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RESUMEN

Diazin6n es un plaguicida organofosforado que ejerce efectos t6xicos sobre el

sistema inmunol6gico. Sin embargo, el mecanisme de inmunotoxicidad aun no es

claro. Se ha propuesto que la alteraci6n en larespuestainmunol6gicapordiazinen

podrfa atribuirse al sistema colinergico no neuronal presente en las celulas del

sistema inmunol6gico, sistema que hasta el momenta ha side descrilo unicamente

en modelos mamiferos y Iineas celulares. Sin embargo, los peces al ser el primer

grupo de vertebrados que desarrollaron mecanismos de inmunidad innata y

adaptativa, representan un modele potencial de estudio de los mecanismos de

inmunoregulacien yel dana potencial causado porconlaminantes. EI objelivo de

estetrabajofueevaluarentiiapianil6tica(Oreochromisniloticus) la presencia del

sistemacolinergico no neuronal en celulas del sistema inmunol6gico; asicomoel

efecto de diazinen sobre el sistema colinergico no neuronallinfocitario, como

posible blanco en la inmunotoxicidad de diazin6n. Para esto, se evalu6 la

concentracien de acetilcolinayde los receptores nicotfnicosymuscarlnicos, asi

como la actividad de acetilcolinesterasa en celulas mononucleares de tilapia

niI6ticaexpuestainvivodeformaaguda(6,12y24h)aconcentraciones

subletales (0.97,1.95 Y 3.91 mg/L) de diazin6n. Los resultados oblenidos

muestran que la exposici6n aguda a diazin6n induce un incremento en la

concentraci6n de acetilcolina, una disminuci6n en la concentraci6n de los

receptores nicotfnicosy muscarfnicos, asi como disminuci6n en la actividad de

acetilcolinesterasaenlascelulasmononuclearesdelilapia. Enelpresenteestudio

se demuestra la presencia del sistema colinergico no neuronal en celulas del

sistema inmunol6gicodetilapianiletica, sistema que es alteradosignificativamente

por diazinen, 10 que indica que este sistema es blanco en el mecanismo de

inmunotoxicidad de diazinen. Esle estudio aporta informaci6n concerniente a la

neuroinmunomodulaci6n en vertebrados inferiores como los peces y los

mecanismosdeinmunotoxicidaddeplaguicidasorganofosforados.



Diazinon is an organophosphate pesticide that exerts toxic effects on the immune

system. However, the mechanism of immunotoxicity is still unclear. It has been

proposed that the alteration of the immune system bydiazinon couldbeattributed

to a non-neuronal cholinergic system present in immune cells, a systemthathas

so far only been described in mammalian models and cells lines. However, fishes

are the first group of vertebrates that developed innate and adaptive immune

mechanisms, so those represent a potential study model for the mechanisms of

immunity regulation and the potential damage caused by polluting. The aim of this

study was to evaluate the presence of non-neuronal cholinergic systems in

immune cells in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and the diazinon's effect on the

non-neuronal cholinergic system of lymphocyte as a potential target in diazinon

immunotoxicity. Forthispurpose,theconcentrationofacetylcholineand,nicotinic

and muscarinic acetylcholine receptors were evaluated, as well as

acetylcholinesterase activity in mononuclear cells of Nile tilapia in vitro acutely

exposed(6,12and24h)tosublethalconcentrations(O.97,1.95and 3.91 mg/L) of

diazinon. The results indicate that acute exposure to diazinon induces an increase

in the concentration of acetylcholine, a decrease in the concentration of nicotinic

and muscarinic acetylcholine receptors, and a decrease in acetylcholinesterase

activity in mononuclear cells. This study demonstrates the presence of non

neuronal cholinergic systems in the immune cells of Nile tilapia. The cholinergic

system is significantly altered by diazinon, so it is a target in the diazinon

immunotoxicity. This study provides information concerning neuromodulation in

lower vertebrates such as fish and possible mechanisms of immunotoxicity of

organophosphate pesticides
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1. Introducci6n

1.1. Sistemainmunol6gico

Todos losorganismos, a partir de los procariontes, han desarrollado mecanismos

de defensa para protegerse de agentes extranos. En el caso de los vertebrados,

han desarrollado un sistema capaz de discriminarentre 10 "propio"ylo"nopropio",

a traves de receptores para el reconocimiento de marcadores moleculares

presentes en los pat6genos, pero ausentes en el hospedero. Los mecanismos

inmunol6gicos que permiten dicho reconocimiento estan divididos en innatos y

adaptativos. Los primeros estan codificados en genes en linea germinal, las

proteinas producto de estos genes reconocen patronesmoleculares asociadosy

compartidos por pat6genos. Por otro lado, los mecanismos de inmunidad

adaptativaestancodificadosenelementosgenicosque requierenreorganizaci6n

somatica para formar moleculas de uni6n a antigeno con alta especificidad

(Chapli,2010; RautaetaJ., 2012).

Las moleculas de reconocimiento de los mecanismos de inmunidad innata se

expresanampliamenteenunagrancantidaddecelulas,estosmecanismosestan

disenadospara responderinmediatamente despues del contacto con el antigeno

Mientras que los mecanismos de inmunidad adaptativa estan restringidos a un

numeromenordecelulasperoconampliaespecificidad,estascelulasdespuesdel

contactoconelantigenodebenproliferarconelfindegenerarunarespuesta

eficiente. Cabe resaltar que esta respuesta genera celulas de memoria, las cuales

sQncapacesdepersistiryrecuperarsusfuncionesefectorasrapidamentedespues

deunsegundocontactoconelantlgenoqueindujosuproliferaci6n,Ioque

permitiragenerarunarespuestamaseficiente(Chapli,2010;RautaetaJ.,2012).

EI sistema inmunol6gico presenta una gran variedad de mecanismos que se han

desarrollado en diferentes momentos de la evoluci6n. Los mecanismos de

inmunidad innatase originaron con laaparici6nde losorganismosmulticelulares



hace cerca de 1 bill6n de aiios, mientras que los primeros indicios de mecanismos

adaptativos dependiente de anligeno asociada con Iinfocitos T aparecieron en

ciclostomos (Iampreas) hace aproximadamente 540 millones de aiios

(Koendermanetal., 2014).

1.1.1. Sistema inmunol6gico de peces

Los peces6seos (osteictios) son el primergrupo de organismosvertebradosque

presentanmecanismosdeinmunidad innatayadaptativa(figura 1). Losprimeros

mecanismos reconocende una manera "generica" a los pat6genosy previenesu

dispersi6n. Mientras que los segundos reconocen especificamente al anligeno,

son capaces de producir anticuerpos asl como de activar mecanismos citot6xicos

para eliminarlo. La combinaci6n de ambos mecanismos es un proceso regulado y

debe limitarse una vezque es eliminado el pat6geno, con el fin de prevenir un

posibledaiioal hospedero (tabla 1) (Litmanetal., 2010; Verburg-van Kemenadeet

al., 2013).

Organosdel sistema inmunol6gico

Los6rganoslinfoidesprimariosenpecessoneltimoyelpronefro(riii6nanterior)

(figura 2). EI timo, al igual que en mamfferos, tiene un papel fundamental en la

maduraci6n de los linfocitos T. Porotra parte, esen el pronefrodonde residen las

funciones hematopoyeticas, produciendo celulas de estirpe tanto Iinfoide como

mieloide, debido a que los peces no poseen medula 6sea, el pronefro tiene

funciones equivalentes a esta, ademas se han demostrado similitudes

morfol6gicasentreestos6rganos. En el pronefroseexpresan genesconsiderados

especlficos de Iineas celulares Iinfoides como TdT, RAG 1 Y2 e Ikaros. EI pronefro

tambienparticipaenlaeliminaci6ndeantigenostantosolublescomoparticulados,

ademaseselprincipalsitiodeproducci6ndeanticuerpos. Porotrolado,elbazoes

el principal6rgano Iinfoidesecundario. En pecestele6steos, seha relacionado con

laeliminaci6ndeanligenosycomplejosinmunol6gicos, aslcomolainiciaci6nde



larespuesta inmunol6gicaadaptativa. Enbazoyenpronefroseformancentrosde

melano-macr6fagos, 10 que hasugeridoqueestos6rganospodrian actuarcomo

analogos de centros germinates. Por ultimo, a diferencia de mamiferos, los peces

carecenden6duloslinfoides(Zwolioetal., 2005; Zapata etal., 2006; Verburg-van

Kemenadeetal., 2013).

Tabla1.Principalescomponentesdelarespuestainmunol6gicadepeces

Adaptativa

Peptidosantimicrobianos'
Lectinas Anticuerpos:

Complemento(C3)

PRR: TLR, NLR

Macr6fagos

Neutr6filos

AdaptadodeToledo-lbarraetal.,2013

IgM

IgD

IgTlIgZ



Figura 1. Evoluci6n del sistema inmunol6gico de peces, comparaci6n de mecanismos de

inmunidad entre los grupos de peces. LRR: dominios repetidos ricos en leucina, MHC: complejo

mayor de histocompatibilidad, RAG: gen activador de recombinaci6n, TCR: receptores de celulas

T,VLR:receptoresvariablesdelinfocitos.

Figura 2. 6rganos del sistema inmunol6gico en peces 6seos: pronefro (1), bazo (2), timo (3)

(Toledo-Ibarra etal., 2013).



Mecanismosdeinmunidadlnnata

La respuesta inmunol6gica innata es de primordial importancia en peces, los

mecanismos de inmunidad innata son los primeros en responder frente a un

antigeno, reconociendolo de una forma "generica" (Rauta etal., 2012). EI inicio de

larespuestainmunol6gicainnatacomienzaconelreconocimiento de marcadores

moleculares de virulencia que normalmente no se expresan en el hospedero, los

cuales han side lIamados patrones moleculares asociados a pat6genos (PAMPs),

este reconocimiento 10 realizan mediante receptores de reconocimiento de

pat6genos (PRR), en peces los mejores caraclerizados son los Receptores Tipo

Toll (TLR) y tipo NOD (NLR). Una vez activados estes receptores, se inducen

distintos mecanismos de respuesta, como la liberaci6n de citocinas pro y anti

inflamatorias, aumentode opsonizaci6n,fagocitosis yla subsecuente producci6n

de ROS (especies reaclivas de oxigeno). Asi mismo, se aclivan elementos de

respuesta inmunol6gica no especifica, entre los que se encuentran faclores

humorales como peptidos antibacleriales, peroxidasas, lisozima, lectinas,

proteinas de fase aguda y sistema complemento, los cuales actuan como primera

linea de defensa contra antigenosyademastienen un papel instructor para los

mecanismos de inmunidad adaptativa (Boshra et aI., 2006; Magnadottir, 2006;

Alvarez-Pellitero, 2008; Saurabh y Sahoo, 2008; Rauta et a/., 2012).

Respecloalosmecanismoscelularesdeinmunidadinnata,losdiferentestiposde

leucocitos identificados en peces tele6steos, que son morfol6gica y

funcionalmente equivalentes a los encontrados en mamiferos, son macr6fagos,

neutr6fi1os, monocitos yeosin6fi1os. Sin embargo, los leucocitos en peces estan

escasamente caraclerizados hasta el momento (Rauta et a/., 2012). En este

sentido, los neutr6filosen pecestienen similitudes morfol6gicas, histoquimicasy

funcionales a los neutr6filos de mamiferos, poseen aclividad fagocitica,

quimiotaclicaybaclericidaconintensoestallidorespiratorioyactividadperoxidasa

(Palic' et al., 2007). AI igual que los neutr6filos, los granulocitos acid6fi1os y

monocitos/macr6fagostienen aclividad fagocitica, estas celulas son capacesde



migraralsitiodeinfecci6nlinflamaci6nydestruiralosmicroorganismospat6genos

o celulas infectadas (Mulero et a/., 2008). Por otro lado, los eosin6filos se han

asociadocon larespuestaanteparasitos,estascelulasensu interiorcontienen

granulos con peroxidasa eosin6fila, la cual es altamentet6xica para pat6genos.

Sin embargo,laterminologia y naturalezade las celulas eosin6filasde peces aun

escontroversial. Losmastocitosensu interiorcontienengranulosconfosfatasas

acidasyalcalinas, arilsulfatasa, 5'-nucleotidasa, lisozima, peroxidasa, serotonina,

histamina y peptidos antimicrobianos como piscidinas y pleurocidina. Los

mastocitos se encuentran cerca de vasos sanguineos y terminaciones nerviosas

asociadas a tejido conectivo y son capaces de migrar al sitio de infecci6n,

especialmente en parasitosis. Por 10 que debido a su ubicaci6n y contenido

granularsehasugeridoquelosmastocitosenpecespodrianseranalogostanto

en estructura como en funcionalidad a los encontrados en mamiferos(Sfacteriaet

a/., 2015). Por otro lado, se han descubierto unica y exclusivamente en peces

tele6steoslascelulasrodlet,celulasgranularesqueseencuentranasociadasal

tejido epitelial, mesotelial y endotelial. Son celulas que se incrementan frente a

situaciones 0 agentes estresantes como dane a tejido 0 la presencia de virus,

parasitos 0 toxinas, sin embargo, sufunci6nprecisaaunesdesconocida(Alvarez

Pelliteroeta/., 2008; Cuestaeta/., 2011).

