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RESUMEN

La exposicion a compuestos xenobidticos, incluyendo herbicidas, en ambientes
naturales, principalmente por practicas agricolas, ha llevado a cuestionar el impacto de estas
practicas sobre los organismos vivos. Se han demostrado efectos deletéreos de tal exposicion
en animales, tanto terrestres como acudticos, siendo estos ultimos los mas afectados, pues
actiian en muchos casos como receptores finales, por lixiviacion, escorrentia o por aspersion
directa de productos agroquimicos. Existen pocos trabajos que sustenten la inocuidad de los
herbicidas para organismos acuaticos, especificamente peces y hay evidencia de
inmunomodulacién por diversos compuestos derivados de los compuestos xenobioticos. El
objetivo del presente articulo es revisar y discutir posibles mecanismos de accion de los
herbicidas en relacion con alteraciones de la funciéon inmune, asi como enfatizar la
importancia de los estudios en peces sobre el particular.
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ABSTRACT

Exposure to xenobiotics, including herbicides, in natural environments, mainly by
agricultural practices has brought to question about the impact of these practices on live
organism. Thus, deleterious effects of these exposures to animals, both terrestrial and aquatic
have been proved, being the last one the most affected, since they function in some cases as

final receptors, by lixiviation, run-off, or direct spray of agrochemical products. Still when,
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there are a few studies that support the innocuousness of herbicides to aquatic organisms,
specifically fish, there is evidence of immunomodulation by diverse derivates compounds of
them. The objective of the current article is to discuss about the possible mechanisms of
action of herbicides related with alteration of immune function, as well as to emphasize the
importance application of these studies in fish.

Keywords: Immunomodulation, fish, immune response, xenobiotics

INTRODUCCION

El sistema inmune es capaz de modular y generar respuestas celulares o humorales
frente a los factores medioambientales, principalmente agentes potencialmente lesivos asi
como a fendomenos propios del cuerpo como la eliminacion de células senescentes, procesos
autoinmunes o neoplasicos. En diferentes estudios se ha planteado el efecto de los compuestos
xenobioticos tales como los herbicidas sobre el sistema respiratorio, digestivo, nervioso
(Ramirez-Duarte et al., 2008; Eslava et al., 2007) reproductor, endocrino (Gould et al., 1999;
Fielden et al., 2001) incluyendo el desarrollo embrionario (Scheil et al., 2009).

En la literatura se describen efectos de herbicidas en sistemas organicos como el
respiratorio y el tegumentario en peces; sin embargo, los estudios acerca del efecto de tales
productos en el sistema inmune y sistema nervioso de animales acudticos son tan escasos
como necesarios. La alteracion de la dindmica y el equilibrio de la respuesta inmune podria
estar generando efectos importantes sobre la capacidad del pez para sobrevivir en el medio.
Ademéds, algunas alteraciones metabdlicas y enzimadticas (incremento en los niveles de
glucosa, funcidn colinesterasa), asi como alteraciones en la diferenciacion de las células del
sistema inmune, pueden estar mediadas por cambios cuantitativos y cualitativos en las
proteinas fosforiladas, que pueden afectar las funciones basicas tanto del sistema inmune
como del nervioso (Luster et al., 1989). El objetivo de la presente revision es contextualizar la
problematica de las interacciones de herbicidas con el sistema inmune y sus posibles efectos

sobre el sistema neuroendocrino.

Los herbicidas se clasifican segiin su accion fitotoxica sobre las malas hierbas (segun
la clasificacion de la HARC — Comité de Accion de Resistencia a Herbicidas, 2002). Si los
diferentes grupos de herbicidas comparten el mismo modo de accidn solo se utiliza una letra;

asi por ejemplo, los compuestos inhibidores de la fotosintesis mediante la interferencia del
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transporte de electrones en el Fotosistema II, se denominan con la letra C y las subclases C,
(e.g. atrazina, prometrina, simazina), C, (€.g. diuron, propanil, metoxuron) y Cj; (€.g. piridato,
bentazon, ioxinil) indican diferente accion en el sitio de union (proteina D1). Los herbicidas
con modos de accioén desconocidos son clasificados en el grupo Z (e.g. difenzoquat) hasta que
sean agrupados exactamente. Para una revision completa de la clasificacion se sugiere revisar

Schmidt (1997).

Herbicidas y sistema inmune

El sistema inmune es sensible a los compuestos xenobioticos y reacciona mas
rdpidamente que cualquier otro sistema, incluso a concentraciones mdas bajas que las
requeridas para generar una respuesta toxica sistémica aguda (Salazar-Lugo et al., 2009), por
lo que sus componentes son candidatos para ser utilizados como biomarcadores en estudios de

inmunotoxicologia.

