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Resumen

El clorpirifos (CPF) y glifosato (GF) son plaguicidas organofosforados, que afectan la salud
humana, induciendo estrés oxidante (EsOx), y efectos adversos en el sistema nervioso,
respiratorio, reproductivo y cardiovascular. Se ha reportado que provocan efectos
cardiotoxicos, sin embargo, se desconoce si pueden producir cardiotoxicidad mediante la
alteracion del sistema endocrino de renina-angiotensina (SRA), el cual regula la presion
arterial y la remodelacion tisular cardiovascular. El presente proyecto evaluo el efecto de la
exposicion a CPF y GF sobre el SRA y la capacidad antioxidante en el modelo pez cebra.
Se realizaron bioensayos de exposicion aguda (5 dias) a los plaguicidas de presentacién
comercial y grado técnico por medio de una columna de agua. Se tuvieron nueve grupos de
exposicion (n=10 por grupo) a 0.3 y 5 pug/L de CPF, 500 y 1000 pg/L de GF, asi como a las
co-exposiciones CPF-GF 0.3-1000 pg/L, 5-500 pg/L, 0.3-500 pg/L y 5-1000 pg/L,
respectivamente, y un grupo control no expuesto. Al término de la exposicion, se determind
el consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada (n=6 por grupo), posteriormente se
llevaron a eutanasia para la obtencion de los tejidos de corazén, higado y ojos. Se
determinaron los biomarcadores de EsOx [gamma-glutamil transferasa (GGT), glutation-s-
transferasa (GST), malondialdehido (MDA), paraoxonasa 1 (PON-1) y productos avanzados
de oxidacion de proteinas (POAPSs)] en homogenizados de higado de los peces. Ademas,
se determind la actividad enziméatica de la acetilcolinesterasa (AChE) en homogenizados de
0jo como biomarcador de exposicién. Por Western Blot se determinaron los receptores de
Angiotensina Il tipo 1 y tipo 2, AT1R y AT2R, respectivamente, y el receptor activador de
proliferacion de peroxisomas alfa (PPAR-a) como marcador del proceso de reprogramacion
génica fetal cardiaca (RGFC). La tabla a continuacion presenta los resultados obtenidos. Se
observaron cambios en las respuestas fisiolégicas de los peces (consumo de oxigeno y
excrecion nitrogenada) para las dos presentaciones de los plaguicidas, siendo los efectos
mas adversos para la PC. Los resultados de EsOx mostraron diferencias ante ambos
plaguicidas y sus co-exposiciones afectando la capacidad antioxidante y de detoxificacion
de los organismos. Los resultados a nivel cardiovascular mostraron que la presentacion
comercial y el grado técnico de los plaguicidas afectan los niveles proteicos de AT1R, AT2R
y PPARa. Estos resultados sugieren que la exposicion a ambos plaguicidas y sus co-
exposiciones ocasionan modificaciones en sus respuestas fisioldégicas con la subsecuente
alteracion en el metabolismo y de la respuesta antioxidante, que desencadena a su vez
cambios en los niveles proteicos de los blancos moleculares del SRA e induciendo cambios
en la RGFC.



Tabla i. Efectos producidos por los plaguicidas PC y GT en los peces expuestos. Aumenta (1),
Disminuye ({).
Presentacion comercial Grado Técnico
CPF| GF | CPF+GF |CPF| GF | CPF+GF
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Palabras claves: clorpirifos, glifosato, Danio rerio, sistema renina-angiotensina, estrés

oxidante.



Abstract

Chlorpyrifos (CPF) and glyphosate (GF) are organophosphate pesticides that affect human
health by inducing oxidative stress (EsOx) and adverse effects on the nervous, respiratory,
reproductive and cardiovascular systems. They have been reported to cause cardiotoxic
effects; however, it is not known whether they can produce cardiotoxicity by altering the
renin-angiotensin endocrine system (RAS), which regulates blood pressure and
cardiovascular tissue remodeling. The present project evaluated the effect of CPF and GF
exposure on the RAS and antioxidant capacity in the zebrafish model. Acute exposure
bioassays (5 days) to commercial formulation and technical grade pesticides were performed
in the water. Nine exposure groups (n=10 per group) were exposed to 0.3 and 5 pg/L CPF,
500 and 1000 pg/L GF, as well as to CPF-GF co-exposures 0.3-1000 pg/L, 5-500 ug/L, 0.3-
500 pg/L and 5-1000 pg/L, respectively, and an unexposed control group. At the end of
exposure, oxygen consumption and nitrogen excretion were determined (n=6 per group),
then euthanized to obtain heart, liver and eye tissues. EsOx biomarkers [gamma-glutamyl
transferase (GGT), glutathione-s-transferase (GST), malondialdehyde (MDA), paraoxonase
1 (PON-1) and advanced protein oxidation products (POAPs)] were determined in fish liver
homogenates. In addition, acetylcholinesterase (AChE) enzyme activity was determined in
eye homogenates as a biomarker of exposure. Angiotensin Il type 1 and type 2 receptors,
AT1R and AT2R, respectively, and peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-
a) were determined by western blot as a marker of the cardiac fetal gene reprogramming
process (CFGR). The table below presents the results obtained. Changes in the
physiological responses of the fish (oxygen consumption and nitrogen excretion) were
observed in the two pesticide presentations, with the most adverse effects from the
commercial formulation. The EsOx results showed differences for both pesticides and their
co-exposures affecting the antioxidant and detoxification capacity of the organisms. The
results at the cardiovascular level showed that commercial formulation and technical grade
of the pesticides affect the protein levels of AT1R, AT2R and PPARa. These results suggest
that exposure to both pesticides and their co-exposures cause modifications in their
physiological responses with subsequent alteration in metabolism and antioxidant response,
which in turn triggers changes in protein levels of RAS molecular targets and induces
changes in CFGR.



Table i. Effects produced by PC and GT pesticides on exposed fish. Increase (1), Decrease ({).

Formulation commercial

Technical Grade

CPF| GF | CPF+GF |CPF| GF | CPF+GF
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Key words: chlorpyrifos, glyphosate, Danio rerio, angiotensin-renin system, oxidative stress.
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1. Introduccion

1.1. Plaguicidas

Un plaguicida es “cualquier sustancia o combinacion de sustancias utilizadas para
prevenir o erradicar insectos no deseados, incluyendo vectores de enfermedades en
humanos o animales y plagas que afectan a las plantaciones agricolas”. Son
ampliamente empleados en la produccion agricola y de alimentos para evitar el ataque
de plagas durante su cultivo, procesamiento, almacenamiento, transporte y/o
comercializacion (Krzastek et al., 2020). Existen diferentes formas de clasificarlos, por
ejemplo, de acuerdo a su uso como insecticidas, fungicidas, herbicidas, productos
quimicos para el jardin, desinfectantes domésticos y rodenticidas. Entre las
clasificaciones que mayor importancia cobra desde el punto de vista toxicolégico son
de acuerdo con su estructura quimica, clasificAndose en carbamatos,
organofosforados, organoclorados y piretroides, ademas de ser clasificados en

persistentes o no persistentes (Hassaan & El Nemr, 2020).