Lacitoxicidadmediadaporcelulasesotrodelosmecanismosdeinmunidadinnata

mas importante, principalmente frente a pat6genos. Esta respuesta esta mediada

por granulocitos acid6filos, monocitos/macr6fagos y celulas citot6xicas no

especificas. Estas ultimas son mediadores contra parasitos, celulas tumorales y

celulasinfectadasporvirus. Posiblementerepresentan un precursor de las celulas

NK en mamiferos (Alvarez-Pellitero, 2008; Cuesta et a/., 2011). Es asi como tanto

componenteshumoralesycelularesenconjuntolimitanladispersi6n del pat6geno

e inician la reparaci6n del tejido (Magnadottir, 2006; Alvarez-Pellitero, 2008;

Nakanishieta/., 2011).



Mecanismosdeinmunidadadaptativa

Lospecesson losvertebrados mas antiguos en terminos evolutivos que poseen

unsistemainmunol6gicoadaptativo,estosmecanismosjueganunpapelvital en la

protecci6ncontrainfeccionesrecurrentes,proveenlahabilidad para reconocery

"recordar"antfgenosespecificos, produciendo unarespuesta mas intensay rapida

en encuentros posteriores con el antigeno. Los mecanismos de inmunidad

adaptativa incluyen linfocitos, inmunoglobulinas, receptores de celulas T (TCR),

receptores de celulas B (BCR), y complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),

rearreglo genetico en receptores de Iinfocitos, as! como aclividad de enzimas

RAG, 10 que permite la selecci6n clonal de celulas By T (Flajnik et al., 1999;

Hansen y Strassburger, 2000; Suetake et al., 2004; Raula et al., 2012).

En peces tele6steos se ha demostrado la presencia de linfocitos T y B, por

ejemplo, se han reportado marcadores de Iinfocitos T como C03, C04 y COBa.

Mientras que para la identificaci6n de los linfocitos B en tele6steos, se han

caraclerizado faclores de transcripci6n como Ikaros, E2A, EBF1, Pax5, Blimp1 y

Xbpl, los cuales son esenciales en el desarrollo de celulas B (Zwollo et al., 2005;

Laing y Hansen, 2011; Rautaetal., 2012). Los linfocitos son capacesde mediarla

respuesta inmunol6gica mediante anticuerpos, los cuales son capaces de

neutralizar virus, facilitar la fagocitosis mediante opsonizaci6n y activar la via

clasica del complemento. En peces tele6steos, el principal anticuerpo es IgM, la

forma mas comun es tetramerica pero tambien es posible encontrarlo de forma

monomerica 0 dimerica. Mientras que IgO es principalmente localizado en la

membrana celular de los linfocitos B, posiblemente actuando como receptor de

membrana. Otras clases de inmunoglobulinas descubiertas recientemente son IgT

(tau; para tele6steos) e IgZ (en Danio rerio) , las cuales se encuentran

principalmente en mucosas como intestino, branquias y piel, al parecer estan

restringidasapeces6seos (Zhang etal., 2011;Zwollo, 2011).



Citocinas

Lascitocinasactuancomomoduladoresdelarespuestainmunologicatanto de los

mecanismos innatos como adaptativos (Kaiser et a/., 2004). Son principalmente

las citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a e IL-6, comunmente empleadas

en la regulacion en peces. Por ejemplo, IL-1 es producida principalmente por

macr6fagos, ha side caracterizada en peces 6seos, siendo un importante

mediador de la inflamaci6n. Ademas liene un efecto directo sobre el eje

hipotalamico-pituitario-interrenal, estimulando la secreci6n de cortisol. Otra

importante citocina es TNF-a,la cual ha side clonada ycaracterizada en distintos

tipos de peces. Se ha probado que la protelna tipo TNF induce apoptosis,

aumentalamigraci6ndeneutr6filosyelestaliidorespiratoriodemacr6fagos.Asi

mismo, TNF-a, tambilm tiene un papel importante en la respuesta neuro

inmunoendocrina en peces (Rauta et a/., 2012). Por otro lado, en estes

organismostambilm han side identificadascitocinasde lafamiliade interferony

quimiocinas, de esta ultima se incluyen miembros de las subfamilias CXC y CC

(Alejo y Tafalla, 2011; Zou y Secombres, 2011). Por 10 anterior, es evidente que

las citocinasestan conservadas en losvertebradosinferioresyquesemuestran

funcionessimilaresa las que se encuentran en otros organismos 5uperiores(Laing

et a/., 2001; Laing y Secombes, 2004; Secombes et a/., 2011; Rauta et a/., 2012).

1.1.1.1. Factores que modulan al sistema inmunologico de

peces

Los mecanismos de comunicaci6n entre los elementos del sistema inmunol6gico

en peces son muy sensibles y estan condicionados por su naturaleza

poiquiloterma, asl tambien pueden ser alterados por factores estresantes

presentesen el ambiente (bi6ticos yabi6ticos) (Chen eta/., 2002; Tort, 2011; AI

Ghanim, 2012; Rauta at a/., 2012; Li at a/., 2013). Un ejemplo son los plaguicidas

organofosforados (POF), sustancias que pueden causaralteracionesestructurales

ofuncionales en la respuesta inmunol6gica innata 0 adaptativa de los peces, 10



queconllevaentreotrascosasaunincrementoenlasusceptibilidad a infecciones,

repercutiendoenelecosistemaacuaticoobienenlaproducci6npesquera(Blakley

eta/., 1999).

1.1.2. Peces como modelo de estudio

Los peces aparecieron en el planeta aproximadamente hace mas de 500 millones

deanos,sonelgrupodevertebradosmasabundanteydiversoconmasde 27,000

especies, de las cuales 20,000 son pecestele6steos (peces6seos),porloque

representan mas de la mitad de todos los vertebrados en el planeta. Estos

organismosposeenunsistemainmunol6gicoinnatoyadaptativodesarrollado,asf

com06rganos inmunol6gicos hom610gosa los que se encuentran en el sistema

inmunol6gico de mamiferos (Rauta et a/., 2012), por 10 que han side utilizados

como modele de estudio utiles en los campos de biologfa celular, inmunologia,

toxicologia,neurobiologia,etc.,emergiendocomounaalternativaalosmodelosde

pequenos mamfferos en la investigaci6n biomedica (Popesku at a/., 2008; Zhu at

al., 2013). As! mismo, desde un punta de vista evolutivo, la investigaci6n sobre

vertebrados inferiores es imprescindible para una mejor comprensi6n de la

filogenia de los organismos. Ademas, debido a que los peces estan fntimamente

relacionados con el ambiente, son modelos utiles en la evaluaci6n del dane

potencial causadoporcontaminantes sobreelecosistema (DoganyCan,2011).

1.1.2.1. Tilapia nil6tica

La tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) (figura 3) es una especie de pez

tele6steo, perteneciente a la familia Cichlidae en el orden de los Perciformes

(FAO, 2015). Es un pez originario del continente africano que en las ultimas

decadas ha side introducidode manera satisfactoria en practicamentetodas las

regiones tropicales y subtropicales (Vega-Villasante et a/., 2010), segun datos

publicados por la Comisi6n Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) en el

an02013,enMexicoseprodujeron 102,039toneiadasdetiiapia,Ioquerepresent6



una derrama econ6mica de 1.8 billones de pesos (CONAPESCA, 2013). Mientras

que a nivel mundial, la Organizaci6n de las Naciones Unidas para la Alimentaci6n

y la Agricultura (FAO) en el ana 2012 report6 una producci6n de 3,197,330

toneladas, posicionando la producci6n de tilapia como el segundo grupo mas

importantedepecescultivadosanivelmundial(FAO,2013).

Figura 3. Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) (FAO, 2013)

Entre las cualidades que han hecho a la tilapia una especie rentable en la

acuacultura son su rapido crecimiento, buena conversi6n alimenticia, facil

reproducci6nyaltaadaptabilidadadiferentesambientes,asimismosontolerantes

a cambios en factores ambientales, tales como temperatura, salinidad, pH y

variaciones en los niveles de oxigeno. Estos organismos poseen bajo costo de

producci6n, soportanaltastasasdedensidad desiembrayaceptanvariostiposde

alimento. Todo 10 anterior ha contribuido a que la producci6n de tilapia sea una

actividad importante, cuya producci6n es una alternativa en la generaci6n de

empleosylaproducci6ndealimentodealtacalidad nutricionalparalapoblaci6n

(Fitzsimmons, 2000; Vega-Villasante et al., 2010). Ademas de su evidente

importanciaecon6mica, socialyecol6gica, latilapia nil6ticaes una especie muy

resistente, que s610 desarrolla infeccionescuandofactores abi6ticosafectanel

funcionamientode su sistema inmune por 10 que considera un buen modelode

estudio en inmunotoxicologia (Zaitseva et al., 2006; Casas-Solis et al., 2007;

Tellez-Banuelosetal., 2009).



1.2. Plaguicidas

La ley General de Salud define a los plaguicidas como "cualquier sustancia 0

mezcla de sustancias que sedestinen acontrolarcualquierplaga. incluidos.los

vectores que transmiten enfermedades humanas y de animales, las especies no

deseadas que causen pe~uicio 0 que interfieran con la producci6n agropecuaria y

forestal, asi como lassustanciasdefolianlesy las desecantes" (Articulo 278, Ley

generaldesalud 1992).

Estassustanciassepueden clasificarenfunci6n de algunasde sus caracteristicas

principales, la Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS) (2004) estableci6 una

clasificaci6n basada en su peligrosidadogradodetoxicidad aguda. Mientrasque,

la Comisi6n Federal para la Protecci6n contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)

sugiere su c1asificaci6n por caracteristicas como: concentraci6n, organismo que

controla, modo de acci6n, composici6n quimica, persistencia, uso al que se

destinayfamiliaquimica. Deacuerdo aesta ultima categoria, los pla9uicidas se

subclasifican en diversas familias qu[micas, que incluyen compuestos

organoclorados, organofosforados e inorganicos (COFEPRIS, 2004).

En los ultimos arios se ha incrementado el usc de plaguicidas tanto a nivel

agricola como en campanas de salud publica, debido a que permiten el control de

plagas y enfermedades en agricultura y ganaderia, reduciendo las perdidas en la

producci6nde alimentos, ademflsde un mayor control devectores. No obstante,

este incremento en el usc de plaguicidas se acomparia de una aplicaci6n

inadecuadaeindiscriminada, ademas del desconocimiento de 10sposiblesdanos

ocasionados a la salud y al ambiente (Hernandez-Gonzalez at al., 2007; AI

Ghanim, 2012).



1.2.1. Plaguicidas Organofosforados

los POF son esteres del acido fosf6rico, en su estructura poseen un atomo de

fosforo pentavalente y un caracteristico enlace P=S 6 P=O. En el primer caso, se

denominan "tiones", los cuales son inhibidores pobres de la colinesterasa, no

obstante, son capaces de penetrar las membranas biol6gicas mas rapidamente

queiosoxones,Ioscuaiesseformancuandoeiatomoqueseunealf6sforoconel

dobleenlaceeseloxigeno,estoscompuestosdenominadosoxones,sonpotentes

inhibidores de la enzima colinesterasa y de otras esterasas. los POF en su

estructuraposeendossustituyentesalquil(R1 Y R2) que comunmenteson grupos

alcoxi, ademas poseen un grupo saliente (X), el cual es mas facil de ser

hidrolizado(figura4) (Costa 2006; GuptayMilatovic2012).

0(8)
II

R1-P-R2
I
X

Figura 4. EstrucluraqulmicadePOF. R1 yR2 puedensergruposalquilos, alcoxioamino.Xpuede

serflllor, cloro, fosfalo, carbaxilalo (Klaassen eta/., 2001).

Entre sus propiedades fisicoquimicas debe destacarse que son compuestospoco

volatiles, con baja persistencia, muchos de ellos presentan fot6lisis directa e

indirecta, son poco solubles en agua, liposolubles y estables a pH neutro, casi

todos son hidrolizados a pH basicos. Son biodegradables tanto por reducci6n

como por oxidaci6n. En humanos no son bioacumulables, sin embargo, sus

caracteristicasfisicoquimicasfavorecenlaabsorci6nporpiel, pulmonesyaparato

gastrointestinal (Klaassen et al., 2001; Moreno-Grau 2003). Aunque los POF

tienen Iimitada persistenciaen el ambiente, son altamentet6xicospara los seres

vivos y son responsablesdela mayorlade las intoxicaciones accidentales, porlo



quesu usa es considerado un problema de salud publica mundial (Vittozzietal.,

2001; Terry, 2012).

