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RESUMEN

Diazinén es un plaguicida organofosforado que ejerce efectos téxicos sobre el
sistema Sin embargo, el de ain no es

claro. Se ha propuesto que la alteracién en la respuesta inmunolégica por diazinon
podria atribuirse al sistema colinérgico no neuronal presente en las células del
sistema inmunoldgico, sistema que hasta el momento ha sido descrito Unicamente

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

grupo de que de inmunidad innata y
adaptativa, representan un modelo potencial de estudio de los mecanismos de
inmunoregulacién y el dafio potencial causado por contaminantes. EI objetivo de
este trabajo fue evaluar en tilapia nildtica (Oreochromis niloticus) la presencia del
sistema colinérgico no neuronal en células del sistema inmunologico; asi como el
efecto de diazinon sobre el sistema colinérgico no neuronal linfocitario, como
posible blanco en la inmunotoxicidad de diazinn. Para esto, se evaluo la
concentracién de acetilcolina y de los receptores nicotinicos y muscarinicos, asi

como la actividad de i en células de tiapia
nildtica expuesta in vivo de forma aguda (6, 12 y 24 h) a concentraciones
subletales (0.97, 195 y 3.91 mg/L) de diazinén. Los resuitados obtenidos
muestran que la exposicion aguda a diazinén induce un incremento en la
concentracion de acefilcolina, una disminucion en la concentracién de los

receptores nicotinicos y muscarinicos, asi como disminucion en la actividad de

en las células de tilapia. En el presente estudio
se demuestra la presencia del sistema colinérgico no neuronal en células del
sistema inmunologico de tilapia niltica, sistema que es alterado significativamente
por diazindn, lo que indica que este sistema es blanco en el mecanismo de
inmunotoxicidad de diazinén. Este estudio aporta informacién conceriente a la
neuroinmunomodulacion en vertebrados inferiores como los peces y los
mecanismos de inmunotoxicidad de plaguicidas organofosforados.
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ABSTRACT

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 by diazinon could be attributed
to a non-neuronal cholinergic system present in immune cells, a system that has
50 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 madel 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. For this purpose, the concentration of acetylcholine and, nicatinic
and muscarinic acetylcholine receptors were evaluated, as well as
acetylcholinesterase activity in mononuclear cells of Nile tiiapia in vitro acutely
exposed (6, 12 and 24 h) to sublethal concentrations (0.97, 1.95 and 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 cells. This study 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 immunatoxicity of
organophosphate pesticides
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1. Introduccién

14, Sistama inmunolégico

Todos los i a partir e los i han

de defensa para protegerse de agentes extrafios. En el caso de los vertebrados,
han desarrollado un sistema capaz de discriminar entre o “propio” y lo *no propio”,

a través de receptores para el de

presentes en los patégenos, pero ausentes en el hospedero. Los mecanismos
inmunolégicos que permiten dicho reconocimiento estan divididos en innatos ¥
adaptativos. Los primeros estdn codificados en genes en linea germinal, las
proteinas producto de estos genes reconocen patrones moleculares asociados y
compartidos por patégenos. Por otro lado, los mecanismos de inmunidad
adaptativa estan codificados en elementas génicos que requieren reorganizacion
somdtica para formar moléculas de unién a antigeno con alta espesificidad
(Chapli, 2010; Rauta et al, 2012)

Las moléculas de reconacimiento de los mecanismos de inmunidad innata se
expresan ampliamente en una gran cantidad de células, estos mecanismos estén
disefiados para responder inmediatamente después del contacto con el antigeno.
Mientras que los mecanismos de inmunidad adaptativa estan restringidos a un
nmero menor de células pero con amplia especificidad, estas células después del
contacto con el antigeno deben proliferar con el fin de generar una respuesta
eficiente. Cabe resaltar que esta respuesta genera células de memoria, las cuales
son capaces de persistir y recuperar sus funciones efectoras rapidamente después
de un segundo contacto con el antigeno que indujo su proliferacién, o que
permitira generar una respuesta mas eficiente (Chapli, 2010; Rauta et al., 2012).

El sistema inmunolégico presenta una gran variedad de mecanismos que se han
desarmollado en diferentes momentos de la evolucién. Los mecanismos de

inmunidad innata se originaron con la aparicién de los organismos multicelulares



hace cerca de 1 billén de arios, mientras que fos primeros indicios de mecanismos
adaptativos dependiente de antigeno asociada con linfocitos T aparecieron en
ciclostomos  (lampreas) hace aproximadamente 540 millones de  afos
(Koenderman et al,, 2014).

1.1.1. Sistema inmunolégico de peces

Los peces 6seos (osteictios) son el primer grupo de organismos vertebrados que
presentan mecanismos de inmunidad innata y adaptativa (figura 1). Los primeros
mecanismos reconocen de una manera ‘genérica’ a fos patgenos y previene su
dispersion. Mientras que los segundos reconocen especificamente al antigeno,
son capaces de producir anticuerpos asi como de activar mecanismos citotéxicos
para eliminarlo. La combinacién de ambos mecanismos es un proceso regulado y
debe limitarse una vez que es efiminado el patégeno, con el fin de prevenis un
posible dafio al hospedero (tabla 1) (Litman et al, 2010; Verburg-van Kemenade et
al, 2013).

Organos del sistema inmunotégico

Los érganos linfeides primarios en peces son el timo y el pronefro (rifién anterior)
(figura 2). El timo, al igual que en mamiferos, tiene un papel fundamental en la
maduracion de los linfocitos T. Por otra parte, es en el pronefro donde residen las
funciones hematopoyéticas, produciendo céfulas de estirpe tanto linfoide como
mieloide, debido a que los peces no poseen médula Gsea, el pronefro tiene
funciones equivalentes a ésta, ademés se han demostrado similitudes
morfolégicas entre estos drgancs. En el pronefro se expresan genes considerados
especificos de lineas celulares linfoides como TdT, RAG 1y 2 e lkaros. El pronefro
también participa en la eliminacion de antigenos tanto solubles como particulados,
ademas es el principal sitio de produccion de anticuerpos. Por otro lado, el bazo es
el principal 6rgano linfoide secundario. En peces teletsteos, se ha relacionado con

la eliminacion de antigenos y complejos inmunolgicos, asi como la iniciacion de



ta respuesta inmunolégica adaptativa. En bazo y en pronefro se forman centros de
melano-macréfagos, lo que ha sugerido que estos érganos podrian actuar como
andlogos de centros germinales. Por Gitimo, a diferencia de mamiferos, los peces
carecen de nodulos linfoides (Zwollo et al, 2005; Zapata et al, 2006; Verburg-van

Kemenade et al., 2013).

de la respuesta i ica de peces.

Tabla 1. Principales

Innata Adaptativa

Péptidos antimicrobianos:

Anticuerpos:
Lectinas
IgM
Humoral Lisozima
Ig0
Complemento (C3)
1gT/igZ
PRR: TLR, NLR
Macréfagos
Neutréfilos
Eosinéfilos Linfocitas T
Celular
Mastocitos Linfocitos 8
Rodlet
Nee

‘Adaptado de Toledo-Ibarra of al. 2013
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Figura 1. Evolucion del sistema inmunoldgica de peces, comparacién de mecanismos de
inmunidad entre los grupos de peces. LRR: daminios repetidos ricos en leucina, MHC: complejo
mayor de histocompatibiidad, RAG: gen activador de recombinacin, TCR: receptores de células

T, VLR: receptores variables de linfocitos.

2

Figura 2. Organos del sislema inmunologico en peces Gseos: pronelro (1), bazo (2), timo (3)

(Toledo-tbarra et al, 2013)



Mecanismos de inmunidad Innata

La respuesta inmunolégica innata es de primordial importancia en peces, los
mecanismos de inmunidad innata son los primeros en responder frente a un
antigeno, reconociéndolo de una forma “genérica” (Rauta et al,, 2012). El inicio de

Ia respuesta inmunolgica innata comienza con el reccnocimiento de marcadores

de virulencia que no se expresan en el hospedero, los
cuales han sido llamados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS).
este reconocimiento lo realizan mediante receptores de reconocimiento de
patégenos (PRR), en peces los mejores caracterizados son los Receptores Tipo
Toll (TLR) y tipo NOD (NLR). Una vez activados estos receptores, se inducen

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

aumento de fagocitosis y la
de ROS (especies reactivas de oxigenc). Asi mismo, se activan elementos de
respuesta inmunolégica no especifica, entre los que se encuentran factores
humorales como péptidos antibacteriales, peroxidasas, lisozima, ~lectinas,
proteinas de fase aguda y sistema complemento, los cuales actian como primera
linea de defensa contra antigenos y ademés tienen un papel instructor para los
mecanismos de Inmunidad adaptativa (Boshra et al., 2006, Magnadottir, 2006;
Alvarez-Pelitero, 2008; Saurabh y Sahoo, 2008; Rauta et al., 2012).

Respecto a los mecanismos celulares de inmunidad innata, los diferentes tipos de
leucocitos  identificados en peces teleésteos, que son morfolégica y

alos en mamiferos, son macréfagos,
neutréfilos, monacitos y eosin6filos. Sin embargo, los leucocitos en peces estan
escasamente caracterizados hasta el momento (Rauta et al, 2012). En este
sentido, los neutrdfilos en peces tienen similitudes morfolégicas, histoquimicas y
funcionales a los neutréfilos de mamiferos, poseen actividad fagocitica,
quimiotactica y bactericida con intenso estallido respiratorio y actividad peroxidasa
(Palic’ et al. 2007). Al igual que los neutrdfiios, los granuiocitos acidéfilos y
monocitos/macréfagos tienen actividad fagocitica, estas células son capaces de



migrar al sitio de i y destruir a los patogenos

© células infectadas (Mulero et al, 2008). Por otro lado, los eosinsfilos se han
asociado con la respuesta ante parasitos, estas céiulas en su interior contienen
granulos con peroxidasa eosintfila, Ia cual es altamente toxica para patégenos.
Sin embargo, la terminclogia y naturaleza de las células eosindfilas de peces aun
es controversial. Los mastocitos en su interior contienen granulos con fosfatasas

4cidas y alcalinas, ari 5" lisozima, , serotonina,

histamina y péptidos antimicrobianos como piscidinas y pleurocidina. Los

mastocitos se cerca de vasos ineos y nerviosas

asociadas a tejido conectivo y son capaces de migrar al sitio de infeccion,
especialmente en parasitosis. Por lo que debido a su ubicacion y contenido
granular se ha sugerido que los mastocitos en peces podrian ser anélogos tanto
en estructura como en funcionalidad a los encontrados en mamiferos (Sfacteria et
al, 2015). Por otro lado, se han descubierto Unica y exclusivamente en peces
telebsteos las células rodiet, células granulares que se encuentran asociadas al
tejido epitelial, mesotelial y endotelial. Son células que se incrementan frente a
situaciones o agentes estresantes como dario a tejido o la presencia de virus,
parasitos o toxinas, sin embargo, su funcién precisa ain es desconocida (Alvarez-
Pelltero et al,, 2008; Cuesta et al., 2011).

La citoxicidad mediada por células es otro de los mecanismos de inmunidad innata

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

par acidsfilos, y céluas citotoxicas no
especificas. Estas Gftimas son mediadores contra parasitos, células tumorales y
c8lulas infectadas por virus. Posiblemente representan un precursor de las células
NK en mamiferos (Alvarez-Pellitero, 2008; Cuesta et af,, 2011). Es asi como tanto
componentes humorales y celulares en conjunta limitan Ia dispersion del patégeno
e inician la reparacion del tejido (Magnadottir, 2006, Alvarez-Pelitero, 2008;
Nakanishi et al,, 2011).



