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RESUMEN

ANTECEDENTES. Diversos estudios se han llevado a cabo en diferentes modelos
experimentales in vivo como el de tilapia (Oreochromis niloticus), linfoma en ratéon (Mus
musculus) o in vitro con esplenocitos de tilapia y en queratinocitos humanos (HaCaT), los
cuales demostraron que el uso de plaguicidas provoca alteraciones en la respuesta inmune.
El endosulfan es un plaguicida organoclorado el cual ha sido altamente restringido en al
menos 73 paises tales como Argentina, Brasil, Canadd, Noruega, Holanda y la Gran Bretafia
entre otros, por su persistencia y potencial de transporte a larga distancia en el ambiente,
pero que aun se utiliza en México. OBJETIVO. Evaluar el efecto de endosulfan in vitro sobre
proliferacion de linfocitos humanos de sangre periférica expuesta a diferentes
concentraciones de endosulfan con y sin mitdgeno, asi como realizar una evaluacion de
dimorfismo sexual en presencia de este toxico. METODOS. Se trabajé con células
mononucleares de sangre periférica humana separadas por gradiente de densidad,
posteriormente cultivadas en concentraciones de 10°células/mL expuestas a diferentes
concentraciones de endosulfan (de 0.1 a 25 uM) y mitégeno PHA. Se empled
espectrofotometria con el uso del kit WST-1 para evaluar los efectos del pesticida en la
proliferacion celular. RESULTADOS. Endosulfan en una baja concentracion (0.1 pM) tiene
tendencia al incremento de linfoproliferacién en exposicion de cultivos a 24h y provoca un
aumento en la capacidad blastogénica linfocitaria frente a mitégeno PHA comparando con la
proliferacion de las células estimuladas solo con PHA y no tratadas previamente con
endosulfan; en concentracion 17uM produce un efecto inhibitorio temprano en hombre
respecto a mujer. CONCLUSIONES. 0.1uM per se potencializa la proliferacién y
significativamente incrementa los efectos del mitdgeno PHA. En la concentracion de 17uM o
mayores disminuye significativamente la proliferacion celular. En los hombres los linfocitos se
ven significativamente mds afectados en periodo corto (24h), sin embargo en periodos mas

largos de exposicion la alteracion de la proliferacion es igual para ambos géneros.



1. INTRODUCCION

A nivel mundial desde inicios del siglo XIX el uso de plaguicidas sintéticos ha ido en aumento
debido al desarrollo de la industria petrolera. El uso de estas sustancias provoca
contaminacién y alteraciones en la hidrésfera, suelos y seres vivos. Los plaguicidas son
sustancias o mezcla de sustancias que se usan de manera intensiva para controlar plagas
agricolas e insectos vectores de enfermedades en humanos y en los animales, asi como, para
el control de insectos y acaros que afectan la produccion, elaboracién, almacenamiento,
transporte o comercializacién de alimentos, productos agricolas, madera y alimento para
animales. Sin embargo, se reconoce que son sustancias quimicamente complejas, que una
vez aplicadas en el ambiente, estdn sujetas a una serie de transformaciones a nivel fisico,
quimico y bioldgico (fenédmenos de adsorcion y absorcién sobre suelos y plantas,
volatilizacién, fotdlisis y degradacién quimica o microbiana). Ademds que también pueden
ser arrastrados por las corrientes de aire y agua que permiten su transporte a grandes
distancias; hay que afiadir que los residuos volatiles pasan a la atmdsfera y regresan con la
lluvia a otros lugares. Estas transformaciones pueden conducir a la generacidn de fracciones
o a la degradacidon total de los compuestos que en sus diversas formas pueden llegar a
afectar en los diferentes niveles de un ecosistema incluyendo al hombre (Galdn-Huertos,

2003).

Los plaguicidas llegaron a México desde finales del siglo XIX con gran variedad de estos
productos, tales como compuestos de arseniato de plomo y caldo de Bordelés hasta
plaguicidas sintéticos de gran diversidad de ellos con la introduccién del dithiothreitol (DTT)
y otros plaguicidas organoclorados, que poseen una toxicidad persistente en los suelos y
repercusiones en la salud humana como dafos neurotdxicos, teratogénicos y cancerigenos
(Sanchez y Sanchez, 1984). En México se usa el 60% de los 22 plaguicidas conocidos como
perjudiciales para la salud y el medio ambiente, de ellos el 42% se fabrican en el pais, de 90
plaguicidas que han sido prohibidos o restringidos en los Estados Unidos, 30 se usan en

México, incluyendo endosulfan (INEGI, 1992).



2. ANTECEDENTES

2.1. Plaguicidas y su clasificacion

A medida que crece la poblacion mundial también aumenta la necesidad de mantener
la produccién de alimentos y la capacidad de mantener los suelos fértiles. La obtencién de
alimentos requiere del uso de plaguicidas para alcanzar el equilibrio entre las plantas de
cultivo y sus competidores. Estos compuestos quimicos llegan al suelo y a los alimentos de
manera directa o indirecta originando problemas de contaminacién (Sanchez y Sanchez,

1984).

La utilizacién de plaguicidas es muy antigua ya que los sumerios utilizaron azufre para poder
combatir plagas agricolas, los chinos usaron compuestos derivados de plantas y para el siglo
XVIl se introdujeron productos tales como el caldo de Bordelés que era una mezcla de sulfato
de cobre mas cal hidrata para la eliminacién de algunas especies de hongos (Masia y Moltoni,

2012).

Dentro de los plaguicidas organicos mas importantes existen los siguientes:

Derivados Haldégenos: Los cuales son compuestos organicos que contienen generalmente

atomos de cloro (Cl) en su molécula, y poseen una alta toxicidad en los insectos. Dentro de

este grupo podemos encontrar tres grupos de los cuales se distinguen:

a) Derivados haldgenos de hidrocarburos alifaticos que son utilizados principalmente
como fumigantes: metilbromuro, 1, 2-diclopropano, etc.

b) Derivados halogenados de hidrocarburos aliaciclicos con importancia practica como
insecticidas y fungicidas: HCH, toxafenol, clordano, heptacloro, aldrin, dialdrin, endrin,
etc.

c) Derivados halogenados aromdticos: Tienen propiedades insecticidas, acaricidas,
herbicidas y fungicidas dependiendo de la naturaleza del dtomo de haldgeno, del
numero de ellos en la molécula de benceno y su posicion del anillo: DTT, DDD,

metoxiclor, hexaclorobenceno, etc. (Sdnchez y Sanchez, 1984).
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Organoclorados: Moléculas orgdanicas cloradas con alto peso molecular de estructura ciclica,

gue su mecanismo de accién consiste en inhibir los canales de cloro (Henao, 1986).

Organofosforados: Constituidos de ésteres de acido fosférico, en general altamente tdxicos

con un precedente en los gases de guerra, a menudo conocidos bajo el apelativo de ‘gases
nerviosos’, entre los que se encuentran el sarin, tabun y soman, y que se desarrollaron de

manera especial a partir de la Segunda Guerra Mundial (Obiols, 1999).

