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RESUMEN
Los plaguicidas organofosforados (OPs) son insecticidas de amplio espectro
que ejercen su efecto neurotdxico inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa
(AChE). Sin embargo, esta enzima no sélo est4 presente en sistema nervioso,
también se ha demostrado actividad colinérgica en leucocitos, por lo que los
OPs pueden modificar la comunicacién neuroinmunoldgica. El objetivo de este
estudio fue determinar la alteracién colinérgica y parametros de inmunidad
innata, provocada por diazinén (DZN) en células del sistema inmune, utilizando
como modelo al pez tilapia (Oreochromis niloticus). Para este propdésito, los
peces fueron expuestos in vivo durante 6 0 24 h a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L de
DZN. Inmediatamente, se evalud en leucocitos, la expresion de los receptores
muscarinicos de acetilcolina (MAChR) (subtipos M2-M5), a través de RT-gPCR,
asi como pardmetros de la respuesta innata, como capacidad fagocitica,
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y formacién de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETs), mediante técnicas fluorescentes, como
citometria de flujo y microscopia. Los resultados obtenidos indican que DZN
induce disminucién de la capacidad fagocitica e increment6 la produccion de
ROS y formacion de NETSs; alteraciones que podrian estar relacionadas a una
disrupcién colinérgica, ya que se observo la disminucion en la expresion de
todos los subtipos de mMAChR evaluados (M2-M5). Los resultados obtenidos,
pueden ayudar a la comprension de fendmenos biolégicos importantes, debido
a que el sistema colinérgico leucocitario es esencial en procesos fisiologicos
basicos, como la induccién de la respuesta inmune, asi como en aspectos
conductuales-cognitivos, por lo que su alteracion pone en riesgo la

supervivencia del organismo.
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ABSTRACT
Organophosphorus pesticides (OPs) are broad-spectrum insecticides that exert
their neurotoxic effect by inhibiting the enzyme acetylcholinesterase (AChE).
However, this enzyme is not only present in the nervous system; cholinergic
activity has also been demonstrated in leukocytes, so OPs can modify
neuroimmunological communication. The objective of this study was to
determine the cholinergic alteration and parameters of innate immunity, caused
by diazinon (DZN) in cells of the immune system, using the tilapia fish
(Oreochromis niloticus) as a model. For this purpose, the fish were exposed in
vivo for 6 or 24 h at 0.97, 1.95 and 3.91 mg/L at DZN. Immediately, the
expression of acetylcholine muscarinic receptors (MAChR) (M2-M5 subtypes)
was evaluated through leukocytes, through RT-qPCR, as well as parameters of
the innate response, such as phagocytic capacity, production of reactive oxygen
species (ROS) and formation of extracellular neutrophil traps (NETS), using
fluorescent techniques, such as flow cytometry and microscopy. The results
obtained indicate that DZN induces a decrease in phagocytic capacity and
increased ROS production and NETs formation; alterations that could be related
to a cholinergic disruption, since the decrease in the expression of all subtypes
of MAChR evaluated (M2-M5) were observed. The results obtained can help
the understanding of important biological phenomena, because the leukocyte
cholinergic system is essential in basic physiological processes, as immune
response induction, as well as behavioral-cognitive aspects, so that its

alteration puts survival at risk of organism.



1. INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias empleadas
para prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluidos los vectores de
enfermedades humanas y de animales (FAO, 2006). Se estima que
aproximadamente en un tercio de los productos agropecuarios se emplean
plaguicidas (Liu et al., 2002; Zhang et al., 2011). Datos de la FAO, indican que
a nivel mundial se emplean 4,116,832.41 toneladas de ingrediente activo de
plaguicidas, mientras que en México son usadas 57,110.63 toneladas de estas
sustancias (FAO, 2016).
Actualmente existen diferentes formas de clasificar a los plaguicidas. En
México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), asi como el Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico
(INECC), recomiendan la clasificacion de plaguicidas de acuerdo a criterios
como: organismo blanco, modo de accidén, origen, persistencia, peligrosidad y
grupo quimico. Respecto a esta ultima clasificacion, los plaguicidas se pueden
clasificar en diferentes familias como organoclorados, organofosforados,

carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, entre otros.

1.1 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OPs) son un grupo de insecticidas de
amplio espectro extensamente utilizados en las actividades agricolas para el
control de plagas (Heano y Corey, 1986; Ogasawara et al., 2017). Los OPs son
ésteres, amidas o tioles derivados del acido fosforico. Su estructura quimica
esta compuesta por un atomo central de fosforo pentavalente unido a un atomo
de azufre u oxigeno (P=S o P=0), dos radicales alquilo, alcoxi o amino

generalmente denominados R1 y R2 y un tercer grupo mas labil a una hidrolisis



denominado grupo saliente (X), el cual puede ser fldor, cloro, fosfato,
carboxilato (Figura 1) (Fukuto, 1990). Los OPs representan aproximadamente
el 50% del uso mundial de plaguicidas (Casida y Quistad, 2004), siendo
paration, clorpifiros, diazinon, diclorvos, fosmet, fenitrotion, tetraclorvinfos,
azametifos, Azinfos-metil, malation y metil-paration los OPs de mayor uso

(Adeyinka y Pierre, 2018).

o(s)
|
R1—P —R2
I
X

Figura 1. Estructura quimica de los plaguicidas organofosforados: Un atomo central de
fosforo enlazado a un &tomo de oxigeno o azufre; R1 y R2 pueden ser grupos alquilos,
alcoxi o amino; X puede ser fltor, cloro, fosfato o carboxilato. Tomado de Costa, 2006.

1.1.1 Diazinén

Diazinon (DZN), es un OPs insecticida/acaricida usado comunmente en
varios paises, incluyendo México (Gonzalez-Arias et al., 2010; Leyva-Morales
et al., 2014; Ccanccapa et al., 2016; Ibigbami et al., 2016). El DZN (Figura 2)
(O.0O-dietil-O-[2-isopropil-6-metilpirimidin-4-il]  fosforotioato), es de textura
oleosa, incolora e inodora, soluble en solventes organicos como el éter de
petréleo, alcohol, benzina y otros hidrocarburos (ASTDR, 2008), sus

propiedades fisicoquimicas pueden verse en la tabla 1.

H,CH;—
CHEHT, o, N CH(CH,),
P N
CH,CH;—O” Il |
S ~N
CH,

Figura 2. Estructura quimica del plaguicida organofosforado DZN. En la figura se
puede observar el atomo central de P unido con un doble enlace a un atomo de S,
ademas 2 radicales isotrépico y una piramidita unidos a atomos de O. Tomado de
Kappers et al., 2001.



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del plaguicida organofosforado DZN
(Adaptado de ASTDR, 2008).

Caracteristica Informacion Referencia

0,0-dietil O-2-isopropil-6-

Nombre quimico metilpirimidin-4-il fosforotioato ASTDR, 2008
Diazindn; Alfa-tox; Basudin; Diazol;
Nombres comerciales Knox-Out; Spectracide, Diazin6n 600 ASTDR, 2008
EC; Diazindn 25 E
PM 304.35 g/mol ASTDR, 2008
PKa 2.4-2.6 Ku et al., 1998
LogKow 3.3-3.81 ASTDR, 2008
Presion de vapor 6.60 X10° mmHg (20°C) ASTDR, 2008
Constante de Henry 1.17x107 atm-m3/mol ASTDR, 2008
Heanoy
Peligrosidad Clase II: Moderadamente peligroso Corey, y
Corey, 1986
Vida media en agua 70 h-138 dias ASTDR, 2008
Heanoy
Vida media en suelo 21-103 dias Corey, y
Corey, 1986

En los Estados Unidos, el uso de DZN estéa restringido desde el afio 2004, sin
embargo, anualmente se aplican 2,722 toneladas (USEPA, 2018). En México,
la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas,
Fertilizantes y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) autorizé el uso DZN en las
areas agropecuaria, doméstica, jardineria, urbana e industrial (CICOPLAFEST,
2004). Este compuesto es clasificado por la Organizacion Mundial de la Salud
como moderadamente peligroso de clase Il, es decir posible carcinogénico

(ASTDR, 2008).

1.1.1.1 Toxicocinética del DZN en mamiferos

La absorcion del plaguicida DZN puede ser a traves de las vias
respiratoria, dérmica y digestiva. El coeficiente de particion octanol-agua (Kow)
del DZN es de 3.81 (ATSDR, 2008), por lo tanto, este compuesto es capaz de
atravesar las barreras biologicas. Una vez absorbido el DZN sera distribuido en

el organismo. Aunque existe informacién limitada acerca de los mecanismos de



distribucion, algunos reportes indican que se une fuertemente a proteinas

plasméticas y puede ser transportado con relativa facilidad (ASTDR, 2008).

La biotransformacion del DZN es un proceso que ocurre mediante la accion de
enzimas microsomales hepaticas. En primer lugar, el DZN (compuesto padre),
sufrird una oxidacion desulfurativa catalizada por el citocromo P450 (CYP450)
(Figura 3-1), donde se genera un compuesto intermedio (fosfooxitireno),
compuesto que puede ser desactivado a través de hidrolisis espontanea,
desulfuracion, y desoxigenacion para formar los metabolitos 2-isopropyl4-metil-
6-hidroxipirimidina (IMHP), dietiltiofosfato (DETP), y dietilfosfato (DEP) (Figura
3-2). Por otra parte, el fosfooxitireno puede tener una desulfuracion espontanea
y formar diazoxon (Figura 3-3). La evidencia cientifica indica que en mamiferos
el CYP2C19 participa en la biotransformacion de DZN a diazoxén, sin embargo,
se han reportado que los CYP450 como: CYP1A2, CYP2B6, CYP3A4,
CYP3A5, CYP2D6, pueden metabolizar OPs (Ellison et al., 2012). La
desintoxicacion de diazoxén se da a través de hidrdlisis esterasas de hepéticas
como la paraoxonasa (PON1) y extra-hepéaticas como las carboxilesterasas
(Figura 3-4), para finalmente eliminar los metabolitos de DZN mediante la orina

y heces (ASTDR, 2008).
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Figura 3. Biotransformacion del plaguicida organofosforado DZN; La informacién
corresponde a observaciones reportadas en mamiferos, tomado de ASTDR, 2008.

1.1.1.2 Mecanismo de accioén

Dentro de los OPs, los fosfatos (P=0) per se son compuestos bioactivos,
mientras que los fosforotioatos (P=S) como el caso del DZN, necesitan ser
biotransformados para su activacion, es decir generar el metabolito oxén y asi
poder ejercer su efecto téxico (Vale, 1998). Los OPs son agentes neurotoxicos
gue actian inhibiendo mediante la fosforilacion del grupo hidroxilo en el
aminodcido serina del sitio activo de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE). Esta
inhibicibn de AChE ocasiona una excesiva acumulacion del neurotransmisor
acetilcolina (ACh) en el espacio sinaptico. En consecuencia, la ACh

sobreestimula a los receptores colinérgicos de las células postsinapticas,



ocasionando una estimulacion nerviosa descontrolada que puede conducir a

muerte (Fukuto, 1990; Vale, 1998; Elersek y Filipic, 2011).