Uno de los principales problemas asociados a la exposicion a compuestos xenobiodticos
es la inmunosupresion, que puede favorecer el desarrollo y crecimiento de células tumorales
(Studnicka et al., 2000), asi como el desarrollo de enfermedades. Cabassi (2007) describe que
los efectos inmunosupresores asociados a los organofosforados, asi como a los carbamatos,
estan ligados al efecto inhibitorio que poseen estos en serina-proteasas, enzimas de vital
importancia en la funcidon inmune para la activacion de la cascada del complemento y como
esterasas de membrana en las células mononucleares. De la misma manera, la exposicion a
compuestos organoclorados (aldrin, dieldrin, DDT, etc.) induce efectos inmunosupresores
tanto a nivel celular como humoral, reduciendo los niveles de inmunoglobulinas, la

quimiotaxis de macréfagos y la fagocitosis.

Frente a estos efectos inmunosupresores, se han propuesto mecanismos tales como: a)
Interaccion negativa con la prolactina y la tiroxina, las cuales son hormonas moduladoras de
la respuesta inmune. b) Propiedades mielotoxicas de ciertos acidos fenocarboxilicos, lo cual
alteraria la capacidad de diferenciacion de linfocitos en la médula 6sea (Cabassi, 2007); de
manera similar, la exposicion a atrazina disminuye la capacidad de maduracion
mieloide/linfoide (Pinchuk et al. 2007). ¢) Disminucion de la actividad metabdlica de los
fagocitos, aunado a una linfopenia y neutrofilia (e.g. en exposicion a Cloridazona,
diclofuanol, endosulfan, simazine y trialato) (Pistl et al., 2002; Pistl et al., 2003) asi como

disminuciéon en la viabilidad celular de monocitos (e.g. en exposicion a glifosato y
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surfactantes acompafantes) (Martinez et al., 2007), inhibiciéon de la proliferacion de las
c¢lulas mononucleares - monocitos (€.g. exposicion a metil-paration)(Lima & Vega (2005),
células NK y macrofagos (e.g. exposicion a propanil) (McClure et al., 2001; Sheil et al.,
2006). En este ultimo caso se evidencia alteracion en el proceso de presentacion de antigenos.
Y por ultimo, d) Incremento en la expresion de aberraciones cromosomicas (intercambio de
cromatides hermanas), acompafiada de inhibicion del ciclo celular, lo cual altera su
inmunocompetencia (Sivikova & Dianovsky, 2006). Esto ultimo ya se habia descrito por otros

autores (Marc et al., 2004a; Marc et al., 2004b; Marc et al., 2003; Marc et al., 2002).

Herbicidas y organismos acuaticos

La inclusion de compuestos xenobidticos en los sistemas acudaticos es una
consecuencia no solo de la aspersion directa sobre cuerpos de agua, sino también productos de
la lixiviacidn y escorrentia, bien sea en sistemas agricolas como en producciones pecuarias.
La exposicion a herbicidas a niveles por debajo de las concentraciones ambientales esperadas
se ha demostrado que compromete la supervivencia, reproduccion y desarrollo del
zooplancton, asi como de algunos anfibios; dicho efecto esta relacionado con un bajo nivel de
pH en el agua (Chen et al., 2008). Existen diversos estudios que describen los efectos de los
herbicidas sobre ecosistemas acuaticos incluyendo los peces. Elandalousi et al. (2008)
evidenciaron que la exposicion de almejas Ruditapes decussatus a glifosato (grado técnico) y
Roundup® (producto comercial a base de glifosato), redujo la supervivencia frente a un
desafio con el protozoario Perkinsus olsen. Los efectos fueron mayores en la exposicion al
Roundup® ante lo cual los autores argumentaron un efecto mas toxico debido al surfactante.
Sun y Ye (2009) demostraron que los surfactantes, los cuales son adicionados a las mezclas
de herbicidas, incrementan la susceptibilidad a los patéogenos en el camarén de agua dulce
(Macrobrachium rosenbergii), y esta susceptibilidad es causada por una inhibicion en la
transcripcion de genes, relacionados con la respuesta inmune, como fue demostrado por la

inhibicion de algunos de estos genes.

Kiesecker (2002) demostrd (in vivo) que la exposicion de sapos de bosque (Rana
sylvatica) a pesticidas y herbicidas induce estados inmunosupresivos, haciéndolos mas
susceptibles a la infestacion con parésitos trematodos, los cuales causan deformidades en las
extremidades. Asi mismo, en Rana Leopardo (Rana pipiens, expuesta in vivo a bajas
concentraciones de atrazina (herbicida) se ha demostrado el desarrollo de oocitos testiculares

(hermafroditismo; a 0,1 ppb), asi como una disminucion en el contenido de células
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germinales, posiblemente debido a desmasculinizacion de las gonadas (fallo en la induccién

de espermatogénesis) (Hayes et al., 2003).