Carbamatos: Estos compuestos tienen una estructura quimica basada en el dcido carbamico,
con una serie de radicales que le dan la accidn anticolinesterasica, en el caso de afiadir un
radical bencénico al éter de oxigeno o bien un hidrégeno o un radical metomilo al &tomo de
nitrégeno dando lugar a los metil y dimetilcarbamatos. Los ditiocarbamatos tienen actividad

antifungica y herbicida, con poco efecto anticolinesterasico (Cérdoba et al., 2001).

Piretroides: Piretro es una mezcla de sustancias quimicas que ocurre naturalmente en ciertas
flores de crisantemos. Las propiedades insecticidas del piretro se descubrieron en Asia
alrededor de los afios 1800s y se usé para matar garrapatas y varios tipos de insectos, tales

como pulgas y mosquitos (ATSDR, 2003).

2.1.2 Plaguicidas en México

México es un pais en el cual existe una amplia variedad de pesticidas utilizados en el campo,
algunos han sido prohibidos gracias a su amplia gama de toxicidad y persistencia en suelos y
aguas (Tabla 1).

Pesticidas prohibidos en México

Acetato o DBCP Fluoroacetato de sodio Schradan
propionato de fenil (1080)
Mercurio Dialifor Fumisel Formotion
Acido 2,4,5-T Dieldrina MirexMonuron Triamifos
Aldrina Dinoseb Nitrofen Erbon
Cianofos Endrina Kepone/Clordecone Cloranil

Tabla 1. Pesticidas prohibidos en México Fuente: Diario Oficial de la Federacidn del 3 de
enero de 1991.
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Existen algunos otros plaguicidas los cuales aln se permite su comercializacién, sin embargo

su uso ha sido restringido en el catalogo oficial de plaguicidas (Tabla 2).

DDT Metoxicloro
BHC Mevinfos
Aldicarb Paraquat
Dicofol Pentaclorofenol
Forato Quintozeno
Lindano

Tabla 2. Plaguicidas con restriccion en México. Fuente: Diario Oficial de la Federacion el 19
de agosto de 1991.

Finalmente debemos considerar que existen algunos pesticidas que en otros paises han sido

severamente prohibidos y en nuestro pais aun estan en uso.

Alaclor* Metidation Paraquat* Fosfamidén
Aldicarb* Metamidofos* Paration Metilico Kadetrina
Azinfos Metilico Metoxicloro* Pentaclorofenol Linuron
Captafol Mevinfos* Quintoceno* Maneb
Carbarilo Monocrotofos Sulprofos Triazofos
Captan Ometoato Diurdn Tridemorf
Clordano Oxyfluorfen Endosulfan Vamidothion
DDT Dicofol* Forato* 2,4-D

Tabla 3. Plaguicidas prohibidos en otros paises y vigentes en México. Fuente: Boletin de Ia
Red de Accidn sobre Plaguicidas y Alternativas en México (RAPAM, 1998).

2.2 Endosulfan

El endosulfan (CoHgClg0sS) es un plaguicida organoclorado del grupo de los ciclodienos

(Fig.1). Se introdujo en el medio agricola en el afio de 1956 y emergié como uno de los
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productos quimicos usados para controlar una amplia variedad de insectos en la agricultura
(Ware et al., 2004). El uso de endosulfan estd severamente restringido en Argentina, Brasil,
Canada, Holanda, Noruega y Gran Bretafia por sus efectos adversos al ambiente y para la

salud de los organismos (Nivia, 1993)

Figura 1. Estructuras quimicas ciclodienos clorados. Fuente: (Henao, 1986).

El endosulfan controla plagas de insectos de los érdenes: Lepidéptera (mariposas, polillas),
Coledptera (escarabajos), Heterdptera (chinches), Homdptera (cochinillas) y Thysandptera
(piojos de plantas o trips) que atacan cultivos de citricos, oleaginosos y verduras. También se
aplica en plantas ornamentales y, en el pasado, con uso industrial y doméstico como
conservador de madera. Tiene la propiedad de desplazarse a largas distancias del sitio aplicado
por su facil y rapida evaporacidn. Este insecticida se considera persistente en medio ambiente,

con una vida media de 28 a 391 dias en suelo y de 18 a 21 dias en agua (Siddiqui et al., 2005).

La sintesis industrial y el uso de organoclorados genera subproductos persistentes en el
medo ambiente, por ser altamente liposolubles sufren procesos de biomagnificacién a través
de las cadenas tréficas. Hay un creciente movimiento internacional para la eliminacién y
produccién de estos compuestos. En particular los fabricantes de endosulfan sostienen que

al ser un éster del acido sulfuroso difiere de otros insecticidas organoclorados ciclodienos y
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gue puede ser considerado por separado y no tan dafiino, esto lo tiene de forma indefinida
en el mercado, sin embargo los sintomas agudos que produce en animales de laboratorio y
en humanos no se distinguen de los causados por otros compuestos organoclorados

ciclodienos como el DTT, Toxafeno y hexaclorobenceno (Hayes, W. y Laws, E. 1991).

2.2.2 Propiedades fisicas y quimicas del endosulfan

La masa molecular del endosulfan es de 406.95 g/mol y su solubilidad en agua es de 1.4mg/L.
El isémero a (Fig. 2) posee un punto de fusidon de 109°C y constituye un 70% de la mezcla
pura mientras que el isébmero tiene un punto de fusién de 213°C y constituye el 30% de la
mezcla. El producto técnico del endosulfan contiene un 90-95% de la mezcla pura, su
presentacion es un solido cristalino de color pardo con olor a didxido de sulfuro y se funde a
una temperatura de 70- 100 °C. Es estable a la luz solar y se hidroliza lentamente en agua con
acido y rapidamente por bases alcohdlicas y SO,. La descomposicién es catalizada por el
hierro que se corroe. El endosulfan es moderadamente soluble en la mayoria de los solventes
organicos, pero altamente insoluble en agua. La presién de vapor del endosulfan en
presentacion comercial es de 9x 10 mm Hg, y su densidad es de 1.745. (Hayes W. y Laws E.,

1991).

Ambos isdmeros de endosulfan se someten a la fotdlisis con la exposicién de la luz solar y su
vida media es alrededor de los 7 dias. El endosulfan diol es el producto de la fotdlisis
primaria; posteriormente es degradado a endosulfan a-hidroxi éter. En agua, el endosulfan
se somete a hidrélisis endosulfan-diol. La velocidad de hidrdlisis esta influenciada por el pH.
La degradacién oxidativa también se produce a pH 7, las vidas medias para hidrélisis y
oxidacién fueron de 22 y 25 dias respectivamente; a pH 5 las vidas medias eran de 54 y 51

dias respectivamente (ATSDR, 2000a).
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Nombre Endosulfan | Endosulfan Il Sulfato de

comun Endosulfan (alfa) (beta) endosulfan
';‘Lmllé'g CoHeCl.O:S CoH:ClLO,S
Numero 115-29-7 959-98-8 33213-65-9 1031-07-8
CAS
Estructura AN
Log Kow 355a3.62 3.83 352 3.66
Log Koc 35 355 - -

Figura 2. Estructura quimica del endosulfan y sus isémeros. Fuente: (ATSDR, 2000a).