1.2.1.1. Diazin6n

EI plaguicida diazin6n (CAS 333-41-5) (O,O-Dietii-O-(2-isopropil-6-metil-pirimidin

4-il) fosforotioato) (figura 5) es un POF utilizado ampliamente como insecticida

para el control de plagas del hagar, industria, campo y granjas, asi como

antiparasitarioenlaacuacultura,porlocualexisteunaevidentepreocupaci6ndel

riesgo potencial a la salud humana asi como del dana ecol6gico causado par

diazin6n. La presencia de este tipo de contaminantesen ecosistemas acuaticos

tiene diversos efectos adversos, entre elias la alteraci6n en la respuesta

inmunol6gica de los peces, resultando en susceptibilidad a infecciones (NRA 2002;

Khoshbavar-Rostamietal., 2006).

rH3

CH3-CH 5, /O-CH2-CH3

)=N PVO/ "'O-CH2-CH3

CH3

Figura 5. Estructuraqulmicadediazin6n(Poetetal.• 2004)

1.2.1.1.1. Caracteristicasfisicoquimicasde diazin6n

Es primordial conocer las propiedades fisicoqufmicas de diazin6n (tabla 2) para

comprender su destino en ·el ambiente, transporte e interacci6n can los

organismos. Diazin6n tiene una presi6n de vapor de 9.01x10·
5

mm Hg (25 ·C), una

constante de la ley de Henry de 1.17x10·
7

atm m
3
/mol (23 ·C) y una baja



volatilidad,lo que indica quetiene potencial para Iixiviarse, ya que la volatilizaci6n

desde el suelo es un destino ambiental poco importante para este plaguicida,

ademas al tener una presi6n de vapor baja, puede solubilizarse en agua 0 ser

retenido en el suelo. La solubilidad en aguaes de40mg/L (25 .C), 10 que indica

que essoluble en agua, perotambien 10 es en eterde petr6leo, eter,ciclohexano,

benceno e hidrocarburos similares. Por otro lado, el coeficiente de partici6n

octanol-agua (Kow) proporciona un valor de la polaridad del plaguicida y es

frecuentemente utilizado para determinar c6mo se distribuye en tejido graso.

Diazin6n tiene un log Kow de 3.81, que indica que tiene un valor intermedio alto,

esdecir,quetieneafinidadportejidograsoyporlotantotienecapacidadde

bioacumulaci6n (Durmaz et a/., 2006; INECC, 2015)

En 10 que respecta a la estabilidad de diazin6n, en medios neutros es estable,

perc se hidroliza lentamente en medios alcalinos y mas rapidamente en medios

acidos, ademas se descompone al calentarse por encima de los 120 ·C,

produciendogasest6xicosincluyendolos6xidosdenitr6geno,6xidosde f6sforoy

6xidosdeazufre. Otracaracteristicaimportanteeslapersistenciaenelambiente,

lacualserelacionaconlacapacidadquetieneelplaguicidapararetenersus

caracteristicasfisicas, qulmicasyfuncionalesen el medio durante un periodode

tiempo despues de su emisi6n. Diazin6n esta clasificado como poco persistente en

el ambiente, con una vida media menor a 6 semanas, es importante tomar en

cuentaestefactoryaquelosplaguicidasquepersistenmastiempo,tienenmayor

probabilidad de interactuar con el ecosistema (Durmaz et al., 2006; INECC, 2015).

En 10 que respectaa latoxicidad, laOMS (2004) colocaadiazin6n en lacategoria

II, como moderadamente peligroso; por 10 que las propiedades de diazin6n

implican cierto nivel de riesgo agudo tanto al ambiente como a lasaludhumana.



Tabla2.Principalescaracteristicasfisicoquimicasdediazin6n

Color

Olor

Presl6ndevapor

Solubllldad

Ley de Henry

Tomado de INECC, 2015

Llquido

Pardo

Ligeramente a ester

304.4g/mol

83-84 °C (0.002 mmHg)

1.008-1.022 (20'C)

9.01x1o-'mmHg(25°C)

40 ppm

3.81

1.17x10·
7
atmm

3
/mol(23°C}

Nopersistente

Moderadamente peligroso (II)

1.2.1.1.2. Usosyaplicaciones

Diazin6nesampliamenteutilizadoenlaagriculturayhorticultura para el control de

insectosencultivos, plantasornamentales, cesped,frutasyverduras,ademasen

algunos pafseses utilizadoen diversas formulaciones contra parasitos en ganado

y como plaguicida en actividades domesticas y urbanas (Cox, 2000; NRA, 2002).

En Mexico, la Comisi6n Intersecretarial Para el Control del Proceso y Uso de

Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias T6xicas (CICOPLAFEST) restringi6 el uso

de diazin6n a las aereas agricola, pecuaria, domestica, jardineria, urbana e

industrial (CICOPLAFEST, 2004).

1.2.1.1.3. Contaminaci6n acu:Hica

Laexpansi6nyoptimizaci6n en lasactividades agrlcolas y producci6nindustrialha

lIevado a un aumento en el uso indiscriminado de POF, 10 que resulta en un

aumento en la contaminaci6n de ecosistemas acuaticos (Banaee et al., 2011).



Debido a sus caracteristicas quimicas, amplia distribuci6n y diversidad de uso,

diazin6n es frecuentemente detectado en fuentes puntuales como plantas de

tratamiento, asi como en fuentes no puntuales en zonas urbanas yagricolas

(Durmazeta/., 2006).

Cuando diazin6n es emitido 0 Iiberado en la atm6sfera, viaja distancias

relativamentegrandesantesdedepositarseoserdegradado,suvida media en el

aire(trop6sfera)es.de 1.5horas. Enelsuelopersistepocotiempoysumovilidad

esmoderada, lacualdependedelcontenidodemateriaorganicaycarbonatode

calcio.Labiodegradaci6neselprincipalmecanismodeeliminaci6nensuelos,este

procesopuedeocurrirrapidamente(vidamediade2a4semanas)encondiciones

favorables de temperatura (20·C), humedad y pH (acido). Ademas, debido a que

nose une fuertemente a lasparticulas, puede entrara los cuerpos de agua(rios,

lagos 0 estanques) como resultado de Iixiviaci6n y escurrimiento de los suelos

dedicados a la agricultura. Una vez en los cuerpos de agua, es eliminado por

reacciones quimicasybiol6gicas (fotolisis, hidr61isisy biodegradaci6n), lIegando

inclusoamineralizarseenpocassemanas. Posee una vida media en aguade5a

15 dfas, 10 que esta fuertemente influenciado por el pH. Por ultimo, los organismos

acuaticos pueden ingeriro absorber este compuesto, bioacumulandolo debido a

su capacidad lipofilica (figura 6) (Aydin y KOprQcQ, 2005; ATSDR, 2008: Li et a/.,

2013: INECC,2015).

En los organismos acuaticos como los peces (especies no blanco), diazin6n

ocasionaefectost6xicosyaqueestosorganismosson particularmentesensiblesa

contaminantespresentesenelaguadebidoaquealentrarenelorganismodanan

procesosfisioI6gicosybioquimicosesenciales(Durmazetal., 2006), provocando

alteraciones en diversos parametros como la respuesta inmunol6gica y por 10

tanto, se vuelven mas susceptibles a enfermedades (Galloway y Handy, 2003). En

algunos paises se han reportado incidencias en mortalidad en peces debido a

intoxicaci6n porPOF (Banaeeeta/., 2011), porloqueelestudiode los efectos de



estetipodecontaminantessobreelsistemainmunol6gicopodriaayudarareducir

perdidasecon6micasenlaindustriaacuicola(Gir6n-Perezeta1.,2009).

1.2.1.1.4. Metabolismodediazin6nenpeces

Actualmente la informaci6n sobre el metabolismo de diazin6n en peces es escasa

En 10 que respecta a su absorci6n,Ios pecespueden absorberlo portresdistinlas

rutas: oral, branquial y dermica. La primera via de absorci6n es a traves de la

dieta, mientras que para laabsorci6n branquialdependeran de sus propiedades

fisicoqufmicasy la persistencia en el ambiente. Porotro lado, para la absorci6n

dermica, influira la polaridad y solubilidad del plaguicida. Una vez absorbido, el

compuesto se distribuye en el organismo y posteriormente es biotransformado a

metabolitosmashidrofilicosconelobjetivode aumentarla polaridadyfacilitarla

eliminaci6n. EI principal 6rgano donde se lIeva a cabo la biotransformaci6n en

peceseselhigado,aunquetambiensehaobservadoactividadenrir'i6n,intestino

y branquias, sin embargo, el mecanismode biotransformaci6n aun no esla del

tododescrito(Fantaeta/., 2003; Schlenk,2005).

En vertebrados, la biotransformaci6n de diazin6n es un proceso que se lIeva a

caboendistintasetapasqueimplicansubioactivaci6nydetoxificaci6n (figura7).

Diazin6n al ser un fosfotioato (P=S), es menos electronegativo y necesita de

biotransformaci6n, la familia CYP450 cataliza la desulfuraci6n oxidativa para

formar diazox6n (P=O) 0 2-isopropil-4-metil-6-hidroxipirimidina (IMHP) y

dietiltiofosfato (DETP). Posteriormente, diazox6n es detoxificado por las enzimas

hepaticas y extra-hepaticas A y B esterasas, formando IMHP y dietilfosfato (DEP)

(Kappersetal., 2001; Poetetal., 2004;Assisetal., 2012).
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Figura 6. Esquema de distribucion de PDF en el ambiente (Adaptado de INECC, 2015)

Aunqueelmecanismode biotransformaci6nde diazin6n noesta bien descritoen

peces,existendiversosestudiosqueevidencianlacapacidaddediversospeces

(trucha, carpa, guppy, pezzebra, tilapia, entreotros) paraconvertireldiazin6nen

diazox6n mediante desulfuraci6n oxidativa por citocromo P450 y la posterior

hidr61isis del ox6n en microsomas hepaticos por A-esterasas. Por otra parte,

tambien se ha reportado queen estosorganismos, tanto los compuestos padres

como los oxones, pueden ser desactivados por conjugaci6n con glutati6n

(Schlenk,2005).



1.2.1.1.5. Efectos neurot6xicos

EI principal efecto t6xico de los POF es la inhibici6n de la enzima

acetilcolinesterasa (AChE). Aunque diazin6n es capaz de inhibir la actividad

enzimatica, suanalogoox6n posee un mayor potencial de inhibici6n. Esteefecto

inhibitorio es lIevado a cabo debido a que diazox6n compite con el

neurotransmisor acetilcolina (ACh) por el sitio activo de la enzima AChE (figura 8).

Debidoaqueelatomocentraldef6sforodeldiazox6nmuestraunadeficienciade

electrones,provocaunaconfiguraci6nelectr6nicafavorableparalaatracci6nhacia

el sitio estearico de la enzima AChE, la cual posee un excedente de electrones.

Asielf6sforoforma una uni6n covalentecon grupohidroxilde laserina presente

en el sitio activo de la enzima, formandose un complejoenzimatico con poca 0

nula actividad, 10 que impide la hidr6lisis de ACh y produce su acumulaci6n en



cantidadesexcesivas. Despuesde la liberaci6n del grupo salientede diazox6n, la

AChE fosforilada solo puede recobrarsu actividad usandooximasuotrosagentes

de reactivaci6n (Poet et al., 2004; Durmaz, et al., 2006; Assis et al., 2012).
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Figura 8. Mecanismo de acci6n de la enzima AChE e inhibici6n inducida por diazox6n. a) Actividad

de la enzima AChE normal. b) Mecanismo de inhibici6n de la enzima AChE inducida por diazoxOn

(Adaptadode-Klaassen eta/., 2001)

La acumulaci6n de ACh y la subsecuente sobre-estimulaci6n de los receptores

muscarinicos (mAChR) y nicotinicos (nAChR), provoca efectos t6xicos en el

sistema nervioso central y periferico (ATSDR, 2008). En los peces, la intoxicaci6n

por diazin6n provoca alteraci6n en el nado, espasmos, hiperactividad,

convulsiones y aumento de secreciones en branquias, afectando la fisiologia de

los organismos. Ademas allera el indice de supervivencia, ya que disminuye la

capacidad para alimentarse y de escape, 10 que finalmente puede ocasionar la

muertedelorganismo(Banaeeetal., 2011).



1.3. Interacciones neuro-inmunol6gicas

En mamiferos se ha demostrado la existencia de "interacciones neuro

inmunoI6gicas", que consisten en una comunicaci6n constante y bidireccional

entreelsistemainmunol6gicoyelsistemanervioso, esta relaci6nesesencialpara

el mantenimiento de la homeostasis (Pav6n Romero et al., 2004), debido a que

creaunadecuadofuncionamientodelarespuestainmunol6gica, quees uti1para

eliminar eficientemente a los agentes estresantes y de este modo minimizar el

dane en el organismo (Kepka et a/., 2013; Verburg-van Kemenade et al., 2013).