1.1.1.3 OPs y ecosistemas acuaticos

Durante la aplicacion de los plaguicidas, se estima que el 99.9% termina
en matrices ambientales y solamente el 0.1% alcanza al organismo blanco
(Pimentel, 1995). En este contexto, estas sustancias toxicas pueden alcanzar
de forma directa o indirectamente los cuerpos de agua (Arias-Esteves et al.,
2008), afectando a organismos no blancos (mamiferos, reptiles, invertebrados,
aves y peces) esto conduce a un desequilibrio de las interacciones troficas de
los ecosistemas (Figura 4). Especificamente DZN, tiene un tiempo de vida

media en suelo de 21-103 dias y 12-138 dias en agua (ASTDR, 2018).
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Figura 4. Dispersibn ambiental de plaguicidas. Mecanismos de transporte de
plaguicidas para alcanzar las distintas matrices ambientales. Adaptado de Lans-
Ceballos et al., 2018



1.1.1.3 Toxicidad de DZN en peces

Los organismos acuaticos son particularmente sensibles a los
plaguicidas (DeLorenzo et al., 2001), debido a que estan en contacto directo
con los plaguicidas diluidos en el agua, por lo tanto, estdn expuestos por
contacto dérmico, branquial u oral (Sabra y Mehana, 2015). En este sentido, los
peces teledsteos son de gran interés para los estudios sobre ecotoxicologia, ya
que son el grupo de vertebrados mas abundante en el planeta (Ravi y
Venkatesh, 2018). Ademas, los peces son organismos ideales para la
evaluacion de contaminantes en cuerpos acuaticos (Wester et al., 1994;
Bacolod et al., 2017). DZN al igual que otros OPs, provoca la inhibicion de
AChE y una acumulacion de ACh ejerciendo el efecto neurotéxico (Sabra y
Mehana, 2015). Ademas de los efectos neurotoxicos clasicos de los OPs, estas
sustancias también afectan a otros 6rganos y sistemas, siendo reportadas en
peces alteraciones conductuales (atacar/huir alimentacion y reproductivos),
hematoldgicas, histopatolégicas, enzimaticas y bioquimicas (Ullah y

Zorriehzahra, 2015).



1.2 Sistema colinérgico neuronal: Blanco principal de los OPS

El sistema colinérgico neuronal (Figura 5) ha sido estudiado y
caracterizado principalmente en modelos mamiferos, esta formado por diversos
componentes como la colina acetiltransferasa (ChAT) y carnitina-
acetiltransferasa (CarAT) (enzimas indispensables para sintetizar de novo el
neurotransmisor ACh), el transportador vesicular de ACh (VAChHT), el cual
almacena la ACh en vesiculas sindpticas. Para su posterior uso durante el
impulso nervioso, la neurona presinaptica libera, en el espacio sinaptico
mediante exocitosis, la ACh almacenada. La liberacion de ACh estimula las
neuronas postsinapticas a través de receptores colinérgicos, de los cuales se
conocen dos tipos: receptores ionotropicos nicotinicos (NAChR) y receptores

metabotropicos muscarinicos (MAChR) (Fuijii et al., 2017).

La funcion biol6gica de ACh termina mediante su degradacion, para lo cual,
entran en juego las enzimas conocidas como acetilcolinesterasas (AChE) y
butirilcolinesterasa (BChE), enzimas encargadas de hidrolizar ACh en colina y
acetato. La AChE se encuentra en neuronas, uniones musculares y eritrocitos
(Balali-Mood y Balali-Mood, 2008), mientras que BChE se localiza en higado,
rifidn y plasma (Balali-Mood y Balali-Mood, 2008). Una vez escindida la ACh,
existe una recuperacion parcial de colina mediante el trasportador presinaptico

de alta afinidad de colina (CHT1) (Fujii et al., 2017).
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postsinaptica

Figura 5. Sistema colinérgico neuronal; ACh: Acetilcolina; AChE: Acetilcolinesterasa,;
A: Acetato; Ch: Colina; CHT: Transportador de colina; ChAT: colina acetiltransferasa;
CoA: coenzima A; Acetil-CoA: acetil coenzima-A; mAChR; Receptor muscarinico de
acetilcolina; nAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina.

1.2.1 Receptores colinérgicos

1.2.1.1 Receptores nicotinicos para acetilcolina
(nAChR)

Los nAChR (Figura 6), de los cuales se han descrito diferentes
subunidades (a, B, y, 0 y €), siendo cuatro subtipos musculares (a1, B1, y la
cual es remplazada por € en miocitos maduros y 0) y el resto de tipo neuronal
(a1-a10, B1-B4) (Kawashima y Fujii, 2003). Independientemente de su
conformacion, la activacion de los nAChR con agonistas (ACh, nicotina)
permite la entrada de iones a la célula (Ca*?, K*, Na*). Mediante la modulacién
de los niveles de Ca*?, los nAChRs pueden regular eventos bioldgicos, tal

como la activacion de segundos mensajeros y la induccion de expresion de



genes, debido a que permite la fosforilacién del factor de transcripcion CREB

(Kawashima y Fujii, 2003; Fuijii et al., 2017).

Extracelular

Intracelular

Dominio 3 !
intracelular
4

Figura 6. Estructura del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR). Se muestran los

dominios transmembranales (TM) y extracelulares de los nAChR anclado en la
membrana lipidica celular.

1.2.1.2 Receptores muscarinicos para acetilcolina
(mAChR)

Los mAChR (Figura 7) pertenecen a los receptores acoplados a
proteinas tipo G, existen 5 subtipos denominados M1, M2, M3, M4 y M5 (Sato
et al., 1999). Estos receptores también se conocen como receptores
serpentinas o receptores transmembranales de 7 dominios, ya que atraviesan
siete veces la membrana celular, el tercer dominio transmembranal se ubica en
la zona intracelular y es el que le da la funcionalidad caracteristica a cada

subtipo de receptor al interaccionar con la proteina G.

Diferentes vias de sefializacion se activan dependiendo del subtipo de mAChR
estimulado, esto se rige de acuerdo a los tipos de proteina-G a la que el

receptor esta acoplado, de esta manera, la activacion de mAChR puede inducir
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respuestas tanto excitatorias o inhibitorias. Cuando se estimulan subtipos M1,
M3 y M5, los cuales estan acoplados a Ggi1 se induce la activacion de la
fosfolipasa-C (PLC), activando a segundos mensajeros como el inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y al diacilglicerol (DAG) que pueden modular el flujo de calcio
intracelular (Ca*?) y activar a la proteina cinasa C (PKC) y el factor
transcripcional NF-kB. En contraste, los subtipos M2 y M4 estan acoplados a
Gin, en consecuencia, su activacion inhibe la actividad de la adenilatociclasa,

provocando un decremento del AMP ciclico (CAMP) (Fuijii et al., 2017).

Excitatorios Inhibitorios

Extracelular

Intracelular

Figura 7. Estructura de los receptores muscarinicos de acetilcolina (mAChR);
Clasificacién de los subtipos de mAChR acoplados a sus respectivas proteinas tipo:
Gy (receptores excitatorios) y G io (receptores inhibitorios).
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1.3 Sistema inmune

Con el surgimiento, especializacion y diversificacion de los organismos
surgio la necesidad de desarrollar mecanismos de defensa. Para ello, estos
mecanismos deben ser capaces de discriminar los componentes moleculares
propios, no propios e inclusive aquellos potencialmente peligrosos (Matzigner,
2012). El sistema inmunologico esta constituido por componentes celulares y
factores humorales solubles organizados en tejidos y O6rganos, estos
componentes se encuentran en constante comunicacion celular para actuar de
manera coordinada con el objetivo de mantener la homeostasis y combatir la

intrusion de agentes patdgenos al organismo (Zapata y Cooper, 1990).

Los mecanismos de defensa siempre se han englobado en mecanismos de
defensa: innatos y adaptativos. Los mecanismos innatos de reconocimiento de
patégenos estan codificados en linea germinal y codifican para receptores
conocidos como receptores de reconocimiento de patdgenos (PRRs, por sus
siglas en inglés), los cuales identifican moléculas genéricas que conforman a
los patégenos, pero no a los hospederos y se les conoce como patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés)
(Medzhitov y Janeway, 2002). Por otro lado, los mecanismos de inmunidad
adaptativa se basan en la produccion de anticuerpos, las regiones de los
anticuerpos que reconocen el antigeno se encuentran codificadas en
segmentos especificos en el DNA que requieren re-arreglos génicos para
sintetizar anticuerpos de alta especificad y diversidad. No obstante, el tiempo
para desarrollar los componentes celulares y humorales de la respuesta
adaptativa es mayor ya que requiere de activacion de los componentes

celulares y su posterior expansion clonal (Chaplin, 2010; Rauta et al., 2012).
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1.3.1 Sistemainmune de peces teledsteos

Los peces teledsteos (peces con esqueleto 0seo), son el grupo de
vertebrados mas antiguo y diverso del planeta (>27,000 especies descritas)
(Nelson, 2006). Estos organismos son un grupo de gran interés en la
inmunologia, ya que fueron los primeros organismos en poseer mecanismos de
inmunidad innatos y adaptativos, ambos con mecanismos humorales y
celulares en una respuesta integral y desarrollada, que en términos generales
es muy similar al que se encuentra en vertebrados superiores (Warr et al.,

1995).

Los peces teledsteos poseen elementos del sistema inmune innato como las
barreas protectoras fisicas (escamas) y quimicas (mucus). Ademas de
elementos presentes en vertebrados superiores como los mamiferos, tales
como péptidos antimicrobianos, lisozima, lectinas, especies reactivas del
oxigeno y del nitrdgeno, proteinas de fase aguda y moléculas del sistema
complemento (Rauta et al., 2012). Las células de inmunidad innata
mayormente caracterizadas en estos organismos son neutrofilos,
monocitos/macréfagos, células citotdéxicas no especificas y células dendriticas
(Magnadéttir, 2006; Rauta et al., 2012; Alvarez-Pellitero, 2008; Saurabh y

Sahoo, 2008; Estévez et al., 2018).

Por otra parte, componentes celulares y humorales de la respuesta inmune
adaptativa descritas en mamiferos estan presentes en los peces. En este
sentido, se han descrito subpoblaciones celulares T y linfocitos B (Rauta et al.,
2012; Sunyer, 2013), asi como inmunoglobulinas (IgM e IgD), siendo el isotipo

IgM (tetramerica) la principal inmunoglobulina en teledsteos, asi como el isotipo
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IgD, el cual esta anclado a linfocitos B (Sunyer, 2013). Sumado a lo anterior, se
han descrito inmunoglobulinas exclusivas de peces 6seos (IgT/lgZ), las cuales
estan asociadas a inmunidad de mucosas (branquial e intestinal) (Zhang et al.,

2011b; Sunyer, 2013; Du et al., 2016).

Los peces 6seos, al igual que vertebrados superiores como los mamiferos
poseen o6rganos y tejidos linfoides (Figura 8), los cuales son sitios de
produccidn, diferenciacion y maduracion de las células del sistema inmune. Los
organos linfoides primarios en los peces teledsteos son el rifion anterior o
pronefros y el timo. Mientras que los 6rganos linfoides secundarios son el rifion,
el bazo, el tejido linfoide asociado a mucosas e intestino, y los centros de
melanomacréfagos (Soulliere y Dixon, 2017). Para comunicar y coordinar la
respuesta inmune, las células del sistema inmune utilizan moléculas llamadas
citocinas, en peces se han descrito interleucina 1 8 (IL-1 B), IL-2, IL-4/13, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, 1L-19/20,IL-21, IL-22, IL-26, factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), factor de crecimiento transformante B (TGF-B) e

interferon y (INF-y) (Savan y Sakai, 2006; Zou y Secombes, 2016).
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Figura 8. Organos linfoides de los peces teledsteos (Adaptado de Basical Animal

Handling, 2018).
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1.3.2 Mecanismos de inmunidad innata celular

Los peces estan continuamente expuestos a un ambiente con
abundantes microorganismos (Zhang et al., 2011b). Las células del sistema
inmune poseen mecanismos de defensa celular innatos capaces de responder
rapidamente ante estos estimulos antigénicos de manera genérica, entre ellos
la secrecién de sustancias liticas, degranulacion, fagocitosis, produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RNS), asi como la
formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) (Brinkmann et al.,

2004; Rauta et al., 2012).

1.3.2.1 Fagocitosis

La fagocitosis es un mecanismo de defensa primordial en respuesta
inmune innata contra patdgenos, la homeostasis y la remodelacion tisular
(Flannagan et al., 2012). La fagocitosis (figura 9) se define como la ingestién
celular de material particulado, la cual consiste en una serie de pasos donde
particulas/patégenos son detectados, capturados, internalizados y degradados
por parte de células del sistema inmune (Esteban et al., 2015). En peces, los
monocitos/macréfagos, granulocitos, células dendriticas, células B y los
trombocitos poseen capacidad fagocitica, siendo los macréfagos y neutréfilos
las principales células fagociticas en peces teleésteos (Zhang et al., 2010,

Nagasawa et al., 2014).