2.2.3 Mecanismo de accion del endosulfan

El endosulfan se une al sitio de reconocimiento de la picrotoxinina (PTX) ubicado en el
canal de Cl- acoplado al receptor de GABA A (Figura 3) en las neuronas, lo que determina una
disrupcion del flujo de Cl- dependiente de GABA, bloquea el paso del anién a través del canal
idnico asociado a este receptor lo que lleva a una hiperexcitacién neuronal. La accién de los
paguicidas en lo insectos es justamente causar hiperexcitabilidad del sistema nervioso central
(SNC) hasta la muerte. Los linfocitos, macréfagos y células citotdxicas no especificas (NCC)
que son consideradas precursores evolutivos de las células NK (Jaso-Friedmann et al., 2001),
poseen canales Cl- acoplados al receptor de GABA (Praveen et al., 2006). Ademads se ha
reportado en macréfagos peritoneales de ratdn la participacién del sistema GABA-érgico en
la sintesis de citoquinas proinflamatorias (IL-6 e IL-12) (Reyes-Garcia et al., 2007). Se tiene
evidencia que el endosulfan altera pardmetros funcionales y estructurales en células
inmunocompetentes e.g. en linfocitos T de Rana pipiens canadiense una exposicion de 21
dias a una mezcla de plaguicidas donde se incluye el endosulfan- con dosis 0,1, 10 y 100X, se
observé una disminucidn significativa en la proliferacion (Christin et al., 2004) y en linfocitos

de rifidn anterior de peces dulceacuicolas australianos con diferente peso corporal expuestos
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a 10 mg/L, el endosulfan induce una polaridad en el conteo de linfocitos que va desde una

inmunosupresidn hasta la inmunoestimulacion (Harford et al., 2005).

GABA

Figura 3. Receptor GABA. Fuente: (Celso, 2011)

El endosulfan se metaboliza pobremente y la mayoria se convierte a endosulfan sulfato. Se
encontrd en tres especies de peces de pez gato que el higado era el érgano principal de
almacenamiento y degradacion del endosulfan. EI endosulfan sulfato fue el principal
metabolito intermediario y los productos de detoxificacién fueron endosulfan-alcohol y
endosulfan-éter (Garcia-Cambero y Soler Rodriguez, 2005). En ratas se ha reportado que el
endosulfan activa las enzimas hepdticas aminopririna-n-demethilasa (81%) y anilina
hidroxilasa (59%) (Srikanth et al., 1990).

Estudios sugieren que la exposiciéon al endosulfan puede resultar en riesgos agudos vy
crénicos preocupantes tanto para organismos acudticos como para organismos terrestres. En
peces se ha demostrado efectos téxicos en la reproduccion y en el desarrollo de estos
organismos. También es téxico para aves y mamiferos, asi como para organismos
invertebrados acuaticos. El endosulfan afecta también la fotosintesis en algas y otras plantas
acuaticas, y produce efectos fitotdxicos incluso en cultivos comerciales que han sido tratados

con este plaguicida.
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Adicionalmente, se han detectado efectos ecotoxicoldgicos particularmente preocupantes
como: efectos genotdxicos y embriotdxicos en ostiones; efectos neurotdxicos en sapos y
efectos inmunotdéxicos en peces, entre otros (UNEP, 2009).

Uno mas de los efectos en organismos no blanco es el que sugiere Lemaire et al., 2006
guienes muestran que en concentraciones de 10 uM del pesticida activa el receptor a-
estrogeno en células HELN (células derivadas de la linea celular Hela), lo que promueve la
proliferacioén.

Téllez Bafiuelos et al., 2010 mencionan que el endosulfan es un xenoestréogeno que modifica
sefalizaciones celulares claves (sostenida fosforilacién de pERK1/2, efecto antiapoptético e
induccion de senescencia), asi también que este incrementa la IL-2 e IgM en tilapia nilética

juvenil.

2.2.4 Persistencia

Sobre la base de estudios de laboratorio, que mostraron valores de DT50 < 30 dias, no se
prevé gque el endosulfan alfa y beta tengan persistencia en el suelo. No obstante, estudios
sobre el terreno mostraron valores de DT50 en el suelo de 3 a 8 meses para el endosulfan de
calidad técnica y el sulfato de endosulfan (Pesticide Manual, 2003) y 900 dias para el
endosulfan beta (IPCS, 1984; C.E., 2005). La vida media estimada para la combinacién de
residuos toxicos (endosulfan mas sulfato de endosulfan) fluctuaron entre alrededor de 9
meses y 6 afos. No se prevé la persistencia del endosulfan en el agua, excepto en

condiciones de acidez, en las que las semividas pueden alcanzar > 200 dias (EPA, 2002).

2.2.5 Endosulfan y la salud humana

La toxicidad oral aguda del endosulfdn es elevada y la OMS lo ha clasificado como
“moderadamente peligroso”. El examen del uso del endosulfan en el algoddén en Australia y
los Estados Unidos en proporciones de aplicacion comparables a las utilizadas en el Sahel

llevé a adoptar medidas estrictas para reducir la exposicion ocupacional a niveles aceptables
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en aquellos paises. En Australia, sélo las personas autorizadas con una licencia de aplicador
de plaguicidas pueden suministrar productos que contengan endosulfan. Dichas personas
deben utilizar equipo protector personal (PPE) completo, que comprende overoles en el
cuello y las muiecas, y también guantes largos de PVC en el momento de llenar el
pulverizador y un respirador con una mascara completa para la cara. En los Estados Unidos,
los aplicadores deben llevar overoles sobre pantalones y camisas de manga larga y, también,
calzado y guantes resistentes a los productos quimicos y un respirador. Se han puesto en
practica medidas de ingenieria suplementarias para reducir la exposicion durante la mezclay
la carga del producto quimico.

Los sintomas clinicos por intoxicacién por endosulfan incluyen: vomitos, agitacion,
convulsiones, cianosis, disnea, espuma en la boca y respiracion ruidosa. Existe evidencia en
ratas que el endosulfan se absorbe rdpidamente entre (60 y 87%), en el tracto
gastrointestinal, del cual 60% se acumula dentro de las 24 horas. También se produce
asimilaciéon a través de la piel, de manera lenta pero casi completa, segin lo descrito. La
distribucién es rapida y en ratas los niveles pico en sangre ocurren a las 7 y > 18 horas, para
machos y hembras respectivamente. El metabolismo se produce en el higado y los rifiones, y
entre los metabolitos se encuentran: sulfato de endosulfan, endosulfan-diol, endosulfan-
éter, endosulfan-hidroxi-éter, endosulfan- lactona y conjugados no especificos de estos
metabolitos. El metabolismo es amplio y sélo entre el 15 y el 18% se mantiene sin cambios
en las heces. El pesticida no se acumula de manera importante en la grasa o en otros tejidos:
en ratas, con dosis durante 7 dias, el 3.7 y el 4.7% permanecio en érganos y tejidos (machos y
hembras, respectivamente); en ratas, el 1.5% se acumula en los riflones y el higado después
de una dosis Unica; en ratones, el 0.4% durd después de 24 dias y se detectaron pequefias
cantidades después de 35 dias. Pareciera que el insecticida persiste preferentemente en el
higado y los rifiones. La LD50 de endosulfan varia ampliamente segin la via de
administracion, la especie, el vehiculo y el sexo del animal. El pesticida, administrado por
cualquier via, es mas téxico en ratas hembra que en la rata macho y, sobre la base de un solo
estudio, esta diferencia entre los sexos también se manifiesta en los ratones. Una bateria de