Diversos estudios muestran como elementos del sistema nervioso regulan al

sistemainmunol6gicoyviceversa,locualdependedeunapluralidaddemoleculas

como son citocinas y neurotransmisores, producidas tanto por las celulas del

sistema inmunol6gico como por las terminales nerviosas; estas moleculas influyen

en el sistema inmunol6gico mediante receptores especificos expresados en

leucocitosquecomunmenteseencuentranacopladosaproteinasG(Verburg-van

Kemenade et al., 2013). Diversas funciones de la respuesta inmunol6gica como la

quimiotaxis, proliferaci6n celular, secreci6n de citocinas y anticuerpos, son

moduladas porinteracciones neuro-inmunol6gicas (Yang yGlaser,2000).

Existe evidencia que demuestra que esta comunicaci6n neuro-inmunol6gica es un

fen6meno filogeneticamente conservado desde los peces tele6steos (Small y

Bilodeau, 2005). Estos organismos son aptos para el estudio de la cooperaci6n

entre el sistema inmunol6gicoynervioso, debidoaqueposeen6rganosdondese

combinan funciones tanto inmunol6gicas como neuroendocrinas. Por 10 que en los

ultimos anos, el estudio de las interacciones neuro-inmunol6gicas en estes

organismos han cobrado mayor atenci6n (Verburg-van Kemenade et al., 2013).



1.3.1. Sistema colinergico neuronal

Acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el sistema

nervioso central y periferico. Algunas funciones fisiol6gicas con las que ha side

relacionado este neurotransmisor son: respuesta visual, respuesta motora,

memoria, mecanismos olfatorios y neuro-inmuno modulaci6n (Levin et a/., 2007;

Ricoetal., 2011).

Esteneurotransmisoressintetizadoapartirdecolinayacetil-coenzimaA(acetil

CoAl por la enzima colina acetil transferasa (ChAT). Posteriormente, es

almacenado en vesiculas presinapticas hasta que las neuronas son activadas.

Una vez liberada, ACh activa la neurona postsinaptica a traves de receptores

nicotfnicos (nAChR) y/o muscarinicos (mAChR). La transmisi6n colinergica que

activa a los mAChR ocurre principalmente en los ganglios aut6nomos, 6rganos

inervados por la divisi6n parasimpatica del sistema nervioso aut6nomo y en el

sistema nervioso central. En mamiferos, se han identificado cinco subclases de

mAChR: M1, M2, M3, M4 Y MS. Las subclases M1, M3 Y MS estan relacionadas

con respuesta del sistema nervioso central mas complejas como memoria,

atenci6n y analgesia. La subclase M2 se encuentra en musculo Iiso y tejido

cardiaco,modulandosufrecuencia.MientrasquelasubclaseM3seencuentraen

musculo lise como bronquios yvejiga. La activaci6n de estos receptores causa

una hiperpolarizaci6n mediada poria acci6n directade las proteinasG que abren

loscanalesdecalcio(tabla3);alserreceptoresmetabotr6picoS,estanacoplados

a proteinas G (Gq), las cuales activan a la enzima fosfolipasa C (PLC). Esta

enzima produce un par de segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol

1,4,5-trifosfato (IP3). A su vez, IP3 moviliza Ca2+, y DAG activa a la proteina

quinasa C (PKC) (figura 9) (Kandel et al., 2001; Abreu-Villaca et a/., 2011).



Tabla 3. Receptores muscarinicos asociados a proteinas G y su

seftalizaci6n

mAChR(subclase)

M1

M2

M3

M4

M5

Gq/11

Gi

Gq/11

Gi

Gql11

EstimulafosfolipasaCI3

Inhibeadenilciclasa

EstimulafosfolipasaCI3

Inhibeadenilciclasa

ESlimulafosfolipasaCI3

Tomadode Kandeleta/., 2001.

Figura 9. Mecanismo de activaciOn de receplores muscarfnicos. ACh: acelilcolina, Gq: prolein G,

PLC: fosfolipasa C, DAG: diacilglicerol, IP3: inosiloI1,4,5-lrisfosfalo (Kandel etal., 2001)

Por otro lado, los nAChR son receptores ionotr6picos que se encuentran

preferentemente en la placa neuromuscular. Estos receptores son proteinas de

membranafonmadaspor5subunidades(dosc, una 13, unayyunal»), constituyen

una macro molecula con dominios extracelulares con regiones amino terminal que

fonma el receptor de alta afinidad para ACh, y un dominic que atraviesa la

membrana fonmando un canal i6nico (figura 10a). Para la transmisi6n colinergica,

dos moleculas de ACh se unen a la porci6n amino terminal de la subunidad c, el



receptorsufre un cambioconformacional que resulta en laapertura del canal, as!

los ionesK+y Na+f1uyen atravesde un gradienteelectroqufmico (figura 10b) que

finalmenteresultaenladespolarizaci6ndelacelulaefectora(Kandel etal., 2001).

Finalmente, el estfmulo inducido por el neurotransmisor es frenado cuando la ACh

es degradada en acetato y colina por enzimas esterasas como AChE (figura 11)

(Abreu-Villaca et al., 2011; Acker et al., 2011). La enzima AChE se localiza en la

hendidura sinaptica anclada a la membrana basal, compuesta por fibrillas de

colageno y otras protefnas de la matriz extracelular. Esta disposici6n anat6mica

permite que despues de la disociaci6n del neurotransmisor de su receptor, la ACh

sea hidrolizada en mayormedida, ademasquefavorece la recuperaci6n de colina

para que no se pierda pordifusi6n fuera de la hendidura sinaptica (Kandel etal.,

2001).

Figura 10. Receptor nicotfnico de acetilcolina. a) Estructura de nAChR. formado por cinco

subunidades con cuatro regiones transmembranales cada una. b) Modelo tridimensional del

nAChR paraformarun canal de iones (Kandel eta/.,2001).

La enzima AChE (E.C,3.1.1.8) 0 "colinesterasa verdadera" se encuentra

principalmente en cerebro, musculo, eritrocitos y neuronas colinergicas

(Schetinger et al., 2000). Sin embargo, tambien existe la enzima

butirilcolinesterasa (BChE; E.C.3.1.1.8), denominada "pseudo colinesterasa", la



cual esta presente en diferentestejidos como intestino, higado, rii16n, coraz6n,

pulm6n y suero (Dave et al., 2000; Bodur y Layer, 2011; Scacchi et al., 2011). No

obstante quetambien tiene lacapacidad de hidrolizarACh, su funci6n fisiol6gica

no es clara, se ha reportado que puede hidrolizar compuestos hidrof6bicos e

hidrofilicosquecontienenacidoscarboxflicosofosf6ricos,actuandoasicomoun

posible"scavanger"end6geno de compuestos anti colinergicos (Chuiko,2000).

Figura 11. Sistema colinergico neuronal (Toledo-Ibarra eta/., 2013). A: acetil, Acetyl-CoA: acetil

coenzima A; AChE: acetilcolinesterasa, Ch: colina, ChAt: colina acetil transferasa, ChT:

transportador de colina, CoA: coenzima A, mAChR: receptores muscarinicos de acetilcolina,

nAChR:receptornicotinicodeacetilcolina.



1.3.1.1. Sistema colinergico neuronal en peces

EI neurotransmisor ACh posee importancia evolutiva y filogenetica, se ha descrito

que muchos de los componentes del sistema colinergico estan presentesdesde

organismos unicelulares hasta mamiferos (Wessler etal., 1999). En este sentido,

sehancaracterizadoelementosdelsistemacolinergicoendistintasespeciesde

peces (Alpuche-Gual y Gold-Bouchot, 2008; Rico et al., 2011), par ejemplo en pez

zebra (Dania rerio) se han detectado neuronas colinergicas en practicamente

todaslas regiones del cerebro (Muelleretal., 2004; Arenzanaetal., 2005) (figura

12).

Figura 12. Vista sagital del cerebro de pez adulto que esquematiza lodas las poblaciones

neuronales nerviososcolinergicoscentrales (adaptado de Mueller ela/., 2004)

La informacion obtenida de este sistema en peces sugiere diversas funciones de

los distintos tipos de mAChR al ser estimulados; el mAChR M2 se asocia en la

regulaciondelafrecuenciacardiacaenestadosdehipoxiaenlalarvadelpez

zebra, induciendo la liberacion de Ca2+ intracelular que dirige una serializacion

nuclear y sobreregula la expresion de algunos genes. Mientras que, los mAChR



M1, M3 Y M5 estan acoplados a PLC, que ayuda a la sintesis de NO, cGMP e

induce citotoxicidad; sin embargo, M5 tambien esta regulado por eslimulos

inmunol6gicos, ademas se ha mencionado que la estimulaci6n de TCRlCD3 activa

el sistema colinergico aumentando la expresi6n de ChAT y M5 (Steele et a/.,

2007). En 10 que respecta a los nAChR, en el pez zebra se expresan los

receptores nicolinicosfuncionales ~3, 02 y07, estes receptores muestran un alto

gradodesimilitudconlosreceptorespresentesenmamiferos(Zirgeretal., 2003;

Bencan y Levin, 200S). Por otro lado, la enzima AChE se ha caracterizado en

tejido cerebral de diferentes peces tropicales, como pirarucu (Arapaima gigas),

cobia (Rachycentron canadum) y tilapia nil6tica (0. niloticus) (Assis et aI., 2012).

1.3.2. Sistema colinergico no neuronal

Se ha demostrado recientemente en modelos mamiferos que las celulas del

sistema inmunol6gico poseen toda la maquinaria bioquimica y molecular necesaria

para generar de novo ACh, es decir, 105 leucocitos expresan los componentes

colinergicos expresados en neuronas perc de forma independiente del sistema

colinergico neuronal, constituyendo un sistema colinergico no neuronal, el cual

podria tener un papel importanteen la regulaci6n de la respuesta inmunol6gica

(Wessler et al., 1999; Kawashima y Fujii 2000; Abreu-Villaca et al., 2011).

Esta informaci6n fue evidenciada gracias a numerosos estudios publicados por

Kawashima et al. (1997, 2000, 2003, 2012), en los cuales primeramente

demostraron que la presencia de ACh en sangre se originaba preferentemente de

la fracci6n de leucocitos mononucleares sobre la fracci6n roja 0 de

polimorfonucleares. Posteriormente, se evidenci6 la sintesis de ACh catalizada por

ChAT principalmente en celulas T CD4+ y en menor medida en celulas CDS"

celulas dendriticas, granulocitos, macr6fagos 0 mastocitos. As! mismo, se

demostr6quelaslntesisdeAChes un procesoregulado, enelcualesnecesaria

la activaci6n de celulas T mediante la presentaci6n de antrgeno vIa receptor

TCRlCD3 con la interacci6n con celulas presentadoras de anligeno; sistema que

pudiese ser regulado por PKC, PKA (prcterna cinasa A) as! como cambios en el



f1ujo de Ca2+. Sin embargo, la informaci6n sobre la liberaci6n de ACh por los

linfocitos T aun no es completamente clara, ya que los mecanismos de

almacenamientoyliberaci6ndifierendelosdelsistemanervioso,sehapropuesto

que la ACh es sintetizada cuando es necesaria y liberada directamente sin

almacenarse.

Una vez liberada, la ACh actua como factor aut6crino 0 pankrino, dirigiendo la

senalizaci6n via receptores de ACh (AChRs) presentes en las celulas propias del

sistemainmunol6gico. Lascelulasdelsistemainmunol6gico, incluyendolinfocitos,

celulas dendriticas, monocitos y macr6fagos expresan en diferente medida los

cinco subtipos de mAChR (M1-M5) y nAChR (varias subunidades). Su

estimulaci6n causa cambios funcionales y bioquimicos en dichas celulas como

aumento de citotoxicidad, proliferaci6n celular, acumulaci6n de IP3 e incremento

deCa2+, sobreregulaci6ndec-fos,aumentodeNOeinducci6nenlatransducci6n

de senales de IL-2. Resultados obtenidoscon organismosknockoutdemostraron

el papel regulatorio de estos receptores sobre el sistema inmunol6gico, M1/M5

sobreregulan la producci6n de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IFN-y e IL

6,10 que facilita la sintesis de IgG, probablemente por la polarizaci6n de los

linfocitos T a una respuesta Th2. En contraste, los nAChR se han relacionado con

una disminuci6n de la producci6n de anticuerpos y de las citocinas

proinflamatorias (Fujii etal., 2008; Roshchina, 2010; Kawashima etal., 2012).

Ademas, se ha detectado actividad de AChE en celulas T, expresi6n de mRNAs en

leucocitosmononucleares,asicomolaexpresi6n deesta proteina tanto en celulas

B como T. Se ha observado una modulaci6n en la activad de la enzima via

receptores M1/M5 perc de forma independiente con los nAChR. Lo que indica que

la activaci6n de las celulasTmedianteestimulo antigenico sobreregulalaslntesis

de ACh, la expresi6n de los mAChR y la degradaci6n de ACh. Por 10 anterior, se

puede sugerir una regulaci6n reciproca entre el sistema inmunol6gico y los

elementos del sistema colinergico no neuronal presente en celulas del sistema

inmune (Kawashima et al., 2012).