Mecanismos de inmunidad adaptativa

Los peces son los vertebrados mas antiguos en términos evolutivos que poseen

un sistema adaptativo, estos juegan un papel vital en la

proteccion contra infecciones recurrentes, proveen la habilidad para reconocer y
“recordar” antigenos especificos, produciendo una respuesta ms intensa y rapida
en encuentros posteriores con el antigeno. Los mecanismos de inmunidad
adaptativa incluyen linfocitos, inmunoglobulinas, receptores de células T (TCR).
receptores de células B (BCR), y complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
rearreglo genético en receptores de linfocitos, asi como actividad de enzimas
RAG, lo que permite la seleccion clonal de células B y T (Flajnik et al, 1999;
Hansen y Strassburger, 2000; Suetake et al,, 2004; Rauta et al,, 2012)

En peces teledsteos se ha demostrado la presencia de linfocitos Ty B, por
ejemplo, se han reportado marcadores de linfocitos T como CD3, CD4 y CD8a.
Mientras que para la identificacion de los linfocitos B en teledsteos, se han
caracterizado factores de transcripcion como Ikaros, E2A, EBF1, Pax5, Blimp1 y
Xbp, los cuales son esenciales en el desarrollo de células B (Zwollo et al, 2005;
Laing y Hansen, 2011; Rauta et al,, 2012). Los linfocitos son capaces de mediar la
respuesta inmunolégica mediante anticuerpos, los cuales son capaces de
neutralizar virus, facilitar la fagocitosis mediante opsonizacion y activar la via
clasica del complemento. En peces teledsteos, el principal anticuerpo es IgM, la
forma més comn es tetramérica pero también es posible encontrarlo de forma
monomérica o dimérica. Mientras que gD es principalmente localizado en la
membrana celular de los linfocitos B, pcslb\emenle actuando como receptor de

membrana. Otras clases de ir son IgT

(tau; para teleosteos) e IgZ (en Danio rerio), las cuales se encuentran
principaimente en mucosas como intestino, branquias y piel, ai parecer estan
restringidas a peces 6seos (Zhang et al, 2011; Zwollo, 2011).



Citocinas

Las citocinas actdan como de la respuesta tanto de los

mecanismos innatos como adaptativos (Kaiser et al,, 2004). Son principalmente
las citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a e IL-6, cominmente empleadas
en la regulacién en peces. Por ejemplo, IL-1 es producida principalmente por
macréfagos, ha sido caracterizada en peces 6seos, siendo un importante

mediador de la inflamacién. Ademas tiene un efecto directo sobre el eje

pituitario-int I, la secrecion de cortisol. Otra
importante citocina es TNF-q, la cual ha sido clonada y caracterizada en distintos
tipos de peces. Se ha probado que la proteina tipo TNF induce apoptosis,
aumenta la migracién de neutréfilos y el estallido respiratorio de macrofagos. Asi
mismo, TNF-a, también tiene un papel importante en la respuesta neuro-
inmunoendocrina en peces (Rauta et al, 2012). Por otro lado, en estos

también han sido citocinas de la familia de interferén y
quimiocinas, de ésta Ultima se incluyen miembros de las subfamilias CXC y CC
(Alejo y Tafalla, 2011; Zou y Secombres, 2011). Por lo anterior, es evidente que
las citocinas estdn conservadas en los vertebrados inferiores y que se muestran
funciones similares a las que se encuentran en otros organismos superiores (Laing
et al, 2001; Laing y Secombes, 2004; Secombes et al, 2011, Rauta et al, 2012)

1.4.4.1. Factores que modulan al sistema inmunolégico de
peces

Los mecanismos de comunicacion entre los elementos del sistema inmunolégico
en peces son muy sensibles y estdn condicionados por su naturaleza
poiquiloterma, asi también pueden ser alterados por factores estresantes
presentes en el ambiente (biéticos y abibticos) (Chen et al, 2002; Tort, 2011; Al-
Ghanim, 2012; Rauta et al, 2012; Li et al, 2013). Un ejemplo son los plaguicidas
organofosforados (POF), sustancias que pueden causar alteraciones estructurales

© funcionales en la respuesta inmunolégica innata o adaptativa de los peces, lo



que conlleva entre otras cosas a un enla a
repercutiendo en el ecosistema acuatico o bien en la produccion pesquera (Blakley
etal, 1999)

1.1.2. Peces como modelo de estudio

Los peces en el planeta hace mas de 500 millones

de afios, son el grupo de vertebrados mas abundante y diverso con mas de 27,000
especies, de las cuales 20,000 son peces teledsteos (peces 6seos), por lo que
representan més de la mitad de todos los vertebrados en el planeta. Estos
organismos poseen un sistema inmunalégico innato y adaptativo desarollado, asi

como érganos alos que se en el sistema
inmunolégico de mamiferos (Rauta et al, 2012), por lo que han sido utilizados
como modelo de estudio Gtiles en los campos de biologia celular, inmunologia,
toxicologia, neurobiologfa, etc., emergiendo como una alternativa a los modelos de
pequefios mamiferos en la investigacion biomédica (Popesku et al, 2008; Zhu et
al, 2013). Asi mismo, desde un punto de vista evolutivo, Ia investigacién sobre
vertebrados inferiores es imprescindible para una mejor comprension de la
filogenia de los organismas. Ademas, debido a que los peces estan intimamente
relacionados con el ambiente, son modelos Gtiles en la evaluacion del darto

potencial causado por contaminantes sobre el ecosistema (Dogan y Can, 2011).

1.1.21. Tilapia nilética

La tilapia nilética (Oreachromis niloticus) (figura 3) es una especie de pez
telessteo, perteneciente a la familia Gichlidae en el orden de los Perciformes
(FAO, 2015). Es un pez originario del continente africano que en las Ultimas
décadas ha sido de manera en todas las

regiones tropicales y subtropicales (Vega-Villasante ef al, 2010), segin datos
publicados por la Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA) en el
afio 2013, en México se produjeron 102,039 toneladas de tilapia, o que represents



una derrama econémica de 1.8 billones de pesos (CONAPESCA, 2013). Mientras
que a nivel mundial, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) en el afto 2012 reporté una produccion de 3,197,330
toneladas, posicionando la produccién de tilapia como el segundo grupo mas
importante de peces cultivados a nivel mundial (FAO, 2013).
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Figura 3. Tilapia nilética (Oreachromis niloticus) (FAO, 2013)

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

son su rapido buena alimenticia, facil
reproduccion y alta adaptabilidad a diferentes ambientes, asi mismo son tolerantes
a cambios en factores ambientales, tales como temperatura, salinidad, pH y
variaciones en los niveles de oxigeno. Estos organismos poseen bajo costo de
produccién, soportan altas tasas de densidad de siembra y aceptan varios tipos de
alimento. Todo lo anterior ha contribuido a que la produccién de tilapia sea una
actividad importante, cuya produccién es una alternativa en la generacion de
empleos y Ia produccién de alimento de alta calidad nutricional para la poblacion
(Fitzsimmons, 2000; Vega-Villasante et al, 2010). Ademas de su evidente
importancia econémica, social y ecolégica, Ia tilapia nilética es una especie muy
resistente, que sélo desarrolla infecciones cuando factores abiéticos afectan el
funcionamiento de su sistema inmune por lo que considera un buen modelo de
estudio en inmunotoxicologia (Zaitseva et al, 2006; Casas-Solis et al, 2007;
Tellez-Bafiuelos et al, 2009).



12, Plaguicidas

La ley General de Salud define a los plaguicidas como “cualquier sustancia o
mezcla de sustancias que se destinen a controlar cualquier plaga, incluidos los
vectores que transmiten enfermedades humanas y de animales. las especies no
deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccién agropecuaria y
forestal, asl como las sustancias defoliantes y las desecantes” (Articulo 278, Ley
general de salud 1992)

Estas sustancias se pueden clasificar en funcién de algunas de sus caracteristicas
principales, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (2004) establecié una
clasificacion basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda. Mientras que,
Ia Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)

sugiere su 6n por i como: organismo que

controla, modo de accién, composicién quimica, persistencia, uso al que se

destina y familia quimica. De acuerdo a esta Ultima categoria, los plaguicidas se

subclasifican en diversas familias quimicas, que incluyen compuestos
e (COFEPRIS, 2004).

En los Gitimos afios se ha incrementado el uso de plaguicidas tanto a nivel
agricola como en campanias de salud publica, debido a que penmiten el control de
plagas y enfermedades en agricultura y ganaderia, reduciendo las pérdidas en la
produccién de alimentos, ademas de un mayor control de vectores. No obstante,

este incremento en el uso de plaguicidas se acompafia de una aplicacion

e ademés del iento de los posibles darios
ocasionados a la salud y al ambiente (Herandez-Gonzalez et af, 2007; Al-
Ghanim, 2012).



1.2.1. Plaguicidas Organofosforados

Los POF son ésteres dei 4cido fosforico, en su estructura poseen un atomo de
fosforo pentavalente y un caracteristico enlace P=S ¢ P=0. En el primer caso, se
denominan “tiones”, los cuales son inhibidores pobres de la colinesterasa, no
obstante, son capaces de penetrar las membranas biologicas mas rapidamente
que los oxones, los cuales se forman cuando el dtomo que se une al fosfora con el
doble enlace es el oxigeno, estos compuestos denominados oxones, son potentes
inhibidores de la enzima colinesterasa y de ofras esterasas. Los POF en su
estructura poseen dos sustituyentes alquil (R1y R2) que cominmente son grupos
alcoxi, ademas poseen un grupo saliente (X), el cual es més faci de ser
hidrolizado {figura 4) (Costa 2006; Gupta y Milatovic 2012)

(|3|(S)
R ~F|’*R2

X

Figura 4. Estructura quimica de POF. R1y R2 pueden ser grupos alquilos, alcoxi o amina X puede
ser fidor, claro, fosfato, carbaxitato (Kiaassen et al. 2001)

Entre sus propi i debe que son poco

volatiles, con baja persistencia, muchos de ellos presentan fotélisis 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 reduccion
como por oxidacién. En humanos no son bioacumulables, sin embargo, sus
caracteristicas fisicoguimicas favorecen la absorcién por piel, pulmones y aparato
gastrointestinal (Klaassen ef af, 2001, Moreno-Grau 2003). Aunque los POF
tienen fimitada persistencia en el ambiente, son aitamente toxicos para los seres
vivos y son responsables de la mayoria de las intoxicaciones accidentales, por lo
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que su uso es considerado un problema de salud publica mundial (Vittozzi et af.
2001; Terry, 2012).

1.21.1. Diazinén

£l plaguicida diazinon (CAS 333-41-5) (0,0-Dietil-O-(2-isopropil-6-metil-pirimidin-
4-il fosforotioato) (figura 5) es un POF utiizado ampliamente como insecticida
para el control de plagas del hogar, industria, campo y granjas. asi como
antiparasitario en la acuacultura, por lo cual existe una evidente preocupacion del
fiesgo potencial a la salud humana asi como del dafio ecologico causado por
diazinén. La presencia de este tipo de contaminantes en ecosistemas acuéticos
tiene diversos efectos adversos, entre ellos la alteracion en la respuesta
inmunolégica de los peces, resultando en susceptibilidad a infecciones (NRA 2002;
Khoshbavar-Rostami et al, 2006).