examenes realizados para medir la toxicidad aguda en varias especies mostré que el
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compuesto es muy tdxico después de la administracidon por via oral o inhalatoria y que su
toxicidad para la piel es baja (C.E., 2005, USEPA, 2002 e IPCS, 1984): valores de LD50 oral en
ratas: entre 10 y 35 mg/kg del peso corporal (la cifra mas baja corresponde sélo a las
hembras).
e Valores dérmicos de LD50 en ratas: desde 74 mg/kg en hembras a > de 4.000 mg/kg
bw en machos,
e Valor inhalatorio de LC50: 0,0126 mg/L (12,6 mg/m3) en ratas hembra a 0,5 mg/L (sin
especificaciones sobre sexo ni especie) (C.R., 2011).
Sajad et al., (2009) mencionan que la exposicion de este pesticida es de 3.02+/- 2.62 ng/mL
en sangre periférica en Delhi, India una poblacién expuesta a este plaguicida a niveles basales
en alimentos y agua, mientras que Dalvie et al., (2008) mencionan que la concentracion de
este insecticida es 530 ng/mL en trabajadores del campo en el sur de Africa y 24h después de

la aplicacién del endosulfan este se aumenta 60 +/- 90 pug/mL.

2.2.6 Endosulfan y la respuesta inmune

Téllez-Baniuelos et al., en el 2011 reportaron por primera vez que el endosulfan en
concentraciones bajas (7ppb in vivo y 7ug/mL in vitro) durante corta exposicion (96h y 72h
respectivamente) induce la proliferacion de esplenocitos en tilapia nildtica juvenil
(Oreochromis niloticus). Esto pudo significar la activacidon inespecifica de los linfocitos del
bazo bajo el efecto del pesticida. Asi mismo mencionan que otro mecanismo posible
involucrado en la activacion de esplenocitos por el contacto in vivo, es el incremento de la
interleucina 2 (IL-2), la cual induce la proliferacion linfocitaria, esto refuerza con la
informacién dada por Téllez-Bafiuelos et al., en el 2010. Asi mismo se demostré que existe un
decremento en cuanto al indice de proliferacién bajo los efectos de un mitégeno tal como lo
hizo Christin et al., (2004), ellos reportaron estos mismos resultados con los mitégenos PHA y
Con A en esplenocitos del anfibio Rana pipiens expuesta in vivo durante 21 dias a
contaminantes ambientales incluyendo endosulfan a concentraciones bajas (30 ppb) vy

Aggrawal et al., (2008), observaron una drdstica disminucion de proliferacién de los
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esplenocitos bajo estimulo mitogénico en pollos expuestos in vivo pero durante 60 dias y a
concentraciones altas de 30ppm de endosulfan. Sin embargo, Wade et al., (2002), reportaron
la ausencia del efecto de dosis muy bajas de endosulfan (50ng/kg/dia) en una mezcla de
contaminantes encontrados en tejidos humanos, sobre la capacidad de respuesta
proliferativa de los esplenocitos bajo estimulo mitogénico en rata Wistar. Téllez-Bafiuelos et
al., (2011) sugieren con base en los trabajos de Han et al., (2005) y Reyes-Garcia et al., (2007)
que la alteracion del flujo de cloro al inhibir su canal idnico asociado a receptores de GABA- A
por el endosulfan, como el mecanismo intrinseco de su accion insecticida; lo que lleva a su
vez al incremento del calcio intracelular y, como consecuencia, a la activacion del factor de
transcripcion NF-kB también en las células de la respuesta inmune, lo que aumenta la sintesis

de interleucinas, incluyendo a la pro-proliferativa IL-2.

Ledirac et al., (2005) reportan la activacién por el endosulfan de la ruta ERK1/2 de MAP-
cinasa en cultivo celular, lo que puede inducir la expresion de genes involucrados en
procesos de senescencia. Esto puede contribuir a la sobrevivencia de células mutantes y
posible efecto cancerogénico, asi mismo proteger de apoptosis a los clones autorreactivos de
linfocitos, que lleva al desarrollo de las enfermedades autoinmunes, mas aun conociendo el

efecto estrogénico de endosulfan (PESTICIDE RISKS 2008; Wade et al., 2002).

Rubio-Chavez (2014), menciond que la exposicion crdnica por 24 semanas de ratones BALB/C
a dosis subletal (2mg/kg) de endosulfan induce a la inflamacion severa de coldn y aceleracién
de aparicién de elementos preneopldsicos como criptas aberrante (en ratones tratados con
el pesticida a las 12 semanas en comparacion con 24 semanas del grupo con solo DMH), asi
como un incremento de niveles séricos de interleucinas pro inflamatorias como IL-6 en 5
semanas y TNF-a en 30 y 41 semanas, asi como un aumento de IL-10 en 30 y 41 semanas de
post exposicion en ambos sexos, lo cual conlleva a linfoma no Hodkin en 52 semanas de post

exposicién.
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2.3 Sangre periférica humana (Homo sapiens)

La sangre es un tejido liquido, al que puede considerarse como una variedad de tejido
conectivo, que circula por el aparato cardiovascular gracias al impulso que le proporciona el
corazon. Se compone de plasma y células (gldbulos rojos, blancos y plaquetas). Su mision es
transportar 0,, sustancias nutritivas, hormonas y agentes anti infecciosos (anticuerpos) a los
tejidos vy retirar de ellos el CO, y otros productos de desecho y eliminarlos del cuerpo. La
distribucidn casi ubicua de la sangre en el cuerpo y sus singulares caracteristicas quimicas la
convierten en eficacisimo sistema de transporte.

Las proteinas plasmaticas ejercen una presién osmotica que influye en el intercambio de
liquido entre la sangre y los tejidos. Esas proteinas se combinan también con muchas
sustancias, como el hierro, tiroxina y hormonas esteroides para formar complejos

transportables que liberan los componentes activos en los puntos adecuados (Keele et al,.

1965).

Que contiene en Hisolucion

Figura 4. Componentes de la sangre Fuente: (Montalvo, 2007.)
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Las células sanguineas se dividen principalmente en tres grupos, los hematies o eritrocitos
(glébulos rojos), los leucocitos (glébulos blancos) y las plaquetas.

Los eritrocitos son discos biconcavos, no nucleados circulares; extraordinariamente elasticos
y pueden experimentar una deformacion al atravesar capilares estrechos. El didametro de un
eritrocito sano es de 7,3 i con valores extremos de 5,5-8,8 . El nimero medio de eritrocitos
en el vardn adulto es de 5,5 millones por mm?; en la mujer es de 4,8 millones. Parece ser que
el método de recuento puede arrojar un error de + 15%.

Los leucocitos o glébulos blancos principalmente se dividen en tres grupos: Granulocitos,
linfocitos y monocitos.

Los granulocitos (10 a 14 p), caracterizados por la presencia de granulos en el citoplasma y
por su nucleo lobulado. Se componen de neutrdfilos (leucocitos polimorfonucleares),
eosinodfilos y basofilos.