2. Antecedentes

En anos recientes, se ha reportado que diversos POF, como clorpirifos, malati6n,

diazinon, entreotros, poseen un efectoinmunot6xicosobrediversosorganismos,

incluyendolospeces,pudiendoafectaralsistemainmunol6gicoadiversosniveles,

desde barreras fisicas hasta mecanismos de respuesta innata yadaptativa

(Soltani y Pourgholam, 2007; Gir6n-Perez et al., 2009; Banee et al., 2011; Li et aI.,

2013; Kayaetal., 2014; Dfaz-Resendizetal., 2015).

Enelcasoespecificode losefectosinmunot6xicosdediazin6n, sehaevidenciado

queesteplaguicidapuedealterarparametros humoralesycelulares(tabla4). En

el primer caso, se ha reportado que en beluga (Huso huso) expuesta de forma

agudaadiazinon(1.5mg/L),laactividaddelisozimaincrement6significativamente

en higado y bazo (Khoshbavar-Rostami et al., 2006). Sin embargo, en carpa

(Ctenopharingodon idella) expuesta de forma aguda a diazin6n (2 y 5 mg/L), la

actividad enzimatica de lisozima disminuy6 significativamente en pronefro y en

plasma (Soltani y Pourgholam, 2007). Asf mismo, existen reportes que mencionan

que en tilapia nil6tica (0. nitoticus) expuesta a diazin6n (1.96 mg/L), los niveles

plasmaticos de IgM incrementan significativamente en plasma (Giron-Perez et a/.,

2008).

Porotraparte, seha reportadoquediazinontambien puedealterarparametrosde

la respuesta celular, existe evidencia que demuestra que la exposici6n entrucha

arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y en carpa (Cyprinus carpio) provoca una

disminuci6nen leucocitos, mostrando una mayordisminuci6n en el porcentajede

linfocitos, monocitos y bas6filos (Banaee et al., 2008; Ahmadi et al., 2014). Sin

embargo, diazin6n ademas de alterar el numero de celulas, tambien afecta la

morfologfa y funcionalidad, Dutta et al. (1997) mencionan que en el pez Lepomis

macrochirus posterior ala exposicion a diazin6n (15, 30,45,60 Y 75 ~g/L) se

observan cambioseneltamanodemacr6fagospresentesen rinon ybazo; en 10

que respecta a la funcionalidad celular, Gir6n-Perez et al., (2009) senalan que



diazin6nafectaelfndicedefagocitosisenesplenocitosdetilapia nil6ticaexpuesta

in vivo a concentraciones de 3.91 y 7.83 mg/L. Respecto al efecto sobre la

capacidad proliferativa de los Iinfocitos, se ha reportado que esta disminuye

significativamente tras la exposici6n in vivo a diazin6n (1.95, 3.91 y 7.83 mg/L)

durante 96 h en tilapia nil6tica (Gir6n-Perez et al., 2007; Gir6n-Perez et al., 2008;

Gir6n-perezetal., 2009).

No obstante que existe evidencia que diazin6n posee propiedadesinmunot6xicas,

el mecanisme por el cual modula el sistema inmunol6gico aun es desconocido (Li,

2007). Gir6n-Perez et al. (2008) sugieren que este plaguicida no tiene efecto

inmunot6xicodirecto,debidoaqueenestudiosinvitro,laexposici6n adiazin6n (1,

2,5y10ppm)osumetabolitodiazox6n(5,10y20ppm)noalteralapr0liferaci6n

de linfocitosde tilapia. Sin embargo, al evaluarin vitrola proliferaci6n delinfocitos

despues de exponerlos a 40 y 80 IJM deACh (concentraciones similares a las

alcanzadas en exposiciones in vivo a diazin6n), se observ6 que la alta

concentraci6n de este neurotransmisor disminuye significativamente la

proliferaci6n de linfocitos. Debido a que diazin6n tiene como molecula blanco la

enzima AChE y provoca un incremento de los niveles de ACh, la existencia de un

sistema colinergico no neuronal en Iinfocitos, los hace susceptibles a la

perturbaci6n por POF (Charoenying etal., 2011). Lo que sugiere la participaci6n

del sistema colinergicono neuronal de linfocitos en las propiedadesinmunot6xicas

dediazin6n.



Tabla 4. Efectos inmunotoxicos de diazl6n en pecestele6steos

Tejldo

1-7dlas Usozimaf Beluga

21-63dias Lisozima! Husohuso

35-63dlas Lisozima!
Carpa Soltaniy

63dlas Lisozlmaj
2y5mg/l

7dlas Lisozimal
Clenopharyngodon Pourgholam,

Lisozima!
idella

7dlas Lisozimat
Tr1Jchaareolris

AhmadiK

JOdlas Usozima!
Oncomynchus

ela/.2014

Tr1Jchaareolris
AhmadiK

0.1yO,2mg/l Oncomynchus
elal.2014

mykiss

Tilapianil6tica

Oreochromis

1.95,3.91y
Tilapianil6tica

7,83mg/l
Oreochromis

WBC!
Linlocitosj

60 y 120 ~g/l 10-JOdlas
Monocilosj

Sangre
Neutr6filosl Cyprinuscarpio

Eosin6filosl

Bas6filosj

3.91y7,83
Tilapianil6tica

mglL
Indicefagocllicoj Sangre Oreochromis

Tilaplanil6lica

respiraloriol
Oreochromis



3. Planteamiento del Problema

Diazin6n es un plaguicida comunmente utilizado en Mexico y en el mundo en

diversas actividades para el control de plagasyvectores de enfermedades. Se ha

demostrado el efecto supresor de diazin6n sobre el sistema inmunol6gico de

tilapia nil6tica,organismosdistribuidosampliamenteen regionestropicalesyque

poseen importancia ecol6gica y econ6mica. Ademfls en arlos recientes se han

utilizadocomoorganismosbioindicadoresenelflreadeinmunotoxicologia.

En la actualidad no existen reportes que expliquen los posibles mecanismos de

inmunotoxicidad de diazin6n en peces. Por 10 que es necesario realizar

investigaciones que coadyuven a conocer el efecto de diazin6n en linfocitos de

tilapianil6ticayasipoderelucidarposiblesmecanismosdeinmunotoxicidad.

En los ultimos alios se ha incrementado de manera significativa el nivel de

contaminaci6n acufltica a causa del uso indiscriminado de sustancias t6xicas,

como los plaguicidas organofosforados, los cuales pueden afectar procesos

fisiol6gicos, como la respuesta inmunol6gicadeorganismosacuflticos.

Aunque se sabe que el diazin6n tiene propiedades inmunot6xicas, la informaci6n

actual no es suficiente para proponerun mecanismo de inmunoregulaci6nde este

compuesto. Per 10 que en el presente trabajo, se evaluarflla participaci6n del

sistema colinergico no neuronal presente en celulas mononucleares,

probablemente involucrado en el mecanismo de inmunotoxicidad de diazin6n. Con

locual, porun ladoseobtendrflndatosparaproponerunmecanismopormedio

delcualestetipodeplaguicidasinducen inmunosupresi6nenpeces.yporotro,

comprendermflssobrelacomunicaci6nneuro-inmunol6gicaenvertebrados.



5. Hip6tesis

Los Iinfocitos de tilapia nil6tica (0. niloticus) poseen un sistema colinergico no

neuronal, el cual esalterado poria exposici6n adiazin6n ypuede estar

involucradoenelmecanismodeinmunotoxicidaddeesteplaguicida.

6. Objetivos

6.1. Objetivogeneral

Evaluarelefectodeldiazin6nsobreelsistemacolinergicononeuronalenlinfocitos

detilapianil6tica.

6.2. Objetivosespecificos

• Determinarelpesorelativodelbazo,asicomolaconcentraci6ndeprotefna

en Iinfocitosde tilapianil6ticaexpuestos in vivo a diazin6n.

• Determinar la actividad de acetilcolinesterasa en linfocitos de tilapia nil6tica

expuestos in vivo a diazin6n.

• Determinar la concentraci6n de acetilcolina en Iinfocitos de tilapia nil6tica

expuestosinvivoadiazin6n.

• Determinar la concentraci6n de receptores nicotinicos y muscarfnicos en

Iinfocitos de tilapia nil6ticaexpuesta in vivoadiazin6n.



7. Diagrama experimental
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8. Metodologia

8.1. Organismosdeexperimentaci6n

Tilapia nil6tica (0. niloticus) macho adultosfueron obtenidosde una granja local,

aclimatadosen pilasde400 latemperatura (28±2 °C)yaireaci6n(oxigen06.0

mglL) constante. los peces fueron alimentados con alimento comercial Winfish®,

correspondiendoal 3%desu peso.

8.2. Exposici6n in vivo a diazin6"

Previoa los bioensayos de exposici6n, paradisminuirelestrespormanipulaci6n,

los peces con pesos y tallas homogeneos (273 ± 43 9 y 20 ± 3 em) fueron

aclimatadosenpecerasde30ldurante24h(1 pezporpecera),latemperaturay

aireaci6n se mantuvieron constantes (28 ± 2°C Y oxigeno 6.0 mg/l), ademas

duranteeste periodo losorganismos no sealimentaron, esto paraevitarefectos

pandrialesyprevenirdeposici6nde heces durante el bioensayo.

los bioensayos de exposici6n al plaguicida se realizaron de forma estatica (sin

recambiodeagua),dondeseutiliz6unaformulaci6ncomercialdediazin6nmarca

agro delta©, la cual contiene 25 % de ingrediente activo. Pasado el periodo de

aclimataci6n (24 h), los peces (n=7) se expusieron a 0.97,1.95 Y 3.91 mg/l de

diazin6n, concentraciones correspondientesa '/8, Y-y Y:. del valor de Clso (Gir6n

perezetal., 2007).

Transcurridolostiemposdeexposici6nevaluados(6,12y24h), lospecesfueron

sacrificados mediante bane de hielo; inmediatamente fueron medidos, pesados y

diseccionados para obtener el bazo de cada organismo, el cual fue pesado y

procesado inmediatamente. Como grupo control se utilizaron organismos

mantenidosenlasmismascondicionesperoenausenciadeplaguicida.



8.3. Peso relativode bazo

EI peso relativo del bazo es una relaci6n entre el peso del bazoyel peso del pez

completo, secalcul6mediantelasiguientef6rmula:

Peso relativodel bazo= (peso del bazo)/(pesototal del pez) X 100

8.4. Preparaci6ndelamuestra

EI analisis de los elementos colinergicos se realiz6 a partir de celulas

mononucleares de bazo (CMB); para 10 cual, una vez obtenido el bazo de los

organismos expuestos in vivo a diazin6n, as! como del grupo control, fueron

disgregados mecanicamente en PBS (pH 7.2). Las CMB fueron separadas por

gradiente de densidad usando Histopaque-1077, inmediatamente fueron

colecladasylavadas(3,500rpm/30min),elbot6ncelularfuesuspendidoen500

IJL de PBS y homogeneizado a 5,000 rpm/ 30 seg. Una vez homogeneizadas las

CMB, se determin6 la concentraci6n de prote!nas mediante el metodo de Bradford

(1976),utilizandoalbuminasericabovinacomoestandar.

8.5. Evaluaci6n de elementos del sistema colinergico no neuronal

8.5.1. Actividaddecolinesterasas

La aclividad colinesterasa total (ChEt) y AChE se evalu6 en CMB de acuerdo al

metodo descrito por Ellman (1961), en el que se utiliz6 ioduro de acetiltiocolina

(ATC) como sustrato y acido 5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) como indicador.

Para evaluar las condiciones 6ptimas de la cuantificaci6n de actividad

colinestarasica, inicialmente, se evalu6 la actividad ChEt ajustando el

homogenado de CMB a diferentes concentraciones de proteinas (0.1,0.2 Y 0.3

mg/mL de proteina). Posteriormente, se determin6 la actividad de ChEt en CMB



ajustada a 0.1 mg/mL proteina, usando diferentes concentraciones de ATC (0.5

2mM).

Una vezestandarizadas las condiciones del ensayo enzimatico, el homogenado

de CMB (0.1 mg/mL de proleina) se mezcl6 con ATC (1 mM) y DTNB (10 nM). La

absorbancia fue determinada a 405 nm. La actividad el'lzimatica fue calculada a

partir de la diferencia de absorbancia (Abs12 - Abst1), donde t1= absorbancia al

inicio de la reacci6n, mientras que t2 = absorbancia obtenida a los 20 min. La

actividad enzimatica se ajust6 0.1 mg/mL de proteina y se expres6 como

mM/min/mgdeproteina.