S, O—CH—CH,
2

>J~0/ \O—CH,—CH3

CH,
Figura 5. Estructura quimica de diazinén (Poet ot af, 2004)

1.2.1.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de diazinén

Es primordial conocer las propiedades fisicoquimicas de diazinén (tabla 2) para
comprender su destino en el ambiente, transporte e interaccion con los
organismos. Diazinon tiene una presion de vapor de 9.01x10° mm Hg (25 °C), una
constante de la ley de Henry de 1.17x10” atm m’mol (23 °C) y una baja
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volatilidad, lo que indica que tiene potencial para lixiviarse, ya que Ia volatilizacion
desde el suelo es un destino ambiental poco importante para este plaguicida,
ademas al tener una presién de vapor baja, puede solubilizarse en agua o ser
retenido en el suelo. La solubilidad en agua es de 40 mg/L (25 °C), lo que indica
que es soluble en agua, pero también lo es en éter de petréleo, éter, ciclohexano,
benceno e hidrocarburos similares. Por otro lado, el coeficiente de particion
octanol-agua (Kow) proporciona un valor de la polaridad del plaguicida y es
frecuentemente utilizado para determinar como se distribuye en tejido graso
Diazinén tiene un log Kow de 3.81, que indica que tiene un valor intermedio alto,
es decir, que tiene afinidad por tejido graso y por fo tanto tiene capacidad de
bioacumulacion (Durmaz et al,, 2006; INECC, 2015)

En lo que respecta a la estabilidad de diazinén, en medios neutros es estable,
pero se hidroliza lentamente en medios alcalinos y més répidamente en medios
4cidos, ademas se descompone al calentarse por encima de los 120 °C,
produciendo gases toxicos incluyendo los éxidos de nitrégeno, 6xidos de fosforo y
6xidos de azufre. Otra caracteristica importante es la persistencia en ef ambiente,
12 cual se relaciona con Ia capacidad que tiene el plaguicida para retener sus
caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales en el medio durante un periodo de
tiempo después de su emision. Diazinén esta clasificado como poco persistente en
el ambiente, con una vida media menor a 6 semanas, es importante tomar en
cuenta este factor ya que los plaguicidas que persisten mas tiempo, tienen mayor
probabilidad de interactuar con el ecosistema (Durmaz et al,, 2006; INECC, 2015)

En lo que respecta a la toxicidad, la OMS (2004) coloca a diazinén en la categoria
I, como moderadamente peligroso; por lo que las propiedades de diazinén
implican cierto nivel de riesgo agudo tanto al ambiente como a fa salud humana,



Tabla 2. Principales caracteristicas fisicoguimicas de diazinén

Caracteristicas

Forma
Cotor

Ofor

Peso molecular
Punto de ebullicion
Densidad

Presicn de vapor
Solubilldad

Kow

Ley de Henry
Persistencia
Toxicidad

Liquido

Pacdo

Ligeramente a ester

304.4 gimol

83 - 84 °C (0.002 mmHg)
1.008 - 1.022 (20 °C)
9.01x10%mm Hg ( 25 °C)
40 ppm

381

117x107 atm m/mal (23 °C)
No persistente
Moderadamente peligraso (If)

Tomado de INECC, 2015,

1.21.1.2. Usos y aplicaciones

Diazinén es ampliamente utilizado en la agricultura y horticultura para e control de
insectos en cultivos, plantas ormamentales, césped, frutas y verduras, ademas en
algunos paises es utilizado en diversas fomulaciones contra parésitos en ganado
¥ como plaguicida en actividades domésticas y urbanas (Cox, 2000; NRA, 2002).
En México, la Comision Intersecretarial Para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertiizantes y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) restringi6 el uso
de diazinén a las aéreas agricola, pecuaria, domestica, jardinerla, urbana e

industrial (CICOPLAFEST, 2004).

1.2.4.1.3. Contaminacién acuatica

La expansion y en las

llevado a un aumento en el uso indiscriminado de POF, lo que resulta en un
aumento en la contaminacién de ecosistemas acudticos (Banaee et al, 2011)

agricolas y
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Debido @ sus caracterlsticas quimicas, amplia distribucién y diversidad de uso,
diazinén es frecuentemente detectado en fuentes puntuales como plantas de
tratamiento, asi como en fuentes no puntuales en zonas urbanas y agricolas
(Durmaz ef al, 2006)

Cuando diazinén es emitido o liberado en la atmosfera, viaja distancias

grandes antes de o ser su vida media en el
aire (tropésfera) es de 1.5 horas. En el suelo persiste poca tiempo y su movilidad
es moderada, la cual depende del contenido de materia orgénica y carbonato de
calcio. La 6n es el principal de en suelos, este

praceso puede ocurrir répidamente (vida media de 2 a 4 semanas) en condiciones
favorables de temperatura (20°C), humedad y pH (4cido). Ademés, debido a que
no se une fuertemente a las particulas, puede entrar a los cuerpos de agua (rios,
lagos o estanques) como resultado de lixiviacién y escurrimiento de los suelos
dedicados a la agricultura. Una vez en los cuerpos de agua, es eliminado por
reacciones quimicas y biolégicas (fotolisis, hidrélisis y biodegradacion), llegande
incluso a mineralizarse en pocas semanas. Posee una vida media en agua de 5 a
15 dias, lo que esta fuertemente influenciado por e pH. Por Gltimo, los organismos
acuaticos pueden ingerir o absorber este compuesto, bioacumulandolo debido a
su capacidad lipofilica (figura 6) (Aydin y Kopracu, 2005; ATSDR, 2008; Li et al,
2013; INECC, 2015)

En los organismos acuaticos como los peces (especies no blanco), diazinon
ocasiona efectos t6xicos ya que estos organismos son particularmente sensibles a
contaminantes presentes en el agua debido a que al entrar en el organismo danan
procesos fisiologicos y bioquimicos esenciales (Durmaz et ai., 2006), provocando
alteraciones en diversos parmetros como la respuesta inmunolégica y por lo
tanto, se vuelven mas susceptibles a enfermedades (Galloway y Handy, 2003). En
algunos palses se han reportado incidencias en mortalidad en peces debido a

intoxicacién por POF (Banaee et al,, 2011), por lo que el estudio de los efectos de



este tipo de i sobre el sisterna podria ayudar a reducir

pérdidas econémicas en la industria acuicola (Girén-Pérez et al., 2009)

1.2.1.1.4. Metabolismo de diazinén en peces

la on sobre el de diazinon en peces es escasa.

En o que respecta a su absorcion, los peces pueden absorberlo por tres distintas.
rutas: oral, branquial y démica. La primera via de absorcién es a través de la
dieta, mientras que para la absorcion branquial dependeran de sus propiedades
fisicoquimicas y la persistencia en el ambiente, Por otro lado, para la absorcién
dérmica, influiré Ia polaridad y solubilidad del plaguicida. Una vez absorbido, el
compuesto se distribuye en el organismo y posteriormente es biotransformado a
metaboiitos mas hidrofilicos con el objetivo de aumentar la polaridad y faciliar la
eliminacion. El principal 6rgano donde se lleva a cabo la biotransformacién en
peces es el higado, aunque también se ha observado actividad en riién, intestino
¥ branquias, sin embargo, el mecanismo de biotransformacion adn no esté del
todo descrito (Fanta et al, 2003; Schienk, 2005)

En vertebrados, Ia biotransformacién de diazinon es un proceso que se lleva a
cabo en distintas etapas que implican su bioactivacién y detoxificacién (figura 7)
Diazinén al ser un fosfotioato (P=S), es menos electronegativo y necesita de
biotransformacion, la familia CYP450 cataliza la desulfuracion oxidativa para
formar  diazoxén (P=0) o 2-isopropil-4-metil-6-hidroxipirimidina  (IMHP) y

(DETP). diazoxén es por las enzimas
hepaticas y extra-hepaticas A y B esterasas, formando IMHP y dietilfosfato (DEP)
(Kappers et al., 2001; Poet et al., 2004; Assis et al,, 2012).
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Figura 6. Esquema de distribucion de POF en el ambiente (Adaptado de INECC. 2015)

Aunque el mecanismo de biotransformacion de diazinon no esta bien descrito en
peces, existen diversos estudios que evidencian la capacidad de diversos peces
(trucha, carpa, guppy, pez zebra, tilapia, entre otros) para convertir el diazinon en
diazoxén mediante desulfuracion oxidativa por citocromo P450 y la posterior
hidrdlisis del oxon en microsomas hepalicos por A-esterasas. Por otra parte,
también se ha reportado que en estos organismos, tanto los compuestos padres
como los oxones, pueden ser desactivados por conjugacion con glutation
(Schlenk, 2005)



CHCHY, | MO (0B8] 4O
AL

i CHCHy
YU o ¢

N o,

Figura 7. Mecanisma de biotransformacién de diazinon en vertebrados (Kappers et al, 2001).
1.2.1.1.5. Efectos neurotéxicos

El principal efecto téxico de los POF es la inhibicin de fa enzima
acetilcolinesterasa (AChE). Aunque diazinon es capaz de inhibir la actividad
enzimética, su analogo oxén posee un mayor potencial de inhibicién. Este efecto
inhibitorio es llevado a cabo debido a que diazoxén compite con el
neurotransmisor acetilcolina (ACh) por el sitio activo de la enzima AChE (figura 8)
Debido a que el &tomo central de fosforo del diazox6n muestra una deficiencia de
electrones, provoca una configuracion electronica favorable para fa atraccion hacia
el sitio estesrico de la enzima AChE, la cual posee un excedente de electrones.
Asi el fosforo forma una unién covalente con grupo hidroxil de la serina presente
en el sitio activo de Ia enzima, forméndose un complejo enzimético con poca o
nula actividad, fo que impide la hidrdlisis de ACh y produce su acumulacion en
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cantidades excesivas. Después de la liberacion del grupo saliente de diazoxon, la
AChE fosforilada solo puede recobrar su actividad usando oximas u otros agentes
de reactivacién (Poet et al., 2004; Durmaz, et al, 2006; Assis et al,, 2012).
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Figura 8. Mecanismo de accién de la enzima AChE e inhibicién inducida por diazoxén. a) Actividad
de la enzima AChE normal. b) Mecanismo de inhibicion de la enzima AChE inducida por Giazoxen
(Adaptado de Kiaassen et al., 2001)

La ion de ACh y Ia by de los receptores
muscarinicos (MACHR) y nicotinicos (NAChR). provoca efectos toxicos en el
sistema nervioso central y periférico (ATSDR, 2008). En los peces, la intoxicacion
por diazinén provoca alteracién en el nado, espasmos, hiperactividad,
convulsiones y aumento de secreciones en branquias, afectando la fisiologia de
los organismos. Ademas altera el indice de supervivencia, ya que disminuye la
capacidad para aiimentarse y de escape, o que finalmente puede ocasionar la
muerte del organismo (Banaee et al., 2011).
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1.3 Interacciones neuro-inmunolégicas

En mamiferos se ha demostrado la existencia de ‘interacciones neuro-
inmunolégicas’, que consisten en una comunicacién constante y bidireccional
entre el sistema inmunologico y el sistema nervioso, esta relacion es esencial para
el mantenimiento de fa homeostasis (Pavén Romero et al, 2004), debido a que
crea un adecuado funcionamiento de la respuesta inmunoldgica, que es Util para
eliminar eficientemente a los agentes estresantes y de este modo minimizar el
dafio en el organismo (Kepka et al., 2013; Verburg-van Kemenade ef al., 2013).

Diversos estudios muestran como elementos del sistema nervioso regulan al
sistema inmunologico y viceversa, lo cual depende de una pluralidad de moléculas
como son citocinas y neurotransmisores, producidas tanto por las células del
sistema inmunolégico como por las terminales nerviosas; estas moléculas influyen
en el sistema inmunolégico mediante receptores especificos expresados en
feucocitos que cominmente se encuentran acoplados a proteinas G (Verburg-van
Kemenade ef al,, 2013). Diversas funciones de la respuesta inmunolégica como la
quimiotaxis, proliferacion celular, secrecion de citocinas y anticuerpos, son
por 6gicas (Yang y Glaser, 2000).