1.1.1. Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados son un grupo heterogéneo dentro de los plaguicidas,
siendo de los més utilizados en la agricultura. Desde el punto de vista quimico se
caracterizan por la presencia de atomos de fésforo doblemente unidos a oxigeno o
azufre como estructura basica. Se degradan por exposiciéon a la luz y por hidrdlisis en
medio alcalino en suelo. Sin embargo, por lo general son compuestos liposolubles y
medianamente volatiles, por lo que presentan altos niveles de toxicidad y
bioacumulacién. Ademas, son relativamente faciles de adquirir, representando la
principal causa de intoxicaciones agudas por plaguicidas en todo el mundo
(Vlaiculescu & Varrone, 2022).

Es conocido que los plaguicidas organofosforados ejercen su accion tdxica aguda y
directa porque inhiben irreversiblemente a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en las
terminaciones nerviosas, lo que conlleva a la acumulacion de acetilcolina en los
espacios sinapticos y con ello, a la aceleracion del impulso nervioso. Entre los
principales sistemas afectados por intoxicacion por organofosforados se encuentran el
sistema nervioso central, ademas de provocar afectaciones respiratorias,
reproductivas y hepaticas. Es por ello, que su uso excesivo afecta la salud humana o

ambiental, considerandose una preocupacion global (Mali et al., 2023). En la


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fungicide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rodenticide

actualidad se conocen mas de cien organofosforados entre los que destacan el
glifosato, clorpirifos, malation, fention y diazindn, que son empleados en diferentes
regiones y paises como Europa, Estados Unidos y México, representando el 45% del

mercado mundial (Suratman et al., 2015).

1.1.1.1. Clorpirifos (CPF)

El CPF es un insecticida clorado organofosforado, nombrado por la IUPAC como O,
O-dietil-O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato y férmula quimica CoH11CIsNO3PS. Es un
compuesto solido cristalino de color blanco, que posee un olor suave, con baja
solubilidad en agua y coeficiente de particion octanol-agua (log Kow) de 4.96 que lo
convierte en una sustancia bioacumulable (Venturino et al., 2021). Es relativamente

estable a hidrolisis en pH fisiologico y soluciones acuosas &cidas (Kopjar et al., 2018).

Se utiliza principalmente en comunidades agricolas y urbanas para controlar las plagas
de cultivos (maiz, nueces de arbol y soja) en la agricultura, reducir las plagas
domésticas como las termitas y el dafio de los insectos en el césped y los campos de

golf, ademas para el control de los mosquitos (Eaton et al., 2008).

Este plaguicida aun no se encuentra clasificado de acuerdo con su carcinogenicidad
en humanos por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés), sin embargo, se ha sugerido que representa un riesgo para el
desarrollo de cancer pulmonar, de mama en mujeres premenopausicas, de prostata,
leucemia y cancer cerebral (IARC, 2020).

1.1.1.1.1. Metabolitos

El proceso de degradacion del CPF genera diferentes metabolitos, entre estos se
encuentran: CPF-oxon (CPF-O) derivado de la oxidacion del compuesto padre, el
3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) y el dietiltiofosfato (DETP), que son los principales
productos de hidrolisis del CPF. Mientras que otros productos de transformacion de
menor impacto ambiental son el O-etil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridilo), dietilfosfato (DEP) y
3,5,6-tricloro-2-metoxipiridina (TMP). Se ha demostrado por investigaciones que el
CPF-O y TCP son mas peligrosos en comparacion con el compuesto principal, esto
debido a su estructura ciclica y de cloracion en las posiciones 3, 5, 6 que resulta similar
a la estructura similar de los compuestos organoclorados que presentan mayor
toxicidad ambiental (Tan et al., 2001).



1.1.1.1.2. Toxicocinética
La exposicion humana al CPF se produce principalmente a través de la ingestién de
sus residuos en los productos alimenticios y en el agua potable, pero también puede
incluir la inhalacion y via dérmica, que constituyen las mas relevantes para la
exposicion ocupacional. Esta ultima por su parte puede ocurrir durante la mezcla, la
aplicacion por aspersion, la limpieza de equipos o la eliminacion de contenedores
(Kopjar et al., 2018). La DLso oral aguda oscila entre 66 y 195 mg/kg de peso corporal.
La NOAEL en ratas es de 1 mg/kg/dia, mientras que, en el caso de los seres humanos
se calculd y obtuvo un valor de 0.5 mg/kg/dia (Eaton et al., 2008). Presenta una vida
media en suelo de 2 a 120 dias y en agua de 22 a 55 dias (Venturino et al., 2021)

a) Absorcién
El CPF se puede absorber en los seres humanos y animales a través del tracto
respiratorio y la piel, al respirar y estar en contacto con aerosoles o polvo, aunque no
se ha cuantificado el grado y la velocidad de su absorcion. Después de la exposicion
oral, y ser absorbido por el tracto gastrointestinal y entra al torrente sanguineo (Kopjar
et al., 2018). Un estudio report6 que, al administrar en ratas, una dosis de 50 mg/kg de
peso corporal de CPF en aceite de maiz, se observé una absorcién de ~80% de la
dosis, lo que dio como resultado la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) (Eaton
et al., 2008).

b) Distribucion
En organismos mamiferos como ratas se ha establecido que el CPF después de ser
absorbido se distribuye ampliamente, a 6rganos como rifién, higado y cerebro. Sin
embargo, no se dispone de estudios sobre la distribucién del plaguicida y sus
metabolitos en seres humanos (Kopjar et al., 2018). Aun asi, diversos estudios se han
basado en coeficientes de particion octanol: agua y el contenido de lipidos en los
tejidos, para calcular la distribucién del plaguicida entre los tejidos y las sangre, pues
se conoce que es capaz de acumularse en tejido adiposo. En animales gestantes,
existe evidencia que el CPF y sus metabolitos pueden atravesar la placenta y llegar al
feto (Testai et al., 2010).

c) Metabolismo
El principal 6rgano donde se metaboliza el CPF es el higado; sin embargo, se ha
documentado metabolismo extrahepatico en érganos como el cerebro y el intestino

(John and Shaike, 2015). Las vias del metabolismo del CPF se encuentran catalizadas



principalmente por la familia de los citocromos-P450, la desulfuracién oxidativa
catalizada que produce el CPF-O. Este metabolito puede sufrir hidrdlisis por esterasas
tipo A (paraoxonasa-1) de los enlaces éster fosfato del CPF-O transformandose en
TCP y DEP, los cuales van a formar conjugados de glucurénido y sulfato. A su vez el
CPF también puede transformarse a TCP, DEP y DETP por desarilacion oxidativa
(Eaton et al., 2008).
d) Excrecién

Las concentraciones de CPF en sangre por lo general son muy bajas, es eliminado del
organismo principalemnte por la orina, siendo el producto mas abundante TCP, junto
con el DEP y DETP que se emplean como biomarcadores de exposicion, ademas de
conjugados de sulfatos y glucurénidos (Testai et al., 2010). Se ha estimado que la vida
media de eliminacion en humanos es de 27 h, con una tasa maxima de excrecion del
TCP en 24 a 48 h después de la exposiciéon (Eaton et al., 2008). Hasta el momento no
existen estudios en humanos que aborden la eliminacién por bilis/heces de CPF, sin
embargo se conoce que en ratas se eliminan como conjugados de glutation reducido
y glucurénido, que pueden hidrolizarse en el lumen intestinal y reabsorberse entrando
en la recirculacion enterohepatica. Otra via de eliminacion estudiada es a través de la
leche materna que, al ser relativamente rica en grasas, tiende a acumularse el CPF y
CPF-O (Testai et al., 2010).