Para calcular unicamente la actividad de AChE, previa a la adici6n de ATC y

DTNB, las muestras de CMB fueron tratadas con 1 mM de tetraisopropil

pirofosforamida (iso-OMPA) e incubadas a temperatura ambiente durante 30 min.

Posteriormente, se calcul6 la actividad de AChE como se describi6 previamente.

8.5.2. Determinacion de ACh

La determinaci6n de la concentraci6n de ACh en CMB se realiz6 con un kit

comercial "AmpleX® Red Acetylcholine/Acetylcholinesterase Assay Kit" (Molecular

Probes, Inc). Para cada detereminaci6n se ulilizaron controles positivos y

negativos de acuerdo a las instrucciones del kit. Para la determinaci6n de ACh, se

agreg6 en una microplaca de 96 pozos para fluorescencia un volumen de CMB

(ajustadoO.1 mg/mLde proteina) mas 100IJLdesoluci6ndetrabajo (peroxidasa

de rabano (HRP) 2 U/mL; colina oxidasa 0.2 U/mL; AChE 1 U/mL). La mezcla (200

IJL) se incub6 por 60 min a temperatura ambiente y protegida de la luz. La

fluorescencia de la muestra se determin6 a 530 nm de excitaci6n y 590 nm de

emisi6n en un lector de microplaca Synergy HP". La fluorescencia de fonda fue

eliminada restando los valores de los conlroles negativos. La concentraci6n de

ACh en la muestra se calcul6 utilizando una curva estandar de ACh (0.5-100 IJM)

realizadasiguiendo las instruccionesdel kit.



8.5.3. Determinacion de nAChR y mAChR

la cuantificacion de nAChR y mAChR en las CMS se realiz6 con los "Fish nicotinic

acetylcholine receptor (N-ACHR) ELISA kit" Y "Fish muscarinic acetylcholine

receptor (M-ACHR) ELISA kit" (MySiosource, Inc), respectivamente. la

cuantificaci6n de receptores se realiz6 en muestras tomadas aleatoriamente de

pecesexpuestosa6,12y24hacadaconcentraci6ndelplaguicida(n=7/por

grupo). Para la cuantificaci6n, se tomaron 50 loll del homogenizado de CMS, se

colocaron en pozos con revestimiento de anticuerpo anti-nAChR 0 anti-mAChR.

Posteriormente, se agreg6 100 loll de anticuerpo conjugado a HRP. la mezcla se

incub6 60 min a 37"C. Posteriormente, la placa de ELISA se lav6 4 veces y se

agregaron las soluciones crom6genas de acuerdo a lasinstruccionesdel kit. la

placa de ELISA se incub6 durante 15 min a 37°C en oscuridad. Finalmente, se

agreg6 la soluci6n de paro y la densidad 6ptica se determin6 a 450 nm. la

concentraci6n de nAChR y mAChR se calcul6 a traves de una curva estandar de

concentraciondereceptores(62.5-2,000pg/ml).

8.6. Analisisestadisticos

Para determinardiferencias significativas entre las variables evaluadas, los datos

parametricos fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey. Se tomaron como

valor limite de significancia p<0.05. los analisis estadlsticos se realizaron en el

programa Sigmastal® (ver. 3.5) y los graficos se realizaron con el programa

SigmaPlol®(ver.10.0).



9. Resultados

9.1. Peso relativo del bazo

EI peso relativo del bazo nose aller6en los peces expuestos a diazin6n por6 h a

las dislintas concenlraciones evaluadas (figura 13 a). Sin embargo, en los peces

expuestosduranle12y24h(figura13b-c)alasdiferenlesconcentraciones(O.97,

1.95 y 3.91 mg/L) del plaguicida, el peso relativo disminuy6 significativamente

respectoal grupo control (p<O.05).
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Figura 13. Peso relativo de bazode peces (n=7l expueslosin vivo adiazin6ndurante6h(a),12h

(b) y 24 h (cl. Los resultados son expresados como media Z S.D.; se realiz6 ANOVA y prueba de

Tukeycon 95% deconfianza. Lasbarrasconlelrasdlferentesindicandiferenciasesladfsticamenle

significativas (p<O.05lenlre losgrupos.



9.2. Concentraci6nde proteina

La concentraci6n de protefna en el homogenado de eMS no se alter6 en los

organismosexpuestosdurante6y12halasconcentracionesdeO.97,1.95y3.91

mg/L de diazin6n (figura 14 a-b). Sin embargo, este parametro disminuy6

significativamente (p<0.05) en los organismos expuestcs durante 24 h a 1.95 y

3.91 mg/L (1.70 ± 1.03 y 0.92 ± 0.73 mgfmL de protelna, respectivamente) de

diazin6n respeclo al grupo control no expuesto (2.34 ± 0.60 mg/mL protefna)

(figura14c).
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Figura 14. Concentraci6n de protelnaen CMBde peces(n=7) expuestosin vivo a diazin6n durante

6 h (a), 12 h (b) Y24 h (c). Los resultados son expresados como media + S.D.; se realiz6 ANOVA y

prueba de Tukey con 95% de confianza. Las barras con letras diferentes indican diferencias

estadlsticamente significativas (p<O.05) entre los grupos.



9.3. Evaluaci6n de elementos del sistema colinergico no neuronal

9.3.1. Actividaddecolinesterasas

Para evaluar las condiciones 6ptimas de la cuantificaci6n de la actividad

colinestarasica, primeramenteserealiz61aestandarizaci6ndelatecnica, para 10

cual se evalu6 la actividad enzimatica ajustando el homogenado de CMS a

diferentesconcentracionesdeproteinas(O.1,O.2yO.3mg/mLprotefna)(figura15

a). 5e detect6 una actividad mayor al utilizar 0.1 mg/mL proteina, con un pico

maximodeactividadentrelos20-35minposterioraliniciodelareacci6n(O.064±

0.004 mM/min/mg proteina). Mientras que, al utilizar 0.2 y 0.3 mg/mL de proteina,

la actividad fue de 0.051 ± 0.002 mM/min/mg proteina y 0.030 ± 0.001 mM/min/mg

proteina, respectivamente. La actividad enzimatica se evalu6 durante 60 min,

detectandoun picomaximodeactividad a los 20 min, con unadisminuci6n de la

actividad (p<0.001) a partir de los 25 min.

Posteriormente, se determin6 la actividad de ChEt en CMS ajustada a 0.1 mg/mL

protefna, usando diferentes concentraciones de sustrato (ATC) 0.5 - 2 mM (figura

15b).Losresultadosindicaronquelamayoractividadsedetect6enelminut020,

posterioraliniciode lareacci6n, utilizandounaconcentraci6n desustratode1y

1.5 mM. En todos los casos la actividad de ChEt disminuy6 significativamente

(p<0.05)despuesde30mindeincubaci6ndelareacci6n.
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Figura 15. Estandarizaci6n de actividad colinesterasica. Actividad de ChEt en CMS ajustado a

diferentes concenlraciones de protelna (0.1, 0.2yO.3mg/mLprotelna). Cadapuntorepresenlala

media ± D.S. (a) Actividad de ChEI en CMS ajuslado a 0.1 mg/mL de prolelna, utilizando diferenles

concenlraciones de sustrato (0.5-2 mM ATC). Las barras representan la media:!: D.S.de Ires

replicados.Letrasdiferentesindicandiferenciasignificativa (P<0.05) (b)



Para diferencia de la aclividad ChEt de la actividad de AChE y excluir actividad de

pseudocolinesterasa, a la muestra seadicion6 un inhibidorde BChE (figura 16 a).

La actividadenzimaticasedetermin6 ajustado la concentraci6nde proteinasde fa

muestra a 0.1 mg/mL de proteina, utilizando 1 mM de sustrato e iso-OMPA (1 mM).

Los resultados indicaron que de la actividad total de ChEt (0.028 mM/min/mg

proteina), el 68.6 % (0.019 mM/min/mg proteina) corresponde a AChE, mientras

que e131.4 % (0.008 mM/min/mg proteina) corresponde a BChE (figura 16 b).

Tiempo(Mln)
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Figura 16. Actividad enzimalica basal de ChEI y AChE. Aclividad enzimatica de ChEI en CMB (0.1

mg/mL prolelna) lratadas coni sin iso-OMPA (1 mM). Cada punlo representa la media ± D.S. (a)

Porcentaje de actividad de AChE y BChE en CMB (n=6) (b)

Actividad de ChEt y AChE en CMB de peces expuestos a diazin6n

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas para evaluar la actividad

enzimatica, se realiz6 la evaluaci6n de ChEt y AChE en las CMS del grupo control

as! como de los organismos expuestosin vivo adiazin6n durante 6,12y24h. Los

resultados indican que la exposici6n a diazin6n disminuye la actividad de estas

enzimas(figura 17). Laexposici6n a las tresconcentraciones de plaguicidapor6y

12 h, provoc6 una disminuci6n significativa (p<0.05) en la actividad de ChEt, as!

como la de AChE (Figura 17 a-b). Mientras que a 24 h de exposici6n, la actividad

ChEt disminuy6 significativamente en los grupos expuestos a 1.95 y 3.91 mg/L de

diazin6n, la actividad de AChE no se detect6 en CMS de peces expuestos a estas

concentraciones(Figura17c).
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Figura 17. AcUvidad de ChEt (I) YAChE (I) en CMS de peces (n=7) expuestos in vivo a diazin6n

durante 6 h (a), 12h(b)y24h(c). Losresultadossonexpresadoscomomedia!S.D.;serealiz6

ANOYA y prueba de Tukey con 95% de confianza

9.3.2. Determinaci6n de ACh

Inicialmente, para calcular la concentraci6n de ACh en las muestras de CMS, se

realiz6 una curva estandar de ACh (5 - 100 ~M) de acuerdo a las instrucciones del

kit,mediantelacualseinterpolaronlosresultadosysecalcul6laconcentraci6nde

ACh en las CMS (figura 18).
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Figura 18. CurvaestandardeACh(5-100~M)

Posteriormente, se determin6 ia concentraci6n de ACh presente en las CMS de

iospecesexpuestosadiazin6ndurante6, 12y24h, asi como del grupo control

(figura 19). En los peces expuestos a diazin6n durante 6 y 12 h, la concentraci6n

de ACh increment6 Iigeramente respecto al grupo control; sin embargo no se

observ6diferenciasignificativaen la concentraci6n del neurolransmisorentrelos

gruposde peces expuestosal plaguicidayelgrupo control (figura 19 a-b). Porolra

parte, la concentraci6n de ACh en CMS de peces expuestos durante 24 h a 1.95 y

3.91 mg/L de diazin6n, increment6 significalivamente (38.47 ±7.33 ~M y 35.52 ±

9.03 ~M, respectivamente) respecto al grupo control (23.55 ± 6.03 ~M) (p<0.05)

(figura19c).
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Figura 19. Concentraci6n de ACh en CMS de peces (n=7) expuestos in vivo a diazin6n durante 6

h (a), 12 h (b) Y24 h (c). Los resultados son expresados como media:t S.D.; se realiz6 ANOVA y

prueba de Tukey con 95% de confianza. Las barras con tetras diferentes indican diferencias

estadlsticamentesignificativas (p<0.05) entre losgrupos

9.3.3. Determinacion de nAChR y mAChR

Primeramente, se realiz6 una curva estandar (60 - 2000 pg/mL) de los receptores

de acuerdo a las instrucciones del kit comercial (figura 20). Una vez realizada la

curvaestandar, los resultados de los grupos experimentales se interpolaron para

cuantificar la presencia de nAChR y mAChR en las CMS.

En 10 que respecta a la cuantificaci6n de los receptores nAChR y mAChR en las

CMSde bazodepecesexpuestos in vivo a diazin6n, los resultados mostraron que

la concentraci6n de nAChR disminuy6 significativamente (p<0.05) en CMS de

peces expuestos a 3.91 mg/L de diazin6n (352.6±55.5 pg/mL),comparada con el

grupocontrol (568.5± 116.6pg/mL) (figura21 a). Estemismoefectoseobserv6al



evaluar la concentraci6n de mAChR, la cual disminuy6 significativamente (p<0.05)

en CMS de los peces expuestos a 3.91 mg/L (480.0 ± 404.9 pg/mL), comparada

con elgrupocontrol (1590 ±711.5pg/mL)(figura21 b).
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Figura 20. Curva eslandar de nAChR (a) y mAChR (b).
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Figura 21. Concenlraci6n de nAChR (a) y mAChR (b) en CMS de peces expuestos in vivo a 0.97,

1.95 Y 3.91 mg/Ldediazin6n. Cadabarrarepresenlalaconcenlraci6ndereceptoresenmuestras

lomadasdeformaaleatoria(n =7) deorganismosexpuestosal plaguicida durante6,12 y24h

Los resultados son expresados como media ~ S.D.; se realiz6 ANOVA y prueba de Tukey con 95%

de confianza. Las barras con lelras diferenles indican diferencias estadlslicamenle significativas

(p<0.05)con elgrupoconlrol



10. Discusi6n

En el presente estudio, se evalu6 el efecto de diazin6n sobre el sistema

colinergico no neuronal presenteen los linfocitosdetilapia ni16tica, con locual se

podra dilucidarel mecanisme de regulaci6n de este sistema sobre la respuesta

inmunol6gica, asi como explicarc6mo diazin6n induce inmunotoxicidad atraves

de la modulaci6n del sistema colinergico no neuronal.