Efecto sobre peces

Aun cuando existen trabajos y diversas aproximaciones para evaluar el papel de los
compuestos xenobiodticos en peces (Shim et al., 2002), son pocos los trabajos que valoran
especificamente el impacto de los herbicidas sobre la respuesta inmune. En Colombia en
particular, donde las practicas de aspersion con herbicidas son de uso comun en el control de
plagas, cultivos tradicionales y para procesos de maduracion de cafa y otros cultivos, asi
como para el control de cultivos de coca y amapola, fuentes para produccion de drogas
ilicitas, los estudios son escasos, estableciéndose la necesidad de profundizar en los efectos de

este uso sobre los ecosistemas.

Efectos sobre 6rganos y células

Segnini et al., (2005) estudiaron el efecto de la exposicion a dosis de aspersion del
herbicida 2-cloro, 4,6-bis-etilamina-s-triazina (2,5 ppm) en mojarra amarilla (Caquetaia
kraussii) y cachama negra (Colossoma macropomum). En C. kraussii expuestas se
evidenciaron lesiones renales caracterizadas por abundantes estructuras vesiculares,
interrupcion 'y pérdida de la membrana basal, tumefaccion de la membrana nuclear,
estructuras similares a mielina, vacuolas autofagicas y alta densidad electronica de las
microvellosidades, sugiriendo una alta actividad metabolica. Por otra parte, en Colossoma
macropomum las lesiones renales se caracterizaron por vacuolizacion citoplasmatica de las
células epiteliales de los tubulos contorneados proximales e incremento en las vacuolas
autofagicas, inducidas por la exposicion al herbicida. Asi mismo, Goméz et al. (1998)
demostraron que la exposicion de la tenca (Tinca tinca) al herbicida 2,4-D (acido 2.4
diclorofenoxiacético) genero lesion en la porcion hematopoyética del rifidon, en la cual se
vieron afectados los neutrofilos, con alteraciones especificas en los granulos, asi como la

formacion de figuras similares a mielina.

En cachama blanca (Piaractus brachypomus) Ramirez-Duarte et al., (2008); Eslava et
al., (2007) y Rondon et al., (2007) han demostrado lesiones hepaticas tales como cambios
grasos degenerativos y granulaciones hialinas y eosinofilicas de los hepatocitos, post-
exposicion a Roundup® (glifosato). Dichas lesiones comprometen el funcionamiento del

organo y disminuyen la sintesis proteica incluyendo las proteinas de fase aguda, necesarias
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para una respuesta inmune. Dicho hallazgo concuerda con lo descrito por otros autores
(Szarek et al., 2000; Glusczak et al., 2007). Por otro lado, Glusczak et al. (2007) demostraron
en el bagre sur americano (Rhamdia quelen) expuesto al glifosato, un incremento en el
glicogeno, lactato, proteina hepatica y amonio y ademds una disminucion en el contenido de
glucosa en el higado. En el musculo, a excepcion de la proteina y el glicogeno, los demas
valores fueron elevados comparados con el grupo control. Por lo tanto fue evidente el dafo

oxidativo en el cerebro e higado.

Fatima et al. (2007) demostraron que una mezcla de herbicidas, probada en peces,
genera un bloqueo del sistema de defensa antioxidante enzimatico, causando dafio celular y
estrés oxidativo, lo cual interfiere con la actividad fagocitica y la actividad lisosomica,
generando inmunosupresion. Por otra parte, Rice et al. (1996) describieron que la capacidad
de respuesta inmune en los peces se ve afectada negativamente tras la exposicion a diferentes

pesticidas y herbicidas, incluyendo metales.

Studnicka et al. (2000) encontraron que la inyeccion intraperitoneal de lindano en
carpa comun (Cyprinus carpio), después de la inmunizacioén con bacterina de Yersinia ruckeri
y estimuladas con lisozima dimerizada, disminuy6 los niveles de anticuerpos en plasma y de

células productoras de anticuerpos.

Algunas de las alteraciones inducidas por compuestos xenobidticos en la respuesta
inmune innata de los peces, principalmente en procesos oxidativos (€.9. explosion
respiratoria), pueden presentarse por eventos de membrana, incluyendo activacion de la
proteina G, activacion de la fosfolipasa y de la NADPH-oxidasa y mieloperoxidasa (Rice et
al., 1996). Recientemente, Salazar-Lugo et al., (2009) demostraron que el tambaqui o
cachama negra (Colossoma macropomum) expuestos a Paraquat”, evidencia una disminucién
significativa en la capacidad bactericida de los leucocitos, asi como una disminucién en la

concentracion de leucocitos circulantes, principalmente neutréfilos.
Silveira et al. (2007) demostraron que el estrés oxidativo generado por agua
contaminada con herbicida, puede suprimir la actividad de defensa antioxidante (e.g.

catalasa), debido al dafio oxidativo y a la pérdida de mecanismos compensatorios.