1.1.1.1.3. Toxicodinamia

Los efectos toxicos del CPF se derivan principalmente de la inhibicidn que origina en
la enzima AChE, lo que lleva a una sobreestimulacion del sistema nervioso que
provoca nauseas, mareos, confusion y paralisis respiratoria (Kopjar et al., 2018). Por
lo que su exposicién a largo plazo puede provocar efectos adversos a la salud,
principalmente en los sistemas nervioso, cardiovascular y respiratorio como déficit
cognitivo, hipertrofia cardiaca e hiperreactividad de las vias respiratorias,

respectivamente (Wotejko et al., 2022).

Ademas, se ha reportado que provoca aumento en el peso relativo de los rifiones y
malformaciones esqueléticas en ratones, asi como incremento en los niveles del
colesterol, estrés oxidante (EsOx), padecimientos alérgicos, e incluso trastornos de
autoinmunidad (Eaton et al., 2008). Mientras tanto también se ha documentado que

causa disminucién de los triglicéridos, la progesterona y niveles séricos de estradiol



(Deng et al., 2016), ademas de reducir los niveles de la hormona Tiroxina (T4) de
cortisol y tiroides (Testai et al., 2010).

A nivel molecular, el CPF es capaz de activar la via de sefalizacién del factor nuclear
kB (NF-kB) e inducir a los macréfagos a secretar gran cantidad de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1),

gue provoca inflamacion y lesiones pulmonares en ratas (Aboubakr et al., 2021).

1.1.1.2. Glifosato (GF)

El glifosato es un herbicida organofosforado de formula quimica CsHsNOsP vy
nombrado por la IUPAC como N-fosfonometil-glicina, con propiedades de fosfonato,
carboxilato y amina, que le permiten quelar con metales trivalentes y tetravalentes. El
enlace covalente entre sus atomos de carbono y fésforo le proporciona varias
especificidades quimicas y fisicas, como alta adsorcion al suelo y solubilidad en agua
(Soares et al., 2021), con un log Kow menor a -3.4. Es ampliamente utilizado en el
control de malezas en cultivos de granos de cereales como avena, trigo, legumbres y
maiz transgénico. Su vida media reportadas varia de 2 a 215 dias en suelos y de 1.5
a 130 dias en aguas antes de su degradacién microbiana (ATSDR, 2020).

Este plaguicida fue clasificado por la IARC como probable carcinégeno humano en el
2015, pues se ha relacionado con el riesgo de padecer canceres linfohematopoyéticos

como linfoma no Hodgkin y mieloma multiple (IARC, 2020).

1.1.1.2.1. Metabolitos

El glifosato es degradado en el medio ambiente por microorganismos del suelo y las
plantas, por lo que puede encontrar en productos vegetales. Sus metabolitos
principales son el acido aminometilfosfénico (AMPA) conocido como su metabolito mas
activo, el acido metilfosfénico (MPA) y el glioxilato (Peillex & Pelletier, 2020). Tanto el
glifosato como su principal metabolito AMPA han sido considerados no toxicos para
mamiferos, sin embargo, evidencia reciente indica que podrian afectar el microbioma
intestinal. Los resultados muestran que las bacterias altamente patogénicas
(Salmonella typhimurium, Salmonella gallinarum, Clostridium pefrigens y Clostridium
botulium) son resistentes al glifosato, mientras que las bacterias beneficiosas
(Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus badius, y Lactobacillus spp)
resultan ser mas susceptibles, de ahi que la reduccién de estas en el microbiota del

tracto gastrointestinal podria alterar la comunidad bacteriana normal del intestino


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C3H8NO5P

(Milesi et al., 2021).Hay que destacar que existe falta de conocimiento sobre la

degradacion de glifosato a AMPA en el cuerpo humano.

1.1.1.2.2. Toxicocinética
Los estudios actuales indican que la exposicibn humana a glifosato puede ocurrir a
través del uso ocupacional por contacto con la sustancia al inhalarla o con la piel
durante o después de su uso, mientras que la poblacion de manera general se
encuentra expuesta por la ingesta de sus residuos de alimentos (Milesi et al., 2021). A
través de estudios experimentales en ratas, la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), definieron en 2016, una DLso de 5600 mg/kg de peso corporal para la via oral
y méas de 2000 mg/kg de peso corporal para la via dérmica. La NOAEL reportada por
estudios de laboratorio en conejos fue de 100 mg/kg de peso corporal por dia (Soares
et al., 2021).

a) Absorcién
El glifosato es mas probable que ingrese al organismo a través de las vias dérmica,
oral e inhalatoria. Estudios en ratas reportan que después de una administracion oral,
el plaguicida se absorbe de forma rapida pero incompleta a través del tracto
gastrointestinal, pues solo alrededor del 20 al 30% de la dosis administrada es
absorbida, aunque se conoce que penetra facilmente en los tejidos. Mientras que la
absorcion del plaguicida por la piel es limitada (Peillex & Pelletier, 2020).

b) Distribucion
Estudios han analizado la distribucién tisular del glifosato e indicaron como 6rganos
diana el intestino delgado, hueso, rifion e higado. Sin embargo, se necesitan mas
estudios toxicocinéticos para conocer sobre la distribucion del plaguicida en diferentes
tejidos, 6rganos vy fluidos biolégicos, para conocer si se bioacumula en el organismo
(Milesi et al., 2021). Pues un estudio reciente en ratas reportd que solo el 1% de la
dosis absorbida de glifosato permanece después de 7 dias, y que no se distribuye por

la circulacién enterohepatica (Soares et al., 2021).

c) Metabolismo
La informacién sobre el metabolismo del glifosato es limitada pues los estudios en
animales de experimentacion (ratas, conejos, cabras lactantes y pollos) o en plantas
indican que no se biotransforma; esto debido a que la mayor parte de la dosis

administrada se excreta como molécula original sin cambios, solo alrededor del 1 %



se metaboliza a través de hidrdlisis, lo que origina AMPA como principal metabolito
(Peillex & Pelletier, 2020).
d) Excrecién

La principal ruta de eliminacion del glifosato en ratas son las heces, con alrededor del
60 al 70 % de la dosis administrada, y el por ciento restante se elimina rapidamente
por via urinaria, mientras que no se conoce su excrecion a través de la bilis y los
pulmones. Se estima que su vida media es de 6 a 12 h. La mayor parte del plaguicida
y sus metabolitos se excretan a las 48 h (Soares et al., 2021). En humanos, el glifosato
se detecta en sangre y orina, especialmente en trabajadores expuestos, pero

igualmente se excreta en unos pocos dias (Peillex & Pelletier, 2020).

