologia del desarrollo. Otra area que emplea de forma creciente
estos organismos, es la toxicologia, ya que los organismos acuaticos son muy
importantes para evaluar la toxicidad de agentes quimicos y muestras de agua,
esto con fines regutatorios, para el desarrollo y evaluacidn segura de nuevas

sustancias y productos ¢ bien monitoreo ambiental y supervivencia



Para estudiar el impario de las sustancias quimicas en los procesos bioldgicos a
nivel celular, las céiulas aisladas de peces son reconogidas como modelos. Y
cada dia toman mas importancia, esto por la aplicacion de nuevos conceptos

genémicos y protedmicos.

La evaluacién de los efectos de los toxicos sobre la capacidad del sistema inmune
de los peces, es muy relevante en ecotoxicologia; pues esto es clave en el
conocimiento sobre los efectos de los agentes toxicos sobre las poblaciones de
animales acuaticos. Asi, los datos obtenidos en las investigacicnes pueden ser
usados para valorar el riesgo de contaminacidn ambiental sobre la salud de las
poblaciones de peces; esto con aplicaciones en acuacultura y ecotoxicologia
{Castano et al,, 2001).

Por lo anterior, podemos decir que los peces son modelo méas realista para
evaluar el efecto inmunotéxico de sustancias disueltas comunmente en agua,
debido a que la practica de la acuacultura se realiza en ambientes frecuentemente
contaminados (Zelikoff, 1994). Los organismos acudticos expuestos a
centaminantes pueden morir como resultade de la exposicion o simplemente
pueden tener un pobre crecimiento, lo cual los hace no adecuados para el
consumo humano y mas susceptibles a enfermedades (Morgan y Branson, 2002).

Bioensayos y biomarcadores.

El principio de los bioensayos se basa en la caracteristica de los organismos
para reaccionar a las condiciones ambientales, siendo importante determinar
cuando tal respuesta queda fuera de los Hmites de la normalidad. Estas

reacciones se pueden manifestar en cuatro niveles de organizacion biolégica:
a) bioguimica y celular.
b} individual, incluyendo la integracion de respuestas bioquimicas, fisioldgicas
y conductuales.

c) poblacional, que incluye alteraciones en la dindmica de poblaciones y
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d} comunidades, resultando en cambios en su estructura y funcionamiento.

Los bioensayos con organismos acudticos constituyen la tnica forma de
determinar el grado de toxicidad de efluentes y compuestos quimicos aislados, v
proporcionan las bases para establecer una legislacién en materia de
contaminacion acuatica. Estas técnicas tienen como objetivo principal determinar
las concentraciones o niveles de los factores que resulten seguros para los
organismos, en el sentido de que garanticen su sobrevivencia, desarrollo y

reproduccion en condiciones de exposicion continta (Martinez, 1991).

Ademas, por medio de los bioensayos, podemos encontrar posibles bio-
marcadores de contaminacién, los cuales se definen como parametros
cuantificables, que sirven como indicadores de salud, riesgo de enfermedad vy

exposicion a agentes ambientales.

TILAPIA {Creochromis spp)

La tilapia es un pez teleéstec del orden Perciforme perteneciente a la familia
Cichlidae; originario de Africa habita la mayor parte de las regiones tropicales del
mundo, donde las condiciones son favorables para su reproduccion y crecimiento.
La tilapia es la especie acuicola con mayor distribucidn a nivel mundial ya que se

encuentra presente en todos los continentes.

Las tilapias comprenden dos géneros diferenciados por et tipo de reproduccion:
incubacion externa {en nido) e interna {incuban los huevos en la boca). Los
primeros conservan el nombre genérico de Tiapia, mientras que los segundos se
conocen actualmente con el nombre de Oreochromis y estd formado
principalmente por las especies: O. nifoticus, O. mossambicus y O. aureus
(Morales-Diaz, 1988). De las anteriores, la especie Oreochromis niloticus es la
mas explotada a nivel mundial y en nuestro laboratorio, estudios comparativos
han demostrado que esta especie posee una mayor inmunocompetencia en

comparacion con las ctras especies ya mencionadas (Casas-Soiis, ef al. 2008).
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En México la tilapia se encuentra principalmente en los estados de la costa del
Pacifico y se considera una de las especies de peces mas apropiados para la
piscicultura, ya que presenta diversas ventajas para su explotacion:

+ Facil manejo y domesticacion

» Crecimiento rapido en condiciones controladas

» Excelente conversién alimenticia

e Carne con alto contenido proteinico

» Aceptacién en el mercado

Ademas, se ha comprobado que este organismo presenta capacidad para
sobrevivir y crecer en condiciones fisicoguimicas variables. La tilapia soporta fas
diversas manipulaciones y alteraciones que recibe en condiciones de cultivo. Este
pez es también conocido por su alta resistencia fisica, capacidad de adaptacién,
rapido crecimiento, resistencia a las enfermedades, elevada productividad,
tolerancia a desarrollarse en condiciones de alta densidad, habilidad para
sobrevivir a bajas concentraciones de oxigeno disuelto {OD) 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 y Lozano,
1996).

Ademnds, las caracieristicas de alta resistencia y su gran distribucion 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.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tilapia tiene gran importancia econémica en México ya que es una de las
principales especies explotadas por los acuicultores. Sin embargo, se han
reportado importantes pérdidas econdmicas debido a infecciones y subsiguiente
muerte que padecen estos organismos, esto pese a su alta resistencia y
adaptabilidad.

El uso indiscriminado de ciertos plaguicidas como el compuesto organofosforado
diazindn, uno de los insecticidas mas utilizados en México, podria modular de
manera negativa la funcidn hepatica, la respuesta inmune, y en general la
fisiologia de estos organismos y contribuir significativamente al problema antes
mencionado.

Con base en lo anterior, es importante realizar estudios del efecto del diazinén
sobre varios parametros fisiologicos de los peces, uno de los primeros
organismos que, por sus caracteristicas medio ambientales, estd en intimo

contacto con agentes contaminantes.



HIPOTESIS

La intoxicacion aguda con diazindn altera significativamente la funcién hepatica y

disminuye la capacidad fagocitica de la tilapia nilotica (Oreochromis niloticus).



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la intoxicacion aguda por diazindn sobre Ia actividad hepatica

y fagocitica de la tilapia nildtica (Oreochromis niloticus).

OBJETIVOS PARTICULARES
» Determinar la Clsy del diazinén para la titapia niltica (Oreochromis
nifoticus).
= Determinar el efecto de la exposicién aguda por diazinén sobre la actividad
hepatica de la tilapia niiética.
» Determinar e! efecto de la exposicién aguda por diazingn sobre la actividad
fagocitica de [a tilapia nilética.



METODOLOGIA

ORGANISMOS DE ESTUDIO

Se utilizaron tilapia machos de la especie Oreochromis niloticus, de 3 a 5 meses
de edad, de 13 a 16 cm de talla y aproximadamente 80 g de peso en promedio.
Los organismos de prueba fueron proporcionados por la empresa Aquamol SA de
CV, localizada en la localidad de Jamay, Jalisco, México (figura 1Ay 1B).

Figura 4. Condiciones en las que son mantenidas (A) y capturadas (B) las tilapias

en la granja acuicola Aquamol, S.C. de R.L.
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Aclimatacién de los organismos

Los peces fueron transportados enh bolsas plasticas, a las cuales se les inyecté
oxigeno para su traslado hasta el laboratorio. Posteriormente, fueron colocados
en estangues para su aclimatacion durante 15 dias, manieniéndose a una
temperatura aproximada de 28°C, en las instalaciones del Departamento de
Ecologia del CUCBA.

Para ios bioensayos, se utilizaron acuarios con 30 L de agua de grifo y aireacién
constante, manteniendo la temperatura a 28 +1 °C, por medio de termostatos. Se

colocaron 10 organismos por acuario.

Bioensayo preliminar

Se realizaron experimentos preliminares ensayando con diferentes
concentraciones de diazinén, de presentacién comercial de concentrade
emulsionable al 25%, equivalente a 230 g de ingrediente activo por litro
(ANAJALSA). A partir de esta, se prepard una solucién de referencia con una

concentracién final de 23 g/L.

La concentracion letal 50 (Clso) representa la cantidad, de un agente guimico,
requerida para matar el 50 % de los organismos en 96 horas. Gon base en los
datos reportados en la literatura sobre la Clg del diazindn para diferentes
especies de peces, las concentraciones utilizadas en esta etapa fueron: 0.1, 1.0,
4.0, 6.0, 7.5, 8.0y 12 ppm. Durante el tiempo de exposicion (96 horas) se observé
el comportamiento de los organismos; pasado este lapso de tiempo se determino

el porcentaje de mortalidad en cada condicion.
Determinacion de la concentracion letal de diazinén.