EI incremento en la demanda global de proteina animal con fines de alimentaci6n

humana ha provocado el desarrollado de cultivos acuicolas intensivos. Sin

embargo,elcrecimientoexplosivodelaacuaculturasepuedeverlimitadodebido

alaumentoenlasusceptibilidaddelosorganismosaenfermedadesinducidasen

gran medida por la presencia en el ambiente de contaminantes como los POF,

sustancias utilizadas de manera indiscriminada en actividades agropecuarias

(Nardocci et a/., 2014). Un ejemplo es diazin6n, un POF utilizado ampliamente

alrededordelmundo.Entrelosefectost6xicosinducidospordiazin6nenpeces,se

ha reportado por Durmaz et a/. (2006) que tilapia nil6tica expuesta a diazin6n

presentanadoerratico, hiperactividadyconvulsiones.Ademassignosdeparalisis,

especialmente en sistema respiratorio, asl como fallos en la producci6n y

liberaci6n deenergfa metab6lica almacenada, 10 que produce un estres severo,

ocasionando la muerte. Aunque existen reportes del efecto t6xico de este

compuesto, la informaci6n acerca del efecto t6xico sobre el sistema inmunol6gico

En estesentido, en 10 que respecta a losefectos inmunot6xicosocasionados por

diazin6n,en esteestudioseevalu6elpeso relativodel bazo.La perdidadepeso

de 6rganos inmunol6gicos es utilizado comunmente como un criterio en la

evaluaci6n de la inmunotoxicidad en animales (Tellez-Banuelos et a/., 2009).

Existen numerosos estudios en distintos vertebrados como peces, aves, ratas y

conejos, en los que tras laexposici6naxenobi6ticossealteraeIbazo,provocando

cambios estructurales y funcionales, como necrosis 0 hiperplasia (Garg et aI.,



2004). En este estudio, los resultados coinciden con 10 reportado en la literatura,

yaquealevaluarelefeclodediazin6nsobreelpesorelativodelbazo,seobserv6

una disminuci6n significativa en este parametro en los organismos expuestos

durante 12y24h a las concentraciones de 1.95y3.91 mg/Ldediazin6n. Eneste

sentido, estudios publicados por Neishabouri et al. (2004) muestran el efecto

toxico sobre 6rganos inmunologicos tras la administracion intraperitoneal en

ratonesC57bI/6adiazin6n(25,2,yO.2mglkgdurante28dfas),provocandodai'\Os

histopatologicosenbazo, observando a altas dosis una atrofia de lapulpablanca

con dane capsular y trabecular, as! como una disminuci6n en la celularidad.

Ademassehareportadoqueestetipodecontaminantesenexposicionesagudas

provoca una perdida en el numero de centros germinales. De igual forma, en

ratones expuestos de manera oral a 300 mg/kg durante 45 dfas a diazinon, se

observ6hiperplasiadelapulparojayblanca,danoenlacapsula, hemorragiasen

venulasendotelialesynecrosisdelatrabecula, 10 que sugierequeelcontacto

entrelapulparojaylascelulasresidentesestaperdido,locualesindispensable

para que el bazofiltre la sangre normalmente (Handyetal., 2002).

Otroparametrodeimportanciaen laevaluacion de losefeclos inmunot6xicosesla

concentraciondeprotefnatotal,Iamedici6ndeestasmoiecuiasesindispensable

paramonitorearel cursodelarespuesta inmunol6gicaante una infeccion. Seha

sugeridoque de maneranaturalunadisminucionen laconcentraci6nde proteina

total puede deberse a inanicion, desnutrici6n 0 a enfermedades cr6nicas del

h!gado. Sin embargo, algunos estudios demuestran que peces expuestos a POF

presentan dane en tejido hepatico y apoptosis de hepatocitos, al ser el hlgado el

6rganoresponsabledelasintesisdeproteina,estapuedeafectarsedebidoala

exposicion, provocando unadisminuci6nenesteparametro(Durmazetal., 2006;

Banaee et al., 2011). En este sentido, estudios publicados por Durmaz et al.

(2006) reportaron que en O. niloticus se observ6 una disminuci6n dosis

dependienteeniaconcentraci6ndeproteinaenmusculoyriMntraslaexposici6n

adiazin6n(0.1, 1 y2mg/L)despuesde7, 15y30diasdeexposici6n.Asimismo,

estudios publicados por Banaee et al. (2011) mencionan que en Oncorhynchus



mykiss los niveles de prote!na total, as! como de albumina y globulinas en plasma,

d!sminuyeronsignificativamenteen pecesexpuestos adiazin6n (0.1 Y 0.2 mg/L).

De igual forma en este estudio, se observ6 una disminuci6n en la concentraci6n

de protelna de las CMS de los peces expuestos a 1.95 y 3.91 mg/L de diazin6n

durante24h.

Aunque existen diversas publicaciones en las que se evaluan los efectos t6xicos

que ocasionan los POF sobre la respuesta inmunol6gica, los mecanismos de

inmunotoxicidad aun no son claros. Se ha propuesto mediante la informaci6n

publicada en distintos modelos de estudio, que los POF pueden ocasionar efectos

inmunot6xicos directos e indirectos (figura 22). En 10 que respecta a los efectos

directos, ejemplos de ello es la inhibici6n de enzimas serin hidrolasas (sistema

complemento y trombina), aumento de la s!ntesis de ROS e inducci6n de estres

oxidativo, alteraci6nen lasecuenciaeintensidaddefosforilaci6nydesfosforilaci6n

de proteinas quinasas, 10 que se relaciona con la alteraci6n de vias de

transducci6n de ser'iales, proliferaci6n ydiferenciaci6n (Gallowayy Handy, 2003;

Li, 2007; Diaz-Resendiz et al., 2015). As! mismo, algunos estudios han sugerido la

participaci6n de los POF en procesos apopt6ticos (Saleh et al., 2003). En este

sentido, se ha reportado que diazin6n en concentracionessubletalesinduceenla

tilapia nil6tica (0. niloticus)disminuci6nen lacapacidad proliferativa de linfocitos,

actividadfagocitica,disminuci6nenelpesorelativodelbazo,asfcomoincremento

enelestallidorespiratoriodefagocitosyconcentraci6nde IgMplasmatica (Gir6n

perezetal., 2007; Dfaz-Resendizetal., 2015).

Sin embargo, tambien se ha propuesto la presencia de un mecanisme de

inmunotoxicidadindirectodebidoalaalteraci6ndelarespuesta colinergica de las

celulas del sistema inmunol6gico (Galloway y Handy, 2003; Charoenying et al.,

2011). Debido a que recientemente se ha demostrado en modelos mamrferos que

no 5610 las celulas neuronales expresan ACh, sino que este neurotransmisor

puedeserproducidoporcelulasdeotrotipodetejidos, 10 que se ha denominado

sistemacolinergico no neuronal. AI respecto,se hademostradoquelas celulas del



sistema inmunol6gico de mamiferos poseen todos los componentes bioqufmicos y

moleculares para generar de novo ACh, molecula que tiene una participaci6n

significativa en la regulaci6n de la respuesta inmunol6gica (Kawashima y Fujii,

2003). De estamanera, elsistemacolinergicolinfocitario podrfaserel blanco de

los POF en el fen6meno de inmunotoxicidad (Charoenying et al., 2011).

Figura 22. Mecanismos de inmunotoxicidad de POF. AcCoA: acetil-coenzima A; ACh: acetilcolina;

AChE: acetilcolinesterasa; ChAT: colina acetil transferasa; DAPS: dialquilfosfatos; mAChR:

receptormuscarinicode acetilcolina; nAChR: receptor nicotinico de acetilcolina; ox6n: metabolito

oxidadodePOF;POF:plaguicidasorganofosforados.



Laactividad colinergicano neuronal ha sidodemostrada tanto en modelos in vitro

como en modelos in vivo de humanos y otros mamiferos. Sin embargo, en

vertebrados inferiores como los peces, la informaci6n sobre este sistema es

escasa,porloqueenelpresentetrabajoseevalu61apresenciadecomponentes

colinergicos (AChE, ACh YAChR) en celulas mononucleares de tilapia nil6tica (0.

niloticus). Constituyendo asi, el primer reporte de caracterizaci6n de elementos

colinergicosencelulasdelsistemainmunol6gicoenpeces.Estoscomponentes,al

igual que en mamiferos, pueden constituir un sistema colinergico no neuronal

propio de las celulas del sistema inmunol6gico, implicado en mecanismos de

neuro-inmunomodulaci6n.

En loquese refiereal sistema colinergico no neuronal presenteen leucocitos,se

han publicado estudios en los que se evalua en mamiferos el neurotransmisor

ACh en celulas u 6rganos del sistema inmunol6gico. Kawashima at a/. (1997)

detemninaron el contenido de ACh en tres Iineas celulares de humanos, mostrando

niveles de 251.5 ±34.9, 36.2 ± 3.5 y 12.6 ± 0.6 pmol/106 celulas para MOLT-3,

HSB-2 y CEM, respectivamente. Asi mismo Rinner et a/. (1998) detemninaron los

nivelesdeACheniinfocitosdetimo(1521 ±270pg/106celulas), bazo(1340±311

pg/106celulas) y linfocitosde sangre periferica (1148± 182pg/1 06celulas) de rata.

Aunqueexisten diferentesestudiosen losquesehadetemninadolaconcentraci6n

deAChen sangretotalyplasmadediferentesespeciesanimalesa Io largo de la

linea evolutiva (Fujii et al., 1995), no hay informaci6n referente a los niveles

basales de ACh en celulas del sistema inmunol6gico de peces. Los resultados

obtenidosenelpresenteestudio, indican que laconcentraci6n deACh en celulas

mononucleares de bazo de tilapia nil6tica (0. niloticus) es de 23 ± 6.03 ~MI mg

proteina.

Este neurotransmisor esta implicado en diferentes funciones celulares como

mantenimientodelahomeostasiscelular,mitosis,organizaci6ndelcitoesqueletoe

interacciones celulares (Wessler et a/., 1999; Abreu-Villaca et a/., 2011). En 10 que

respecta a su papel en la modulaci6n del sistema inmunol6gico, estudios



realizados para comparar los niveles de ACh presentes en diferentes tipos de

leucocitos indican queen linfocitosTseexpresademaneraconstitutiva laenzima

ChAT, mientras que en Iineas de celulas B y monocitos se detectan bajos niveles

de expresi6n de ChAT, por 10 que al parecer los linfocitos T son las principales

celulas del sistema inmunol6gico encargadas de la sintesis de este

neurotransmisor (Kawashima y Fujii 2000; Fujii y Kawashima, 2001). Existe

eVidenciaquesugierequeloscambiosenlaactividadcolinergicaenloslinfocitos

estanrelacionadosconlaalteraci6ndelarespuestainmunol6gica,estudiosinvitro

muestran que la ACh (0 agonistas) en los linfocitos induce via M1/M5 mAChR,

serializaci6n de Ca2+" aumento en la expresi6n de c-fos, sintesis de NO por la

nNOS/iNOS via PLC, 10 que se relaciona con el aumento de citotoxicidad y el

contenido de cGMP. Asi mismo, mediante via nAChR, ACh puede modutaNlWA' \'''"':O~,!AD!

maduraci6n de los timocitos y proliferaci6n de celulas T. Por 10 que se puede

sugerir que ACh actua como un factor autocrino, modulado positivamente p

serializaci6ndeIL-2(KawashimayFujii,2003).

SISTEMA OE BIBUOn
Este efecto inmunomodulatorio de ACh tambien ha side descrito en peces.

Estudios realizados en trucha arcoiris (0. mykiss) han demostrado que carbacol

(agonista colinergico de mAChR) incrementa significativamente el numero de

celulas productoras de anticuerpos, asl como la concentraci6n de ROS en

leucocitos (Flory, 1990; Flory y Bayne, 1991). Resultados obtenidos en nuestro

grupo de investigaci6n, demostraron que la exposici6n in vitro de Iinfocitos de

tilapia nilotica (0. nilotieus) a 40-80 ~M de ACh, reduce significativamente la

capacidad mit6tica de estas celulas (Gir6n-Perez etal., 2008). Porotra parte, en

tenca (Tinea tinea) y bacalao (Gadus momua), ACh (1 nM) induce reducci6n

significativa de tejido esplenico, mientras que el tratamiento con atropina

(antagonista colinergico de mAChR) invierte el efecto (Fi:lnge y Nilsson, 1985).