1.1.1.2.3. Toxicodinamia

Se ha informado que el glifosato y los herbicidas a base de este, causan efectos
cronicos hepatorrenales y teratogénicos como alteraciones estructurales de los
hepatocitos en ratas a dosis de 50 a 500 mg/kg/dia, y alteraciones en el desarrollo
cefalico y cartilagos craneales de Xenopus Laevis a dosis de 30 a 100 mg/L, junto con
alteracion de la funcionalidad endocrina al causar disminucion de progesterona en
células de placenta humana e interrumpir la via de sintesis del estrogeno (Singh et al.,
2020). Es considerado una sustancia nefrotdxica, pues conduce a la pérdida de células
tubulares por apoptosis (Soares et al., 2021).

Es capaz de producir un aumento del EsOx, interrumpir la via de sintesis de estrégeno
y deteriorar funciones cerebrales como disminuciéon de los niveles de dopamina y
serotonina. También parece afectar el sistema inmune al alterar la cascada del
complemento y aumentar la produccion de citocinas proinflamatorias en modelos no
mamiferos (Peillex & Pelletier, 2020). Cabe sefialar que el herbicida puede afectar la
respuesta bioldégica en especies marinas (crustaceos y moluscos) como su
movimiento, después de la exposicion cronica a bajas concentraciones, del orden de
magnitud de pg/L (Milesi et al., 2021). Ademas, a partir de estudios realizados en
modelo de pez cebra se reporté que el glifosato y su metabolito AMPA provocan
cardiotoxicidad al producir arritmias y edemas, asi como, aumento de malformaciones
cardiacas en auriculas y ventriculos, incluso a concentraciones bajas 0, 1, 10, 100 y
700 ng/mL (Soares et al., 2021).



1.1.2. Importancia de estudiar el clorpirifos y glifosato

El CPF y el GF son dos de los plaguicidas organofosforados més utilizados a nivel
mundial, con un uso de 50 000 toneladas/ afio de CPF para el 2022 y de 777 millones
de kg/ afio de glifosato para el 2020. Se ha detectado la presencia de ambos o de sus
metabolitos en entornos acuéticos y alimentos como frutas y verduras; esto debido a
gue son compuestos empleados de forma conjunta por sus funciones como insecticida
y herbicida en la agricultura, respectivamente (Zhang et al., 2023). Agencias
reguladoras como la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA,
por sus siglas en inglés) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por
sus siglas en inglés), responsables de proteger la salud de los seres humanos,
recursos naturales y el ambiente, y prevenir la contaminacion y enfermedades de
origen alimentario, respectivamente, han reportado efectos producidos por ambos
plaguicidas a nivel nervioso, genético y reproductivo, en abejas, peces, y otras
especies como invertebrados, anfibios, aves y mamiferos. Esto ha servido como
evidencia para algunos paises y regiones como la Unién Europea, Estados Unidos,
Argentina, Vietnam y Chile donde se ha prohibido y restringido su uso, mientras que
en México aun se fabrican, comercializan e importan al pais (Bejarano & Rojas-Garcia,
2023).

El CPF es el segundo insecticida mas utilizado en México, que para el afo 2022 contd
con 206 registros vigentes autorizados por la Comisién Federal de Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (Cofepris) para su uso en productos comerciales (INECC, 2018).
Puede utilizarse sin restricciones para uso doméstico, pecuario y agricola pues no se
encuentra regulado, a pesar de que es ampliamente empleado en Salud Publica en
campanas de control de mosquitos (Bejarano & Rojas, 2023). Por su parte el glifosato
es el herbicida mas utilizado en el pais, siendo empleado en el 77. 6% de cultivos
genéticamente modificados y puede obtenerse en tiendas de autoservicio debido a que
su venta no se encuentra regulada y es asequible econémicamente (Cano et al., 2023).
A pesar de que se conoce que la degradacion ambiental de ambos plaguicidas puede
tener una vida media de dias hasta afios en agua y suelo, dependiendo de la intensidad
de su aplicacion y el tipo de ecosistema; existe ausencia de monitoreos regulares en
estas matrices ambientales y vigilancia epidemiol6gica por parte de organizaciones
encargadas de la sanidad, inocuidad y seguridad de la poblacién (Bejarano & Rojas,
2023). Se ha confirmado la presencia de ambos en lagunas y sedimentos, incluso en

ecosistemas alejados de los lugares de aplicacion al ser transportados por corrientes
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atmosféricas o via acuética. Aunado a esto, lo que resulta mas preocupante para la
poblacion es la deteccién de residuos de glifosato y CPF o0 sus metabolitos en
alimentos como maiz, producto altamente consumido en el pais, asi como el trigo y
soya, esto debido a que muchas veces son empleados de forma conjunta en las
plantaciones agricolas (Cano et al., 2023; Diaz et al., 2021; Garcia et al., 2018; La
Rosa et al., 2018), recordando ademas que el CPF debido a su alta lipofilicidad es un
compuesto bioacumulable en los organismos. Hasta el momento, no existe ninguna
norma oficial mexicana que regule sus usos, a pesar de que cada vez mas se realizan
investigaciones que relacionan la exposicion a ambos contaminantes con la
produccién de EsOx, vinculado este a su vez con el desarrollo de enfermedades

cerebrales, renales y cardiovasculares.

1.2. Estrés oxidante asociado a enfermedades cardiovasculares

El EsOx se refiere al desequilibrio entre la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y la capacidad de eliminar dichas ROS por
parte de los sistemas antioxidantes en el organismo. La presencia excesiva de ROS
provoca danos irreversibles en las membranas celulares al oxidar lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, lo que juega papel crucial en la patogenia de enfermedades
cardiovasculares (ECV) relacionadas con la hipoxia y la cardiotoxicidad (Farias et al.,
2017).

Las ECV son un término amplio que comprenden problemas en el corazén y los vasos
sanguineos, y que constituyen la principal causa de muerte en todo el mundo. Se ha
demostrado que una variedad de ECV como insuficiencia cardiaca, aterosclerosis e
hipertension estan asociadas con un exceso de produccion de ROS, por lo que a su
vez se ha podido conocer que el EsOx impulsa la aparicién y progresion de ECV
(Senoner & Dichtl, 2019). Estudios realizados en mamiferos y en modelos de
refinamiento como el pez cebra, han sugerido que la generacion de ROS y la induccién
de la muerte de los cardiomiocitos son mecanismos por los cuales algunos
xenobidticos (Xbs) lesionan el miocardio provocando efectos cardiotdxicos e indicando
afectaciones cardiovasculares como alteracion en el SRA (Maciag et al., 2022).