Efecto sobre citoquinas
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Las citoquinas son moléculas mediadoras celulares involucradas en la modulacion de
la respuesta inmune, activacion y diferenciacion celular, asi como en la quimiotaxis (Tizard,
2009). La exposicion a herbicidas inhibe la liberacion de calcio de los macrofagos, sugiriendo
que se interfiere directamente la funcion normal del IP; (inositol trifosfato). El fallo en dicha
liberacion altera los procesos intracelulares dependientes de calcio, incluyendo la produccion
de citoquinas (Xie et al., 1997). Estudios realizados por Hooghe et al. (2000) demostraron que
la exposicion in vitro a atrazina induce una sintesis disminuida de algunas citoquinas
(Interferén (IFN)-y, interleucina (IL)-5, Factor de necrosis tumoral (TNF)-a). De la misma
manera, un estudio hecho por Corsini et al. (2007) demostrd que la exposicion in vitro e in
VivO a propanil, es capaz de alterar la sintesis de citoquinas, produciendo un incremento en los
niveles plasmaticos de IgG, IL-6 y TNF-q, asi como una disminucion dependiente de la dosis
de la produccién de IFN inducidos por fitohemaglutinina tanto en células CD4" como CD8" y
la produccion de IL-10 en células CD4". Asi mismo, trabajos de Xie et al. (1997) demuestran
que la exposicion in vitro e in vivo a propanil genera una reduccion en la produccion de IL-6 y
TNF-a. Por otra parte, Lima y Vega (2005) demostraron que la secreciéon de IL-2 y la
expresion de receptores o para esta interleucina, tras tratamiento con metilparation,
dimetilfosfato o dietiltiofosfato, (estos dos ultimos metabolitos de organofosforados) se ven
reducidas, implicando que dicho hallazgo tenga un comprometimiento en la activacion celular
de células del sistema inmune. Asi mismo, Devos et al. (2003) evidenciaron que la inhibicion
de la sintesis de algunas citoquinas no se encuentra mediada por el receptor de
glucocorticoides, receptor de androgenos, receptor activado por la proliferacion de
peroxisomas o receptor retinoide huérfano alfa (ROR o). No obstante, Corsini et al. (2007)
demostraron que el efecto se alcanzaba a nivel pre-transcripcional, evidenciando una
inhibicion de la expresion de ARNm (ARN mensajero) de las citoquinas, efectos que han sido
adscritos al metabolito del propanil 3,4-DCA (3,4- dicloroanilina). De la misma manera, Xie
et al. (1997) demostraron que la reduccion de citoquinas (IL-6 y TNF-a) debido a la
exposicion de propanil correspondia a una disminucidon en el ARNm, sugiriendo alteraciones
pretranscripcionales o transcripcionales. Kardo y Sultatos (2000) plantean un mecanismo de
accion alternativo en el cual dicha supresion se produce debido a inhibicion de la fosforilacion
por medio de kinasas, la cual puede estar relacionada con la caida en la concentracion de

calcio intracelular.
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Regulacion neuroendocrina del sistema inmune

Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre el sistema inmune y el
denominado sistema neuroendocrino, siendo evidente que en la inflamacion el
comportamiento de enfermedad esta mediado por la accién de algunas citoquinas sobre el
sistema nervioso central (SNC) y la accion de éste sobre la secrecion de hormonas (Gupta y
Lalchhandama, 2002; Webster et al., 2002). La clave de esta comunicacion bidireccional es
que comparten receptores que reaccionan a sefiales mutuas (Engelsma et al., 2002). Se ha
descrito que éstas pueden influir el cerebro a través de la activacion de segundos mensajeros
tales como el oxido nitrico y las prostaglandinas, después de la union a receptores en las
c¢lulas endoteliales. Existe ademas una retroalimentacion de regulacion por parte del SNC la
cual puede presentarse tanto a nivel local en el sitio de la inflamacién regional en el 6rgano,

como sistémico, a través de rutas hormonales.

Ante la exposicion a compuestos xenobidticos se estimula la actividad del eje
hipotadlamo-hipofisiario-interrenal, a través de una via simpatica. En mamiferos la hormona
liberadora de corticotropina (HLC) asi como de la arginina vasopresina (AVP) (arginina
vasotocina -AVT - en peces) son liberadas desde el nicleo paraventricular del hipotdlamo
(mientras en peces es desde el nucleo predptico) y estimula la sintesis del polipéptido
precursor de la pro-opiomelanocortina (POMC) en el l16bulo anterior de la hipdfisis y la
consecuente liberacion de hormona adrenocorticotrépica (ACTH), asi como de otras
hormonas tales como la hormona estimulante de los melanocitos (HSM) y B-endorfinas
(Engelsma et al., 2002; Wendelar-Bonga, 1997). La ACTH induce la sintesis de
glucocorticoides a nivel adrenal (interrenal en peces). La hormona liberadora de corticoides es
regulada positivamente por los sistemas histaminérgicos, colinérgicos y serotoninérgicos

(Webster et al., 2002).