1.3.2.2 Estallido respiratorio

El estallido respiratorio (figura 9) es un mecanismo de defensa celular

microbicida inespecifico dependiente del oxigeno presente en células
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fagociticas como monocitos/macréfagos y neutréfilos (Haugland et al., 2012).
Durante el fendmeno conocido como estallido respiratorio, las células inmunes
producen ROS, los cuales son compuestos citotéxicos de vida media corta,
tales como anién superoxido (O2), oxigeno singlete (*02), perdxido de
hidrogeno (H2032) y radicales oxidrilo (OH") (Gir6n-Pérez et al. 2009). Las ROS
son producidas por un conjunto de enzimas intracelulares (xantina oxidasa,
NADPH oxidasa, nitrico oxido sintetasa y citocromo P450). Aunque las ROS
pueden funcionar como agentes microbicidas, una liberacion excesiva de estos
compuestos puede afectar a las células de tejidos adyacentes e inducir lo que

se conoce como dafio oxidativo (Masroor et al., 2000).
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Figura 9. Imagen representativa de la fagocitosis y la produccion de especies
reactivas del oxigeno.
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1.3.2.3 Trampas extracelulares de neutrofilos (NETS)

Los neutréfilos son células inmunes innatas muy importantes para la
defensa contra agentes patdégenos invasores y se caracterizan por ser las
primeras células en llegar a los sitios de infeccion, para ello estas células
poseen diversos mecanismos microbicidas (Figura 10). Durante mucho tiempo
se consider6 que los neutréfilos combatian los agentes patdgenos mediante la
ingesta y degradacion (fagocitosis), la liberacion al medio extracelular de
sustancias citotoxicas mediante la degranulacion, asi como la produccion de
especies reactivas del oxigeno y nitrogeno (Dale et al., 2008). Sumado a estos
mecanismos microbicidas, Brinkmann et al., 2004 describieron un mecanismo

de defensa extracelular conocido como NETs (Medina, 2009).

NETosis
Calprotectina
Translocacion NET casting \’
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Elastasa
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esintagracion o lear & d d ion de bacterias y hongos
membranas granulares CIOmMOsomas d)
\ ﬁ Bacteria
Neutrofilo
Virus
=
Degranulacion Fagocitosis
© :
. y "
delpatogencs. Patogenos opsomzadosy celulas inmunoglobulinas
das son fag Complemento
Liberacion de proteinas Opsonizacion

granulares

Figura 10. Mecanismos microbicidas de neutréfilos; Representacion de fagocitosis,
degranulacion y liberacion de ROS, asi como de la formacion de NETs (Cortjens et al.,
2017).
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Los NETs (Figura 11), son redes de ADN envuelto en proteinas estabilizantes
como histonas. La estructura fibrosa de las NETs pueden formar una barrera
fisica que evita la diseminacion de microorganismos y favorece la
concentracion local de péptidos antimicrobianos (Tabla 2) minimizando el dafio

en tejidos adyacentes (Brinkmann et al., 2004; Pijanowski et al., 2013).

{ Elastasa | ‘
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/ N
Elastasa Bacteria
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Figura 11. Estructura y principales componentes de las NETSs; imagen representativa
de la estructura de los NETs asi como los péptidos antimicrobianos. Adaptado de
Miyata y Fan, 2012.
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Tabla 2. Componentes reportados en NETs. Tomado de Yam-Puc et al., 2012.

Componente Localizacion celular Referencia
Elastasa Granulos Brinkmann et al., 2004
Mieloperoxidasa Granulos Brinkmann et al., 2004
Catepsina G Granulos Brinkmann et al., 2004
BPI Gréanulos Brinkmann et al., 2004
Lactoferrina Granulos Brinkmann et al., 2004
Gelatinasa Granulos Brinkmann et al., 2004
ADN Nicleo Brinkmann et al., 2004
Histona H1, H2A, H2B, H3 y )

Nucleo Brinkmann et al., 2004
H4
Actina Citoesqueleto Urban et al., 2009
Miosina-9 Citoesqueleto Urban et al., 2009
Calprotectina Citoplasma Urban et al., 2009
Lisozima C Gréanulos Urban et al., 2009
Azurocidina Granulos Urban et al., 2009
Catalasa Peroxisoma Urban et al., 2009
ADN Mitocondria Yousefi et al., 2009
LL37 Granulos Papayannopoulos et al., 2010

BPI: Proteina bactericida/que aumenta la permeabilidad (BPI); LL37: Péptido antimicrobiano de

catelicidina.

1.3.3 Inmunotoxicidad de OPs

Los OPs como DZN ejercen efectos inmunotoxicos en los peces (Tabla
3), ya que causan efectos sobre, linfoproliferacion, actividad de lisozima, asi
como en la sintesis de citocinas (TNF-a IL-1f3, IL-6, y IL-18), lo que altera la
capacidad de respuesta de los organismos ante infecciones, provocando un
deterioro en la salud (Giron Pérez et al., 2009; Al-Ghanim, 2014; Ahmadi et al.,
2014; El-Bouhy et al., 2016; Ogasawara et al., 2017; Covantes-Rosales et al.,

2019).

No obstante, los mecanismos a través de los cuales los OPs ejercen sus

efectos inmunotéxicos no estdn detalladamente descritos, aunque se ha
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propuesto alteraciones en el sistema colinérgico extraneuronal de las células
del sistema inmune podrian contribuir en el mecanismo de inmunotoxicidad

(Giron-Pérez et al., 2008; Charoenying et al., 2011; Diaz-Resendiz et al., 2015).
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Tabla 3. Efectos téxicos de los OPs en la respuesta inmune humoral y celular en peces. Adaptado de Diaz-Resendiz et al., 2015

Tejido/linea  Tiempo de

Parametro oP Efecto L Concentracion Especie
celular exposicion
Respuesta inmune humoral
1 1,7d
. pazo 21-63d 1.5mg/L Beluga (Huso huso)
l Plasma 35-63d '
Diazin6n 1 Rifion 63d
1 Bazo 7d
l Plasma 1d 2.0, 4.0 mg/L Carpa (Ctenopharyngodon idella)
Actividad de T Rifon 7a
lisozi 1 Plasma 15, 30d 0.1, 0.2mg/L Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
isozima
1 Bazo 3d 15 ug/L
! 7d 75 ug/L
- 1 3d 15 ug/L Carpa comun(Cyprinus carpio)
Clorpirifos ! Plasma 3,5 7d 75 uglL
1 Rifidén 3,5d 15-75 ug/L
1 Plasma 4d 0.102, 0.255 mg/mL Tilapia (Oreochromis niloticus)
Fosalone l Plasma 7,14d 0.15, 0.30, 0.60 mg/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
Prote_ina c Metrifonato 1 Plasma 3d 0.4 ppm Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
reactiva 1 10, 18d ]
Globulina Diazinén i Plasma ; 1; ggg 0.1, 0.2mg/L Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Fosalone l Plasma 14d 0.15, 0.30, 0.60 mg/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
Diazinén — Plasma 4d 3.915, 7.830 ppm T?Iap?a (Oreochrom?s n?loticus)
1 Plasma 4d 1.96 mg/L Tilapia (Oreochromis niloticus)
! 1,3,5,7d 15 pg/L
'gM L Bazo 3,5d 7S Hg/L Carpa comun(Cyprinus carpio)
Clorpirifos 1 Rif6n 1,3,5d 15, 75 pg/L
l Plasma 1d 75 ug/L
| Plasma 4d 0.051 mg/mL Tilapia (Oreochromis niloticus)
Componente de y — Bazo 1,3,5,7d 15, 75 ug/L _ _
Clorpirifos 1 Plasma 1d 75 pg/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
complemento C3 oy
1 Rifién 1d 15 ug/L
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! 7d 75 ug/L
1 1d 75 ug/L
Complemento C3 ! waze rd 15, 75 ug/lL
(le\rl)A) Clorpirifos 1 3d 15 ua/l Carpa comun (Cyprinus carpio)
| Rifi6n 5d H9
| 7d 15, 75 ug/L
IL-18 (MRNA) I g%zgn 1.16, 11.8, 116 pg/L
1 Bazo 11.6, 116 pg/L
IL-1R (MRNA) Clorpirifos L Rifidon 40d 1.16 ug/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
1 11.6 ug/L
1 Bazo 11.6 ug/L
IFN-y (MRNA) ! o 1.16, 11.6 ug/L
1 Rifon 116 pg/L
Respuestainmune celular
Proliferacion Diazinén | Linfocitos 4d 7.83,3.91,1.95mg/L  Tilapia (Oreochromis niloticus)
celular Clorpirifos — Linfocitos 4d 0.051, 0.102, 0.255 mg/L  Tilapia (Oreochromis niloticus)
WBC !
Lin 1 60, 120 ug/L
I\NASS Diazinén # Sangre 10, 20, 30d Carpa comun (Cyprinus carpio)
Eos 1 120 ug/L
Bas !
WBC Malatiéon l Sangre 1,28, 42d 0.023, 0.46 mg/L Tilapia (Oreochromis niloticus)
Clorpirifos 1 Sangre 14d 0.040, 0.080 mg/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
WBC !
k/:gn Diazinén i Sangre 7,15,30d 0.1, 0.2mg/mL Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
Neu 1
WBC !
k/llr(;n Fosalone # Sangre 7,14d 0.15, 0.30, 0.60 mg/L Carpa comun (Cyprinus carpio)
Neu 1
WBC o 1 Pez gato irisdicente (Pangasius
Lin Diazinén N Sangre 7d 0.5, 1 ppm hypophthalmus)
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Mon _

Eos —

Neu 1

Esta]lldo . Diazinén 1 Esplenocitos 4d 1.96 mg/L Tilapia (Oreochromis niloticus)
respiratorio

indice fagocitico Diazin6n | Sangre 4d 7.83, 3.91 mg/L Tilapia (Oreochromis niloticus)

Gran Trucha arcoiris (Melanotaenia fluviatilis)
Lin — 0.1,1,10mg/L Perca plateada (Bidyanus bidyanus)
Gran Clorpirifos Rif6n Perca dorada (Macquaria ambigua)

Lin ! 10 mg/L g:gl?il)ao de Murray (Maccullochella

1. incremento/activacion; |: inhibicién/decremento; —: sin efecto; —: no detectable; WBC: células blancas; Lin: Linfocitos; Mon: monocitos;

Gra: granulocitos; Eos: eosindfilos; Bas: baséfilos; Neu: neutréfilos; d: dias.
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1.3.4 Sistema colinérgico extraneuronal en células del sistema
inmune

Se ha demostrado que la existencia de interacciones
neuroinmunoldgicas en mamiferos consiste en una comunicacion constante y
bidireccional entre el sistema inmune y el sistema nervioso: una relacion
esencial para el mantenimiento de la homeostasis (Romero et al., 2004). Esta
comunicacién es importante ya que crea un funcionamiento adecuado de la
respuesta inmune, beneficiosa para eliminar de manera eficiente los factores
de estrés y, por lo tanto, minimizar la lesién al cuerpo (Kepka et al., 2013;

Verburg-van Kemenade et al., 2013).

Varios estudios muestran como los elementos del sistema nervioso regulan el
sistema inmunolégico y viceversa, dependiendo de una pluralidad de
moléculas, como citocinas y neurotransmisores. Neuronas y leucocitos poseen
la maquinaria bioquimica necesaria para sintetizar de novo ACh, (Wessler y
Kirkpatrick 2008). Donde independientemente de la inervacién neuronal, la
ACh, puede modular al sistema inmunoldgico de manera autécrina y paracrina,
a través de vias de sefalizacion colinérgicas y a través de receptores
especificos expresados en leucocitos (Figura 12) (Gwilt et al.,, 2007;

Kawashima et al., 2012; Verburg-van Kemenade et al., 2013).