Linfocitos (pequefios de 7 a 10 p; grandes de 10 a 14u), son células redondas, sin granulos
provistas de grandes nucleos redondos que practicamente llevan sustancia celular (Keele et
al,. 1965).

Monocitos (10 a 18 p) es la célula mas grande y representan un 5.3% del total de leucocitos
circulantes, sus nucleos tienen forma de rifidn, se forman en la médula d6sea donde
permanecen unas 24 horas y después pasan a la sangre, circulando unos 2 dias antes de
emigrar hacia los tejidos en donde se transforman en macréfagos que tienen la capacidad de
fagocitar, como los neutrdfilos. También participan en las respuestas inmunoldgicas,
mediante la presentacién de antigenos que puedan ser reconocidos por los linfocitos como

estimulando la formacion de linfocitos. (Infermera virtual, 2013)

2.4 Respuesta de proliferacion linfocitaria con mitégenos

Algunas de las moléculas que pueden llegar a producir una activacién de respuesta mitdtica
en los linfocitos son las lectinas, éstas tienden a adherirse a las glicoproteinas de la

membrana celular y como resultado se induce a la divisidn celular. Algunas lectinas se suelen
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extraer de algunas plantas tales como la fitohemaglutinina (PHA) que se obtiene del
Phasueolus vulgaris, algunas otras pueden ser la concanavalina A (Con A) y el mitégeno PWM
gue se obtienen de Canavalia ensiformis. La PHA comprende de 5 glicoproteinas tetraméricas
(PM= 115 000 +4130 D), isolectinas formadas por 2 polipéptidos (L=leucocito y E=eritrocito)
en combinaciones L4, L3E1, L2E2, L1E3, E4. Las subunidades tipo E (PM= 31 700+ 600 D)
mayores que las L, son responsables de la eritroaglutinaciéon, pero muestran poca actividad
mitogénica o ninguna. Las subunidades L (PM= 29 900 + 200 D) confieren propiedades
leucoaglutinantes a la proteina nativa y tienen la maxima actividad estimulante de la mitosis.

(Ruiz et al., 2005)

2.5 Dimorfismo sexual de la respuesta inmune

En la mayoria de las especies cada sexo presenta caracteristicas bien diferenciadas lo que se
denomina como dimorfismo sexual (DS), el cual se refiere a las diferencias que pueden existir
ya sea en forma cualitativa o cuantitativa, en estructuras o funciones entre los distintos sexos
dentro de los miembros de una misma especie. El sistema inmune de hombre y mujer esta
diferenciado fuertemente por la incidencia de enfermedades autoinmunes, las cual estda mas
elevado en mujeres que en hombres. Esto debido a que las mujeres producen una mayor
produccién de auto-anticuerpos. Tipicamente, el sistema inmune en mujeres presenta una
respuesta de tipo humoral mas fuerte y producen niveles mas altos de inmunoglobulinas
circulantes. Las citocinas influyen en la producciéon de inmunoglobulinas las cuales estan
elevadas en hembras, particularmente, hay una polarizacion al lado de las citocinas vy
respuestas Th2 en mujeres y Thl en hombres. La presencia y actividad de los esteroides
sexuales tienen un papel importante en esta polarizacidn. Los estrégenos regulan y reducen
las células en sitos de inflamacidon y aumentan IL-4 e IL-10, y reducen IL-2 e IFN-g. La
testosterona puede bajar la respuesta de células B, y niveles TNF, IL-1, e IL-6. (De Ledn-Nava

y Morales-Montér, 2006).
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El papel de estrégenos no enddgenos en la época moderna es notable. La alta incidencia de
enfermedades autoinmunes puede ser relacionado con estrégenos ambientales, incluyendo
estrégeno no-humano y moléculas o quimicos con actividades parecidos a estrogenos o a sus
metabolitos. En este grupo hay xenoestrégenos (hormonas aplicadas a animales de
produccién), fitoestrogenos (de plantas) y estrégenos industriales los cuales incluyen
pesticidas, detergentes, y plasticos. Esta reportado que la presencia de estrégenos
ambientales puede tener efectos en estudios in vitro e in vivo sobre el sistema inmune: por
ejemplo, las células NK estan inhibidos por altas contracciones, y activadas por bajas
concentraciones; la proliferacidon de células PBMC de ratones y la respuesta especifica frente
antigenos celulares estan inhibidas por altas concentraciones de estrégenos ambientales.

(Chighizola y Meroni, 2012)

Algunos estudios, (Chambers et al., 2000), sustentan que el sistema neuroendocrino e
inmune estan intimamente integrados en un sistema Unico de regulacién homeostatico en
una compleja organizacion del metabolismo corporal. Las hormonas son moléculas de
comunicacion y desarrollo del sistema neuroendocrino. Desde su descubrimiento, estaba
clara que los receptores de hormones esteroides no estan solamente expresados en células
involucrados con el desarrollo de caracteristicas sexuales. En el caso de los receptores de
estréogenos (un blanco de endosulfan) hay reportes de receptores nucleares en las células de
sistema inmune, principalmente T y B (Greene et al. 1984 y Stimson. 1988). La presencia de
hormonas sexuales en el microambiente timico y del bazo en ambos sexos durante la
diferenciacién de linfocitos puede jugar un papel importante para el establecimiento del
dimorfismo sexual de la respuesta inmune. Los andrdgenos ejercen una influencia consi-
derable sobre el tamafo y la composicién del timo, principal érgano linfoide (Olsen et al.,
1998). Los linfocitos T después de madurar en el timo salen a poblar los drganos linfoides
secundarios, de los cuales el bazo es de mayor importancia en la respuesta inmune. El bazo
es la masa de tejido linfatico mdas grande del cuerpo. En los embriones de mamiferos
placentarios, el esbozo del bazo aparece como un engrosamiento del mesénquima en el
mesenterio dorsal del estdmago durante la quinta semana del desarrollo embrionario. Mas

tarde el tejido parenquimatoso del bazo se hace del tipo mieloide, que contiene todas las
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etapas del desarrollo de los granulocitos y eritrocitos. El desarrollo de los linfocitos y los mo-
nocitos en el bazo se presenta durante toda la vida. El bazo es un importante érgano
linfopoyético, donde proliferan los linfocitos T y B (esplenocitos), que se forman en los
nodulos de la pulpa blanca (Abbas et al., 2002). En los linfocitos del timo y del bazo, asi como
en los linfocitos de sangre periférica, se encuentran receptores para los andrégenos a través
de los cuales la testosterona realiza su accidn sobre la respuesta inmune (Cohen et al., 1983).
Los linfocitos maduros tratados in vitro con andrégenos, reducen la produccion de IL-2 e IL-4,
ademas, la testosterona disminuye el desarrollo de células CD4+ vy la sintesis de anticuerpos,
provoca una maduracion insuficiente de los linfocitos B e impide la regeneracion de tejido

linfoide, asi explican el efecto inmunosupresor de la testosterona (Cutolo et al., 1995).
2.6 Método de evaluacion de la proliferacion celular con el kit de WST-1