La informaci6n hasta el momento demuestra que ACh puede actuar sobre los

nAChR y mAChR presentes en los Iinfocitos y su estimulaci6n producira cambios

bioqulmicosyfuncionalessobrelacelulaenlaqueseencuentran.Sinembargo,la



expresi6n de los subtipos para ambos tipos de receptores Y sus funciones

especificasvariandeacuerdoalaespecieanimalasicomosuestadofisicoola

situaci6n del sistema inmunol6gico. Por 10 cual, otro parametro determinado en el

presente trabajo fue la concentraci6n de AChRs en celulas CMS de tilapia nil6tica,

los resultados muestran que los valores basales para mAChR y nAChR son 1590

± 318 pg/mL y 568 ± 44 pg/mL, respectivamente. Sin embargo, hasta el momento

no hay informaci6n referente a los niveles basales de AChR en celulas del sistema

inmunol6gicodepecesporloquenoesposiblecompararlosresultadosobtenidos

enesteestudio.

En 10 que respecta a la senalizaci6n intracelular de estos receptores, se ha

descrito en modelos mamiferos y en Iineas celulares que los mAChR, M1, M3 Y

M5 estan unidos a Gq/11, por 10 que despues de su estimulaci6n se activa la PLC,

aumentando los niveles de Ca2+. Por otro lado, M2 y M4 estan acopladas a Gi/o,

tras su estimulaci6n se inhibe la adenil ciclasa y disminuye la sintesis de cAMP.

Aunque las celulas expresan los cinco subtipos, la intensidad de expresi6n

dependera del estadodel sistema inmunol6gico. Unavezactivados loslinfocitos,

se facilita la transmisi6n colinergica mediante el incremento en la expresi6n de

mAChR y la sintesis de ACh. La senalizaci6n de estos receptores (mAChRs

M1/M5) esta relacionada con la producci(m de citocinas proinfJamatorias,lo que

conduce a la producci6n de anticuerpos. Mientras que,los nAChRse encuentran

en forma heteropentamericacompuestade lassubunidadesa2-a6YJ32-4,a9/a10

o en forma homopentamerica compuesta por la subunidad a7, formando un canal

de iones activado porligandos, que al seractivado causa un rapido fJujo de Na+,

K+ y Ca2+ (Kawashima y Fujii, 2003). Se ha sugerido que la subunidad a7 esta

relacionada con la regulaci6n en la producci6n de citocinas proinfJamatorias

mediante la producci6n de anticuerpos, asi como el desarrollo y activaci6n de

Iinfocitos S (Kawashimaetal., 2012).

EI siguiente elementodel sistema colinergico evaluadofue la colinestera,la cual

seencargadedegradaralneurotransmisorACh. Losvertebradostienendostipos



de colinesterasas, AChE y BChE, las cuales difieren en su especificidad por el

sustrato. La primera puede hidrolizar mas rapidamente ACh comparada con otres

esteres de colina, en contraste, la segunda es mas eficiente para hidrolizar

butirilcolina. Aunque el papel fisiol6gico de AChE ha ~ido ampliamente descrito, el

papel de BChE aun no es claro (Chuiko, 2000), se ha sugerido que podria

relacionarse con vias de detoxificaci6n, para proteger la inhibici6n de AChE por

POF(PoetetaJ., 2004).

En peces, AChE ese encuentra predominantemente en cerebro y musculo,

mientras que BChE se encuentra en hfgado y plasma (Alpuche-Gual y' Gold

Bouchot, 2008; Hick etaJ., 2013). En 10 que respecta a la presencia de actividad

colinesterasica en celulas del sistema inmunol6gico, en mamiferos se ha

reportado la expresi6n de AChE en Iinfocitos y al parecer esta actividad

incrementa significativamente tras infecciones agudas (Da Silva et al., 2011). AI

compararlaexpresi6nyactividad de esta enzima entre linfocitos,sehareportado

que tanto en linfocitos T y B se expresa AChE, sin embargo, la mayor actividad

resideenlinfocitosT(Szelenyietal., 1982).

En este estudio se determin6 la actividad colinesterasica en CMB de tilapia

nil6tica. Los resultados obtenidos indican que de la actividad ChEt, eI68.6% fue

debido a AChE y el 31.4% podria atribuirse a actividad de BChE. Estos resultados

difieren de los reportadosen plasmadepecesciprinidos,dondeseencontr6que

de la actividad ChEt, el 83-96% correspondi6 a BChE, mientras que e14-17 % a

AChE. Esta discrepancia podria deberse al tejido evaluado (Chuiko, 2000).

Las B-esterasas son un grupo de enzimas inhibidas por POF, siendo la inhibici6n

de ChE la mas frecuentemente usada como biomarcador para evaluar la

exposici6n a POF. En este sentido, existen diversos estudios donde demuestran

en peces la inhibici6n de la enzima AChE tras la exposici6n POF (Galgani y

Bocquene, 2000; Poet et al., 2004; Alpuche-Gual y Gold-Bouchot, 2008).

GuimaraesetaJ. (2007) reportaron un decrementosignificativoen laactividad de



AChE en musculo de tilapia nil6tica (0. niloticus) expuesta a 0.25 ppm de triclorf6n

desde 8 hasta 96 h. Asi mismo, Durmaz et a/. (2006) reportaron una inhibici6n

dosis dependiente de AChE en diversos tejidos como branquias, musculo, riMn y

tracto alimentario de O. niloticus expuesta a concentraciones subletales de

diazin6n (0.1, 1 Y 2 ppm). Del mismo modo, en tilapia nil6tica expuesta in vivo a

3.915 Y 7.830 ppm de diazin6n durante 96 horas, se redujosignificativamente la

actividad de AChE en bazo comparada con el grupo no expuesto (Gir6n-Perez et

a/., 2008). Lo que demuestra que incluso a bajas dosis de este plaguicida, la

actividad enzimatica es sensible a la contaminaci6n por POF. EI grade de

inhibici6n porexposici6n a POF se puededeberadiversosfactores, como peso,

resistencia entre especies, porcentaje de absorci6n y la relaci6n entre activaci6nl

detoxificaci6n del POF (Barbieri y Alves Ferreira, 2011).

Los POF al tener como molecula blanco la enzima AChE, bloquean la actividad de

estaatravesdelauni6n irreversible al sitio activo, 10 que provoca un incremento

de los niveles del neurotransmisor ACh tanto neuronal como no neuronal (Blalock,

1994), de esta manera, la existencia de un sistema colinergico en leucocitos, los

hace susceptibles a la perturbaci6n por POF. Como se comentaba, se ha sugerido

que los POF pueden modular a los leucocitos de una forma indirecta

principalmenteatravesdelosreceptorescolinergicos,evocandounasei'ializaci6n

intracelular inmediata de diversas moleculas, entre elias c-Fos, regulando por

consecuencia los niveles de segundos mensajeros (Charoenying et a/., 2011;

Kawashima eta/., 2012; Toledo-Ibarra etal., 2013).

Actualmenteexisten pocosestudiosen los que seevalua el efecto inmunot6xico

de POF y su relaci6n con el sistema colinergico de los Iinfocitos. Los primeros

reportes publicados porGir6n-Perez eta/. (2008) mostraron que la exposici6n in

vitro a diazin6n y diazox6n, no altera la capacidad proliferativa de linfocitos de

peces, no obstante, estassustancias inducen un incremento en laconcentraci6n

de ACh, lacualprovocaunadisminuci6nsignificativadelalinfoproliferaci6n. Porlo

quese sugiere que el efecto inmunot6xiconoesdirecto, sinoatraves del sistema



colinergicononeuronal.Asimismo,Charoenying etal. (2011)evalu6elefectode

paraox6n (metabolito de parati6n) sobre el sistema colinergico tanto en Iineas

celulares neuronales como de linfocitos. En 10 que respecta a la AChE, mostraron

que en la linea celular MOLT3 expuesta durante 48 h a 100, 500 Y 1000 ~M

paraox6n, provoca un aumento en la expresi6n de N-AChE, 10 que refleja una

alteraci6n en el sistema.

En el presenteestudio se reporta unadisminuci6n significativa en la actividad de

AChE en CMS de peces expuestos a 1.95 y 3.91 mg/L de diazin6n, asi mismo se

indica que la concentraci6n de ACh en CMS de tilapia nil6tica (0. niloticus)

expuesta24ha 1.95 mg/Ly3.91 mg/Ldediazin6naument6significativamenteios

niveles de ACh (38.47 ± 7.33 ~M Y 35.52 ± 9.03~M, respectivamente) respecto al

grupo no tratado con diazin6n (23 ± 6.03 ~M). Estos reportes coinciden con los

resultados reportados previamente por Gir6n-Perez et al. (2008), en los que la

concentraci6n de ACh increment6 significativamente en bazo de peces expuestos

a 7.830 ppm y3.915 ppm dediazin6n,comparadaconelgruponoexpuesto.

Se ha sugerido que el fen6meno t6xico observado en neuronas sea 10 que

tambien sucedeen Iinfocitos, ocasionadoporunexcesodeACh resultantede la

inhibici6n de AChE, que conllevaria a laalteraci6n en laexpresi6nyfuncionalidad

de AChRs, provocando unadisrupci6nen la cascadadeser'ializaci6n intracelular,

modulando los niveles de segundos mensajeros y en consecuencia la

funcionalidaddelacelula(Charoenyingetal., 2011).

Por 10 cual, en este estudio tambien se evalu6 los niveles de AChRs en las CMS

de pecesexpuestos a diazin6n, encontrando una disminuci6n significativa en la

concentraci6n de mAChR y nAChR de los peces expuestos a 3.91 mg/L de

diazin6n (480 ± 160 pg/mL, 352 ±20 pg/mL, respectivamente) respectoal grupo

control no tratado con plaguicida (1590 ± 318 pg/mL, 568 ± 44 pg/mL,

respectivamente). Estudios publicados por Charoenying et al., (2011) muestran

que la expresi6n de mAChR en celulas MOLT-3 es modulada por la exposici6n a



paraox6n. La sobre estimulaci6n de mAChR y nAChR causa cambios funcionales

y bioquimicos en dichascelulas (KawashimaetaJ., 2012)

Es asi como se evidencia que los POF no solo tienen efecto t6xico directamente

sobre las celulas del sistema inmunol6gico, sino que ademas pueden provocar

una alteraci6n de la comunicaci6n neuro-inmunol6gica, proceso indispensable

para mantener la homeostasis durante situaciones de estres e infecciones,

evocando una respuesta balanceada para eliminar los pat6genos yminimizarel

daiio atejidos (Verburg-van KemenadeetaJ., 2013).



11. Conclusiones

Los resultados derivados de estetrabajosugieren que laaetividad inmunot6xiea

dediazin6nsobreloslinfoeitosdetilapianil6tiea, es uneventoindireeto,eneuyo

proeeso esta involuerado el sistema eolinergieo no neuronal propio de los

linfoeitos. Deestamanera,laexisteneiade unsistemaeolinergieo no neuronal en

linfoeitos, los haee suseeptibles a la alteraei6n por POF (figura 23). Este es el

primerreporteen el queseevaluaelsistemaeolinergieo de los linfoeitoseomo

blaneodelefeeloinmunot6xieodediazi6nenorganismosaeualieos.Sinembargo,

son neeesarios mas esludios para delerminarel efeelo de estos eontaminanles

sobre el sistema eolinergieo de Iinfoeilos y delallar de una forma mas clara el

meeanismodeaeei6n.

Figura 23. Sistemacolinlirgico no neuronal en linfocitos comoblancodediazin6nenvertebrados

(Toledo Ibarra et al., 2013). AcCoA: acetil-coenzima A; ACh: acetilcolina; AChE:

acetilcolinesterasa; APC: celula presentadorade antlgeno. CHT1: transportadorde colina; ChAT:

colinaacetiltransferasa;mAChR: receptormuscarlnicode acetilcolina; nAChR: receptornicotinico

deacetilcolina



12. Perspectivas

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se recomienda

evaluar in vitro los efectos de la exposici6n" aguda y cr6niea a diazin6n en

monocitos/macr6fagosylinfocitosdetilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) sobre

elsistema colinergicono neuronal. Ademassesugiereevaluarlaexpresi6n de los

elementos del sistema colinergico no neuronal, como son ChAT, ACh, AChE Y

AChR. En 10 que respecta al ultimo elemento, identificar los subtipos y las

subunidadespredominantesencadaestirpecelular.

Por otro lado, para evaluar los efectos de diazni6n sobre la fisiologia de los

linfocitos, serfa conveniente evaluar la expresi6n de citocinas anti y pro

inflamatorias, moleculas de coestimulaci6n, segundos mensajerosyfactores de

transcipci6n (patr6ndefosforilaci6n ydesfosforilaci6n).

Ademas, para evaluar el grado de susceptibilidad a infecciones en organismos

expuestos a este plaguicida, serfa importante evaluar los parametros antes

mencionadosenorganismosexpuestosadiferentesagentespat6genos.
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