Los peces teledsteos son los primeros vertebrados inferiores en desarrollar
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa (Rauta et al.,, 2012). En
consecuencia, estudiar los elementos de la comunicacion neuroendocrina en
peces es importante para conocer la evolucion de este eje. Por otro lado, el
estudio del sistema colinérgico leucocitario podria estar vinculado a

enfermedades inflamatorias e  inmunocompetentes  (autoinmunidad,
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hipersensibilidad y mayor susceptibilidad a la infeccion) (Kawashima et al.,

2012; Diaz-Resendiz et al., 2015).

Resultados reportados previamente por nuestro grupo de investigacion
muestran que los leucocitos de peces de tilapia nilética poseen componentes
esenciales de un sistema colinérgico no neuronal, como ACh y AChE (Toledo-
Ibarra et al., 2014), que podrian estar relacionados con la funcionalidad de
leucocitos y por lo tanto regulan la inmunocompetencia del organismo

(Kawashima et al., 2012).
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Figura 12. Regulacion colinérgica de células del sistema inmune. Se observa la
regulacion colinérgica en la presentacion antigénica entre una célula T y una célula
presentadora de antigeno (APC), basados en modelos mamiferos. ACh, acetilcoling;
AChE, acetilcolinesterasa; AcCoA, acetil coenzima A; ChAT, colina acetiltransfersa;
CHTL1: transportador de acetilcolina de alta afinidad; mAChR, receptores muscarinicos
de acetilcolina; nAChR, receptores nicotinicos de acetilcolina; DAG, diacilglicerol; PLC,
fosfolipasa C; ER reticulo endoplasmatico; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato;ICAM-1
molécula de adhesion intercelular-1; MAPKK, proteina cinasa cinasa activada por
mitégenos ; MAPK, proteina cinasa activada por mitégenos ; MHC II, complejo mayor
de histocompatibilidad tipo I, TCR, receptor de células T. Adaptado de Kawashima y
Fujii, 2004.
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1.4 Peces como modelo de estudio en la investigacién biomédica

Los peces aparecieron en el silurico hace aproximadamente 450
millones de afios, son el grupo de vertebrados més abundante y diverso del
planeta con mas de 27,000 especies, lo que representa mas de la mitad de
todos los vertebrados en el planeta. (Nelson, 2006). Este grupo de organismos
fueron los primeros organismos en presentar respuestas inmunologicas innatas
y adaptativas, mecanismos filogenéticamente conservados en vertebrados
superiores como los mamiferos (Rauta et al.,, 2012), caracteristicas que
convierten a este grupo de organismos en modelos de estudio para las ciencias
biomédicas (Sarasamma et al., 2017), y para la evaluacién del dafio causado
por contaminantes en cuerpos de agua (Planchart et al., 2016). Sumado a lo
anterior, desde un punto de vista evolutivo, la investigacion en vertebrados
inferiores es indispensable para un mejor conocimiento de la filogenia de los

organismos.

1.4.1 Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus)

La tilapia nilética (Figura 13), es un pez teleésteo de aguas tropicales
originario de Africa, con caracteristicas fisiologicas que permiten el desarrollo
de la acuacultura, por lo tanto su cultivo se ha popularizado. La tilapia nilética
es una especie de crecimiento rapido, facilidad de reproduccion, requerimientos
bajos de proteina y resistentes a condiciones ambientales estresantes. Siendo
esta especie propagada para su cultivo en las aguas tropicales en diversos

paises, entre ellos México (Vega-Villasante et al., 2010).
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Figura 13. Ejemplar de la especie O. niloticus.

La produccion a nivel mundial coloca a la tilapia como la segunda especie de
pez dulceacuicola cultivado, solo detras de la carpa comun. En el afio 2014 la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, por sus siglas en inglés) reporté una produccion de 3,670,259 toneladas
métricas de pez tilapia (FAO; FishStats 2015). Particularmente en México la
produccion tilapia se da en todos los estados del pais, segun la Comision
Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA), en el afio 2013 se
cosecharon 99,746 toneladas, con un ingreso de $1,766,060,000, mientras que
para el aflo 2015 la produccion fue de 156,146 toneladas (CONAPESCA,
2016).

En el presente trabajo se utiliz6 como modelo de estudio a tilapia nilética (O.
niloticus), un pez dulceacuicola con importancia ecolégica y economica a nivel
mundial (FAO; FishStats 2015) los resultados de esta investigacion aportaran
informacion importante a la ciencia bdasica, particularmente a la fisiologia e
inmunologia comparada. Por otra parte, los parametros de inmunidad innata
evaluados, asi como la actividad colinérgica estan estrechamente relacionados
con procesos inflamatorios, por lo que esta investigacion tiene potenciales

implicaciones biomédicas.
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2. JUSTIFICACION

El sistema inmune innato es esencial para la defensa ante antigenos
presentes en el ambiente, los cuales, en caso de no ser controlados, pueden
provocar enfermedad y hasta la muerte de los organismos. Sin embargo, este
sistema puede ser alterado por factores bidticos y abidticos presentes en el
ambiente, modificando asi la inmunocompetencia del organismo. Un tipo de
sustancias presentes en el ambiente son los plaguicidas organofosforados
(OPs), la evidencia cientifica indica que los OPs ademas de ejercer efectos
neurotoxicos pueden alterar la respuesta inmune, sin embargo, el mecanismo

de inmunotoxicidad no es claro.

En este sentido, sobre la base de los resultados obtenidos por nuestro grupo
de investigacion se propone que dichos mecanismos estan involucrados con la
alteracién del sistema colinérgico leucocitario (potencial blanco de los OPs), por
lo que, en este trabajo, evalu6 el efecto del DZN sobre algunos parametros de
la respuesta inmune (fagocitosis, produccion de ROS y NETS) y expresion de
receptores colinérgicos en células de la respuesta inmune innata. Utilizando
como modelo de estudio al pez tilapia nilotica (O. niloticus), especie con gran
importancia ecoldgica, econdmica y con un potencial uso en investigaciones

biomédicas.
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3. HIPOTESIS

La exposicion aguda de O. niloticus a concentraciones subletales de
diazinbn modula la expresion de receptores colinérgicos extraneuronales y
disminuye la capacidad de los mecanismos microbicidas (fagocitosis,

produccion de ROS y NETSs) de la inmunidad innata.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de la exposicibn aguda de tilapia nilética (O.
niloticus) a concentraciones subletales de diazinbn sobre la expresion de
receptores colinérgicos y los mecanismos de inmunidad innata celular de

leucocitos.

4.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la expresion relativa de mAChR (M2, M3, M4 y M5) en
células mononucleares de bazo de O. niloticus expuesta in vivo a
diazinon.

2. Determinar el estallido respiratorio en leucocitos totales de O.
niloticus expuesta in vivo a diazinon.

3. Determinar la capacidad fagocitica en leucocitos totales de O.
niloticus expuesta in vivo a diazinon.

4. Evaluar la formacién de NETs en O. niloticus expuesta in vivo a

diazinon.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Organismos

Los peces tilapia nilética (J; 273+43 g y 20+3 cm), fueron adquiridos en
una granja acuicola local. Los peces se mantuvieron durante un periodo de 4
semanas bajo condiciones Optimas (28 + 2°C, pH: 8.0 y O.D: 6.0 mg/L) para su
aclimatacion en tanques de 400 L. Los organismos fueron alimentados
diariamente con alimento formulado comercial Nutripec, Purina®, al 3% de su

peso.

5.2 Exposicion in vivo a DZN

Antes de los bioensayos de exposicion, los peces se aclimataron en un
acuario de vidrio de 30 L durante 24 h (1 pez/pecera). Para disminuir el estrés,
la temperatura y la aireacibn se mantuvieron constantes. Ademas, los
organismos no fueron alimentados durante este periodo para evitar efectos
pandriales y para evitar la deposicion de heces durante el bioensayo. Después
del periodo de aclimatacién, los peces (n = 10) fueron expuestos in vivo a 0.97,
1.95 y 3.91 mg/L (concentraciones correspondientes a 1/8, 1/4 y 1/2 del valor
de CLso reportado por Girdn-Pérez et al., 2007), de una formula comercial de
DZN (25% de ingrediente activo), durante 6 o 24 h. Los bioensayos se
realizaron de forma estatica (sin reemplazo de agua). Se establecié un grupo
de control con organismos que se mantuvieron en las mismas condiciones,

pero sin plaguicida.
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5.3 Obtencién de muestras

5.3.1 Aislado de leucocitos totales

Se aislaron los leucocitos totales de la sangre, para ello mediante
punciéon cardiaca se obtuvo la sangre (3 mL), posteriormente se colocé en
Histopaque-1077 y se dejé sedimentar por gravedad (40 min). Después de la
sedimentacion, se colectaron los leucocitos totales de la fase superior y se
lavaron con Solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés) (pH 7,3). En seguida las células se recuperaron por centrifugacion
(3,500 rpm; 5 min; 4°C) y se resuspendieron en PBS (1 mL). La viabilidad se

evaluo utilizando el método de exclusion del 0.4% de azul de tripano.

5.3.2 Aislado de neutrofilos

La sangre obtenida por puncién cardiaca (3 mL) se utilizé para aislar los
neutroéfilos; para lo cual, la sangre se colocé sobre Histopaque-1119 (3 mL) y
se centrifugd (2,500 rpm/40 min). Una vez finalizada la centrifugacion, los
leucocitos totales se colectaron de la fase media y se procedié a lavarlos con
PBS y centrifugaciéon (3,500 rpm/15 min). Posteriormente, el botén celular
obtenido se homogenizé en PBS (1 mL) y se coloco sobre Histopaque-1077 (2
mL) centrifugandose (2,500 rpm/20 min). Posteriormente, se recupero el anillo
inferior y se lavd con PBS (3,500 rpm/15 min). El paquete celular se
resuspendié en PBS (1 mL) y se evalud la viabilidad usando el método de

exclusion de azul tripano al 0.4%.

5.3.3 Aislado de células mononucleares de bazo
El bazo de peces se disgregd manualmente con movimientos suaves

usando un émbolo de jeringa y una red fina de nylon estéril en 10 mL de PBS
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sobre una caja de Petri. Las células mononucleares de bazo (CMB) se
obtuvieron mediante un gradiente de densidad a (2,500 rpm, 20 min) usando
Histopaque-1077. Posteriormente, se recolectaron las CMB, las cuales se
ubican en la fase superior y se lavaron mediante centrifugacion a 3,500 rpm
durante 15 minutos. El boton celular obtenido se reconstituyé en 1 mL de

TRIzol.

5.4 Expresion de receptores muscarinicos de acetilcolina (mMAChR)
La expresion de los mAChR se determind en leucocitos, ademas de

tejido cerebral total. Este ultimo se utiliz6 como tejido control.

5.4.1 Extraccion de RNA total

Para el aislamiento del RNA total, los tejidos de interés (cerebro y CMB)
fueron aislados y colocados en 1 mL de TRIzol (4°C). Posteriormente, cada
muestra se tratd con cloroformo (200 pL), isopropanol (500 pL) y metanol (75%,
1 mL) para separar, precipitar y lavar el RNA total.
Una vez obtenido el RNA total, se cuantificO usando un espectrofotometro de
microvolumen Quawell-Q-3000 y se analizd la integridad mediante
electroforesis en gel de agarosa (1.5%), el cual se tifid con bromuro de etidio (1

pg/mL) y se visualizaron las bandas con luz ultravioleta.

5.4.2 Sintesis de cDNA

Se llevd a cabo la sintesis de cDNA utilizando el kit de retrotranscripcion
Tagman Reverse Transcription (Applied Biosystem®), para ello 1,000 ng de
RNA total fueron incubados con oligos (dt) 1 pL (1 pL), MgCl2 (1.4 pL), dNTPs

(4 pL), Buffer 10x (2 pL), H2O DEPC, RNA inhibidor (0.5 pL) y la enzima RT
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(0.5 pL), el volumen final de reaccion es de 20 pL, para terminar con una

concentracion de 25 ng de cDNA/pL.