La regulacion neuroendocrina del sistema inmune se presenta principalmente por dos
vias: a través de la secrecion de catecolaminas (noradrenalina, adrenalina y dopamina) y
glucocorticoides. Las catecolaminas son liberadas por estimulacion del sistema nervioso
simpatico y su accion es mediada en 6rganos linfoides y células a través de los receptores [3-
adrenérgicos. Sin embargo, la sub-regulacion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias
en macrofagos se presenta a través de receptores a-2-adrenérgicos (Engelsma et al., 2002).
Los glucocorticoides y sus receptores pueden unirse como heterodimeros al ADN (Gupta y

Lalchhandama, 2002). Esta interaccion genera una sub-regulacion de la transcripcion mediada
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por la inhibicidon de los factores de transcripcion AP-1 y el NF-kB. Los glucocorticoides
pueden reducir la capacidad de union al ADN de los complejos Fos y Jun de la AP-1 mediante
interacciones proteina-proteina, por tanto reprimiendo la activacioén de genes mediada por AP-
1 (Webster et al., 2002). Referente al NF-kB existen algunos mecanismos descritos. El
primero, que la accion inhibidora de los glucocorticoides se presente gracias al incremento de
la proteina inhibitoria IkB que secuestra al NF-kB en el citoplasma y previene su traslocacion
al ntcleo. El segundo, que la inhibicion del NF-kB se presenta por interaccion directa del
receptor de glucocorticoide (Padget y Glasser, 2003). Un tercer mecanismo sugerido para la
represion de los glucocorticoides sobre el NF-kB es la competencia por algunos cofactores,
los cuales son limitados, tales como la proteina de union al elemento sensible a AMP ciclico
(CREB) y coactivador de receptor de esteroides 1 (SRC-1) (Webster et al., 2002). Dada la
importancia de estos factores nucleares para la sintesis de citoquinas, asi como de proteinas
incluyendo moléculas de adhesion y receptores de reconocimiento de patrén, se genera un
fendmeno de inmunodepresion. Este ademas puede verse acompaiiado de la disminucion en la
produccion de mediadores inflamatorios debido a la represion citosolica de los
glucocorticoides sobre la fosfolipasa A2 y sobre los niveles de ARNm de la cicloxigenasa 2,
asi como por la inhibicion de los genes de la sintasa de oxido nitrico (Webster et al., 2002)
(Figura 1). Por otra parte, la melatonina, hormona secretada por la glandula pineal ha
demostrado regular la fagocitosis y la produccion de peroxidasa en leucocitos (Calderon et al.,

2003), lo cual puede ser un mecanismo alternativo de regulacion central.
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Figura 1. Regulacioén neuroendocrina de la respuesta inmune. (Ver texto) SNS, Sistema nervioso simpatico;
NE, norepinefrina; NPV, ntcleo paraventricular; NPO, nucleo predptico; HLC, hormona liberadora de corticotropina; AVP,
arginina vasopresina; AVT, arginina vasotocina, ACTH, hormona adrenocorticotrépica, POMC, pro-opio melanocortina;
MSH, hormona estimulante de melanocitos; 5-HT, serotonina; TNF, factor de necrosis tumoral; IL, interleucina; GC,
glucocorticoides; E, epinefrina; DA, dopamina; PLA,, fosfolipasa A,, COX2, cicloxigenasa 2, NO, 6xido nitrico, NF-kB,
factor nuclear kB, IkB, inhibidor del NF-kB, GR, receptor de glucocorticoides, AP-1, proteina activadora 1; CEB, proteina

de unidn al elemento sensible a AMP ciclico; SRC-1, coactivador 1 del receptor esteroide.

Las células del sistema inmune ademds son capaces de producir ACTH, HLC, asi

como endorfinas, pudiendo ejercer acciones paracrinas o autocrinas en los sitios de lesion
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(Baigent, 2001), aunado a la secrecion de serotonina e histamina que regulan centralmente la
produccion de ACTH. Por otra parte, algunas citoquinas secretadas por las células como la
IL-1, TNF y en menor medida la IL-6 incrementan la secrecion de HLC (Engelsma et al.,

2002).