En el organismo se encuentran enzimas con actividad antioxidante que participan en
la prevencion de ECV, como es el caso de glutation S-tansferasa (GST), gamma
glutamil trasnferasa (GGT) y paraoxonasa 1 (PON-1).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myocardium

1.2.1. Glutatiéon S-transferasa (GST)

Las glutation-S-transferasas (EC 2.5.1.18) son una familia de enzimas que intervienen
en la detoxificacion de Xbs. Estas catalizan el ataque nucleofilico del &tomo de azufre
del glutation con los grupos electrofilicos de un segundo compuesto dando como
resultado una molécula de glutation-S conjugado mas soluble y menos toxico.
Representan una barrera contra los efectos nocivos del EsOx y codifican genes que
son necesarios para contrarrestar la toxicidad causada por productos farmacéuticos y
contaminantes ambientales (Vaish et al., 2020).

Se ha especulado que esta enzima se induce en condiciones de EsOx como
mecanismo protector, de ahi que los polimorfismos que se producen en los genes GST
pueden contribuir en un individuo al desarrollo de enfermedades relacionadas con
cambios en el metabolismo oxidativo (Akgul et al., 2012). Ademas, se ha reportado
que la acumulacibn ROS estdn relacionados con polimorfismos en enzimas
antioxidantes como las glutation S-transferasas, relacionadas a su vez con un mayor
riesgo de enfermedad vascular como la hipertensién y la aterosclerosis (Matuz-Mares
et al., 2021).

1.2.2. Gamma glutamil transferasa (GGT)

La gamma-glutamil transferasa (EC 2.3.2.2) es una enzima ubicada en la superficie
externa de las membranas celulares. La GGT contribuye al mantenimiento de las
concentraciones fisiol6gicas de glutation citoplasmatico y a la defensa celular contra el
EsOx mediante la degradacion del glutation extracelular y el aumento de la
disponibilidad de amino&cidos para su sintesis intracelular (Whitfield, 2001). Estudios
epidemioldgicos han sugerido que una actividad elevada de GGT se asocia con un
mayor riesgo de ECV, como enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular,
hipertension arterial, insuficiencia y arritmias cardiacas (Ndrepepa et al., 2018). Esto
debido al papel de la GGT en la descomposiciéon del glutation, que conduce a la
produccion de dipéptido cisteinil-glicina (fuerte agente reductor), que participa en
reacciones de peroxidacion escalonadas, incluidas las LDL, ejerciendo una accion
prooxidante y proinflamatoria local (Pitisuttithum et al., 2020).

La medicién de la actividad de GGT circulante se utiliza ampliamente como marcador
para el diagnostico del estado de EsOx y la insuficiencia de antioxidantes en los
organismos (Ndrepepa et al., 2018).
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1.2.3. Paraoxonasa-1

La PON-1 (EC 3.1.1.2, 3.1.1.81, 3.1.8.1) es una enzima sintetizada en el higado y es
capaz de hidrolizar compuestos organofosforados como el paraoxén, diazoxén, CPF,
por lo que es considerada la primera linea de defensa contra dichos compuestos
(Durrington et al., 2023). Diversos estudios le han atribuido propiedades antioxidantes
a esta enzima por su capacidad de eliminar peroxidos lipidicos de las lipoproteinas, en
especial lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés). También es
capaz de modular los niveles de EsOx, evitando la formacion y propagacion de la placa
de ateroma y riesgo cardiovascular (Dardiotis et al., 2019).

La PON-1 también presenta efectos antioxidantes y cardioprotectores, pues estudios
han reportado que disminuye el riesgo de ECV al reducir los niveles de EsOx, ademas
de tener propiedades antinflamatorias y antioxidantes atribuidos a las lipoproteinas de
alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés) (Bhattacharyya et al., 2008).

Se han realizado estudios en el modelo de pez cebra que han sugerido que la
desregulacion en la generacion de ROS y la induccién de la muerte de los
cardiomiocitos son mecanismos por los cuales algunos Xbs lesionan el miocardio
provocando efectos cardiotéxicos e indicando afectaciones en parametros
cardiovasculares como los receptores (-adrenérgicos y de angiotensina (Maciag et al.,
2022).

1.3. Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina (SRA) es un regulador de las funciones cardiovascular
y renal (Soler et al., 2008), este controla la contraccién del musculo cardiaco a través
de péptidos vasoactivos (Hall & Hall, 2021), por lo que las alteraciones de este sistema
desempefian un papel fundamental en la fisiopatologia de diversas enfermedades, en
especial las ECV. El SRA involucra a la proteina precursora angiotensindgeno (Agt)
gue es secretada por el higado hacia la sangre para posteriormente ser convertida en
Angiotensina | (Ang-l) en el endotelio vascular y en el plasma; la Ang-I por si sola no
presenta actividad biolégica, pero es precursora de otras angiotensinas. Para ello, la
Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), también conocida como dipeptidil
carboxipeptidasa tipo | (DCP-1) cataliza la conversion de Ang-l a Angiotensina Il (Ang-
II), ademas de estar involucrada en inactivacion de hormonas vasodilatadoras como la

bradicinina (Ramalingam et al., 2017). La Ang-Il, el péptido activo del SRA es conocida

1
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gue constituye un estimulo significativo para la generacion y el aumento de los niveles
de ROS (Farias et al., 2017). Esta implicada en la regulacién y activacion de la

NAD(P)H oxidasa, junto con citoquinas y factores de crecimiento.

1.3.1. Receptores de Angiotensina Il tipo 1y 2

La Ang-Ill, ejerce sus acciones a través de los receptores de Ang-ll tipo 1 (AT1R) y
Ang-ll tipo 2 (AT2R). Por una parte, la Ang-1l mediante AT1R estimula la activacion de
la NAD(P)H oxidasa, esto debido a una mayor produccion de anién superéxido que
causa un desacople en la enzima Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (eNOS). Este
desacople provocara una menor produccion de éxido nitrico (NO), que hace que los
vasos sanguineos se vasodilaten y no se vasoconstrifian, aumentando la presion
arterial e induciendo la generacién de ROS (Masi et al., 2019). Por otro lado, hay que
mencionar que la Ang-Il también ejerce sus acciones mediante los AT2R, que median
acciones protectoras y anti-fibréticas como la liberacion de NO vy diferenciacion celular
ademas de contrarrestar los efectos proinflamatorios de AT1R (Fyhrquist & Saijonmaa,
2008), sin embargo, esto no se ha establecido claramente desde el punto de vista
clinico.

Se ha sugerido que los receptores AT1IR y AT2R tienen efectos opuestos. la
estimulacion de los receptores AT2 regulados positivamente puede contribuir
significativamente a contrarrestar el efecto nocivo de los receptores AT1R (Lu et al.,
2015).

A partir de estudios farmacoldgicos in vivo e in vitro se ha demostrado que la Ang-ll
puede participar como causa directa de ECV, independientemente de su efecto
vasoconstrictor (Kim & Iwao, 2000). El aumento del EsOx, las ROS vy la inflamacion,
desencadenan entre muchos efectos, la alteracion del SRA, lo que promueve el
desarrollo de ECV como trombosis, aterosclerosis, arritmias, hipertension arterial, e
incluso un proceso de reprogramacion génica cardiaca (El-Nahhal & EI-Nahhal, 2021)
como mecanismo de proteccion al corazén estresado de una discapacidad funcional

irreversible o de la muerte celular programada (Steven et al., 2019).