5.4.3 Cuantificacion de la expresion relativa por PCR en tiempo real

(9-PCR)

Una vez sintetizado el cDNA, se usaron 50 ng de cDNA para las
reacciones de PCR. La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando el kit
comercial Fast SYBR Green Master Mix® de ThermoFisher. Usando un
termociclador de tiempo real 7500 Fast Real-Time PCR de Applied-biosystem.
Llegando a un volumen de reaccion final de 20 pL. Los reactivos se agregaron
en las cantidades sefialadas segun el fabricante. Los oligonucledtidos
especificos para las secuencias de los genes de interés estan listados en la
tabla 4. El g-PCR se realizd bajo las siguientes condiciones: 94°C durante 4
minutos (1 ciclo); 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y

72°C durante 30 segundos (30 ciclos); y 72°C durante 10 minutos (1 ciclo).

Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para la expresion relativa de
receptores colinérgicos y gen constitutivo.

Nombre Secuencia Longitud T.M. %GC Pro((;lé;to Fuente:
Mus2-real-F  GGCAGATCTCCAGAGCAAGCAAG 23  63.64 56.52 100
Mus2-real-R TTGTTTCTCCTCTGGCCTGGTG 22  62.47 54.55
Mus3-real-F  CTGGCGCATTTACAAGGAGACCC 23 63,88 56,52 200
Mus3-real-R  CTACCAGTTCCCGACATGTGCTC 23 63,07 56,52 Seo et
Mus4-real-F  TTTCTACCTACCTGTGGCCATCATG 25 62,38 48,00 100 al., 2009
Mus4-real-R  AGTGCCTGAGGTCTTCCTGCTG 22 64,23 59,09
Mus5-real-F  CCAGGAGCAACGCGGTCAAATC 22  64.52 59.09 130
Mus5-real-R  TGGAAGCCTCCTGGAGACACTG 22 63.66 59.09
EFL-la-real-F CAAGGAAATCCGTCGTGGATAC 22 59.14 50.00 327
EFL-1a-real-lR ACGGCGAAACGACCGAGGGG 20 67.27 70.00

%GC: porcentaje de guanina-citosina; T.M: Temperatura de alineacion.
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Para el célculo de la expresion relativa se aplico el método doble delta CT (2
AACTY  propuesto por Livak y Schmittgen (2001), utilizando el factor de
elongacion 1-a (EFL-1a) como gen constitutivo para la normalizacion de la

expresion.

5.5 Andlisis mediante citometria de flujo

5.5.1 Capacidad fagocitica

La fagocitosis se estudid utilizando perlas de latex fluorescentes vy
citometria de flujo como se describe Haugland et al.,, 2012 con algunas
modificaciones. Las suspensiones celulares (2x10° leucocitos) se mezclaron
con 200 pL de medio RPMI con microesferas Fluoresbrite®YG (Polysciences
Inc., Warrington, EE. UU.), 1 um de diametro, en una proporcion de
células/perlas de 1:20 y se incubaron durante 24 h a 28°C (aire/C02:95/5%). Se
usaron como controles negativos suspensiones celulares sin perlas, lo anterior
en placas de 96 pocillos. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, para la
remociéon de las perlas no fagocitadas, se colocaron 40 uL de tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich) por pocillo y se incub6 a temperatura ambiente durante 5
minutos con agitacion suave. Posteriormente, las células suspendidas se
colocaron en 1.5 mL de PBS a pH 7.3 suplementado con 3%(v/iw) de BSA
(Sigma-Aldrich) y 4.5 % (w/v) D-Glucosa (Fermont) y se centrifugd (100 rpm/10
minutos), inmediatamente se removié el sobrenadante. El precipitado se
reconstituyé en 500 pL de PBS para proseguir con el analisis por citometria. La
detecciéon de las perlas verdes fluorescentes fagocitadas se realizé mediante
un citometro de flujo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences, USA) usando el filtro
FL1 (530/30 nm filtro bandpass). Las células no viables se detectaron
afiadiendo 1-2 pL de yoduro de propidio (Pl) de (Sigma Aldrich) 2-3 minutos

34



previo del analisis, la fluorescencia del Pl se analizé usando el filtro FL2
(585/42 nm filtro bandpass), finalmente se analiz6 10,000 eventos por muestra,
mientras que las células muertas se excluyeron del andlisis mediante la
realizacion de gates. Los resultados obtenidos se representaron como un
porcentaje de células fagociticas en leucocitos de sangre total, células

mononucleares (MNC) y células polimorfonucleares (PMNC).

5.5.2 Estallido respiratorio

Se utilizaron dos sondas fluorescentes para determinar el estallido
respiratorio: dihidrorodamina 123 (DHR123), que se oxida con H202 a rodamina
fluorescente (RHO) (Henderson y Chappel, 1993) y dihydroethidium (DHE), que
reacciona con Oz, para formar un producto rojo fluorescente (etidio) (Burnaugh
et al., 2007). En breve, los leucocitos aislados de la sangre (2x10°) se
suspendieron en 200 pL de medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, por
sus siglas en inglés) y se transfirieron a tubos de poliestireno de 1,5 mL para su
incubacion a temperatura ambiente (10 min). Después de la incubacion, se
agregd DHR (5 uM) o DHE (5 uM) para determinar los niveles de H202 y Oz,
respectivamente. Las muestras se mezclaron y se incubaron inclinadas
suavemente durante 15 min en oscuridad.
Antes de los analisis de citometria de flujo, las células se suspendieron en 500
puL de PBS frio. La fluorescencia de RHO se detectd con el filtro FL1 (filtro de
paso de banda 530/30 nm), mientras que la fluorescencia de etidio se detecto
con el filtro FL2 (filtro de paso de banda 610/20 nm). Se registraron 10,000
eventos para cada muestra. Los datos obtenidos se representaron en

intensidad media de fluorescencia (MFI) para ambas sondas en todos los
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tratamientos. Se calculé la produccion de ROS en leucocitos de sangre total,

células mononucleares y células polimorfonucleares.

5.6 Formacién de trampas extracelulares de neutrofilos (NETS)

Los neutrdfilos fueron incubados sobre cubreobjetos (2.5x10° células
en 1 mL de medio RPMI), y sometidos a una preincubacion (37°C, 5% de COz,
1h) en placas de 6 pozos. Posteriormente las células fueron estimuladas con
éster de forbol (PMA) (200 ng/mL), e incubadas (37°C, 5% de CO2, 3h). Para
las condiciones basales de formacion de NETSs, las células se incubaron sin
PMA. Después de la incubacion, se realiz6 la tincion de los NETs. Para realizar
la inmunotincion, las células se fijaron con paraformaldehido (4%, 20 min) y
fueron permeabilizadas con Triton X-100 (0.5%, 1 min), posteriormente las
células se lavaron con PBS. Después las células adheridas fueron incubadas
durante 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo primario monoclonal
Anti-Histona H1/DNA (Merkmillipor MAB 3864) diluido (1:5000) en solucién
salina. Transcurrido esto, la muestra se lavo con PBS, después se incubé 1 h a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad con el anticuerpo
secundario conjugado a Alexa fluor-488 (490/525 nm) (Abl172324, Abcam),
diluido 1:1000 en PBS. Finalmente, para tefir el DNA, la muestra se incubd
toda la noche con 500 puL de DAPI (350/470 nm) (P36931, Molecular Probes).
Los NETs se observaron en un microscopio de fluorescencia (OPTIKA B-
1000FL-HBO). Posteriormente, se capturaron imagenes de fluorescencia de al
menos 5 campos al azar a 20X. Posteriormente las imagenes obtenidas fueron
procesadas en el programa Image J (Version 1.47), donde se determind el area

de DNA y se compard entre los peces de cada tratamiento de DZN.

36



5.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo usando el programa SigmaPlot®
(ver. 10.0). Los datos paramétricos se les realiz6 la prueba ANOVA de una via,
seguido de la prueba post-hoc de Dunn, mientras que para los datos no
paramétricos se les realizd la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de una
comparacion multiple tipo-Tukey. La diferencia estadistica se determind con

nivel de significancia p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresiéon de mAChR

Se realizaron las extracciones del RNA total de los tejidos de interés
(cerebro y CMB), dicho RNA total fue sometido a la sintesis de cDNA para su
posterior amplificacion por gPCR. En el Anexo 1 se pueden consultar los
resultados de las extracciones de RNA total, las corroboraciones de tamafo de
los oligonucledtidos utilizados, asi como la especificidad de amplificacion por
gPCR de los genes para los mAChR. Finalmente se muestra la expresion

génica del gen EFL-1a, el cual se utiliz6 como gen constitutivo.

6.1.1 Expresidon basal de mAChR en cerebro y CMB

Los resultados muestran que tanto en el tejido cerebral, como las CMB
de peces tilapia nilética, se expresan de manera basal los cuatro subtipos de
MAChR: (M2-M5A). Comparando la expresion entre los tejidos, en este estudio
observamos mayor cantidad de mRNA de los subtipos de mAChR en las CMB

qgue en cerebro (Figura 14).
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Expresion de mAChR (Normalizada con EFL-1a)
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Figura 14. Expresion de los subtipos mMAChR en tejidos de O. niloticus; Expresion de
MAChR (M2, M3, M4 y M5A) en el cerebro (barras negras) y CMB (barras blancas) (n
= 7). *: Diferencia estadisticamente significativa en la expresion de los subtipos de

MAChR entre los tejidos analizados (p<0.05).
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6.1.2 Expresion de mAChR en cerebro y CMB de peces expuestos in

vivo a DZN

6.1.2.1 Expresion del subtipo mAChR-M2

Los resultados muestran que no existe modificacion significativa en la
expresion de mAChR-M2 en el cerebro de peces expuestos durante 6 h.
Contrario a esto, después de 24 h de exposicidn existe una deplecion casi total
de la expresion de mAChR-M2 en el cerebro. En lo que concierne a las CMB
de peces expuestos a DZN durante 6 h, se observd disminucién de este
subtipo en las concentraciones de 1.95 y 3.91 mg/L. Por otro lado, a las 24 h de
exposicion la expresion se redujo significativamente a 0.97 y 1.95 pero no a

3.91 mg/L (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de DZN en la expresion de mAChR-M2 en cerebro y CMB. Los
peces (n=8), fueron expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L a DZN durante 6 o0 24
h. Los niveles de expresion estan normalizados con EFL-1a y estan expresados con
respecto al control (linea punteada). *: Diferencia estadisticamente significativa en el
nivel de expresion del subtipo mMAChR-M2 de los peces expuestos en comparacion
con el grupo control (p<0.05).
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6.2.1.2 Expresion del subtipo mAChR-M3

En el cerebro peces expuestos durante 6 h a 0.97 mg/L, la expresion del
MAChR-M3 disminuy6, mientras que en peces expuestos a 1.95 mg/L
incrementod significativamente. Sin embargo, en la concentraciéon de 3.91 mg/L,
no se observo efecto. Por otro lado, la expresion de este subtipo decayd en el

cerebro de peces expuestos a DZN después de 24 h.