Disrupcién endocrina y respuesta inmune

El sistema endocrino abarca los mecanismos hormonales que regulan el
funcionamiento general de los animales, siendo reconocido como un sistema de integracion
que es capaz de responder a cambios en las condiciones del medio, incluyendo la exposicion a
agentes potencialmente lesivos o compuestos xenobioticos. Estos ultimos han demostrado
causar disturbios hormonales gracias a la capacidad de ejercer tanto acciones antagonistas,
como agonistas y de supresion de las cascadas hormonales, o interferir en la secrecion o sitio
de accion de las mismas (receptores de estrogenos/androgenos) (Zou, 2005; Iguchi et al.,
2007). Estos efectos pueden evidenciarse desde etapas prenatales (€.g. embriogénesis,
desarrollo fetal, etc.) hasta los estados adultos (e.g. pubertad, ciclos reproductivos). Los
herbicidas han demostrado tener efectos de disrupciéon endocrina en diferentes especies
animales incluyendo el hombre (Neubert, 1997). En los animales la disrupcion endocrina se
caracteriza por cambios en los patrones de secrecion de hormonas sexuales, androgenos y
estrogenos, que conllevan, segin el estado de desarrollo, a alteraciones irreversibles en
estados prenatales, asi como a problemas reproductivos en estados posnatales. Estos ultimos
se pueden presentar por estimulacion de la actividad aromatasa (CYP19) (Sanderson et al.,
2000) o por alteracion de otros citocromos (CYP450) (Pollino et al., 2009; Sancho et al.,
2009). Ademas, se ha demostrado que algunos citocromos son inducidos tras una interaccion
inicial con la hormona adrenocorticotropa — ACTH (Sanderson et al., 2000), pudiendo ésta ser

regulada por fenémenos de estrés.

Tomando como premisa que la respuesta inmune puede ser modulada por las
hormonas sexuales, aun cuando existen estudios contradictorios, esta via se constituye en una
alternativa indirecta por la cual los compuestos xenobidticos inducen efectos deletéreos sobre

la respuesta inmune.

Asi, en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) el incremento en los esteroides sexuales
(estradiol, testosterona en hembras y 11-cetotestosterona, testosterona en machos durante la

maduracion sexual) esta correlacionado con inmunosupresion y aumento susceptibilidad a las
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enfermedades, probablemente debido a una disminuciéon de las células productoras de

anticuerpos y los niveles circulantes de las mismas (Hou et al., 1999).

Wang y Belosevic (1995) demostraron que el estradiol, al igual que el cortisol, son
capaces de disminuir la capacidad fagocitica de macrofagos de peces, lo cual esta acorde con
lo descrito por Yamaguchi et al., (2001) quienes demostraron que en carpa comtn (Cyprinus
carpio), la progesterona, el estradiol y la testosterona disminuyen la capacidad fagocitica de
los macréfagos. En tanto que so6lo la progesterona y testosterona inhiben la produccion de
6xido nitrico (Yamaguchi et al., 2001) necesaria para la produccion de compuestos

antimicrobianos (i.e. peroxinitritos) (Tizard, 2009).

Herbicidas vs sistema inmune: aproximacion al mecanismo de accién

La inmunosupresion mediada por herbicidas se ha sometido a continuo debate, sin que
estén dilucidados completamente los mecanismos de accion. Teniendo en cuenta la relacion
bidireccional entre el sistema inmune y el sistema neuroendocrino, y tomando como base las
alteraciones causadas a organismos expuestos a herbicidas, se podria inferir que existen
mecanismos mediados por el sistema nervioso central que pueden estar modulando Ia
respuesta inmune (Figura 2). Sin embargo, existen correlaciones no descritas en la literatura

frente a las cuales argumentamos y proponemos los siguientes mecanismos:

Ha sido descrita una via antiinflamatoria colinérgica, que se sugiere esta implicada en
la regulacion de la inmunidad innata mediada por acetilcolina (ACh) (Gallowitsch-Puerta y
Pavlov, 2007). Estos autores han demostrado que la inervacion vagal eferente inhibe la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias y la respuesta inflamatoria sistémica; esta
regulacion requiere la interaccion entre las sefalizaciones vagales eferentes y los receptores
nicotinicos expresados en macrofagos y otras células no neuronales productoras de citoquinas
que residen en diferentes oOrganos, principalmente del sistema reticuloendotelial.
Investigaciones recientes han demostrado la importancia critica del receptor de acetilcolina
alfa 7 nicotinico (a7nAChR) en la mediacion de la respuesta colinérgica anti-inflamatoria, el
cual es expresado en macréfagos y linfocitos (Wang et al., 2003). Se ha demostrado que la
disminucién de la produccion de TNF en el bazo se debe a interaccion del estimulo