El ensayo se basa en la escisién enzimatica de tetrazollium WST- 1 de la sal de formazan por
las deshidrogenasas mitocondriales presentes en las células viables, y en aumento en las
células en reproduccién. El uso de sales de tetrazolium provee de métodos alternos
indirectos para medir actividad respiratoria asociada a una cadena de transporte de
electrones. La reduccién de una sal de tetrazolium causa la formacién de un precipitado

insoluble de coloracidn intensa, conocido con el nombre de formazan (Biovision, 2015).
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Figura 5. Mecanismo de accion de WST-1 Fuente: http://www.biovision.com/ready-to-use-

cell-proliferation-reagent-wst-1-5637.html, 2015.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El endosulfan es un pesticida de amplio uso a nivel mundial que posee efectos
adversos en el medio ambiente y en la salud. Estudios recientes muestran un incremento en
enfermedades autoinmunes y de cancer relacionados con el uso de este pesticida. En
modelos animales existe evidencia de los efectos agudos de un rango de concentraciones
sub-letales de endosulfan en las células del sistema inmune. En humanos, los efectos agudos
de dosis sub-letales sobre los linfocitos auin no se han descrito. La informacidn de los efectos
este pesticida se ha trabajado en eritrocitos humanos, pero no en células del sistema

inmunolégico.

4. HIPOTESIS

Endosulfan es un pesticida organoclorado que altera la proliferacién de los linfocitos

de sangre periférica humana y disminuye su capacidad blastogenica frente mitégenos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de endosulfan in vitro sobre proliferacién de linfocitos humanos de

sangre periférica.

5.2 Objetivos particulares

1. Valorar la proliferacién de linfocitos expuesto a diferentes concentraciones de

endosulfan en diferentes tiempos de exposicion.
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2. Cuantificar los efectos agudos de endosulfan

mitogénico de fitohemaglutinina (PHA).

sobre linfocitos bajo estimulo

3. Determinar el dimorfismo sexual en la respuesta proliferativa de linfocitos de sangre

periférica de hombre y mujer tratados con endosulfan.

6. DISENO EXPERIMENTAL

Voluntarios
Donadores de sangre

|

Sangre periférica

Humanade5a8mL

!

Extraccion de
sangre periférica

Obtencion de PBMC

Densitometria Lymphoprep

1.077g/mL
Exposicion de PBMC sin Exposicidn con Exposicion de PBMC con
presencia de PHA a diferentes pesticida de 24, presencia de PHA a diferentes
concentraciones de 48y 72h concentraciones de
endosulfan. endosulfan.

Evaluacion de la
linfoproliferacion WST-1
(BioVision incorporated)

27



7. METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudio

Experimental

7.1.2 Universo de estudio

Sangre periférica humana de hombre y mujer en un rango de edades de 18 a 40 afos de
edad proporcionados por voluntarios. El tamafio de la muestra fue considerado a base de
experimentos previos de LDsgcon este pesticida enun modelo de ratones hembras y
machos. Si la proliferacion celular tiene la misma relacidn, este estudio necesitaria muestras
de 3 hombres y 3 mujeres por cada condicién para mostrar una diferencia entre hombre y

mujer. Este nimero estd basado en:

n="f(a, B):2s 22/ &2

Donde a es el nivel de significancia (0.05). 1 - B es el poder de la prueba (.8). f(a, B) es el
valor calculado por a and B (7.9). 6 es la diferencia de medianos reportado en estudios
previos (35mg/kg -10mg/kg =25mg/kg). s es la desviacion estandar reportada en estudios
previos (+-10mg/kg). Este valor puede ser calculado en linea

a http://www.sealedenvelope.com/power/continuous-superiority/

7.2 Cultivo celular

Se llevaron a cabo cultivos celulares de sangre periférica humana de hombre y mujer con

medio RMPI-1640 Gibco® con L-Glutamina adicionado de un 10% de SFB, 1 % de

estreptomicina y medio AIM-V® (medio adicionado con L-glutamina, estreptomicina, sulfato

a 50 ug/ml, y gentamicina sulfatada al 10 pg/mL).

7.2.1 Extraccion de PBMC
Se procesaron muestras de sangre periférica humana en volimenes de 6 mL por sujeto

diluidos 1:1 con PBS pH 7.4 Gibco™, después se llevd a cabo la técnica de separacién por
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centrifugacion con la ayuda de 2mL de un liquido de densidad 1.077g/mL llamado
lymphoprep con una fuerza de 3000 g (velocidad de 1500 rpm en centrifuga Heraeus Biofuge
Stratos) por un tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez obtenido el anillo
celular (o interfase) se realizaron dos lavados con la ayuda de PBS nuevamente centrifugando

a una velocidad de 1500 rpm a una temperatura de 19 °C. Finalmente se resuspendid el

botén celular con 1 mL de medio AIM-V®.

LT LTI
—
‘\
plasma,

> sangre plagueta

) F mononucleares

=~ F.

r F granulocitos,
U y \J eritrocitos

Figura 6. Distribucion de los componentes sanguineos antes y después de centrifugar con

exposicion de liquido de densidad. Fuente: (Lomonte, 2009)

Figura 7. Separacién de los componentes sanguineos indicando la presencia de anillo celular.
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7.2.2 Conteo y viabilidad celular

Se tomaron 10 uL de cada suspension celular y se colocaron 1:1 en una cdmara de Neubauer
con azul tripano, se observé por microscopia y se llevé a cabo un conteo de las células viables
(células blancas) haciendo una distincién de todas aquellas las cuales habian presentado

dafio o ya estaban muertas (células azules).

1 Erythrocytes
-
-/
8 1
8 Neutrophils
Lymphocytes
Monocytes
Eosinophils
7/ T T T T T
1.060 1.070 1.080 1.090 1.100 1.110
Density (g/ml)

Figura 8. Distribucion de la sangre en diferentes gradientes de densidad. Fuente: (Z-Cell,

2015)

Se llevé a cabo otro conteo mediante una dilucién de la suspensién celular con liquido de
Turk en una proporcién 1:10 (10uL de suspension celular en 90 pyL de solucién de Turk)
respectivamente. Se homogeneizé la mezcla y se colocd en una camara de Neubauer para
determinar el numero de células por cuadrante y llevar a cabo los cdlculos de concentracion

celular en la suspensién original tomando en cuenta las diluciones realizadas.

7.3 Preparacion de endosulfan

El endosulfan tiene un peso molecular de 406.9g/mol posee dos isdmeros, el alfa y beta que
se pesan de manera individual, se diluyeron en 1ImL de DMSO SIGMA®, posteriormente se

llevé a cabo una proporcion 7:3 (700 uL de endosulfan a + 300uL de endosulfan B)
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respectivamente para obtener un stock de concentracién de 1M, del cual se llevaron a cabo
las diluciones correspondientes con medio RPMI-1640 para poder tener las concentraciones

deseadas por pozo.

7.4 Ensayo de linfoproliferacién
El ensayo de linfoproliferacion se realizé con una concentracién de 10°células/mL expuestos
a diferentes concentraciones de endosulfdn con 2 horas de pre-exposicidon en un rango de

0.1uM, 0.5uM, 1uM, 2.5uM, 5uM, 10,uM, 17uM y 25uM. Los pozos se trabajaron por
duplicado con vy sin presencia de PHA forma M Gibco®, en donde se tomé en cuenta como

control positivo células con PHA y de control negativo células solas. PHA fue utilizado de

acuerdo al proveedor en una concentracion final de 2% v/v.