En lo que respecta a la expresion de este subtipo en las CMB, la exposicion de
DZN induce disminucién a 6 y 24 horas, excepto en CMB de peces expuestos a

3.91 mg/L durante 24 h (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de DZN en la expresion de mAChR-M3 en cerebro y CMB. Los
peces (n=8), fueron expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L a DZN durante 6 o 24
h. Los niveles de expresion estan normalizados con EFL-1a y estan expresados con
respecto al control (linea punteada). *: Diferencia estadisticamente significativa en el
nivel de expresion del subtipo mMAChR-M3 de los peces expuestos en comparacion
con el grupo control (p<0.05).
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6.2.1.3 Expresion del subtipo mAChR-M4

La exposicion in vivo a DZN durante 6 h no alteré significativamente la
expresion de mAChR-M4 en el cerebro, contrario a esto, la expresion decayo
en el cerebro de peces expuestos durante 24 h. Por otra parte, los niveles de
este receptor disminuyeron su expresion en las CMB de peces expuestos

durante 6 y 24 h, excepto en peces expuestos a 0.97 m/L durante 6 h (Figura

17).
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Figura 17. Efecto de DZN en la expresion de mAChR-M4 en cerebro y CMB. Los
peces (n=8), fueron expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L a DZN durante 6 o 24
h. Los niveles de expresion estan normalizados con EFL-1a y estan expresados con
respecto al control (linea punteada). *: Diferencia estadisticamente significativa en el
nivel de expresion del subtipo mMAChR-M4 de los peces expuestos en comparacion
con el grupo control (p<0.05).
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6.2.1.4 Expresion del subtipo mAChR-M5A

Los datos muestran que la exposicion in vivo a DZN durante 6 h no
modifica de manera significativa la expresion del subtipo mAChR-M5A en
cerebro, contrario a lo anterior, la expresion disminuyé significativamente en los
cerebros de peces expuestos después de 24 h. Por otro lado, los resultados
mostraron disminucion de este receptor en las CMB de peces expuestos
durante 6 y 24 h, excepto en el grupo de peces expuestos durante 6 h a 0.97

m/L de DZN (Figura 18).

Cerebro CMB
° =
£ w0 B sh % 45 B «h
; 250 B 2 S o B 2
% 2,00 .g 2,00
5 150 € 15
2.1,(;,0—— — o — — e — ——— - 21,00— ————i ——————————
% E3 * E 0,50 * * *
Q 050 k S ).
E 0,00 —— s — € 0w —— [ ﬁ -

0.97 1.95 3.91 0.97 1.95 3.91

Diazinon [mg/L] Diazinon [mg/L]

Figura 18. Efecto de DZN en la expresion de mAChR-M5A en cerebro y CMB. Los
peces (n=8), fueron expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L a DZN durante 6 o 24
h. Los niveles de expresion estan normalizados con EFL-1a y estan expresados con
respecto al control (linea punteada). *: Diferencia estadisticamente significativa en el
nivel de expresion del subtipo MAChR-M5A de los peces expuestos en comparacion
con el grupo control (p<0.05).
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6.2 Parametros fagociticos

6.2.1 Fagocitosis

Usando citometria de flujo se observd la actividad fagocitica en los

leucocitos totales de sangre de tilapia nilética (ver Anexo 2; Figura 19).
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Figura 19. Histogramas de fluorescencia (FL1) en leucocitos totales de tilapia nilGtica.
Izquierda: histograma de fluorescencia perteneciente a una muestra control (sin
perlas). Derecha se muestran los picos de fluorescencia en una muestra incubada 24
h con perlas fluorescentes.

Los resultados indican que la exposiciéon in vivo a DZN a 0.97 y 1.95 mg/L
durante 6 h reduce la capacidad fagocitica de los leucocitos totales. Cuando los
datos se analizaron por poblacion celular, fue evidente que la capacidad
fagocitica se redujo significativamente en la MNC después de la exposiciéon a
1.95 mg/L de DZN. En la poblacion de PMNC, la exposicion a 1.95y 0,97 mg/L
también disminuy6 la capacidad fagocitica, sin embargo en a la concentracién
de 3.95 mg/L de DZN, la capacidad fagocitica se incrementd (Figura 20).
Cuando se analizé el efecto de DZN en los leucocitos totales de los peces
expuestos durante 24 h, observamos que la capacidad fagocitica disminuyé en
todos los grupos experimentales en comparacion con los controles. Se

obtuvieron resultados similares cuando se analizd el efecto de DZN en las
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diferentes poblaciones, excepto en PMNC de peces expuestos a 3.91 mg/L

(Figura 21).
i Células Células
100 - Leucocitos totales 100 - mononucleares ; polimorfonucleares
5 *

S o0+ £ 80 "
= 1 ;
© « '
L L '
S 60 S 601 ' *
3 o 1
(=] o '
K] & '
& 404 5 404 '
S L}
> * *k 3 i
o o ‘

. . =l i - f =

0o - T T . 0 : T T

CONTROL 0.97 1.95 3.91 )NTROL 097 1. 391 CONTROL 097 1.95 39
Diazinon [mg/L] Diazinon [mg/L]

Figura 20. Porcentaje de células fagociticas de leucocitos totales aislados de O.
niloticus expuestas in vivo durante 6 horas a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L de DZN. La
prueba de Kruskal-Wallis, con Dunn post-hoc, se utilizé para el analisis estadistico de
los grupos control y expuestos. *: Diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de células fagociticas de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).
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Figura 21. Porcentaje de células fagociticas de leucocitos totales aislados de O.
niloticus expuestas in vivo durante 24 horas a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L de DZN. La
prueba de Kruskal-Wallis, con Dunn post-hoc, se utilizé para el andlisis estadistico de
los grupos control y expuestos. *: Diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de células fagociticas de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).
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6.2.2 Estallido respiratorio

Se analizo la produccién de moléculas oxidantes, mediante el uso de las
sondas fluorescentes DHR y DHE, las cuales son especificas para peroxido de
hidrogeno y anién superoéxido. (Figura 22).

DHR

| Exposed
/| miF = 63,500

Figura 22. Histogramas representativos de la fluorescencia basal de las células asi
como la produccién basal de H.O, (DHR) y O>" (DHE) en peces control y expuestos.

6.2.2.1 Produccién de H202

Los resultados indican que la exposicién in vivo a DZN (1.95 mg/L)
durante 6 h aumentd significativamente los niveles de H202 en comparacion
con el grupo de control. Ademas, la produccién de H202 se analiz6 en dos
poblaciones de células diferentes (MNC y PMNC). La concentracion de 1.95
mg/L de DZN induce un aumento significativo en ambos tipos de poblaciones
celulares; ademas, la concentracion de 0.97 mg/L también aumento la
produccion de H202 en MNC (Figura 23). Cuando los peces se expusieron a
1.95 y 0.97 mg/L de DZN durante 24 h, la produccion de H202 también aumento
en los leucocitos totales aislados de los peces expuestos. Una vez que las
poblaciones de leucocitos se analizaron por separado, solo la concentracion de
1.95 mg/L causO un aumento en los niveles de H202 en MNC, mientras que
0.97 y 1.95 mg/L indujeron el incremento de la produccion de H202 en PMNC

(Figura 24).
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Figura 23. Produccion de H,O, en leucocitos aislados de sangre de tilapia nilotica

expuesta in vivo durante 6 h a 0.97, 1.95y 3.91 mg/L de DZN. Los andlisis estadisticos
para todos los grupos experimentales se realizaron mediante la prueba de Kruskal-
Walllis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. *: Diferencia estadisticamente
significativa en la produccién de H»O-. de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).
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Figura 24. Produccion de H,O, en leucocitos aislados de sangre de tilapia nilotica

expuesta in vivo durante 24 h a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L de DZN. Los analisis
estadisticos para todos los grupos experimentales se realizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. *: Diferencia estadisticamente
significativa en la produccién de H,O- de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).

6.2.2.2 Produccion de Ox

Los resultados indican que la exposicién in vivo a 1.95 mg/L de DZN,
durante 6 h, indujo un aumento significativo la produccion de este radical en los
leucocitos totales, MNC y PMNC (Figura 25). Por otro lado, en grupos de peces

expuestos durante 24 h a DZN, la concentracion de 1.95 mg/L increment6
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significativamente la produccion de Oz en leucocitos totales, sin embargo
cuando se analiz6 la produccién de este radical en las poblaciones de MNC y

PMNC no encontraron diferencias significativas respecto al grupo control

(Figura 26).
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Figura 25. Produccién de O, en leucocitos aislados de sangre de tilapia nilética

expuesta in vivo durante 6 h a 0.97, 1.95y 3.91 mg/L de DZN. Los analisis estadisticos
para todos los grupos experimentales se realizaron mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. *: Diferencia estadisticamente
significativa en la produccién de O, de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).
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Figura 26. Produccién de O, en leucocitos aislados de sangre de tilapia nil6tica
expuesta in vivo durante 24 h a 0.97, 1.95 y 3.91 mg/L de DZN. Los andlisis
estadisticos para todos los grupos experimentales se realizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post-hoc de Dunn. *: Diferencia estadisticamente
significativa en la produccién de O de grupos de peces expuestos respecto al grupo
control (p<0.05).
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6.2.3 Formaciéon de NETs
Para evaluar la formacion de NETs, se utilizaron las sondas
fluorescentes DAPI para tefiir el DNA y anticuerpos conjugados con Alexa fluor

488 para tefiir la histona-H1 (Figura 27).

DAPI Histona H1

Figura 27. Formacion de NETs en tilapia nilética observadas con microscopio de
fluorescencia a 20x. Neutrdfilos de un pez control estimulado con PMA (200 ng) vy
tefiidos con DAPI y con anticuerpos anti-HistonaH1 (conjugadas con Alexa fluor 488).

6.2.3.1 Formacion de NETs en peces expuestos in vivo a DZN

Para el andlisis de este parametro se realiz6 una curva con PMA (agente
inductor de NETS), encontrandose que el estimulo de 200 ng/mL de PMA es
suficiente para inducir significativamente la formacion de NETs (Anexo 3).
Como se puede observar en las imagenes, la exposicion a DZN induce la
formacion basal de NETs en O. niloticus (Figura 28). Los analisis estadisticos
indican que se incrementa significativamente la formacion basal de NETs en
peces expuestos las concentraciones evaluadas de DZN durante 6 h. En lo que
respecta a los neutréfilos aislados de peces expuestos a DZN e incubados
posteriormente con un estimulo de PMA (200 ng/mL, 3 h), se observo que
grupos de peces expuestos a 0.97 y 1.95 mg/L de DZN durante 6 h disminuyo6
la induccion de NETs (Figura 29). Por otra parte, se incremento
significativamente la formacion basal de NETs en peces expuestos a DZN

durante 24 h, mientras que en peces expuestos a DZN durante 24 h y
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estimuladas con PMA, no se observaron diferencias significativas entre células

de los peces control respecto a las de los peces expuestos (Figura 30).

Figura 28. Formacion de NETs en peces expuestos in vivo a DZN (6 h). Imagenes
representativas de la formacién de NETs en peces expuestos a 0, 0.97, 1.95y 3.91
mg/L de DZN (1, 2, 3 y 4, respectivamente) y en peces expuestos a 0, 0.97, 1.95 y
3.91 mg/L de DZN estimulados y 200 ng/mL de PMA (1A, 2A, 3A y 4A,
respectivamente).
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Figura 29. Produccion basal e inducidas de trampas extracelulares de neutréfilos en
peces expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.97 mg/L de DZN a durante 6 h. ANOVA de
una via. *: Diferencia estadisticamente significativa en la produccion de NETs de
grupos de peces expuestos respecto al grupo control (p<0.05).
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Figura 30. Produccion basal e inducidas de trampas extracelulares de neutrofilos en
peces expuestos in vivo a 0.97, 1.95 y 3.97 mg/L de DZN a durante 24 h. ANOVA de
una via. *: Diferencia estadisticamente significativa en la produccién de NETs de
grupos de peces expuestos respecto al grupo control (p<0.05).

50



7. DISCUSION

Los OPs constituyen aproximadamente el 50% del uso global de
plaguicidas (Casida y Quistad, 2004), estos compuestos y sus metabolitos
ejercen sus efectos neurotdxicos inhibiendo la actividad de la enzima AChE
(Flaskos, 2012). Ademas, estos compuestos poseen propiedades
inmunosupresoras (Galloway y Handy, 2003; Diaz-Resendiz et al., 2015).
Particularmente el plaguicida DZN puede causar efectos inmunosupresores
alterando a leucocitos, bazo, timo y nodulos linfaticos (Handy et al., 2002). Sin
embargo, los mecanismos de la inmunotoxicidad inducida por OPs como DZN
alun no estan completamente elucidados, aunque se han propuesto que el
sistema colinérgico extraneuronal podria estar relacionado con dicho
mecanismo de inmunotoxicidad (Giron-Pérez et al., 2008; Charoenying et al.,

2011).