Existe evidencia que demuestra que esta comunicacion neuro-inmunolgica es un
fenémeno filogenéticamente conservado desde los peces telessteos (Small y
Bilodeau, 2005). Estos organismos son aptos para el estudio de la cooperacion
entre el sistema inmunolégico y nervioso, debido a que poseen drganos donde se
combinan funciones tanto inmunologicas como neuroendocrinas. Por o que en los
Gitimos arios, el estudio de las interacciones neuro-inmunoldgicas en estos
organismos han cobrado mayor atencion (Verburg-van Kemenade et al, 2013).



1.3.1. Sistema colinérgico neuronal

(ACh) es un distribuido en el sistema
nenvioso central y periférico. Algunas funciones fisiolégicas con fas que ha sido
refacionado este neurotransmisor son: respuesta visual, respuesta motora,
memoria, offatorios y (Levin et al, 2007;
Rico et al.,, 2011).

Este neurotransmisor es sintetizado a partir de colina y acetil-coenzima A (acetil
CoA) por la enzima colina acetil transferasa (ChAT). Posteriormente, es
almacenado en vesiculas presindpticas hasta que ias neuronas son activadas.
Una vez liberada, ACh activa la neurona postsindptica a través de receptores
nicotinicos (NAChR) y/o jicos (MACHR). La 6n col que
activa a los MACHR ocurre en fos ganglios 6rganos

inervados por la divisién parasimpatica del sistema nervioso autonomo y en el
sistema nervioso central. En mamiferos, se han identificado cinco subciases de
MAChR: M1, M2, M3, M4 y MS. Las subclases M1, M3 y M5 estan relacionadas
con respuesta del sistema nervioso central m&s complejas como memoria,
atencion y analgesia. La subclase M2 se encuentra en misculo liso y tejido
cardiaco, modulando su frecuencia. Mientras que la subclase M3 se encuentra en
misculo liso como bronquios y vejiga. La activacion de estos receptores causa
una hiperpolarizacién mediada por Ia accién directa de las proteinas G que abren
los canales de calcio (tabla 3); al ser receptores metabotrépicos, estén acoplados
a proteinas G (Ga), las cuales activan a la enzima fosfolipasa C (PLC). Esta
enzima produce un par de segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol
1.4,5-trfostato (IP3). A su vez, IP3 moviiza Ca®, y DAG activa a la proteina
quinasa C (PKC) (figura 9) (Kandel et al, 2001; Abreu-Villaca et al, 2011)



Tabla 3. Receptores muscarinicos asociados a proteinas G y su

senalizacion
MACHR (subclase) Froteina G Senalizacin
C G Esfimula fosfolipasa CG
Mz Gi Inhibe adenil ciclasa
M3 Ga/tt Estimuta fosfolipasa B
M4 @l Inhine agenil ciclasa
[ Gt Estimula fosfoipasa Cf

Tomado de Kandel ef a, 2001

Flgura 8. Mecanismo de activacisn de receptores muscarinicos. ACh: aceticaling, Ga: protein G,
PLC: fosfolipasa C. DAG: diaciglicerol, IP3: inasitol 1.4,5-tisfosfato (Kandel et af, 2601)

Por otro lado, los NACHR son receptores ionotrépicos que se encuentran

en la placa Estos receptores son proteinas de
membrana formadas por 5 subunidades (dos @, una B, una y y una &), constituyen
una macro molécula con dominios extracelulares con regiones amino terminal que
forma el receptor de alta afinidad para ACh, y un dominio que atraviesa la
membrana formando un canal ibnico (figura 10a). Para la transmision colinérgica,
dos maléculas de ACh se unen a fa porcién amino terminal de Ja subunidad o, el
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receptor sufre un cambio conformacional que resulta en la apertura del canal, asi
los iones K* y Na* fluyen a través de un gradiente electroguimico (figura 10b) que
finalmente resulta en la despolarizacion de la célula efectora (Kandel et al., 2001).

Finalmente, el estimulo inducido por el neurstransmiisor 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 af, 2011). La enzima AChE se localiza en la
hendidura sindptica anclada a la membrana basal, compuesta por fibrilas de

colageno y otras proteinas de la matriz extracelular. Esta disposicion anatémica

permite que después de la disociacion del neurotransmisor de su receptor, la ACh
sea hidrolizada en mayor medida, ademds que favorece Ia recuperacion de colina
para que no se pierda por difusion fuera de la hendidura sinaptica (Kandel et al,
2001).

t
o

Figura 10. Receplor nicotinico de acefilcolina. a) Esiruclura de nACHR, formado por cinco
subunidades con cualro regiones Iransmembranales cada una. b) Modelo tridimensional del
nAChR para formar un canal de iones (Kandel ef ak. 2001).

La enzima AChE (E.C3.1.18) o ‘colinesterasa verdadera’ se encuentra
principalmente en cerebro, musculo, eritracitos y neuronas calinérgicas
(Schetinger et af, 2000). Sin embaigo, también existe la enzima
butiricolinesterasa (BChE; E.C.3.1.1.8), denominada “pseudo colinesterasa”




cual esta presente en diferentes tejidos como intestino, higado, rifén, corazén,
pulmen y suero (Dave et al, 2000; Bodur y Layer, 2011; Scacchi ef al, 2011). No
obstante que también tiene la capacidad de hidrolizar ACh, su funcién fisiolégica
10 es clara, se ha reportado que puede hidrolizar compuestos hidrofébicos e
hidrofilicos que contienen 4cidos carboxilicos o fostéricos, actuando asi como un
posible “scavanger’ endégeno de compuestos anti colinérgicos (Chuiko, 2000).

ceuia
presinaptica

)

ceuts
pestsinaptica

Figura 11. Sistema colinérgico neuronal (Toledo-lbarra et af, 2013). A: acelil, Azety-CoA: acet
coenzima A: ACHE: acelicolinesteras:

Ch: colina, ChAt colina acelil transferasa, GhT:
Transpartadar de colina, CoA: coenzima A, MAChR: receplores muscarinicos de acatilcolina,
nAChR: receptor nicotinico de acaticolina



1.3.1.1. Sistema colinérgico neuronal en peces

El isor ACh posee evolutiva y se ha descrito

que muchos de los componentes del sistema colinérgico estan presentes desde
organismos unicelulares hasta mamiferos (Wessler et al,, 1999). En este sentido,
se han caracterizado elementos del sistema colinérgico en distintas especies de
peces (Alpuche-Gual y Gold-Bouchot, 2008; Rico et al,, 2011), por ejemplo en pez
zebra (Danio rerio) se han detectado neuronas colinérgicas en practicamente
todas las regiones del cerebro (Mueller et al, 2004; Arenzana et al., 2005) (figura
12).

Oencemio Rombencenio

Figura 12. Vista sagital del cerebro de pez adulto que esquemaliza todas las poblaciones
neuronales nerviosos colinérgicos centrales (adaptado de Mueller of al, 2004)

La informacién 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
regulacién de la frecuencia cardiaca en estados de hipoxia en la larva del pez
zebra, induciendo la liberacién de Ca? intracelular que dirige una sefalizacién

nuclear y sobreregula la expresion de algunos genes. Mientras que, los mAChR
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M1, M3 y M5 estén acoplados a PLC, que ayuda a la sintesis de NO, cGMP e
induce citotoxicidad; sin embargo, M5 tambien est regulado por estimulos

ademés se ha que la de TCR/CD3 activa
el sistema colinérgico aumentando Ia expresion de ChAT y M5 (Steele of al,

2007). En lo que respecta a los NAChR. en el pez zebra se expresan los
receptores nicotinicos funcionales B3, a2 y a7, estos receptores muestran un aho
grado de similitud con los receptores presentes en mamiferos (Zirger et al, 2003
Bencan y Levin, 2008). Por otrc lado, la enzima AChE se ha caracterizado en
tejido cerebral de diferentes peces tropicales, como pirarucu (Arapaima gigas),
cobia (Rachycentron canadum) y tilapia nilética (O. niloticus) (Assis et al,, 2012)

1.3.2. Sistema colinérgico no neuronal

Se ha demostrado recientemente en modelos mamiferos que las células del
sistemna inmunologico poseen toda la maquinaria bioquimica y molecular necesaria
para generar de novo ACh, es decir, los leucocitos expresan los componentes

colinérgicos expresados en neuronas pero de forma independiente del sistema

érgico neuronal, un sistema colinérgico no neuronal, el cual
podria tener un papel importante en la regulacion de la respuesta inmunologica

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

Esta n fue gracias a estudios publicados por
Kawashima ef al (1997, 2000, 2003, 2012), en los cuales primeramente
demostraron que la presencia de ACh en sangre se originaba preferentemente de
la fraccion de leucocitos mononucleares sobre la fraccion roja o de
polimorfonucleares. Posteriormente, se evidencié fa sintesis de ACh catalizada por
ChAT principalmente en células T CD4* y en menor medida en células CD8",

células i o tocitos. Asi mismo, se

demostrd que la sintesis de ACh es un proceso reguiado, en el cual es necesaria
la activacion de células T mediante la presentacion de antigeno via receptor
TCR/GDA con la interaccion con células presentadoras de antigeno; sistema que
pudiese ser regulado por PKG, PKA (proteina cinasa A) asi coma cambios en el
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flujo de Ca®. Sin embargo, la informacion sobre la liberacion de ACh por los
linfocitos T aun no es completamente clara, ya que los mecanismos de
almacenamiento y liberacién difieren de los del sistema nenvioso, se ha propuesto
que fa ACh es sintetizada cuando es necesaria y liberada directamente sin

almacenarse.

Una vez liberada, la ACh actua como factor autécrino o paréciino, dirigiendo la
sefalizacion via receptores de ACh (AChRs) presentes en las células propias del
sistema inmunalégico. Las células del sistema inmunolégico, incluyendo linfocitos,
células dendriticas, monocitos y macrofagos expresan en diferente medida los
cinco subtipos de MAChR (M1-M5) y nAChR (varias subunidades). Su

causa cambios ¥ bioqui en dichas células como

aumento de on celular, de IP3 e

de Ca?*, sobreregulacién de c-fos, aumento de NO e induccion en la transduccion

de sedales de IL-2. obtenidos con knockout

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

la de citocinas p como TNF-a, IFN-y e IL-
6, lo que facilita la sintesis de IgG, probablemente por la polarizacion de los
linfocitos T a una respuesta Th2. En contraste, los nAChR se han relacionado con
una 6n de la de y de las citocinas
proinflamatorias (Fuji et al, 2008; Roshchina, 2010; Kawashima et af, 2012)

Ademas, se ha detectado actividad de AChE en células T, expresion de mRNAs en
leucacitos mononucleares, asi como la expresion de esta proteina tanto en células
B como T. Se ha observado una modulacin en la activad de la enzima via
receptores M1/M5 pero de forma independiente con los nACHR. Lo que indica que
Ia activacién de las células T mediants estimulo antigénico sobrereguia la sintesis
de ACh, la expresion de los MACHR y la degradacion de ACh. Por lo anterior, se
puede sugerir una regulacién reciproca entre el sistema inmunolégico y los
elementos del sistema colinérgico no neuronal presente en células del sistema
inmune (Kawashima et af, 2012).