Una vez obtenidas las concentraciones donde probablemente se encontraba la
CLso se probaron las siguientes concentraciones de diazindn por 96 h: 8.0, 7.8,

7.5y 7.0 ppmy se contd con un grupo control.
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Desde el momento de aplicacion de cada concentracion de diazindn y durante el
mayor tiempo posible de duracidén del bioensayo, se registraron los efectos

visibles y mortalidad de los organismos.

Transcurrido el tiempo de exposicién y una vez obtenidos los datos de mortalidad,
estos fueron analizados por medio del método probit (el cual permite calcular la
dosis letal que afecta al 50% de ia poblacién) utilizando el software "EFA probit

program” version 1.5.

Tabla 1. Condiciones experimentales del bioensayo

Tipo de prueba Estatico

Duracién 96 horas

Foto-periodo 12 horas luz / 12 horas oscuridad
Volumen de agua en los acuarios |30 L

Etapa biologica de los organismos | Juvenil

Numero de réplicas 3

Numero de organismos/réplica 10

Aireacion de los acuarios Si

Temperatura 28 =1 °C

Ph 74

Alimentacién No

Criterio de aceptacién de 1a prueba | Mortalidad cero en los controles

Efecto de diazinon sobre la actividad hepética:

La evaluacién de la funcidn hepatica, se determind a través de la actividad de
cuatro enzimas: aspartato aminotransferasa {AST), alanino aminotransferasa
(ALT); glutamin-transferasa (GGT) y fosfatasa alcalina {ALP), ademas de la

concentracién de proteinas plasmaticas.



Se obtuvo 1 mL de sangre, por puncién cardiaca, de los peces expuestos (96 h) a
la CLgo, ¥ Clsg y peces controles.

La sangre fue colocada en tubos con heparina y centrifugada a 2,500 rpm durante
20 minutos. La actividad de las enzimas se realizd en un equipo Synchron zx4 de
Beckman Coulter.

Determinacion de fa actividad fagocitica:

De peces intoxicados con diazinén y peces controles, se obtuvo sangre por
puncién cardiaca; la cual se desfibring y colocd en cubreobjetos previamente
desengrasados. Parte de la sangre obtenida se centrifugd para la obtencion de

suero autélogo como fuente de complemento.

Los cubreobjetos, con las células sanguineas, se incubaron en atmésfera himeda
a 28°C durante 20 min. Se lavaron con solucién balanceada de Hank's; y se
adicion6 a las mismas Candida albicans (1x10° levaduras previamente
opsonizadas con el suero autélogo). Las preparaciones se incubaron nuevamente
durante 40 minutos bajo las condiciones ya descritas. Pasado este tiempo, las
preparaciones se lavaron y tifieron por 1 minuto con colorante de Wrigth; se
fijaron y observaron al microscopio con el objetivo de 100X para determinar el
indice de fagocitosis y porcentaje de fagocitos activos.

La actividad fagocitic_a fue expresada como el nimero promedio de levaduras
fagocitadas por las células, el cual fue calculado dividiendo el numero total de
levaduras fagocitadas por el totai de células contadas {(100-200 células). Por su
parte, el porcentaje de fagocitos activos, fue determinado a través del conteo de
100-200 células fagociticas, y determinando el porcentaje de estas, que ai menos
tenian una levadura en su interior (Muniz-Junqueira ef al., 2006; Giron-Pérez et
al., 20086).



RESULTADOS

Comportamiento de los Organismos:

Una vez colocado el plaguicida, en las diferentes concentraciones, los
peces mostraron anormalidades en el nado. El color de los organismos se tomé
mas oscuro y con enrojecimiento en la region de las branquias. Sin embrago, la

caracteristica mas marcada fueron los impulsos nerviosos descontrolados.