La presencia neuronal de mAChR esta bien caracterizada en los mamiferos; no
obstante, existen pocos estudios donde se profundice sobre la presencia de
estos receptores en vertebrados inferiores como los peces (Williams y Messer,
2004). Si bien la presencia de mAChR ya se ha informado en el tejido cerebral
de los peces (Beauvais et al., 2001; Williams y Messer, 2004; Arenzana et al.,
2005; Seo et al,, 2009; Toscano-Marquez et al., 2013), en la presente
investigacién detectamos la expresion de los subtipos mMAChR M2, M3, M4 y

M5A en cerebro y CMB.

Los mAChR neuronales tienen funciones importantes asociadas con la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células del sistema nervioso
(Carruthers et al., 2015). En el sistema nervioso central, los mAChR estan

involucrados en wuna variedad de funciones vegetativas, sensoriales,
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conductuales, cognitivas y motoras (Eglen, 2005). Ademas, los mAChR regulan
una amplia gama de actividades fisiologicas como la frecuencia cardiaca, la
contraccion del muasculo liso y las secreciones glandulares (Eglen, 2005; Wess
et al., 2007). Por otra parte, la expresion de mAChR se ha confirmado en
monocitos y macrofagos, asi como en linfocitos aislados de sangre, ganglios
linfaticos, bazo y timo de modelos de mamiferos y lineas de células
inmunitarias (Kawashima y Fujii, 2003; de la Torre et al., 2005; Razani-
Borojerdi et al.,, 2008; Kawashima et al., 2012; Koarai et al., 2012).
Particularmente en la tilapia nil6tica, la presencia de mAChR se ha informado
en organos linfoides (bazo vy rifion) (Seo et al., 2009). Ademas, nuestro grupo
de investigacion ha demostrado la presencia de componentes del sistema
colinérgico (ACh, AChE y receptores colinérgicos) en células inmunes aisladas
de esta especie (Toledo-lbarra et al., 2014, 2016). No obstante, este es el
primer informe de la expresién génica de los subtipos de mAChR (M2, M3, M4
y M5A) en CMB aisladas de un pez teledsteo. Esta evidencia refuerza la nocion
de una comunicacién estrecha entre las células del sistema inmune y el

sistema nervioso central (Romero et al., 2004).

En vertebrados, la modulacion de la respuesta inmune por vias colinérgicas
esta bien establecida (Pavolov et al., 2003; Kawashima et al., 2012; Fuijii et al.,
2017; Torrealba et al., 2018). El desarrollo, la proliferacion, la diferenciacion y la
activacion de las células inmunitarias han sido relacionados con los mMAChR (de
la Torre et al., 2005; Zimring et al., 2005; Jinno et al., 2017). La estimulacion de
los MAChR aumenta el flujo de Ca?* intracelular, regula la expresion de c-fos y
afecta la proliferacion celular (Kawashima et al., 2004). Ademas, los mAChR

estan relacionados con la defensa inmunolégica, dado que modulan procesos

52



inflamatorios y el cambio de isotipo de anticuerpos (Pavlov et al., 2003; Fuijii et
al.,, 2007). Ademas los estimulos antigénicos inducen la expresion de
componentes colinérgicas en leucocitos (Kawashima y Fuji, 2004). Ademas, se
ha descrito que los mMAChR, y especificamente el subtipo M3, desempefian un
papel fundamental en la defensa inmunitaria contra las infecciones parasitarias
y bacterianas (Darby et al., 2015; McLean et al., 2016). Estos estudios han
establecido la importancia de la sefializacion de mAChR durante las respuestas
inmunes innatas y adaptativas. Los altos niveles de expresién de los mAChR
en los leucocitos son indicativos de la relevancia fisiolégica de estos receptores

en estas células.

Los OPs pueden ejercer efectos neurotdxicos mediante mecanismos no
relacionados con la inhibicion de AChE, ya que estos compuestos pueden
unirse a receptores colinérgicos (Eldefrawi et al., 1992). En este sentido, tanto
los agentes nerviosos Soman y XV, asi como los metabolitos oxones de OPs
(paraoxén, malaoxén y diazoxdén) pueden interactuar directamente con los
receptores del sistema colinérgico y modular el nivel de expresion del receptor
(Trailovi¢ et al., 2017). En concordancia, estas alteraciones del sistema
colinérgico neuronal han sido reportadas en el sistema colinérgico leucocitario
ya que se ha reportado que DZN in vivo (3.91 mg/L) puede decrecer la
concentracion de proteina de receptores nicotinicos y muscarinicos en CMB de
tilapia nilética (Toledo-lbarra et al., 2016). En esta investigacion, los niveles de
MAChHhR en cerebro y CMB sufrieron modificaciones en presencia del plaguicida
DZN, observandose dichas modificaciones en un menor tiempo y concentracion
en las CMB que en cerebro. Resultados similares fueron obtenidos por

Charoenying et al., 2011, quienes evidenciaron que paraoxén provoca
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desregulacion colinérgica en lineas celulares de linfoma (MOLT-3) vy
neuroblastoma (SH-SY5Y), encontrando que el sistema colinérgico
extraneuronal linfocitario tiene mayor susceptibilidad a OPs que su contraparte
neuronal, lo anterior podria estar relacionado con mecanismos de

inmunotoxicidad.

Ademas de los efectos inducidos por OPs en componentes del sistema
colinérgico neuronal y extraneuronal, estos compuestos alteran mecanismos de
defensa como los innatos (Diaz-Reséndiz et al., 2015). Los peces que habitan
aguas contaminadas pueden estar inmunoldgicamente comprometidos
(Holladay et al., 1996). Por lo tanto en el presente trabajo, ademas de
evidenciar las modificaciones colinérgicas, se evaluaron la capacidad

fagocitica, la produccion de ROS y la formacién de NETS.

Entre los mecanismos de defensa innatos se encuentra la fagocitosis, la cual
es un mecanismo innato primordial contra patdogenos altamente conservado y
este puede ser utilizado como indicador del estado de salud de los peces
(Harford et al., 2005). En este estudio, la exposicion aguda a DZN in vivo en los
peces disminuyé en términos generales, la capacidad fagocitica de los
leucocitos totales, MNC y PMNC. No obstante, el efecto de DZN no fue

dependiente de la dosis, ni del tiempo.

Los resultados observados de esta investigacion concuerdan con efectos
descritos en diversas investigaciones realizadas con OPs en especies de
peces. Especificamente, en tilapia nilotica la exposicion aguda y cronica a
clorpirifos afecta la capacidad fagocitica de los leucocitos (Holladay et al., 1996;

Girén-Pérez et al., 2007; El-Bouhy et al., 2017). Existen otros estudios que
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muestran resultados similares utilizando otras especies de peces como
bioindicadores. Por ejemplo, en la carpa comun (Cyprinus carpio carpio), se
demostr6 que la exposicibon al malation (0.5 y 1.0 mg/L) reduce
significativamente la capacidad fagocitica (Yonar et al., 2014). En
concordancia, el malation (10 mg/L) reduce la capacidad fagocitica del bacalao
de Murray (Maccullochella peelii) en un 15% (Harford et al., 2005). Por lo tanto,
estos estudios demuestran que los OPs modifican la capacidad fagocitica en
peces. De manera directa los OPs en células fagociticas reducen la capacidad
fagocitica y metabdlica mediante la inhibicion de esteradas en el citoplasma
(Zabrodskii et al.,, 2013). Por otra parte, las células inmunes expresan
receptores colinérgicos y DZN per se modula su expresion (Trailovi¢ et al.,
2017), lo que repercute en la fisiologia celular. Lo anterior apoya la idea de que
este parametro se puede utilizar como un biomarcador de susceptibilidad a

OPs.

Existen otros biomarcadores importantes para la evaluacion de los efectos
téxicos de los OPs, como la concentracion de ROS. Aunque las ROS pueden
actuar como agente microbicida, su sobreproducciéon puede alterar las
biomoléculas, incluidos los lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, generando
dafio oxidativo y estrés oxidativo (Lukaszewicz-Hussain, 2010; Lushchak, 2011;
Zorov et al.,, 2014). En el presente estudio, fue evidente el aumento en los
niveles de H202 y O2 en los leucocitos totales, MNC y PMNC de peces
expuestos a in vivo DZN. En particular, el efecto de DZN no fue dependiente de
la dosis ni del tiempo; especificamente, la mayor produccion de H202 y O se
detectd en peces expuestos a 1.95 mg/L de DZN. Estos resultados podrian

estar relacionados con el dafio oxidativo detectado en el bazo, el higado y las
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branquias de la tilapia nilética in vivo a DZN, en un estudio previo de nuestro

grupo de investigacion (Toledo-lbarra et al., 2016).

En condiciones normales, la produccion/desintoxicacion de ROS es un proceso
regulado enziméticamente y no enzimaticamente. Los OPs como DZN han
demostrado la capacidad de alterar las enzimas antioxidantes y aumentar el
dafio a las biomoléculas (Altuntas et al., 2004), como se ha informado en peces
teledsteos como el pez mosquito (Gambusia affinis) (Kavitha y Rao, 2007), y la
carpa comun (Cyprinus carpio) (Oru¢c y Usta, 2007). Ademas, cuando se
metabolizan plaguicidas organofosforados como el DZN, se pueden producir
ROS mediante la activacion del CYP-450 (Lukaszewicz-Hussain, 2010).
Ademas, el procesamiento metabdlico de DZN produce metabolitos que
podrian conjugarse con GSH y otras enzimas de fase Il (Fujioka y Casida,
2007; Giron-Pérez et al., 2009). Esto es importante dado que intoxicaciones
con altas dosis de plaguicidas pueden agotar el GSH (Giordano et al., 2007) y
causar estrés oxidativo, aunque el compuesto téxico no induce un aumento de
ROS (Della et al., 1994). Por lo anterior, también se deben considerar el costo
energético y enzimético de la biotransformacion del compuesto original. No
obstante, se ha informado de que la exposicién a OPs induce estrés oxidativo
como mecanismo de inmunotoxicidad directa (Lukaszewicz-Hussain, 2010;

Diaz-Resendiz et al., 2015; Ogasawara et al., 2017).

La produccion de ROS en las células inmunitarias esta regulada por la familia
de enzimas NADPH-oxidasa o Nox, especificamente la isoforma Nox-2, que se
encuentra en la membrana celular de las células fagociticas y en la membrana
del fagosoma. Algunos estudios han demostrado que los OPs pueden

aumentar la presencia de estas moléculas oxidantes mediante la alteracion de

56



la cadena de transporte de electrones (como las presentes en la familia de
enzimas Nox), lo que resulta en un aumento de O2 que conduce a la
generacion de otros radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 2005). La familia de
enzimas Nox son un posible blanco molecular de plaguicidas, por lo tanto, las
poblaciones de células fagociticas pueden verse afectadas por estos
xenobidticos. Sin embargo, la expresion de esta familia de enzimas no esta
restringida a las células fagociticas profesionales, ya que otras isoformas (Nox
1, 3, 4 y 5) han sido detectadas aunque en menor medida en células inmunes
no fagociticas y otros tipos de células. Esto explica la marcada diferencia en la
produccion de ROS entre MNC y PMNC, en los grupos expuestos y el control

(Cross y Jones, 1991; Banfi et al., 2001; Bedard y Krause, 2007).

En lo que respecta a la evaluacion de las NETSs, se ha reportado que neutroéfilos
de mamiferos forman y liberan NETS, un mecanismo de defensa efectivo contra
agentes patdgenos bacterianos y fungicos (Brinkmann et al., 2004). En este
sentido, la formacién de NETs ha sido reportada en peces telebsteos como el
pez zebra (Danio reiro) (Palic et al., 2007) y la carpa comun (Cyrpinus carpio)
(Brogden et al.,, 2014). El presente trabajo, es el primero que reporta la

formacion de NETSs en la tilapia nilotica.