1.4. Reprogramacion génica cardiaca
La reprogramacion geénica cardiaca es un proceso que consiste en el regreso al
programa genético fetal y la suspensién del posnatal. Se conoce como una respuesta

que presenta el corazén cuando esta expuesto a estrés hemodinamico o metabdlico,
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donde genes posnatales se ven suprimidos, produciendo alteraciones en la fisiologia
y estructura del sistema cardiovascular que lo devuelven a un estado similar al fetal
(van der Pol et al., 2020). Es por ello, que se ha sugerido que protege al corazén
estresado de discapacidades funcionales irreversibles ya que las células participan en
un proceso de precondicionamiento donde se protegen y retardan la muerte celular
(Ferdinandy et al., 2007).

Aungue no se encuentran completamente definidos los factores que influyen en la
reprogramacion geénica cardiaca, se conoce que entre estos se encuentran la
activacion neurohumoral, capaz de modificar el metabolismo y la proporcion de
proteinas que constituyen la sarcomera (Paradis et al.,, 2000). Como parte de la
activacion neurohumoral se encuentra el SRA que a través de la Ang-ll y la activacion
del AT1R se produce la expresion de genes de la reprogramacion génica fetal del
miocardio (Kim & Ilwao, 2000). Uno de los genes que cambia de la etapa adulta a la
fetal en un estado patoldgico es el receptor activador de proliferacion de peroxisomas
alfa (PPAR-a, por sus siglas en inglés) involucrado en el metabolismo de los lipidos, el

cual sufre una disminucion durante este proceso (Rajabi et al., 2007).

1.4.1. Receptor activador de proliferacion de peroxisomas alfa (PPAR-a)

El PPAR-a consta de ocho exones y cinco dominios principales. PPAR-a se activa
mediante ligandos naturales, incluidos &cidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, fosfolipidos oxidados. Se expresa predominantemente en tejidos que
requieren alta energia, como el musculo esquelético, el corazén y el higado (Han et
al., 2017). La activacién de PPAR-a aumenta los niveles circulantes de colesterol HDL
ateroprotector, reduce los niveles plasmaticos de triacilglicéridos y ejerce efectos
beneficiosos sobre la inflamacién, la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico
(Kersten, 2014). Las condiciones de estrés patolégico provocan cambios en la
expresion de PPAR-a, que produce alteraciones en el flujo metabdlico y el estado
redox en el corazén, y a su vez alteraciones en la expresion génica de componentes
del SRA, como AT1R, que puede conducir a modificaciones en la reprogramacion
génica a nivel cardiaco (Warren et al., 2017).

El proceso de reprogramacién cardiaca, asi como alteraciones en el SRA o de forma
general a nivel cardiovascular, pueden afectar respuestas fisiolégicas en los
organismos (Hall & Hall, 2021), necesarias para mantener la homeostasis de los

individuos.
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1.5. Respuestas fisioldgicas

Las respuestas fisioldgicas son reacciones que se producen en el organismo ante
estimulos estresores que interrumpen la homeostasis (Prasanna et al., 2020). Estas
pueden ser adaptativas, para hacer frente a cambios presentados por desafios
ambientales. Sin embargo, si la exposicion a un estresor se vuelve repetitiva o
prolongada, la respuesta al estrés puede convertirse en perjudicial para la fisiologia
(Chu et al.,, 2022). La contaminacién por plaguicidas de diferentes clases como
organoclorados, organofosforados y carbamatos pueden desencadenar respuestas
fisiolégicas como la variacién del consumo de oxigeno (VO32), la excrecion nitrogenada

en peces y su cantidad de agua corporal (Prasanna et al., 2020).

1.5.1. Consumo de oxigeno

El'VO2 en animales acuaticos es un proceso fisiolégico muy sensible, pues la alteracion
de su actividad respiratoria, cardiaca y renal se considera un indicador de estrés
cuando se encuentran expuestos a sustancias toxicas, en particular plaguicidas (Kann
et al., 2022).

El VO:2 refleja la cantidad de oxigeno utilizado por los tejidos de un organismo y
depende de la capacidad del corazoén y los tejidos para extraer el mismo (Dunn et al.,
2016). Los cambios en este parametro se emplean ampliamente en fisiologia como
indicador bioldgico del estado de salud, ya que integra la actividad metabdlica general
de un organismo en respuesta a factores ambientales de estrés. El VO2 se determina

a partir del oxigeno disuelto (OD) en agua.

1.5.2. Excrecion nitrogenada

La excrecion nitrogenada es considerada un indicador biologico de cambios
fisiologicos en los organismos acuaticos, y recientemente se ha implicado al EsOx en
la variacion de dicho parametro, lo que es indicativo de alteraciones metabdlicas (Ip &
Chew, 2018).

La excrecidon de nitrégeno en peces es un proceso producido a partir del catabolismo
de compuestos proteicos y acidos nucleicos. En el pez cebra, al igual que otros peces
teledsteos estos residuos nitrogenados son excretados en forma de amoniaco (NH3)
como principal desecho (Ip & Chew, 2018). El NHs circula a través del plasma y se

excretan principalmente por las branquias para evitar su acumulacion (Bucking, 2017).
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1.5.3. Porciento de agua corporal

La cantidad de agua corporal es un indicativo del estado de salud de un animal, y
puede verse modificada por exposicion a contaminantes. Constituye el componente
corporal con mayor por ciento en el peso total y composicion de un organismo
(Tzamaloukas et al., 2003).El agua corporal es esencial en todos los sistemas y
funciones del cuerpo, debido a que es un componente basico de las células que
permite su supervivencia y participar en procesos metabdlicos y de transporte de
proteinas (Verbalis, 2003). Variaciones en el porciento de agua corporal puede afectar

aspectos de su biologia, ya que influye en su apetito y el crecimiento (Breck, 2014).

1.6. Antecedentes
En los Ultimos afios ha aumentado la evidencia de estudios tanto in vitro como in vivo
que indican que tanto el glifosato como el CPF pueden alterar la funcién endocrina

normal, con efectos sobre el desarrollo reproductivo y el sistema cardiovascular.

Se ha observado que el CPF provoca EsOx en diferentes tejidos como higado, rifion y
corazén al aumentar significativamente los niveles de malondialdehido (MDA) y
actividad de la catalasa (CAT), y disminuir de forma significativa los niveles de
superoéxido dismutasa (SOD) (Alipanah et al., 2022).

De igual manera, el EsOx inducido por glifosato en tejido hepatico se evidencié por
aumento de los niveles de MDA, peroxido de hidrogeno, con una disminucién

significativa de los niveles enzimaticos de SOD y CAT (Soudani et al., 2019).