colinérgico via a7nAChR (Huston et al., 2006)
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Figura 2. Mecanismos propuestos de inmunomodulacién inducidos por herbicidas. (1) El esquema representa una sefial
aferente (inflamacion), que es llevada a la médula oblonga del cerebro, donde desemboca por la porcion del hipotalamo
como una (2) seflal eferente mediada por la acetilcolina (ACh). Esta sefial estimula el receptor de acetilcolina nicotinico
conteniendo la subunidad a 7, (a7nAChR) el cual inhibe al factor nuclear kappa B (NF-kB) y la sintesis de de citoquinas (9)
este efecto se puede presentar tras estimulacion con nicotina (3) El efecto de la nicotina que se une al receptor (a7nAChR), y
por medio de la sefial de kinasa Janus (Jak 2), la cual fosforila moléculas adaptadoras de transduccion de sefial (Stat 3),
produce una traslocacion al niicleo del macréfago y causa una disminucion de la sintesis de citoquinas. (4) El efecto de los
herbicidas por inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE), causa un aumento en los niveles de ACh la cual indirectamente
inhibe al NF-kB; a través de a7nAChR. (5) Por otra parte, los herbicidas pueden interferir con la funciéon de inositol
trifosfato (IP3), como segundo mensajero que regula la liberacion de Ca*? intracelular, inhibiendo los pasos para la sintesis de
citoquinas, dependientes de NF—kB. (6). Esta inhibicion puede estar mediada por la inhibicion de la proteina kinasa C (PKC)
(7) lo que a su vez inhibe la internalizacion de las particulas en la fagocitosis, la sintesis de citoquinas asi como la formacion
del complejo enzimatico de la NADPH oxidasa (NOX) requerido la explosion respiratoria. Asi mismo, los herbicidas pueden
causar remocion del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC-I), el cual es importante para el reconocimiento de
antigenos. (8) se ha demostrado que la exposicion a herbicidas incrementa la expresion de células granulares
eosinofilicas/mastocitos (CGE/CM) en el cerebro las cuales son capaces de generar aminas vasoactivas, €.g. de serotonina o
5-HT, (9) la cual actta a nivel del eje hipotalamico pituitario interrrenal (EHPI), causando la liberacion de cortisol, que se
une intracelularmente al receptor de glucocorticoide (GR), causando la inhibicion de NF-kB; inhibiendo finalmente la sintesis

de citoquinas (10).

Estudios realizados por Qiu et al. (1996) demuestran que la elevacion de los niveles de
ACh debido a la disminucion de acetilcolinesterasa (AChE) (principalmente en el hipocampo
e hipotadlamo), asi como la inhibicién de la noradrenalina (NA), causa inmunosupresion de la
respuesta de anticuerpos, posiblemente mediado para la ACh por la via de receptores
colinérgicos muscarinicos. Ademads, la interaccion entre linfocitos — ACh incrementa la
inmunidad celular en bazo de murinos, principalmente por estimulacion de la proliferacion de

linfocitos T. Se ha sugerido que la exposicion de antigenos al sistema nervioso central
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incrementa el contenido de NA a nivel de hipocampo e hipotadlamo, mostrando una relacioén
entre la inervacion simpatica y el sistema inmune. Asi también, se ha demostrado inhibicién
de la funcién de los linfocitos T, principalmente a través de los receptores a-f adrenérgicos,
en las terminaciones nerviosas en contacto directo con linfocitos, en zonas de tejido linfoide

(Qiu et al., 1996).

Pavlov et al., (2009) demostraron que la supresion de AChE suprime la sintesis de
citoquinas a nivel sistémico durante la endotoxemia, principalmente en la ruta anti-
inflamatoria colinérgica, a través de la sefializacion mediada por a7AChR (receptor de
acetilcolina nicotinico conteniendo sub unidad a7), causando una supresion de la inflamacion

sistémica.

Asi, las funciones anticolinesterasas ejercidas por los herbicidas pueden generar
estados de inmunosupresion al permitir la estimulacion constante de receptores nicotinicos y
muscarinicos por la ACh sobre las células del sistema inmune, utilizando la via anti-
inflamatoria colinérgica. Esto se refleja en la disminucién marcada de citoquinas que no solo
altera respuestas humorales sino también celulares, debido a inhibicién de la diferenciacion
celular, principalmente en células presentadoras de antigeno, como se describié arriba.
Existen diversos trabajos en peces que reportan la inhibicion de la colinesterasa tras
exposicion a herbicidas (Gonzales et al., 2007; Suarez y Gonzales, 2007). Recientes estudios
han descrito un efecto marcado de los herbicidas sobre la actividad colinesterasa. Asi, Silveira
et al. (2007) demostraron que la actividad de la acetilcolinesterasa en el cerebro de la piava
(Leporinus obtusidens), disminuy6 significativamente tras exposicion a los herbicidas
clomazone y quiclorac; sin embargo, esto no ocurri6é en exposicion a propanil y metsulfuron
metil. De la misma manera, Glusczak et al. (2006) demostraron que en la piava la exposicion
al Roundup® (principio activo: glifosato) causa una disminucién y una elevacion de la
acetilcolinesterasa en el cerebro y el musculo respectivamente. Ademas, los animales
mostraron un incremento en los niveles de glucdégeno y glucosa, asi como disminucion en el
contenido de proteina y lactato hepatico contrario a lo ocurrido en el musculo. Por otro lado,
se evidencio hipoproteinemia y anemia (bajo hematocrito, bajo recuento eritrocitico y bajo
contenido de hemoglobina), los cuales han sido relacionado con fallos en la osmorregulacion
(Silveira et al., 2007). Los efectos fueron atribuidos mas al surfactante (i.e. POEA) que al

glifosato.
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Por otra parte, como se ha descrito las CGE/CM poseen aminas vasoactivas
(serotonina e histamina); la serotonina (5-HT; 5—hidroxitriptamina) en particular puede poseer
un efecto inmunosupresor principalmente por mecanismos periféricos relacionados con
receptores serotoninérgicos (Qiu et al., 1996). Cloez-Tayanari y Changeux, (2007)
demostraron que a parte de la nicotina, la 5-HT puede activar receptores de acetilcolina
nicotinicos nAChRs, causando una inhibicion en la sintesis de TNF de macréfagos y células
derivadas de monocitos. Del mismo modo, se les ha atribuido una activacion de la ruta de
sefalizacion intracelular, causando la transcripcion de NF-kB principalmente células

mononucleares residentes en el bazo.