Se llevd a cabo la elaboracién de 3 placas por individuo para poder llevar a cabo la lectura en
24h, 48h y 72h. La medida de proliferacion de las células de estas placas se hizo por medio de
la técnica colorimétrica WST-1 de BioVision, con una concentracién de 10% del volumen final

y leido 2H después por espectrofotometria a 450nm de absorbancia.
7.5 Anadlisis estadistico
Las medidas +/- DS se determinaron en cada grupo de estudio por experimento. Se aplico la

prueba de “t de Student” a una sola cola, utilizando el software Social Science stadistics en

linea disponible en: http://www.socscistatistics.com/. Valores de p<0.05 fueron considerados

significativos.
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8. RESULTADOS

8.1 Linfoproliferacion celular

Nuestro primer objetivo particular fue la valoracion de la proliferacién linfocitaria expuesto a
diferentes concentraciones del pesticida. Nosotros trabajamos PBMC de hombre y mujer

con pruebas en un rango de 0.1 uM a 50uM, por tiempos de incubacién de 24 hasta 72h.

Un grafico representativo se llevé a cabo con cuatro donantes separados por géneros donde
las células expuestas al pesticida en la concentracion de 0.1 uM generé una proliferacion mas
alta en las células PBMC. Las diferentes concentraciones de endosulfan arrojaron una curva
de mayor a menor concentracién donde en 17 UM se muestra un cambio o caida en la

proliferacién celular.

0.25
0.2
€ 0.15 e==mHombre 1
c
.‘é ess=mHombre 2
o
é 01 @ \ujer 1
emmwMujer 2
0.05
0
Media Control 0.1 uM 0.5pM 1pM 5uM 10puM 17 puM 25uM 50 uM

Figura 9. Efecto de dosis/respuesta del endosulfan. Representacién 24h de incubacion de
PBMC en presencia de endosulfan con un rango de 0.1 a 50uM sin estimulo del mitdgeno

(PHA). Absorbancia medida después de 2h de incubacion por técnica WST-1
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8.2 Efecto inhibitorio del endosulfan a concentraciéon 17 uM

Las células PBMC en presencia de endosulfan a una concentracién de 17uM en un periodo de
24h mostraron una baja en la lectura de 31% +/-6% diferencia significativa de (p=0.00001).
En un periodo de 48h se obtuvo una diferencia significativa de 19% +/-8% (p=0.006) respecto
al crecimiento de células solas. En 72h el pesticida mostré un decremento de 53% +/-4% en
la proliferacién celular significativo (p=0.0000001) respecto al crecimiento de células solas sin

presencia de mitégeno (Figura 10 A).

El crecimiento de las células PBMC separados por género expuestos al pesticida en una
concentracién de 17uM mostré una diferencia significativa de 43% +/- 8.6% en hombre y
20% +/- 10% en mujer (p=0.019) en un periodo de 24h. La exposicidn de las células en un
periodo de 48h hombre 39% +/-18% respecto a las de mujer 32% +/- 24% denotd un cambio
no significativo (p=0.17) al igual que las células PBMC expuestas durante 72h (p=0.43) (Figura
10 B).
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Figura 10. Efecto inhibitorio del endosulfan en concentracién de 17uM. A) PBMC
proliferando en un periodo de las 24 a 72H normalizada, en comparacidn con el crecimiento
de células solas. 24h n= 20, 48h n=7, 72h n= 18. *p<0.05 B) PBMC separadas por género,
ensayo de 24 a 72h, normalizada con el crecimiento de células solas. 24h n= 10 mujeres y
n=10 hombres, 48h n= 3 hombres y n=4 mujeres, 72h n=10 mujeres y n=8 hombres *p<0.05.

Resultados fueron expresados como promedios +/- error estandar.
8.3 Efecto linfoproliferativo endosulfan 0.1uM

La exposicion del pesticida a una concentracion de 0.1uM mostré un aumento en la
proliferacion celular de un 1% +/-6% en las primeras 24h respecto a las células en
crecimiento sin presencia de endosulfan. En 48h las células presentaron una disminucién de
3% +/- 6% en su proliferacion, mientras que las células PBMC en contacto con endosulfan
aumentaron un 10 +/-2% mas que las células solas en un periodo de 72h. Estos resultados no

fueron significativos (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la linfoproliferacién en concentracion 0.1uM de endosulfan, células
PBMC proliferando en un rango de crecimiento de las 24 a 72 h normalizadas en
comparacion con el crecimiento de células solas. 24h n= 20, 48h n=7, 72h n= 20. Resultados

fueron expresados como promedios +/- error estandar.

8.4 Efecto de endosulfan en presencia de PHA

Las células expuestas al mitégeno presentaron un incremento en su crecimiento respecto a
las células solas, el indice de estimulacion aumentd 2.09 +/- 0.39 veces en presencia de PHA.
En estas células estimuladas nosotros observamos que los efectos de endosulfan eran
similares a las células en los experimentos anteriores (no estimuladas). La pre-exposicién de
endosulfan 0.1uM incrementod el indice de estimulacidon con respecto a las células solas en
presencia del mitégeno (2.55 +/-0.6 >2.09 +/-0.39, p=0.22). La pre-exposiciéon de 17uM de
endosulfan bajo el indice de estimulacion a 1.05 +/-0.26, casi igual a las células solas no
estimuladas. Esta ultima observacion fue significativa con un p=0.00652 por células de
hombres y mujeres, mostrando una diferencia significativa de p=0.022 por el efecto en
células de hombres y p=0.0203 por el efecto en células de mujeres.

La respuesta proliferativa de las células expuestas a mitégeno (PHA) mostré una diferencia
significativa (p=0.039) en hombre respecto a la mujer en 72h. La presencia de endosulfan a
concentracion de 0.1 uM y el mitdégeno presentd una mayor proliferacidn celular respecto a
las células con PHA con una diferencia de género significativa (p=0.035). Las células
expuestas a endosulfan 17uM con PHA demostraron un bajo indice de proliferacién y una
diferencia no significativa de género de p=0.09. La exposicién del pesticida en concentracion
17uM en 72h presenté un efecto inhibitorio en la proliferacion. Las células de hombre
presentaron un 46% de proliferacion, mientras que las células de mujer fué de un 59% de

crecimiento respecto al control en presencia de PHA (Figura 12).
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Figura 12. Efectos de endosulfan sobre proliferaciéon inducido por PHA. Células expuestas a
endosulfan y PHA por 72 H leidos por espectrofotometria. * p<0.05. Resultados fueron

expresados como promedios +/- error estandar.
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9. DISCUSION

Los efectos sobre células inmunocompetentes del plaguicida organoclorado endosulfan se
han estudiado en diferentes modelos animales, aunque no siempre se puede extrapolar
estos datos al humano, por lo cual en el presente estudio nosotros evaluamos los efectos de

este insecticida sobre células del sistema inmune humano.

Con finalidad de determinar los efectos del plaguicida in vitro, primero realizamos una curva
de concentraciones observando marcadas diferencias en las concentraciones de 0.1uM y 17
UM en comparacién con las otras ensayadas: un incremento con 0.1uM y disminucién con

17uM en la proliferacién celular con diferentes tiempos de exposicidn a endosulfan.