2. Antecedentes

En afios recientes, se ha reportado que diversos POF, como clorpirifos, malation,
diazinn, entre otros, poseen un efecto inmunotéxico sobre diversos organismos,
incluyendo los peces, pudiendo afectar al sistema inmunolégico a diversos niveles,
desde barreras fisicas hasta mecanismos de respucsta innata y adaptativa
(Soltani y Pourgholam, 2007; Giron-Pérez ef al,, 2009; Banee et al., 2011; Li et al
2013; Kaya et al,, 2014; Diaz-Resendiz et al., 2015)

En el caso especifico e los efectos inmunotéxicos de diazinén, se ha evidenciado
que este plaguicida puede alterar parametros humorales y celulares (tabla 4). En
el primer caso, se ha reportado que en beluga (Huso huso) expuesta de forma
aguda a diazinén (1.5 mg/L), la actividad de lisozima increments significativamente
en higado y bazo (Khoshbavar-Rostami et al, 2006). Sin embargo, en carpa
(Ctenopharingodon idella) expuesta de forma aguda a diazinén (2 y 5 mg/L), la
actividad enzimatica de lisozima disminuy6 significativamente en pronefro y en
plasma (Soltani y Pourgholam, 2007). Asi mismo, existen reportes que mencionan

que en tilapia nilética (O. niloticus) expuesta a diazinén (1.96 mgiL), los niveles

de IgM i en plasma (Giren-Pérez of al.,
2008)

Por otra parte, se ha reportado que diazinon también puede alterar parametros de
la respuesta celular, existe evidencia que demuestra que la exposicion en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y en carpa (Cyprinus carpio) provoca una
disminucion en leucocitos, mostrando una mayor disminucién en el porcentaje de
linfocitos, monocitos y basdfilos (Banaee et af, 2008; Ahmadi et al, 2014). Sin
embargo, diazinén ademés de alterar el numero de céluias, también afecta la
morfologfa y funcionalidad, Dutta et al. (1997) mencionan que en el pez Lepomis
macrochirus posterior a la exposicion a diazinén (15, 30, 45, 60 y 75 pgll) se
observan cambios en el tamafio de macrofagos presentes en rifion y bazo; en lo

que respecta a la funcionalidad celular, Giron-Pérez et al, (2009) sefalan que



diazinén afecta el Indice de fagocitosis en esplenocitos de tilapia nilética expuesta
in vivo a concentraciones de 3.91 y 7.83 mg/L. Respecto al efecto sobre la
capacidad proliferativa de los linfocitos, se ha reportado que ésta disminuye
significativamente tras la exposicion in vivo a diazinén (1.95, 3.91 y 7.83 mg/L)
durante 96 h en tilapia nilética (Girén-Pérez et al, 2007; Girén-Pérez et al., 2008;
Girén-Pérez et al., 2009).

No obstante que existe evidencia que diazindn posee propiedades inmunotéxicas,
el mecanismo por el cual modula el sistema inmunolégico aun es desconocido (Li,
2007). Giron-Pérez et al. (2008) sugieren que este plaguicida no tiene efecto
inmunotéxico directo, debido a que en estudios in vitro, Ia exposicion a diazinén (1,
2,5y 10 ppm) o su metabolito diazoxén (5. 10 y 20 ppm) no altera fa proliferacion
de linfocitos de tilapia. Sin embargo, al evaluar in vitro la proliferacién de linfocitos
después de exponerlos a 40 y 80 uM de ACh (concentraciones similares a las
alcanzadas en exposiciones in vivo a diazinén), se observé que la alta

de este disminuye la
proliferacién de linfocitos. Debido a que diazinén tiene como molécula blanco la
enzima ACE y provoca un incremento de los niveles de ACh, la existencia de un
sistema colinérgico no neuronal en linfocitos, los hace susceptibles a la
perturbacion por POF (Charoenying et al, 2011). Lo que sugiere la participacion
del sistema colinérgico no neuronal de linfocitos en las propiedades inmunotéxicas
de diazinén,



Tabla 4. Efectos inmunotoxicos de diazion en peces teleésteos

Concentracien  Tiempo Focto Tejido Eapecis Reforancia
Tnmunidad humoral
1.7 dfes Uisozima 1 Beuga Knoshbavar
15 mgL Baro
2163dias Lisozimal Huso huso otal. 2008
3563 dias Lisozima | Plasma
carpa Soleniy
s S0 Usormat  Proneto o
janopharyngodon  Pourghelam,
¥ 8 e 7 dias Lisozima | Bazo g o
idetta 2007
1 Lisozima | Plasma
Trucha arcolis
7dios Lsozmat  Pronefro Abmadi K.
01y02men Oncornynchus
30dias Lisozima | Plasma ool 2014
mybiss
Trucha arcals
Anmadi K.
01y02mgL  720dlas Globuinas | Plasma  Oncormynchus
otal 2014
mykiss
Tiasia risica
GienPérez
1.98 mgiL 4dias g 1 Plasma  Omachromis
g otal. 2009

Inmunidad celular

Tiapia nieiica

195,391y GienPerez
4das  Linfoproiferacién |  Linoctos  Oreochromis
783mgl otal. 2007
niotcus
. WEC |
Linfocitos |
Monocios | Trucha arcoins Banace
60y120pg 1030 dlas Sangre
Neutsfios | Cyprinus capio et al 2008
Eosinsfios 1
Basofios |
— . —_—
391y783 loplanitics o, parez
4diss  Indicefagociico|  Sangre  Oreochromis
moL. otal 2000
niloficus
Tiapia
Estalido planieca o perez
198 mgn 4dias ifoctos  Orochromis
respiratoriol ota1.2009
nitotcus




3. Planteamiento del Problema

Diazinén es un plaguicida comanmente utiizado en México y en el mundo en
diversas actividades para el control de plagas y vectores de enfermedades. Se ha
demostrado el efecto supresor de diazinén sobre el sistema inmunolégico de
tilapia nilética, organismos distribuidos ampliamente en regiones tropicales y que
poseen importancia ecologica y econdmica. Ademas en afos recientes se han

utilizado como en el rea de i

En la actualidad no existen reportes que expliquen los posibles mecanismos de
inmunotoxicidad de diazinon en peces. Por lo que es necesario realizar
investigaciones que coadyuven a conocer el efecto de diazinon en linfocitos de

tilapia nilética y asi poder elucidar posibles mecanismos de inmunotoxicidad.

4. Justificacion

En los Ulimos afios se ha incrementado de manera significativa el nivel de
contaminacion acudtica a causa del uso indiscriminado de sustancias toxicas,
como los plaguicidas organofosforados, los cuales pueden afectar procesos
fisiolégicos, como la respuesta inmunolégica de organismos acuéticos.

Aunque se sabe que el diazinén tiene la

actual no es suficiente para proponer un mecanismo de inmunoregulacion de este
compuesto. Por lo que en el presente trabajo, se evaluara la participacion del

sistema colinérgico no neuronal presente en células  mononucleares,

enel de de diazinén. Con

o cual, por un lado se obtendran datos para proponer un mecanismo por medio

del cual este tipo de plaguicidas inducen inmunosupresién en peces, y por otro,
mas sobre la en




5. Hipétesis

Los linfocitos de tilapia niética (O. niloficus) poseen un sistema colinérgico no
neuronal, el cual es alterado por la exposicién a diazinén y puede estar

enel de de este plaguicida

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del diazinon sobre el sistema colinérgico no neuranal en linfocitos

de tilapia nilotica

6.2. Objetivos especificos

* Determinar el peso relativo del bazo, asi como la concentracion de protelna

en linfocitos de tiapia nilética expuestos in vivo a diazinén

* Determinar la actividad de acetilcolinesterasa en linfocitos de tilapia nildtica

expuestos in vivo a diazinén

* Determinar la concentracién de acetilcoiina en linfocitos de tilapia nilotica

expuestos in vivo a diazinén

* Determinar la concentracién de receptores nicotinicos y muscarinicos en

linfocitos de tilapia nilbtica expuesta in vivo a diazinén



7. Diagrama experimental

Exposicién in vivo a diazinon
Tilapia nilética
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8. Metodologia

84. Organismos de experimentacion

Tilapia nilética (O. niloticus) macho adultos fueron obtenidos de una granja local,
aciimatados en pilas de 400 L a temperatura (28 £ 2 °C) y aireacién (oxigeno 6.0
mglL) constante. Los peces fueron alimentados con alimento comercial Winfish®,

correspondiendo al 3% de su peso

8.2. Exposicion in vivo a diazinén

Previo a los bioensayos de exposicion, para disminuir el estrés por manipulacion,
los peces con pesos y tallas homogéneos (273 + 43 g y 20 + 3 cm) fueron
aclimatados en peceras de 30 L durante 24 h (1 pez por pecera), la temperatura y
aireacion se mantuvieron constantes (28 £ 2 °C y oxigeno 6.0 mgiL), ademas
durante este periodo los organismos no se alimentaron, esto para evitar efectos

pandriales y prevenir deposicion de heces durante el bioensayo.

Los bioensayos de exposicién al plaguicida se realizaron de forma estatica (sin
recambio de agua), donde se utilizé una formulacién comercial de diazinén marca
agro delta®, la cual contiene 25 % de ingrediente activo. Pasado el periodo de
aclimatacion (24 ), los peces (n=7) se expusieron a 0.97, 1,95 y 3.91 mglL de
diazinbn, concentraciones correspondientes a 'h, % y % del valor de CLso (Girén-
Pérez et al,, 2007)

Transcurrido los tiempos de exposicion evaluados (6, 12 y 24 h), los peces fueron
sacrificados mediante bario 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 utiizaron organismos
mantenidos en las mismas condiciones pero en ausencia de plaguicida



8.3. Peso relativo de bazo

El peso relativo del bazo es una relacion entre el peso del bazo y el peso del pez
completo, se calculo mediante Ia siguiente formula:

Peso relativo del bazo= (peso del bazo} / (peso tctal del pez) X 100

8.4. Preparacién de la muestra

El analisis de los elementos colinérgicos se realizo a partir de células
mononucleares de bazo (CMB); para lo cual, una vez obtenido el bazo de los
organismos expuestos in vivo a diazinén, asl 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
colectadas y lavadas (3,500 rpm/ 30 min), el boton celular fue suspendido en 500
4L de PBS y homogeneizado a 5,000 pm/ 30 seg. Una vez homogeneizadas las
CMB, se determing la concentracién de proteinas mediante el método de Bradford

(1976), utilizando albumina sérica bovina como estandar.

85. ion de del sistema colinérgico no neuronal

B.5.1. Actividad de colinesterasas

La actividad colinesterasa total (ChEf) y AChE se evalué en CMB de acuerdo al
métado descrito por Ellman (1961), en el que se utilizé ioduro de acetiltiocolina
(ATC) como sustrato y &cido 5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) como indicador.
Para evaluar las condiciones Gptimas de la cuantificacion de actividad
colinestarssica, inicialmente, se evalus la actividad ChEt ajustando el
homogenado de CMB a diferentes concentraciones de proteinas (0.1, 0.2 y 0.3
mg/mL de proteina). Posteriomente, se determing la actividad de ChEt en CMB



ajustada a 0.1 mg/mL proteina, usando diferentes concentraciones de ATC (0.5 -
2mM).

Una vez las del ensayo atico, el
de CMB (0.1 mg/mL de proteina) se mezclé con ATC (1 mM) y DTNB (10 nM). La

absorbancia fue determinada a 405 nm. La actividad enzimatica fue calculada a

partir de la diferencia de absorbancia (Abse — Absii), donde t1= absorbancia al
inicio de la reaccién, mientras que t2 = absorbancia obtenida a los 20 min. La
actividad enzimatica se ajusté 0.1 mg/mL de proteina y se expresé como
mM/min/mg de proteina.

Para calcular Unicamente la actividad de AChE, previo a la adicion 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 calcul la actividad de AChE como se describi¢ previamente.