El EsOx y las ROS pueden conducir al dafio cardiovascular y lesién celular, pues se
conoce gue son capaces de modular la expresiéon y funcion del AT1R, el cual participa
en la homeostasis de la presion arterial, la conservacion de liquidos y electrolitos
corporales y su implicacién en enfermedades como aterosclerosis e hipertension
(Nickenig et al., 2000). Por otro lado, este EsOx puede ser reducido por la estimulacion
del AT2R, a partir de la inhibicién la activacion de la NAD(P)H oxidasa y equilibrio de
la produccién de superoxido, de ahi que se ha reportado que la expresion y funciones
de AT2R aumentan en condiciones patoldgicas en la vasculatura, diabetes (tanto en
humanos como en animales) e insuficiencia cardiaca, por citar algunas (Lu et al.,
2015).

Entre las moléculas antioxidantes encargadas de mantener a las especies reactivas
en niveles aceptables para proteger las células contra el dafio oxidante y prevenir el
desarrollo de ECV se encuentran GST, GGT y PON-1.
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La GGT es una enzima que se ha asociado con factores de riesgo cardiovascular,
sindrome metabdlico y resistencia a la insulina. Su actividad elevada es un marcador
de insuficiencia de antioxidantes, aumento del EsOx y estado inflamatorio. En varios
estudios epidemioldgicos sea podido asociar que los niveles elevaos de GGT con ECV,
tanto en mujeres como en hombres (Ndrepepa et al., 2018). Un ejemplo, fue un estudio
realizado por British Regional Heart Study en 7 613 hombres durante 11.5 afios, donde
se pudo asociar los altos niveles de GGT con enfermedad coronaria isquémica (OR:
2.03, 95% IC: 1.70-2.41; p < 0.001) (Sheikh et al., 2017). De igual forma se ha
correlacionado positivamente con la exposicion a plaguicidas organofosforados, donde
su aumento se relaciond con un dafio de la funcién hepatica en un estudio transversal

de una poblacion indonesa (Desimal et al., 2013).

La alteracion en la actividad de la enzima GST también se ha relacionado con dafio
cardiovascular. Tal es el caso de un estudio realizado en 133 pacientes que
presentaban enfermedad de arteria coronaria, la cual se asocié a un aumento en la
actividad enzimatica de GST en sangre, con respecto a pacientes sanos. Este aumento
en los niveles enzimaticos de GST, los autores plantean que puede deberse a un
mecanismo protector frente al EsOx reflejado en el aumento de MDA (Pahwa et al.,
2017). Ademas, se ha planteado que su actividad hepatica también puede verse
alterada por plaguicidas organofosforados como el CPF, metilparation y diazinoén, al
ser una enzima que participa en la detoxificacion de dichos compuestos, tal como
reportaron Medina-Diaz et al., 2011 y Fujioka & Casida, 2007, en células HepG2 e

higado de ratones albinos Swiss-Webster, respectivamente.

Por otra parte, se conoce que el grupo de genes de las PON protegen contra la
aterosclerosis y las enfermedades de las arterias coronarias, a través de sus
caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias y antitrombéticas (Kotur-Stevuljevi¢ et
al., 2019). En un estudio, se emplearon ratones transgénicos C57BL/6J que portaban
los genes PON1, PON2 y PON3 de humanos, y se demostrd que este grupo de genes
los protegia de hipertrofia cardiaca inducida por Ang-ll, ya que presentaron
proporciones reducidas de peso del corazén/peso corporal y disminucion del grosor de
la pared del ventriculo izquierdo en comparacién con los ratones control tipo salvaje
(Pei et al., 2016). Ademas, en personas urémicas se ha reportado que existen
asociaciones entre polimorfismos de una sola base en el gen PONL1 y el desarrollo de

enfermedades como dislipemia y aterosclerosis, que proporciona argumentos para
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considerar a PON1 como diana terapéutica (Grzegorzewska et al., 2021). Estudios en
conejos y ratones transgéenicos han demostrado también que niveles bajos de PON-1
provocan una mayor susceptibilidad a la toxicidad de compuestos organofosforados
como el diazinén, paraoxoon y CPF, provocando una menor detoxificacion metabdlica

e incluso un mayor el porcentaje de inhibicion de la enzima AChE (Costa et al., 2008).

La Ang-ll del SRA es un factor clave en la patologia cardiovascular y que a su vez
induce la reprogramacion de genes del corazén (Aztatzi-Aguilar et al., 2015), que lleva
consigo la supresion de genes postnatales como PPAR-a. La activacion de PPAR-a
inhibe la expresion de genes proinflamatorios en el endotelio vascular, y atenua el
desarrollo de la aterosclerosis (Hamblin et al., 2009). Un estudio realizado en ratones
knockout para PPAR-a, exhibieron fibrosis cardiaca progresiva y miofibrillas
anormales, ademas de que los estudios de histologia mostraron un acortamiento en el
ventriculo izquierdo en el masculo papilar. Esto sugirié que la pérdida del receptor esta
estrechamente relacionada con una disfuncién y deterioro cardiaco (Campbell et al.,
2002; Djouadi et al., 1998).

Uno de los modelos animales mas establecidos para los estudios de regeneracion de
organos Yy tejidos, en especial, el corazén debido a su capacidad de regenerar el

miocardio después de haber sufrido una lesion es el pez cebra (Tahara et al., 2016).

1.6.1. Pez cebra como modelo toxicolégico

El pez zebra (Danio rerio) es un organismo vertebrado utilizado en varias etapas
(embrién, larva, adulto, células, tejidos y 6rganos) desde la década de 1960 para el
estudio de multiples efectos bioldgicos asociados a la exposicion de Xb (Bambino &
Chu, 2017).

Entre las ventajas que presenta este modelo, son sus costos considerablemente mas
bajos de mantenimiento y crianza, desarrollo y maduraciéon en un tiempo mas corto,
obtencion de gran cantidad de embriones tras la fertilizacion, alcanzan una madurez
sexual alrededor de tres a cuatro meses, su longevidad es de cuatro afios y presentan
facilidad de exposicion durante el desarrollo (Gongalves et al., 2020). Ademas su
genoma comparte 70 % de similitud con el genoma humano en sistemas como el
digestivo, cardiovascular y nervioso (Haque & Ward, 2018). Se ha convertido en una
herramienta valiosa en la investigacién cardiovascular, pues, aunque existen

diferencias aparentes en la anatomia del corazon entre el pez cebra y el humano, hay
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similitudes fisioldgicas como la velocidad del latido del corazon, un sistema circulatorio
cerrado y la aorta dorsal es la principal arteria embrionaria que recorre todo el tronco,
en la que comienza el flujo sanguineo y la velocidad aumenta gradualmente en las
etapas de la vida del pez (Maciag et al., 2022).

Es considerado un modelo de refinamiento que funciona de manera comparable a
modelos de mamiferos pues la concordancia entre ambos grupos en la evaluacion de
sustancias quimicas como metales, bencenos nitrados y plaguicidas es del 55 % al
100 % (Horzmann & Freeman, 2018).