Determinacion de la concentracion letal 50 (CLs,) de diazinon para tilapia:

La concentracion letal 50 de diazindn para tilapia, fue determinada a través
del método probit, usando el software “EPA probit analysis program” versién 1.5.
Los resultados del andlisis indican que la CLsg de diazinén para tilapia nilética es
de 7.83 ppm (intervalo de confianza de 7.82 ppm y 7.87 ppm) con un limite de

confianza de 95% (figura 5).
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Figura 5: Concentracion letal 50 de diazindn para tilapia nilética. Los bioensayos se realizaron con
30 organismos por concentracién (10 organismos por bioensayo y dos réplicas de los mismos).
Los datos fueron analizados con el programa “EPA probit analysis”. La Cls, es igual al
antilogaritmo de la concentracion cuando el probit empirico es igual a 5.
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Efecto de diazinén sobre la actividad hepética:

Con la finalidad de evaluar el efecto de diazindn sobre el funcionamiento de!
higado; la actividad enzimatica de alanine aminotransferasa (ALT); glutamin
transferasa (GGT) y fosfatasa alcalina (ALP); ademas de la concentracion de
proteinas, fueron determinadas en plasma de tilapia nilética expuestas durante 96
horas a concentraciones subletales de diazinén.

La actividad de la enzima aspartato amino transferasa (AST) fue evaluada en
plasma de peces intoxicados con 7.83 ppm, 3.91 ppm y del grupo de peces
control.

Los resultados obtenidos indican que la exposicion aguda a diazindn no afecta, de
manera significativa, la actividad hepatica de los peces expuestos al plaguicida

(figuras 6).
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Figura 6: Actividad de la enzima hepatica Aspartate amino transferasa (AST) presente en plasma
de tilapia expuesta a concentraciones sub-letales de diazindn (98 h) y peces control. Los
resultados (n=10} son expresados en media xDS. Después de la comparacion mediante ANOVA
de una variable, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

La actividad de la enzirma gama-glutamin transferasa (GGT), presente en plasma
de lilapia, fue evaluada en organismos intoxicados y grupo control. Los resultados
indicaron que la exposicién aguda a 7.83 ppm y 3.91 ppm de diazindn no afectd

de manera significativa la actividad de dicha enzima (figura 7).
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Figura 7: Actividad de la enzima hepatica Gama glutamin transferasa (GGT) presente en plasma
de tilapia expuesta a concentraciones sub-letales de diazinon (96 h) y peces control. Los
resultados (n=10) son expresados en media +DS. Después de la comparacion mediante ANOVA
de una variable, nc se observaron diferencias estadisticamente significativas.

La actividad de las enzimas fostatasa alcalina (ALP) y alanine amino transferasa

(ALT), fue determinada en plasma de tilapia nildtica expuesta a concentraciones

subletales (7.83 ppm y 3.91 ppm) de diazindn por 96 horas.

Los resultados obtenidos indican que el plaguicida organofosforado no altera de

manera significativa la actividad de estas enzimas (figura 8 y 9).
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Figura 8: Actividad de la enzima hepdtica fosfatasa alcalina (ALP) presente en plasma de tilapia
expuesta a concentraciones sub-letales de diazinén (96 h) y peces control. Los resultados (n=10Q)
son expresados en media DS, Después de la comparacion mediante ANOVA de una variable, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 9: Actividad de la enzima hepética Alanino amino transferasa {ALT) presente en plasma de
tilapia expuesta a concentraciones sub-letales de diazindn (96 h) y peces control. Los resultados
{n=10} son expresades en media +DS. Despuds de la comparacion mediante ANOVA de una
variable, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Dado que la capacidad de sintesis de proteinas hepaticas es un parametro
bioguimico para evaluar el buen funcionamiento del higado; la concentracion
plasmatica de proteinas, fue evaluada en tilapia expuesta a 7.83 ppm vy 3.91 ppm,
por 96 horas.

Los resultados obtenidos mostraron que la exposicion aguda a diazindn, no altera

de forma significativa |la capacidad de sintesis proteinica (figura 10).
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Figura 10: Concentracién de proteinas plasmaticas en tilapia expuesta a concentraciones sub-
letales de diazinén (96 h) ¥ peces conirol. Los resultados (n=10) son expresados en media £DS.
Después de la comparacion mediante ANQOVA de una variable, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas.



Efecto de diazinén sobre la actividad fagocitica:

Para conocer el efecto dei plaguicida organofosforado diazindn, sobre los
mecanismos de ia repuesta inmune innata, se evalud la actividad fagocitica de tas
celulas polimorfonucleares presentes en sangre periférica de tilapia nildtica

expuestas de forma aguda a concentraciones subletales del plaguicida.

La actividad fagocitica de las células fue evaluada a través de la determinacion de

dos parametros: indice de fagocitosis y porcentaje de fagocitos activos.