8.5.2. Determinacion de ACh

La determinacién de la concentracion de ACh en CMB se realizé con un kit
comercial “Amplex® Red Acetylcholine/Acetylcholinesterase Assay Kit' (Molecular
Probes, Inc). Para cada detereminacién se utilizaron controles positivos y
negativos de acuerdo a las iones del kit. Para la de ACh. se

agregé en una microplaca de 96 pozos para fluorescencia un volumen de CMB
(ajustado 0.1 mg/mL de proteina) mas 100 L de solucién de trabajo (peroxidasa
de rabano (HRP) 2 U/mL; colina oxidasa 0.2 U/mL; AChE 1 U/mL). La mezcla (200
L) se incubé por 60 min a temperatura ambiente y protegida de la luz La
fluorescencia de la muestra se determiné a 530 nm de excitacion y 590 nm de
emision en un lector de Synergy HT™. La de fondo fue

eliminada restando los valores de los controles negativos. La concentracion de
ACh en la muestra se calculo utilizando una curva esténdar de ACh (0.5-100 uM)
realizada siguiendo las instrucciones del kit
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8.5.3. Determinacién de nAChR y mAChR

La cuantificacién de nAChR y mACHR en las CMB se realizé con los "Fish nicotinic
acetylcholine receptor (N-ACHR) ELISA Kit' y “Fish muscarinic acetylcholine
receptor (M-ACHR) ELISA Kit' (MyBiosource, Inc), respectivamente. La
cuantificacion de receptores se realizé en muestras tomadas aleatoriamente de
peces expuestos a 6, 12 y 24 h a cada concentracion del plaguicida (n = 7/por
grupo). Para fa cuantificacion, se tomaron 50 L del homogenizado de CMB, se
colocaron en pozos con revestimiento de anticuerpo anti-DACHR o anti-mAChR
Posterionmente, se agregé 100 L de anticuerpo conjugado a HRP. La mezcla se
incub 60 min a 37°C. Posteriormente, la placa de ELISA se lavo 4 veces y se
agregaron las soluciones cromégenas de acuerdo a las instrucciones dei kit. La
placa de ELISA se incubd durante 15 min a 37°C en oscuridad. Finalmente, se
agregé 1a solucion de paro y la densidad Gptica se determiné a 450 nm. La
concentracion de NACHR y mACHR se calculd a través de una curva esténdar de

cancentracion de receptores (62.5 - 2,000 pg/mL).

8.6. Anlisis estadisticos

Para determinar diferencias significativas entre fas variables evaluadas, los datos
paramétricos fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey. Se tomaron cormo
valor limite de significancia p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron en el
programa Sigmastat® (ver. 3.5) y los gréficos se realizaron con el programa
SigmaPlot® (ver. 10.0).



9. Resultados
9.1.  Peso relativo del bazo

El peso relativo del bazo no se alter6 en los peces expuestos a diazinén por 6 h a
las distintas concentraciones evaluadas (figura 13 a). Sin embargo, en los peces
expuestos durante 12 y 24 h (figura 13 b-c) a Ias diferentes concentraciones (0.97,
1.95 y 3.91 mg/L) del plaguicida, el peso relativo disminuy6 significativamente

respecto al grupo control (p<0.05).
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Figura 13, Peso refativo de bazo de peces (1=7) expuestos in vivo a diazinén durante 6 1 (a), 12
(5)y 24 h (). Los resuitados son expresados como media + 5.0 se realizo ANOVA y prueba de
Tukey con 85% de confianza. Las barras con letras diferentes indican diferencias estadlsticamente

significativas (p<0.08) entre los grupos.



9.2, Concentracién de proteina

La concentracién de proteina en ef homogenado de CMB no se altero en los
organismos expuestos durante 6 y 12 h a las concentraciones de 0.97, 1.95 y 3.91
mg/L de diazinon (figura 14 a-b). Sin embargo, este pardmetro disminuyd
significativamente (p<0.05) en los organismos expuestes durante 24 h a 1.95 y
3.91 mgiL (170  1.03 y 092 + 0.73 mg/mL de proteina, respectivamente) de
diazinén respecto al grupo control no expuesto (2.34 + 0.60 mg/mi proteina)
(figura 14 ©),
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Figura 14. Concentracién de proteina en GMB de pe uestos in vivo a d durant

&h(a), 121 (b) y 24 h (c). Los resultados son expresados como media + §.0.; se realizd ANOVA
prueba de Tukey con 95% de confianza. Las barras con letras diferentes indican diferencias

estadistcamente significatives (9<0.05) entre 0s grusos
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9.3. ion de del sistema coli ico no neuronal

9.3.1. Actividad de colinesterasas

Para evaluar las condiciones ¢ptimas de la cuantificacion de la actividad

se realizo la de la técnica, para lo
cual se evalué la actividad enzimética ajustando el homogenado de CMB a
diferentes concentraciones de proteinas (0.1, 0.2 y 0.3 mg/mL proteina) (figura 15
a). Se detects una actividad mayor al utilizar 0.1 mg/mL proteina, con un pico
méximo de actividad entre los 20 - 35 min posterior al inicio de la reaccion (0.064
0.004 mMfmin/img proteina). Mientras que, al utilizar 0.2 y 0.3 mg/mL de proteina,
Ia actividad fue de 0.051 + 0.002 mM/min/mg proteina y 0.030  0.001 mMimin/mg
proteina, respectivamente. La actividad enzimética se evaluo durante 60 min,
detectando un pico maximo de actividad a los 20 min, con una disminucion de la
actividad (p<0.001) a partir de los 25 min.

Postericrmente, se determiné la actividad de ChEt en CMB ajustada a 0.1 mg/mL
proteina, usando diferentes concentraciones de sustrato (ATC) 0.5 - 2 mM (figura
15 b). Los resultados indicaron que fa mayor actividad se detecté en el minuto 20,
posterior al inicio de la reaccion, utilizando una concentracion de sustrato de 1y
1.5 mM. En todos los casos la actividad de ChEt disminuyé significativamente
(p<0.05) después de 30 min de incubacien de fa reaccion
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Figura 1. Estandarizacion de actividad colinesterasica. Actividad de ChEX en CMB ajustado a
diferentes concentraciones de protefna (0.1 0.2 y 0.3 mgimL proteina) Cada punto repcesenta ia
media £ DS. (a) Actividad de ChEt en CM8 ajustada 2 0.1 mgimL de protelna, utlizando diferentes.
concentraciones de sustrato (0.5 — 2 mM ATC). Las barras representan la media + D S de tres.

replicados. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05) (b).
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Para diferencia de la actividad ChEt de la actividad de AChE y excluir actividad de
pseudocolinesterasa, a la muestra se adicion6 un inhibidor de BChE (figura 16 ).
La actividad enzimética se determiné ajustado la concentracion de proteinas de la
muestra a 0.1 mg/mL de proteina, utiizando 1 mM de sustrato e iso-OMPA (1mM).
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 el 31.4 % (0.008 mM/min/mg proteina) corresponde a BChE (figura 16 b)

i —e— Sin 50-OMPA.
—a— i50-OMPA (1 mM)

Actividad mM/ min/ mg proteina

5 10 15 20 25 30 3% 4 45 50 55 60
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Actividad colinesterasica

ChEt

Figura 16. Actividad enzimatica basal de ChEty AChE. Actividad enzimatica de ChEt en CMB (0.1
mgimL proteina) lratadas con/ sin iso-OMPA (1 mM). Cada punta representa ia media = D.S. (a)
Parcentaje de actividad de AChE y BGNE en CM8 (n=6) (b)

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

Una vez establecidas las condiciones Gptimas para evaluar la actividad
enzimética, se realiz6 la evaluacién de ChEt y AChE en las CMB del grupo control
asi como de os organismos expuestos in vivo a diazinon durante 6, 12y 24 h. Los
resultados indican que la exposicion a diazinon disminuye la actividad de estas
enzimas (figura 17). La exposicién a las tres concentraciones de plaguicida por 6 y
12 h, provocé una disminucién significativa (p<0.05) en la actividad de ChE, asi
como la de AChE (Figura 17 a-b). Mientras que a 24 h de exposicion, la actividad
ChEt disminuyo significativamente en los grupos expuestos a 1,95 y 3.91 mg/L de
diazinén, la actividad de AChE no se detecté en CMB de peces expuestos a estas
concentraciones (Figura 17 ).
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Figura 17. Actvidad de ChEt (W) y ACHE () en CMB de peces (n=7) expuestos in vivo a diazinén
durante 6 h (a). 12 h (b) y 24 h (c). Los resultados son expresados como media + .0 se realiz6
ANOVA y prueba de Tukey con 95% e confianza

9.3.2. Determinacién de ACh

para calcular la de ACh en las muestras de CMB, se

realizo una curva estandar de ACh (5 - 100 M) de acuerdo a las instrucciones del
kit, mediante la cual se interpolaron los resultados y se calculé la concentracion de
ACh en las CMB (figura 18).
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Figura 18. Curva estandar de ACh (5 - 100 uM)

se determing la de ACh presente en las CMB de
los peces expuestos a diazinon durante 6, 12 y 24 h, asi como del grupo control
(figura 19). En los peces expuestos a diazinon durante 6 y 12 h, la concentracion
de ACh incrementt ligeramente respecto al grupo control; sin embargo no se

observo diferencia enla ion del entre los

grupos de peces expuestos al plaguicida y el grupo control (figura 19 a-b). Por otra
parte, la concentracion de ACh en CMB de peces expuestos durante 24 ha 1.95 y
3.91 mg/L de diazin6n, increments significativamente (38.47 £7.33 uM y 35.52
9.03 UM, respectivamente) respecto al grupo control (23.55 + 6.03 uM) (p<0.05)
(figura 19 ).
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Figura 19. Concentracidn de ACh en CMB de peces (n=7) expuestos in vivo a diazindn durante §
h (@, 12 h (b) y 24 h (c). Los resultados son expresados como medra + S.D. se realizo ANOVA Y
prueba de Tukey con 95% de confianza. Las barras cn letras diferentes indican diferencias.
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos

9.3.3. Determinacién de nAChR y mAChR

Primeramente, se realizé una curva estandar (60 — 2000 pg/mL) de los receptores
de acuerdo a las instrucciones del kit comercial (figura 20). Una vez realizada ia
curva estandar, los resultados de los grupos experimentales se interpolaron para
cuantificar la presencia de NAChR y mAChR en las CMB.

En o que respecta a la cuantificacion de los receptores nACHR y mACHR en las
CMB de bazo de peces expuestos in vivo a diazinén, Ios resultados mostraron que
la concentracién de NACHR disminuyé significativamente (p<0.05) en CMB de
peces expuestos a 3.91 mgiL. de diazinén (352.6 £ 56.6 pg/mL), comparada con el
grupo control (568.5  116.6 pg/mL) (figura 21 2). Este mismo efecto se observd al

51



evaluar la concentracion de mACHR, la cual disminuyd significativamente (p<0.05)
en CMB de los peces expuestos a 3,91 mg/L (480.0 + 404.9 pg/mL), comparada
con el grupo control (1590 £ 711.5 pg/mL) (figura 21 b).
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Figura 20. Curva estandar de nACHR (2) y mACHR (b)
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Figura 21. Concentracion de nACHR (a) y MACNR (5) en CMB de peces expuestos in vivo a 0.97,
195y 391 mg/L de diazinén Cada barra representa la concentracion de receplores en muestras.
tomadas de forma aleatoria (n = 7) de organismos expuestos al plaguicida durante 6, 12y 24 h
Los resultados son expresados como media + S.D.; se realiz ANOVA y prueba de Tukey con 95%
de confianza. Las barras con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) con el grupo control.