Los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes, estas células son la primera
linea de defensa y poseen un rol central en la inmunidad innata (Hosseinzadeh
et al., 2016). Los neutréfilos de peces teledsteos tienen morfologia,
histoquimica y funciones similares a su contraparte celular en mamiferos
(Rowley et al., 1990). La principal funcion de los NETs es atrapar, restringir y

degradar a agentes patdégenos, principalmente aquellos demasiado grandes
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para ser fagocitados como algunas bacterias, hongos y protozoarios

(Brinkmann et al., 2004; Urban et al., 2006; Guimaraes-Costa et al., 2009).

Se ha observado que la capacidad microbicida (fagocitosis y ROS) de
neutrofilos de tilapia nilotica se ve alterada en presencia del plaguicida DZN
(Covantes-Rosales et al., 2019). En lo que respecta a las NETSs, este es el
primer reporte de las modificaciones inducidas por OPs en este mecanismo de
defensa. En este estudio observamos que DZN indujo la formacién de NETs en

todas las concentraciones de DZN tanto a 6 como a las 24 h.

Los NETs son liberados mediante la estimulacién de sefiales proinflamatorias o
mediante reconocimiento de PAMPs mediante receptores PRRs (Remijsen et
al., 2011). Se han reportado que diversos estimulos de origen quimico (PMA,
IL-8, H202, PAF y NO, INF-a/y, C5a, MMP-9 y GM-CS) y biolégico (bacterias,
hongos, parésitos y virus) inducen la liberacion de NETs (Brinkmann et al.,
2004; Yam-Puc et al., 2012). Lo que sugiere que se requieren multiples vias de
sefalizacion para lograr la produccion optima de NETs (Medina, 2009). En este
sentido, el PMA estimula las funciones de los leucocitos al activar la Proteina
Cinasa C (PKC), e induce la produccion de NETS en humanos y peces
(Brinkmann et al., 2004; Paladic et al., 2007). En este estudio la presencia de
PMA (200-600 ng/mL) incrementd la formacién y liberacion de NETs en la
sangre de tilapia nilética (Anexo 3), lo que concuerda con la investigaciéon
realizada en neutrofilos del rindn de la carpita cabezona (Pimephales
promelas), donde los neutrofilos liberaron NETs en presencia de estimulos
(Pali¢ et al., 2007). Sin embargo, cuando se analizé el efecto combinado de
DZN y PMA (200 ng/mL) no se increment0 significativamente la produccion de

las NETs respecto al grupo control, incluso disminuy6 significativamente la

58



efectividad de este agente inductor en peces expuestos durante 6 h a DZN
(0.97 y 1.95 mg/L), con ello se sugiere que DZN puede interferir la liberacién de
NETs, lo que podria repercutir directamente en la capacidad de defensa de

organismos expuestos a OPs.

De manera indirecta los OPs pueden inducir inmunotoxicidad, especificamente
por la alteracion del sistema colinérgico no neuronal presente en los leucocitos
tanto de mamiferos como de peces (Giron-Pérez et al, 2008; Diaz-Resendiz et
al., 2015; Toledo-lbarra et al., 2016). Especificamente, se ha demostrado que
la exposicion in vivo a DZN induce la inhibicion de la AChE y un aumento
posterior de las concentraciones de ACh en el tejido linfoide (bazo) de la tilapia
nilética; esto puede conducir a la sobreactivacion de los receptores colinérgicos

leucocitarios (Gir6n-Pérez et al., 2008; Toledo-lbarra et al., 2016).

La sobreactivacién de los nAChR y los mAChR produce un aumento del flujo
de calcio (Fujii et al., 2017: Diaz-Resendiz et al., 2019), que a su vez induce el
aumento de la producciéon de ROS, dado que ambos procesos estan altamente
coordinados en estos tipos de células (Gorlach et al., 2015). El aumento del
calcio intracelular genera un estrés mitocondrial que promueve la produccion
de ROS en este organelo (Adam-Vizi y Starkov, 2010). Aunado a esto, la
sobreactivacion de los receptores colinérgicos en los leucocitos tiene un
impacto directo en la funcién celular como la fagocitosis, lo que se demostrd
mediante el uso de agonistas y antagonistas selectivos de receptores de

acetilcolina (Seow et al., 2007; Kawashima et al., 2012).

En cuanto a alteraciones inducidas por agentes colinérgicos de los

mecanismos defensivos de neutrdéfilos, se ha reportado que la estimulacion de
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receptores colinérgicos suprime la capacidad fagocitica, potencia la
degranulacién e incrementa el dafio asociado a ROS, sumado a lo anterior
inducen la formacion de NETs (Carmona-Rivera et al., 2017; Hosseinzadeh et
al., 2017). Lo dultimo, puede deberse a que la estimulacion de receptores
colinérgicos que produce incremento de flujo de calcio intracelular, induciendo
a la formacion de ROS mitocondrial, proceso que ha sido relacionado con la

liberacién de los NETs (Hosseinzadeh et al., 2017).

La informacion publicada hasta ahora indica que los OPs tienen efectos
potenciales en procesos antimicrobianos como la migracion, la fagocitosis, la
produccién de ROS y causan alteraciones en la produccion de citoquinas
proinflamatorias (TNF-a IL-1B, IL-6 e IL-18) (Ogasawara et al., 2017). Por lo
tanto, las alteraciones inmunoldgicas causadas por OPs, como el DZN,
reducen la capacidad microbicida y aumentan la susceptibilidad a los
patdogenos (Reynaud y Deschaux, 2006). Este estudio apoya la idea de que
DZN interfiere con los mecanismos de defensa primordiales en peces
teleGsteos, parametros que pueden utilizarse como biomarcadores de

inmunotoxicidad en la exposicion a OPs.
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8. CONCLUSIONES

1. DZN modifico el patron de expresion de mAChR en cerebro y CMB.

2. DZN disminuyé el porcentaje de células fagociticas de los leucocitos totales,

células mononucleares y células polimorfonucleares.

3. DZN incremento la produccion de las especies reactivas del oxigeno (H202 y

0O2) en leucocitos totales, células mononucleares y células polimorfonucleares.

4. DZN induce la formaciéon de NETs de manera basal e interfiere en la

formacién de NETs en neutrdfilos estimulados con PMA.
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9. PERSPECTIVAS

Este estudio se debe complementar para determinar los mecanismos

moleculares relacionados con la inmunotoxicidad inducida por OPs. Por lo

tanto, se sugieren las siguientes lineas de investigacion:

Identificar los componentes colinérgicos expresados en las diversas
poblaciones de células inmunes de peces.

Evaluar el patron de citocinas pro y anti-inflamatorias en peces
expuestos a diazinbn y en peces estimulados con agonistas y
antagonistas colinérgicos.

Determinar el tipo de muerte celular predominante en neutréfilos de
peces expuestos a diazindn.

Evaluar la capacidad quimotéactica de leucocitos en peces expuestos a
diazinon.

Determinar el efecto de la exposicion in vitro de DZN y su metabolito

diazoxon sobre mecanismos de inmunidad innata celular.
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11. ANEXOS

Anexo 1

Anexo 1A: Concentracion y pureza del RNA aislado de muestras empleadas
para el analisis de la expresion de mAChR (n=8).

Tejido horas DZN [mg/L] RNA [ng/uL] 260/280
Cerebro 6 0 526,83 1,90
Cerebro 24 0 632,95 1,87
Cerebro 6 0.97 616,99 1,90
Cerebro 24 0.97 742,29 1,88
Cerebro 6 1.95 667,06 1,88
Cerebro 24 1.95 854,04 1,89
Cerebro 6 3.91 731,44 1,86
Cerebro 24 3.91 644,86 1,88
CMB 6 0 373,44 1,86
CMB 24 0 693,21 1,90
CMB 6 0.97 233,15 1,87
CMB 24 0.97 742,29 1,88
CMB 6 1.95 325,73 1,89
CMB 24 1.95 433,99 1,87
CMB 6 3.91 328,36 1,88
CMB 24 3.91 560,57 1,85

Marker
(pb) EFL-1a M2 M3 M4 M5

1000

£68
500
400

300

200

100

Anexo 1B: Gel de agarosa-brEt (1.5 %), visualizado bajo luz ulyravioleta en el que se
observan los tamafios de los productos obtenidos por qPCR para los genes EFL-1lay
MAChR (M2-M5) de tilapia nilética. Con ello comprobamos que el tamafio de los
productos esperados coincide con el observado. El Tamaio correspondiente de los
productos amplificados en pares de bases (pb) son los siguientes: EFL-1a
(327); M2 (100); M3 (200); M4 (100) y M5A: (130).
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Anexo 1C: Curvas de disociacion de los productos de PCR obtenidos para cada juego
de oligonucleétidos (EFL-la, mAChR M2-M5). Con esto, comprobamos la
especificad de los juegos de oligonucle6tidos para cada gen. Los cales sélo
muestran un pico de fluorescencia.
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Anexo 1D: Curvas de eficiencia de amplificacion de cada juego de oligonucledtidos
(EFL-1a, mAChR M2-M5). Los valores aceptables de eficiencia son entre 90 y
110. Las eficiencias obtenidas para cada gen amplificado fueron los siguientes: EFL-

la: 101.68; mAChR-M2: 113.30; mAChR-M3: 97.22; mAChR-M4: 113.99 y mAChR-
M5A: 115.02.
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Anexo 1E: Comparacién de los CTs obtenidos de la amplificacién del gen EFL-1a
tanto de cerebro como de células mononucleares de bazo provenientes de peces de
grupo control y peces expuestos a DZN. Los datos fueron analizados con la prueba
estadistica ANOVA de 1 via con un nivel de significancia de 0.05 (P = 0,654). Con este
analisis observamos que EFL-1a no se madifica en presencia de DZN, por lo que se
decidio utilizarlo como gen constitutivo en esta investigacion.

Anexo 2
En esta seccidn observamos los anexos de la seccién de citometria.

En el anexo 2A, se observan los porcentajes de células fagociticas obtenidos
de leucocitos totales incubados con perlas fluorescentes durante 4 hasta 24
horas.

Células fagociticas (%)

0L _ll_ : III
8 12 18 20 24

Tiempo de incubacién
(horas)
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Anexo 2A: Curva de porcentajes de células fagociticas a diferentes tiempos de
incubacién con perlas fluorescentes (relacion célula-perla 1:20). Las células fueron
incubadas a 4, 6, 12, 18 y 24 h. *: Diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de células fagociticas de peces expuestos a DZN respecto al control
(p<0.05).

A Produccion inducida B P'oduc‘)c‘:?g;v:ucwa
por DZN ! 5
MIF = 6,27x10 MIF = 7,64x10

| Produccion basal
MIF = 6.45x10*
Control positivo Auto
MIF= 6030 Fluorescencia
MIF = 157

Produccion basal
MIF = 3.2410*
Control positivo

\ MIF = 7.60410°

Auto
Fluorescencia
MIF = 146

0 10" 10 10

FLL-ACFLLA

Anexo 2B: Grafica representativa de la fluorescencia de DHR (A) y DHE (B).
IMF de células sin tefiir y produccion de ROS (DHR o DHE indicativos de la produccién
basal de H.O, y Oy) en células de peces grupo control, expuestos y control positivo.
Se observa la fluorescencia basal de las células (gris), de células de grupo
control (verde) y expuestos (naranja). Sumado a lo anterior, también se
observa la fluorescencia de una muestra con peroxido de hidrégeno como
control positivo (azul).
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Anexo 3A: Produccién basal e inducida de trampas extracelulares de neutrdéfilos en
peces incubados con PMA durante 3 horas. Se observa una curva formacién de
NETs en células estimuladas con diferentes dosis de PMA (200-600 ng/mL). En
la que podemos observar que 200 ng/mL son suficientes para inducir
significativamente la produccion de NETs. ANOVA de una via. *: Diferencia
estadisticamente significativa en la formacion de NETs en neutréfilos estimulados
respecto al grupo control (p<0.05).
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