Los resultados obtenidos indican que la exposicidn aguda a concentraciones
subletales de diazinén, disminuyé de manera significativa (p<0.001) tanto el indice
de fagocitosis (figura 11), como el porcentaje de células fagociticas activas (figura

12), con respecto al grupo control.
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Figura 11: indice de fagocitosis de calulas presentes en sangre de tifapia niltica (n=10} expuesta
a concentraciones sub-letales (7.83 ppm y 3.91 ppm) de diazinon por 96 h, y peces control, Los
datos representan |z media +DS vy fueron analizados mediante ANOVA de una variable y la prueba
de medias de Tukey.
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Figura 12. Porcentaje de céiulas aclivas presentes en sangre de tilapia nilotica (n=10) expuesta a
concentraciones sub-letales (7.83 ppm y 3.91 ppm) de diazinén por 96 h, y peces control. Los
datos representan la media +DS y fueron analizados mediante ANOVA de una variable y 1a prueba
de medias de Tukey.
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Figura 13. Monocitos de sangre de tilapia, como se observan en la técnica de Cunningham. En la
fotografia se muestran células inactivas (sin levaduras en su interior). Las imagenes se muestran a
40X y 100X de aumento.
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Figura 14. Monocitos de sangre de tilapia, como se observan en la técnica de Cuningham. En la
fotografia se observa una célula activa con varias levaduras (Candida albicans) en su interior. Las
imagenes se muestran a 40X y 100X de aumento.
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DISCUSION

El uso de plaguicidas es una forma relativamente econdmica y facil de controlar
plagas de muy diversos cultivos; pero al mismo tiempo estas sustancias son
altamente t0xicas para otras especies sobre las cuales no se tenia la intencién de
incidir, Lo anterior se ve agravadoe por el empleo indiscriminado de estos

compuestos, resultando en la contaminacidn del medio ambiente {Rao, 2006).

Los plaguicidas organcfosforados son los insecticidas mas utilizados en
actividades agricolas. Sin embargo, a pesar de que tienen una persistencia
limitada en el ambiente y una toxicidad selectiva a insectos con respecto a
mamiferos, cerca de una tercera parte de este tipo de plaguicidas muestra una
toxicidad severa para los peces (Vittozzi et al., 2001). No obstante, los efeclos
subletales de muchos plaguicidas organcfosforados sobre la fisiologia de los

organismos acuaticos no han sido descritos en detalle {Morgan et al., 2002).

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué el efecto de la intoxicacion aguda
con diazindn, el insecticida mas usado en México, sobre la funcionalidad del
higado, uno de los érganos mas importantes en el proceso de desintoxicacion asi
como sobre uno de los mecanismos mas importantes de la respuesta inmune

innata como es la fagocitosis.

Previo a la determinacion de los efectos del diazinén sobre los diferentes
parametros fisiolégicés, se determind la concentracion letal 50 de este plaguicida
sobre la tilapia nildtica. Los resultados experimentales (Clse = 7.83 ppm) revelan
que el diazinén es un plaguicida “altamente toxico” para la especie estudiada, de
acuerdo con lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Arias
et al., 1986)

Posterior a la determinacién de la ClLso; se evalué el efecto de la exposicion aguda
a diazinon: CLsg (7.83 ppm) v %2 CLsp {3.91 ppm), sobre la actividad de las enzimas
hepaticas ALP, AST, GGT, ALT y sobre la concentracién de proteinas
plasmaticas, las cuales son indicadoras de la funcién hepatica, asi como sobre la

actividad fagocitica de células de sangre periférica de tilapia nildtica.
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Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto del diazindn sobre la
actividad hepdtica, sugieren que el diazindn no altera de manera significativa la
funcionalidad del higado. Especificamente, la actividad de alanino amino
transferasa (ALT)} y aspartato aminotransferasa (AST) fueron simitares en peces
control e intoxicados; indicando que diazinén no dana el tejido parenquimatosc.
Por otro lado, la actividad de la enzima glutamin transferasa (GGT), fosfatasa
alcalina (ALP) y la concentracion total de proteinas plasmaticas, presentes en
peces intoxicados, no cambiaron de manera significativa en peces expuestos al
plaguicida en comparacion con peces control. Esto sugiere que la exposicién el
plaguicida organofosforado a las concentraciones de 7.83 vy 3.91 ppm no afecta

significativamente el metabolismo hepatico de tilapia O. niloticus.