10. Discusion

En el presente estudio, se evalu6 el efecto de diazinén sobre el sistema
colinérgico no neuronal presente en los finfocitos de tilapia nilética, con lo cual se
podra dilucidar el mecanismo de regulacion de este sistema sobre la respuesta
inmunolégica, asi como explicar como diazinén induce inmunotoxicidad a través

de la modulacién del sistema colinérgico no neuronal.

El incremento en la demanda global de proteina animal con fines de alimentacion
humana ha provocado el desarrollado de cultivos acuicolas intensivos. Sin
embargo, el crecimiento explosivo de la acuacultura se puede ver limitado debido
al aumento en la de los a inducidas en

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

sustancias utilizadas de manera en

(Nardocei et al, 2014). Un ejemplo es diazinén, un POF utiizado ampliamente
alrededor del mundo. Entre los efectos téxicos inducidos por diazinén en peces, se
ha reportado por Durmaz et al. (2006) que tilapia nilstica expuesta a diazinén
presenta nado erratico, hiperactividad y convulsiones. Ademas signos de paralisis,
especiaimente en sistema respiratorio, asi como fallos en la produccion y
liberacién de energia metabolica almacenada, lo que produce un estrés severo,
ocasionando la muerte. Aunque existen reportes del efecto toxico de este
compuesto, la informacion acerca del efecto toxico sobre el sistema inmunolégico

es escasa.

En este sentido, en lo que respecta a los efectos inmunotéxicos ocasionados por
diazindn, en este estudio se evalu6 el peso relativo del bazo. La pérdida de peso
de érganos inmunolégicos es utilizado cominmente como un criterio en la
evaluacion de la inmunotoxicidad en animales (Téllez-Banuelos ef al, 2009)
Existen numerosos estudios en distintos vertebrados como peces, aves, ratas y
conejos, en los que tras la exposicion a xenobisticos se altera el bazo, provocando

cambios estructurales y funcionales, como necrosis o hiperplasia (Garg et al.,
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2004). En este estudio, los resultados coinciden con lo reportado en la literatura,
ya que al evaluar el efecto de diazinén sabre el peso relativo del bazo, se observd
una disminucién significaliva en este pardmetro en los organismos expuestos
durante 12y 24 h a las concentraciones de 1.95 y 3.91 mgiL de diazinén. En este
sentido, estudios publicados por Neishabouri et al. (2004) muestian el efecto
téxico sobre drganos 6 tras Ia : en

ratones C57bl/6 a diazinen (25, 2, y 0.2 mg/kg durante 28 dias), provocando daftos
histopatolégicos en bazo, observando a altas dosis una atrofia de la pulpa blanca
con dafio capsular y trabecular, asi como una disminucion en fa celularidad
Ademas se ha reportado que este tipo de contaminantes en exposiciones agudas
provoca una pérdida en el nimero de centros germinales. De igual forma, en
ratones expuestos de manera oral a 300 mg/kg durante 45 dias a diazindn, se
observo hiperplasia de la pulpa roja y blanca, dafio en la cépsula, hemorragias en
vénulas endoteliales y necrosis de la trabécula, lo que sugiere que el contacto
entre la pulpa roja y las células residentes esta perdido, lo cual es indispensable
para que el bazo fitre la sangre normalmente (Handy et af,, 2002)

Otro parametro de importancia en la evaluacién de los efectos inmunotéxicos es la
concentracion de proteina total, la medicién de estas moléculas es indispensable
para monitorear el curso de Ia respuesta inmunologica ante una infeccion. Se ha
sugerido que de manera natural una disminucién en la concentracién de proteina
total puede deberse a inanicion, desnutricién o a enfermedades crénicas del
higado. Sin embargo, algunos estudios demuestran que peces expuestos a POF
presentan daio en tejido hepético y apoptosis de hepatocitos, al ser el higado el
drgano responsable de fa sintesis de proteina, ésta puede afectarse debido a la
exposicion, provocando una disminucion en este pardmetro (Durmaz et af, 2006;
Banaee et al, 2011). En este senlido, esludios publicados por Durmaz ef al.
(2008) reportaron que en O. nioticus se observé una disminucion dosis
dependiente en la concentracion de proteina en masculo y rifion tras la exposicién
a diazindn (0.4, 1y 2 mgiL) después de 7, 15 y 30 dias de exposicién. Asi mismo,
estudios publicados por Banaee et al. (2011) mencionan que en Oncorhynchus
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mykiss los niveles de proteina total, asi como de albumina y globuiinas en plasma,
disminuyeron significativamente en peces expuestos a diazinon (0.1 y 0.2 mg/L)
De igual forma en este estudio, se observé una disminucién en la concentracién
de proteina de las CMB de los peces expuestos a 1.95 y 3.91 mg/L de diazinén
durante 24 h

Aunque existen diversas publicaciones en las que se evalian los efectos toxicos
que ocasionan los POF sobre la respuesta inmunologica, los mecanismos de
inmunotoxicidad aun no son claros. Se ha propuesto mediante la informacion
publicada en distintos modelos de estudio, que los POF pueden ocasionar efectos
inmunotéxicos directos e indirectos (figura 22). En lo que respecta a los efectos
directos, ejemplos de ello es la inhibicion de enzimas serin hidrolasas (sistema
complemento y trombina), aumento de la sintesis de ROS e induccion de estrés
oxidativo, alteracion en la secuencia e intensidad de fosforilacién y desfosforilacion

de proteinas quinasas, lo que se relaciona con la alteracion de vias de

de sefiales, proliferacién y di (Galloway y Handy, 2003,
Li, 2007; Diaz-Resendiz et al,, 2015). Asi mismo, algunos estudios han sugerido la
participacién de los POF en procesos apoptéticos (Saleh ef al, 2003). En este
sentido, se ha reportado que diazinén en concentraciones subletales induce en la
tilapia nilética (O. niloticus) disminucion en la capacidad proliferativa de linfocitos,
actividad fagocitica, disminucion en el peso relativo del bazo, asi como incremento
en el estallido respiratorio de fagocitos y concentracion de IgM plasmatica (Giron-
Pérez et al,, 2007; Diaz-Resendiz ef al., 2015)

Sin embargo, también se ha propuesto la presencia de un mecanismo de
inmunotoxicidad indirecto debido a la alteracién de la respuesta colinérgica de las
células del sistema inmunolégico (Galloway y Handy, 2003; Charoenying et al.,
2011). Debido a que recientemente se ha demostrado en modelos mamiferos que
no sélo las células neuronales expresan ACh, sino que este neurotransmisor
puede ser producido por células de otro tipo de tejidos, lo que se ha denominado
sistema colinérgico no neuronal. Al respecto, se ha demostrado que las células del
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sistema inmunologico de mamiferos poseen todos los componentes bioquimicos y
moleculares para generar de novo ACh, molécula que tiene una participacion

significativa en la regulacion de la respuesta inmunoldgica (Kawashima y Fuji,

2003). De esta manera, el sistema colinérgico linfocitario podria ser el blanco de
los POF en el fenémeno de inmunotoxicidad (Charoenying et al, 2011).

Figura 22. Mecanismos de inmunoloicidad de POF. AcCoA: acelil-coenzima A; AC: aceticolina;

ACHE: acefiiclinesterasa; ChAT: colina acetil lransferasa; DAPS: dialquillosfatos; mAChR:

receptor muscarinico de acetiicolina: NAChR receptor nicotinico de acetiicolina; oxén: metaolito
- POF: plaguicid:




La actividad colinérgica no neuronal ha sido demostrada tanto en modelos in vitro
como en modeios in vivo de humanos y otros mamiferos. Sin embargo, en
vertebrados inferiores como los peces, la informacion sobre este sistema es
escasa, por lo que en el presente trabajo se evalué la presencia de componentes
colinérgicos (AChE, ACh y AChR) en células mononucleares de tilapia nilstica (O.
niloticus). Constituyendo asi, el primer reporte de caracterizacion de elementos
colinérgicos en células del sistema inmunolégico en peces. Estos componentes, al
igual que en mamiferos, pueden constituir un sistema  colinérgico no neuranal
propio de las células del sistema inmunolégico, implicado en mecanismos de

neuro-inmunomoduiacion.

En lo que se refiere al sistema colinérgico no neuronal presente en leucocitos, se
han publicado estudios en los que se evalia en mamiferos el neurotransmisor
ACh en células u 6rganos del sistema inmunolégico. Kawashima et al. (1997)
determinaron el contenido de ACh en tres lineas celulares de humanos, mostrando
niveles de 261.5 + 34,9, 36.2 + 35 y 12.6 + 0.6 pmol/10° céluias para MOLT-3,
HSB-2 y CEM, respectivamente. Asi mismo Rinner et al. (1998) determinaron los
niveles de ACh en linfocitos de timo (1521 £ 270 pg/10° células), bazo (1340 £ 311
pg/108 células) y linfocitos de sangre periférica (1148 + 182 pg/10¢ células) e rata.
Aunque existen diferentes estudios en os que se ha determinado la concentracion
de ACh en sangre total y plasma de diferentes especies animales a lo largo de la
linea evolutiva (Fujii et al, 1995), no hay informacion referente a los niveles
basales de ACh en células del sistema inmunologico de peces. Los resultados
obtenidos en el presente estudio, indican que la concentracion de ACh en células
mononucleares de bazo de tilapia nilética (O. niloticus) es de 23 + 6.03 uM/ mg
proteina

Este neurotransmisor esta implicado en diferentes funciones celulares como
mantenimiento de la homeostasis celular, mitosis, organizacion del citoesqueleto
interacciones celulares (Wessler et al., 1999; Abreu-Villaca et al., 2011). En lo que
respecta a su papel en la modulacion del sistema inmunolégico, estudios



realizados para comparar los niveles de ACh presentes en diferentes tipos de
leucocitos indican que en linfocitos T se expresa de manera constitutiva la enzima
CAT, mientras que en lineas de células B y monocitos se detectan bajos niveles
de expresion de ChAT, por lo que al parecer los linfocitos T son las principales
células del sistema inmunologico encargadas de la sintesis de este
neurotransmisor (Kawashima y Fujii 2000; Fuji y Kawashima, 2001). Existe
evidencia que sugiere que los cambios en la actividad colinérgica en los linfocitos
estén relacionados con Ia afteracion de la respuesta inmunolégica, estudios in vitro
muestran que la ACh (o agonistas) en los linfocitos induce via M1/M5 mACHR,
senalizacion de Ca®, aumento en la expresion de cfos, sintesis de NO por la
NNOS/INOS via PLC. lo que se relaciona con el aumento de citotoxicidad y el
contenido de cGMP. Asi mismo, mediante via nAChR, ACh puede modutariia g
maduracién de los timocitos y proliferacion de céfulas T. Por lo que se puede

sugerir que ACh actia como un factor autocrino, modulado positivamente pot
senalizacion de IL-2 (Kawashima y Fujii, 2003)

SISTEMA DE BIBLOT
Este efecto inmunomodulatorio de ACh también ha sido desciito en peces.
Estudios realizados en trucha arcoiris (O. mykiss) han demostrado que carbacol
(agonista colinérgico de MAChR) incrementa significativamente el nimero de
células de asi como la 6n de ROS en
leucocitos (Flory, 1990; Flory y Bayne, 1991). Resultados obtenidos en nuestio

9tupo de investigacion, demostraron que la exposicién in vitro de linfocitos de
tilapia nilotica (O. miloticus) a 40-80 uM de ACh, reduce significativamente la
capacidad mitdtica de estas células (Giron-Pérez et al, 2008). Por otra parte, en
tenca (Tinca tinca) y bacalao (Gadus morhua), ACh (1 nM) induce reduccion
significativa de tejido esplénico, mientras que el tratamiento con atropina
(antagonista colinérgico de MACHR) invierte el efecto (Fange y Nilsson, 1985)

La informacion hasta el momento demuestra que ACh puede actuar sobre ios
PAChR y mAChR presentes en los linfocitos y su estimulacion producira cambios

bioquimicos y funcionales sobre la célula en la que se encuentran. Sin embargo, la
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expresion de los subtipos para ambos lipos de receptores y sus funciones
especificas varian de acuerdo a la especie animal asi como su estado fisico o la
situacion del sistema inmunalgico. Por o cual, otro parametro determinado en el
presente trabajo fue la concentracién de AChRs en células CMB de tilapia nilotica,
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 informacién referente a los niveles basales de AChR en células del sistema
inmunolégico de peces por o que no es posible comparar os resultados obtenidos

en este estudio.