La estimulacion colinérgica y nicotinica del receptor a7nAChR induce la fosforilacion
de moléculas activadoras y transductoras de sefial (STAT) por medio de la interaccién con
kinasas Janus (JAK), lo cual produce una traslocacion al nucleo de la célula inmune (e.g.
macréfago) y causa una disminucion de la sintesis de citoquinas (Gallowitsch-Puerta y
Pavlov, 2007). Esta ruta, especificamente para la nicotina se da a través de la estimulacion de
la cascada anti-inflamatoria STAT 3, por el supresor de sefalizacion de citoquinas (SOCs) 3

de macrofagos (Cloez-Tayanari y Changeux, 2007).

Khan y Deschaux (1997) demostraron que la 5-HT puede alterar el funcionamiento de
las células inmunes del pez (linfocitos y macréfagos), posiblemente mediante los canales del
receptor de serotonina 5-HT3, acoplado con el movimiento de Na' interno, que a su vez es
modulado por la proteina kinasa C, calmodulina y Ca™ intracelular libre. La principal via de
accion de la serotonina, es la interaccion con el complejo Ca**/calmodulina, el cual activa la
calcineurina, causando una traslocacion de los factores nucleares (NF-kB y STAT), del
citoplasma al nticleo. Por otra parte, la serotonina puede alterar la sefializacién de Ca™, la
activacion de la kinasa C, o una transcripcion de genes envueltas en la activacion de linfocitos
B y T. Cualquier alteracion en la activacion de linfocitos T o B puede resultar en una
disminucion en la sintesis de citoquinas y otros factores solubles, importantes para el
reconocimiento célula — célula, durante la exposicion a un antigeno. No obstante, algunos
trabajos han demostrado que el incremento de 5-HT en los tejidos linfoides puede
incrementar la capacidad funcional de las células del sistema inmune en murinos asi como un
incremento en la produccién de IL-1-f y IFN-y (Cloez-Tayanari y Changeux, 2007). La
secrecion de cortisol inducida por 5-HT, permite la inhibicion de NF-kB (Padgett y Glaser,

2003) y la inhibicién de la produccion de citoquinas se produce por formacion de complejos
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del receptor de glucocorticoides con elementos de respuesta a los glucocorticoides que pueden

silenciar los genes (Engelsma et al., 2002).

Es de destacar ademas que la alteracion de la funcionalidad de la proteina Kinasa C
posee efectos directos sobre el proceso de fagocitosis, gracias al papel de esta en la
internalizacion de las particulas asi como en la produccion de citoquinas. Ademas, la proteina
kinasa C es necesaria para la activacion de la NADPH oxidasa, enzima requerida para la

generacion de radicales libre y compuestos bactericidas (Toro, 2004).

Por otra parte, existen respuestas alternativas a la inmunosupresion, siendo reportada
la existencia de herbicidas que son capaces de eliminar moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (MHC-I) de la superficie de células dendriticas contribuyendo a la
evasion inmune (Pinchuk et al., 2007) e impidiendo la citotoxicidad mediada por células

(Tizard, 2009).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Aun cuando existen gran cantidad de trabajos asociados a los efectos deletéreos de los
herbicidas sobre la reproduccion e incluso sobre el crecimiento de diversas especies de peces,
la profundizaciéon en las alteraciones sobre el sistema inmune de animales es escasa. El
presente trabajo propone posibles mecanismos de accién que permitan plantear interrogantes

basicos y problemas de investigacion en la inmunotoxicologia relacionada con herbicidas.

La evaluacion de la respuesta inmune innata se constituyen en una de las estrategias de
seguimiento y evidencia de la alteracion en la capacidad de respuesta frente a patdégenos, por
lo cual se sugiere, como se ha hecho en diversos estudios relacionados con compuestos
xenobidticos, examinar la actividad del sistema inmune innato como un biomarcador de
respuesta a exposicion. Esto es significativo dado que los efectos de los herbicidas en el
medio acuatico no s6lo son importantes por la mortalidad que puedan causar de manera
directa, sino por una diversa gama de disturbios neuroendocrinos y disminucion de la
resistencia a patdégenos oportunistas que pueden estar el medio y que inter-dependen de

complejas relaciones bidticas.
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