Resultados similares fueron reportados por Luskovd y colaboradores (2002) en
Carpa {Cyprinus carpic L) quienes evaluaron ¢l efecto de 32.5 ppm de diazindn
sobre la actividad de ALP, AST, GGT, ALT en plasma de este pez. Estos autores
concluyen que la exposicion aguda a dosis subletales de diazinén no afecta la

funcionalidad del tejido parenquimatoso, muisculo esquelético y hepatocelular.

Uno de los mecanismos mas importantes de la respuesta inmune innata es la
fagocitosis, un mecanismo de defensa rudimentario, primitivo, pere generalmente
muy eficiente de defensa contra agentes extrafos (Silva et al, 2002). En la
sangre de peces, los neutrdfilos y monocitos son las principales celulas
responsables del mecanismo fagocitico. Estas células representan el 40-60% del
total de leucocitos (Passantino, 2002; Neumann ef af, 2001}. Lo cual es una

muestra de la impontancia de este mecanismo de defensa.

Nuestras observaciones indican que la exposicién aguda a diazinén reduce de
manera significativa el indice de fagocitosis y el porcentaje de células fagociticas
activas en peces intoxicados, esto comparado con el grupe control (p<0.05). Sin
embarge el efecto negativo observado fue dosis independiente, pues la
disminucion en ambos parametros fue similar en los peces intoxicados con ambas

concentraciones del plaguicida. Esto confirma lo reportado en otros estudios, los



cuales muestran que el diazindn tiene un claro efecto negativo sobre la capacidad
fagocitica (Dutta et al., 1997; Khalaf-Alah, 1998).

Otros experimentos realizados en ratdn reportan un bajo numero de monocitos en
sangre periférica de organismos intoxicados cronicamente con 25 mg, 2 mg y 0.2
mg/kg de diazindn {Neishabouri et al., 2004). Un decremento en las cuentas de
neutréfilos y monocitos, asi como anomalidades morfolégicas en el bazo, timo y
noduios linfoides de ratén expuesto a 300 mg/kg de diazinon durante 45 dias ha
sido también reportado por Handy et al. (2002).

La disminucién de uno de los mecanismos de la respuesta inmune innata mas
importantes como es la fagocitosis en peces expuestos a diazinén podria hacer
mas susceptibles a los organismos expuestos a este tipo de plaguicidas a
padecer infecciones. Lo que obviamente repercute en la economia de las zonas
en donde las especies acudticas, como la tilapia, son explotadas con fines

comerciales.
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CONCLUSIONES

La CLso del diazinon para la tilapia nilstica {Oreochromis niloticus) es 7.83

ppm.

La exposicién aguda {Cls y % Clse) de la tilapia niltica al diazindn no
afecta su funcién hepatica (actividad enzimatica de ALP, AST, GGT, ALT y

concentracion de proteinas plasmaticas).

La exposicion aguda {Clse y % Clso) de la tilapia nildtica al diazindn
disminuye significativamente a la actividad fagocitica: porcentaje de células
activas(%CA)} e indice de fagocitosis {IP).

La determinacién de los parametros inmunolégicos en peces es Gtit como
bicindicador de stress y posible alteracion de |a salud de estos organismos

inducidos por los plaguicidas presentes en el medio ambiente.



LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO
Esta bien establecido el papel que tiene el higado en los mecanismos de
detoxificacién de los compuestos, proceso que frecuentemente puede provocar
dafic hepatico. A pesar de que en el presente trabajo los datos de las
determinaciones de actividad de enzimas hepéaticas sugieren que no existe
alteracién funcional del higado, para complementar nuestros datos es importante
que en trabajos posteriores se realicen estudios histopatologicos que permitan

evaluar la integridad tisular de este érgano.

No obstante que los resultados del presente trabajo revelan que la exposicion
aguda a concentraciones subletales de diazinén afecta la ingestién de particulas
opsonizadas y provoca la disminucion del numero de células fagociticas, con el
objetivo de complementar los datos sobre alteracién de la actividad fagocitica por
diazinén, es necesario evaluar en trabajos futuros aspectos bioquimicos del
proceso fagocitico, como liberacion de radicates (estallido respiratorio) y otros
mecanismos microbicidas. Ademas de evaluar pardmetros como indice de

ingestion y digestién.
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