En lo que respecta a la senalizacion intracelular de estos receptores, ¢ ha
descrito en modelos mamiferos y en lineas celulares que los MAChR, M1, M3 y
M5 estan unidos a Gg/11, por Io que después de su estimulacion se activa la PLC,
aumentando los niveles de Ca2*. Por ofro fado, M2 y M4 estan acopladas a Gilo,
tras su estimulacion se inhibe la adenil ciclasa y disminuye Ia sintesis de cAMP
Aungue las células expresan los cinco subtipos, la intensidad de expresion
dependera del estado del sisterna inmunalégico. Una vez activados los linfecitos,
se facilita Ia transmisién colinérgica mediante el incremento en la expresion de
MACHR y la sintesis de ACh. La sefalizacién de estos receptores (MAChRs
M1/MS) esta con la de citocinas 1o que

conduce a la produccién de anticuerpos. Mientras que, los nAChR se encuentran
en forma delas a2- 06y B2-4, a9/ a10

0 en forma homopentamérica compuesta por la subunidad a7, formando un canal
de iones activado por ligandos, que al ser activado causa un rapido flujo de Na'.
K* y Ca?* (Kawashima y Fujii, 2003). Se ha sugerido que la subunidad a7 esta
relacionada con la reguiacién en la produccién de citocinas proinflamatorias
mediante la produccion de anticuerpos, asi como el desarollo y activacion de
linfocitos B (Kawashima et af, 2012).

El siguiente elemento del sistema colinérgico evaluado fue la colinestera, la cual

se encarga de degradar al neurotransmisor ACh. Los vertebrados tienen dos tipos
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de colinesterasas, AChE y BChE, las cuales difieren en su especificidad por el
sustrato. La primera puede hidrolizar més rapidamente ACh comparada con otros
esteres de colina, en contraste, la segunda es més eficiente para hidrolizar
butirilcolina. Aunque el papel fisiologico de ACHE ha sido ampliamente descrito, el
papel de BChE ain no es claro (Chuiko, 2000), se ha sugerido que podria
relacionarse con vias de detoxificacion, para proteger Ia inhibicion de AChE por
POF (Poet et al,, 2004)

En peces, AChE ese encuentra predominantemente en cerebro y musculo,
mientras que BChE se encuentra en higado y plasma (Alpuche-Gual y Gold-
Bouchot, 2008; Hick ef al, 2013). En lo que respecta a la presencia de actividad
colinesterasica en células del sistema inmunolégico, en mamiferos se ha
reportado la expresion de AChE en linfocitos y al parecer esta actividad

tras agudas (Da Sila et al, 2011). Al
comparar la expresién y actividad de esta enzima entre linfocitos, se ha reportado
que tanto en linfocitos T y B se expresa ACNE, sin embargo, la mayor actividad
reside en linfocitos T (Szelényi et al., 1982).

En este estudio se determiné la actividad colinesterasica en CMB de tilapia
nilética. Los resultados obtenidos indican que de la actividad ChEY, el 68.6% fue
debido a AChE y el 31.4% podria atribuirse a actividad de BChE. Estos resultados
difieren de los reportados en plasma de peces ciprinidos, donde se encontré que
de la actividad ChEt, el 83-86% correspondié a BChE, mientras que el 4-17 % a
ACNE. Esta discrepancia podria deberse al tejido evaluado (Chuiko, 2000)

Las B-esterasas son un grupo de enzimas inhibidas por POF, siendo la inhibicién
de ChE la mas frecuentemente usada como biomarcador para evaluar la
exposicion a POF. En este sentido, existen diversos estudios donde demuestran
en peces la inhibicion de la enzima AChE tras la exposicion POF (Galgani y
Bocquene, 2000; Poet et al, 2004; Alpuche-Gual y Gold-Bouchot, 2008),
Guimaraes et al. (2007) reportaron un decremento significativo en la actividad de
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AChE en musculo de tilapia nilética (O. niloticus) expuesta a 0.25 ppm de triclorfon
desde 8 hasta 96 h. Asi mismo, Durmaz et al. (2006) reportaron una inhibicién
dosis dependiente de AChE en diversos tejidos como branquias, misculo, fifén y
tracto alimentario de O. niloticus expuesta a concentraciones subletales de
diazinén (0.1, 1y 2 ppm). Del mismo modo, en tilapia nilética expuesta in vivo a
3915 y 7,830 ppm de diazinon durante 96 horas, se redujo significativamente la
actividad de AChE en bazo comparada con el grupo no expuesto (Giron-Perez et
al, 2008). Lo que demuestra que incluso a bajas dosis de este plaguicida, la
actividad enzimética es sensible a la contaminacién por POF. El grado de
inhibicién por exposicion a POF se puede deber a diversos factores, como peso,
resistencia entre especies, porcentaje de absorcién y la relacin entre activacion/
detoxificacion del POF (Barbieri y Alves Ferreira, 2011).

Los POF al tener como molécula blanco la enzima AChE, bloguean la actividad de
&sta a través de la unién ireversible al sitio activo, lo 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 colinérgico en leucocitos, los
hace susceptibles a la perturbacion por POF. Como se comentaba, se ha sugerido
que los POF pueden modular a los leucocitos de una forma indirecta
principaimente a través de los receptores colinérgicos, evocando una sefalizacion
intracelular inmediata de diversas moléculas, entre ellas c-Fos, regulando por
consecuencia los niveles de segundos mensajeros (Charoenying et al, 2011;
Kawashima et al, 2012; Toledo-Ibarra et al, 2013)

Actualmente existen pocos estudios en los que se evalia el efecto inmunotoxico
de POF y su relacion con el sistema colinérgico de los linfocitos. Los primeros
reportes publicados por Girén-Perez et al. (2008) mostraron que la exposicion in
vitro a diazinén y diazoxén, no altera la capacidad proliferativa de linfocitos de
peces, no obstante, estas sustancias inducen un incremento en la concentracion
de ACh, la cual provoca una dela Porlo

que se sugiere que el efecto inmunotéxico no es directo, sino a través del sistema

62



colinérgico no neuronal. Asi mismo, Charoenying et al. (2011) evalud el efecto de
paraoxén (metabolito de paratién) sobre el sistema cofinérgico tanto en lineas
celulares neuronales como de linfocitos. En lo que respecta a la AChE, mostraron
que en la linea celular MOLT3 expuesta durante 48 h a 100, 500 y 1000 uM
paraoxdn, provoca un aumento en la expresion de N-AChE, lo que refleja una

aiteracién en el sistema.

En el presente estudio se reporta una disminucion significativa en la actividad de
AChE en CMB de peces expuestos a 1.95 y 3.91 mgiL de diazinén, asi mismo se
indica que fa concentracién de ACh en CMB de tilapia nildtica (O. niloticus)
expuesta 24 h a 1.95 mg/L y 3.91 mg/L de diazinon auments significativamente los
niveles de ACh (38.47 £ 7.33 M y 35.52 + 9.03yM. respectivamente) respecto al
4rupo no tratado con diazinén (23 £ 6.03 pM). Estos reportes coinciden con los
resultados reportados previamente por Girén-Pérez et al. (2008), en los que la

de ACh 6 en bazo de peces expuestos
27.830 ppm y 3.915 ppm de diazin6n, comparada con el grupo no expuesto.

Se ha sugerido que el fendmeno téxico observado en neuronas sea lo que
también sucede en linfocitos, acasionado por un exceso de ACh resultante de Ia
inhibicion de ACNE, que conllevaria a Ia alteracion en la expresion y funcionalidad
de AChRs, provocando una disrupcion en la cascada de sefializacion intracelular,
modulando los niveles de segundos mensajeros y en consecuencia la

funcionalidad de la célula (Charoenying et al., 2011).

Por lo cual, en este estudio también se evalud los niveles de AChRs en |as CMB
de peces expuestos a diazinén, encontrando una disminucion significativa en la
concentracién de MACHR y nACHR de los peces expuestos a 3.91 mgiL de
diazinon (480 + 160 pgimL, 352 £ 20 pg/mL, respectivamente) respecto al grupo
control no tratado con plaguicida (1590 + 318 pg/mL, 568 + 44 pg/mL.

Estudios publicados por C et al, (2011) muestran

que la expresion de MACHR en células MOLT-3 es modulada por la exposicion a
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paraoxon. La sobre estimulacién de mAChR y nAChR causa cambios funcionales

y bloguimicos en dichas células (Kawashima et af., 2012).

Es asl como se evidencia que los POF no solo tienen efecto toxico directamente

sobre las células del sistema inmunoldgico, sino que ademas pueden provocar
i6 , proceso

una alteracion de la
de estrés e

para mantener la durante
evocando una respuesta balanceada para eliminar los patégenos y minimizar el

dafio a tejidos (Verburg-van Kemenade et al, 2013)



11. Conclusiones

Los resultados derivados de este trabajo sugieren que la actividad inmunotoxica
de diazinén sobre los linfocitos de tilapia nildtica, es un evento indirecto, en cuyo
proceso esta involucrado el sistema  colinérgico no neuronal propio de los
linfocitos. De esta manera, la existencia de un sistema colinérgico no neuronal en
linfocitos, los hace susceptibles a la alteracion por POF (figura 23). Este es el
primer reporte en el que se evaliia el sistema colinérgico de los linfocitos como
blanco del efecto inmunotéxico de diazién en organismos acuéticos. Sin embargo,
son necesarios mas estudios para determinar el efecto de estos contaminantes
sobre el sistema colinérgico de linfocitos y detallar de una forma més clara el
mecanismo de accion.

Figura 23. Sistema colinérgico no neuronal en linfocitos como blanco de diazinén en vertebrados
(Toledo lbarra et al, 2013). AcCoA: acali-coenzima A; ACh: acelicolna: AChE:
ARC: céluia de antigeno, GHT1 de colina; ChAT:

colina acetl iransferasa; mAChR: receptor muscarinico de acetitcolina; nAChR: receptor nicotinico
de acetilcolina
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12. Perspectivas

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, se recomienda
evaluar in vitro los efectos de la exposicion aguda y cronica a diazinon en
monocitos/macréfagos y linfocitos de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) sobre
el sistema colinérgico no neuronal. Ademés se sugiere evaluar la expresion de los
elementos del sistema colinérgico no neuronal, como son ChAT, ACh, AChE y
AChR. En lo que respecta al Gltimo elemento, identificar los subtipos y Ias

subunidades predominantes en cada estirpe celular.

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

linfocitos, seria conveniente evaluar la expresion de citocinas anti y pro-

moléculas de ién, segundos y factores de
(patrén de y
Ademés, para evaluar el grado de a en

expuestos a este plaguicida, serfa importante evaluar los pardmetros antes

mencionados en organismos expuestos a diferentes agentes patégenos.
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