Nuestra hipdtesis fue planteada con base en los estudios previos propios y de otros autores
(Telléz-Bafiuelos et al. 2010-2011, Wade et al., 2002, Christin et al., 2004, Aggrawal et al.,
2008) donde se menciona que el pesticida puede alterar la proliferacién de linfocitos de
sangre periférica humana y disminuir su capacidad blastogénica frente mitégenos.
Encontramos que el endosulfan en una baja concentracion (0.1 uM) tiene tendencia al
incremento de linfoproliferacion en exposicion de cultivos a 24h y 72h, lo que coincide con
un estudio previo de Téllez-Bafiuelos et al., (2011), en el incremento de proliferaciéon de
esplenocitos tratados in vitro con endosulfan en bajas concentracién en Tilapia nildtica; asi
mismo es congruente con el hecho reportado recientemente por nuestro grupo de trabajo el
cual observé leucemia linfoblastica y linfoma no Hodgkin en ratones bajo una exposicién
cronica a endosulfan (Zaitseva et al. 2014); de igual forma resultados del presente estudio
dan soporte al estudio correlativo realizado en Canadd por Ross et al., (2003), en
trabajadores agricolas con niveles elevados de plaguicidas organoclorados en su sangre
periférica que fue asociado con el incremento de incidencia de enfermedad linfoproliferativa
linfoma no Hodgkin.

Observamos que el plaguicida en concentracién de 0.1uM mostré un aumento en la

capacidad blastogénica linfocitaria frente a mitdégeno PHA comparando con la proliferacién
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de las células estimuladas solo con PHA y no tratadas previamente con endosulfan, lo cual
indica que este pesticida, a través de la activacién inespecifica GABA-érgica y siendo un
xenoestrégeno, a una baja concentracion potencializa el efecto del mitégeno sobre-
estimulando las células en su proliferacién suponiendo que en un momento dado se pierde

el control del ciclo celular llevando a las patologias linfoproliferativas (Mendu et al., 2012).

Ademas nosotros observamos que el endosulfan per se a una concentracion mayor (17uM)
inhibe la proliferacion celular (valores de 46% y 47% en cultivos linfocitarios de hombre y
mujer, respectivamente a las 72h de exposicidon) y de igual forma inhibe la respuesta
proliferativa al estimulo mitogénico de PHA (valores de 46% en hombres y 59% en mujeres
en el indice de estimulacién), lo cual concuerda con los estudios de Aggrawal et al., 2008 en
esplenocitos de pollos expuestos a concentracién alta de 30ppm de endosulfan. Con base en
los trabajos de Han et al., (2005) y Reyes Garcia et al., (2007), sugerimos que probablemente
esto se debe a la alteracién de flujo de calcio intracelular y consecuentemente de expresiéon

del factor de transcripcion NF-(B.

Uno de nuestros objetivos fue evaluar el dimorfismo sexual en la respuesta proliferativa de
linfocitos de sangre periférica tanto en hombres como mujeres tratados in vitro con
endosulfan. Los resultados muestran el efecto inhibitorio del insecticida en concentracién
17uM, a las 24 horas de incubacién con el insecticida, evidenciando una diferencia
significativa en la mds baja proliferacién en hombres comparado con mujeres. Sin embargo,
en periodos mas largos de exposicién (72h) con este plaguicida la proliferacidon es afectada
en ambos géneros por igual.

Esta reportado que la respuesta inmune humoral de la mujer puede ser mejor que la del
hombre, esto esta ligado a mayor incidencia de enfermedades autoinmunes como lupus en
hembras (Fairweather et al.,, 2008). Sin embargo, esta reportado que en algunas otras
enfermedades donde se involucran las células tipo Thl, se aumenta la incidencia en
hombres (Almeida et al., 2010); la presencia de la hormona testosterona puede inducir una

respuesta mas fuerte en esclerosis multiple (Van den Broek et al., 2005) y testosterona
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exégeno puede aumentar el porcentaje de células T CD8" en pacientes con el sindrome de
Klinefelter (Kocar et al., 2000). Algunos estudios mencionan diferencias en respuestas de
dafio agudo, por ejemplo en inflamacién del miocardio, donde las mujeres producen mas

citoquina IL-4 y los hombres INF-y (Kher et al., 2005).

Las mujeres presentan su propia fuente de agonistas de estrégeno y los hombres carecen de
esta molécula; en tiempos como 24h los hombres tienen los receptores de estrégeno a
disponibles en caso contrario de la mujer, esto puede explicar la diferencia entre la respuesta
en 24h y 72h. Esta reportado que la exposicién de 17 estradiol (ligando por el receptor de
estrégeno) exdgeno puede aumentar la actividad de células hepdticas, este resultado fue
mayor en ratones machos en dias 1-3 en comparacidn con ratones hembras, pero en dias 4-6
mayor en hembras, indicando que a las 72h o mas es un tiempo adecuado para estudiar el

efecto del ligando del receptor de estrégeno en hombres y mujeres (Murakami et al., 2004).

Otros de nuestros resultados muestran que los hombres presentan mayor indice de
estimulacion linfocitaria con mitégeno (PHA) en comparacién con mujeres presentando una
diferencia significativa tanto en el grupo control como en los grupos expuestos al pesticida
organoclorado. Existe evidencia que los hombres tienen una mayor respuesta en el perfil Thl
y la mujer en el linaje Th2, estimulado con PHA (Girédn-Gonzalez et al., 2000). Esto puede
explicar la respuesta mas fuerte en las células PBMC de los hombres que de mujeres tratados
con este mitdgeno conocido como activador de células T, sin embargo, sin saber qué tipo de
respuesta Thl o Th2 estamos estimulando con las células en cultivo no podemos hacer
conclusiones definitivos con respecto a este punto.

El andlisis de los resultados se demuestra la alteracién de la capacidad proliferativa de células
humanas de la respuesta inmune por la exposicién a endosulfan, evidenciando el riesgo para
la salud humana por este insecticida, lo que puede contribuir a la toma de decisiones de

autoridades gubernamentales para restringir su uso en nuestro pais.
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10. CONCLUSIONES

El plaguicida endosulfan es inmunotdxico para el humano, debido a que en la exposicion in
vitro altera proliferacion de las células de sangre periférica con el efecto bimodal

dependiendo de su concentracion:

» En concentracion baja de 0.1uM per se potencializa la proliferacion y

significativamente incrementa los efectos del mitégeno PHA.

» En la concentracion de 17uM o mayores disminuye significativamente la proliferaciéon
celular, per se a mayor tiempo de exposicidn serd mayor la inhibicion de proliferacién;
asi mismo significativamente inhibe la proliferacién celular en presencia del mitégeno
PHA, afectando principalmente a los linfocitos de los hombres en periodos cortos de

exposicion.

» En los hombres los linfocitos se ven significativamente mas afectados en periodo de
24h de exposicidon al endosulfan, en comparacion con las células inumnocompetentes
de las mujeres, sin embargo en periodos mas largos de exposicion la alteracidon de la

proliferacién es igual para ambos géneros.
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