Un estudio realizado en embriones de pez cebra (1 hpf) expuestos a glifosato reportod
que este provocaba deformaciones en el corazén a concentraciones variables (0, 30,
60, 90 y 120 pg/mL), por lo que al analizar el alcance de la deformidad a
concentraciones de 30y 90 pg/mL, se observo que las areas pericardicas del pez cebra
se agrandaron en comparacién con el grupo control, y las frecuencias cardiacas se
redujeron. La fluorescencia mostré que los corazones de pez cebra sufrieron dilatacion
ventricular y que la distancia entre el seno venoso cardiaco y el bulbo arterioso
aumento6 con concentraciones crecientes de glifosato (Lu et al., 2022). Otro estudio de
exposicion a glifosato en peces cebra adultos machos por 28 dias a 700 ug/L mostré
una disminucion de la enzima superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa
(Gpx) en higado (Giommi et al., 2022).

Al igual, otro estudio donde fueron expuestos embriones de pez cebra (2 hpf) a 30, 100
y 300 pg/L de CPF, se obtuvo un aumento significativo de la apoptosis celular en el
tejido cardiaco, especialmente en el grupo tratado con 300 pg/L de CPF en
comparacion con el grupo control. Ademas, se observaron cambios en la transcripcion
de genes cardiovasculares, como la disminucion significativa de los niveles de ARNm
de Mef2c que esta relacionado con el desarrollo de los miocitos y del sistema vascular,
y Bmp4 involucrado en el desarrollo embrionario y hematopoyesis en el grupo tratado
con 300 pg/L de CPF. Mientras que los niveles de ARNm de JunB, asociado al
desarrollo de vasos sanguineos y osteoblastos aumentaron significativamente a la
misma concentracion (Wang et al., 2019a). Los mismos autores realizaron otro estudio
en peces cebra macho adultos por exposicion a 21 dias a las mismas concentraciones
de CPF, y observaron disminucion de la actividad de SOD en higado e intestino a la
mayor concentracion, asi como aumento en los niveles de MDA en intestino (Wang et
al., 2019b).
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Dichas investigaciones evidencian que estos plaguicidas causan lesiones morfoldgicas
y funcionales en el corazén del pez cebra, asi como EsOx en lo organismos capaces

de alterar su desarrollo.

Si bien esta evidencia reportada ha permitido conocer que el glifosato y CPF pueden
ocasionar dafos a la salud y en particular al corazén, no se enfocan en conocer si lo
dafios que se producen a nivel cardiovascular podrian deberse a alteraciones en el
SRA, tanto en modelos de roedores como de pez cebra. Ademas de que esta
alteracion del SRA podria afectar la respuesta cardiovascular, puede provocar en ratas
alteraciones de procesos fisiolégicos como el consumo y distribucién de oxigeno
(Cassis et al., 2002). Por lo que es posible que en el modelo de pez cebra se pudiera
comprometer dicho pardmetro junto con su excrecion nitrogenada, osmorregulacion,
ritmo cardiaco, entrada y salida del agua unido al intercambio de gases que se asocia
al movimiento opercular (EI-Nahhal & El-Nahhal, 2021).

Por ello, en este proyecto se pretende estudiar si estas alteraciones en el SRA debido
a un aumento del EsOx pueden sobrepasar la capacidad antioxidante del corazén y

provocar ECV.

1.7. Justificacién

El aumento demografico a nivel mundial ha propiciado el desarrollo intensivo de la
agricultura y practicas agricolas que requieren grandes cantidades de plaguicidas
sintéticos, los cuales carecen de eficiente regulacidn y monitoreo. Este uso
indiscriminado ha provocado dafios medioambientales, ademas de efectos adversos a
la salud humana como enfermedades hepaticas, neurolégicas y reproductivas. México
no se encuentra ajeno a dicha situacidn pues la agricultura es una actividad importante
llevada a cabo en el pais, por su aporte a la alimentacidon nacional y contribucion a la
economia. Es por ello, que el uso de plaguicidas, como el CPF y glifosato, se ha
convertido en una problematica, pues se han relacionado con aumento del EsOx en
los organismos, que podria contribuir al desarrollo de ECV que pueden transmitirse
entre generaciones por la respuesta del SRA. Por lo anterior, resulta de interés evaluar
si la exposicion a los plaguicidas CPF y glifosato a concentraciones de referencia
establecidas por la EPA y EFSA, las cuales se encargan del bienestar del medio
ambiente y la seguridad alimentaria, respectivamente, pueden provocar efectos en el
SRA y la capacidad antioxidante, empleando un modelo in vivo de pez cebra.
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1.8. Hipétesis
La exposicion a los plaguicidas clorpirifos y glifosato afectara el SRA y la capacidad

antioxidante del pez cebra.
1.9. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la exposicion a los plaguicidas clorpirifos y glifosato en el pez
cebra sobre el SRA y la capacidad antioxidante.

1.3.2. Objetivos especificos

. Evaluar el efecto de la exposicion a glifosato y clorpirifos sobre respuestas fisiologicas
del pez: consumo de oxigeno, excrecion nitrogenada y porciento de agua corporal.

. Determinar si la exposicidén a glifosato y clorpirifos provoca cambios en la respuesta
antioxidante del pez cebra, a partir de la evaluacion de los biomarcadores PON-1, GST,
GGT, MDA y POAPs a nivel hepatico.

. Evaluar el efecto de la exposicién a glifosato y clorpirifos sobre componentes del SRA,
especificamente los niveles de proteinas de AT1R y AT2R en corazon.

. Determinar si la exposicion a glifosato y clorpirifos induce reprogramacion génica
cardiaca en el pez cebra, a partir de la evaluacion de los niveles proteicos de PPAR-

a.
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se emplearon formulaciones comerciales liquidas de clorpirifos (Foley, concentrado
emulsionable, 44.85% de pureza) y glifosato (Faena, concentrado emulsionable,
35.6% de pureza) para la exposicion, obtenidos de Mercado Libre, México. Ademas,
se emplearon formulaciones quimicas de grado técnico de CPF (Chem Service, CAS:
2921-88-2, Pensilvania, USA) y glifosato (Sigma Aldrich, CAS: 2439-99-8, No. Cat.
15149, Massachusetts, USA). Para la construccion de la curva estdndar para la
determinacién de amoniaco se utilizd una solucion de hidroxido de amonio (Sigma-
Aldrich, CAS: 1336-21-6, 28% NHs in H20). El acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB, No. 200-714-4), yoduro de acetilcolina (CAS-N0:1866-15-5), el paraoxon
(CAS-No: 311-45-5) y Triton X-100 (CAS: 9002-93-1) se obtuvieron de Sigma Aldrich.
Los anticuerpos empleados (ver tabla 2) se obtuvieron en Santa Cruz Biotechnology

(USA), al igual que el Tween-20.

2.2. Estrategia Experimental

En el presente estudio se realiz6 una exposicién subaguda (5 dias) a dosis repetidas
in vivo a los plaguicidas clorpirifos y glifosato (presentacién comercial y grado técnico)
en un modelo de pez cebra adulto (tres a cinco meses de edad), que incluy6 peces
hembras (Figura 1). Todos los procedimientos fueron aprobados en el protocolo
experimental nimero 0365-23 por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV.

Los plaguicidas fueron disueltos en la columna de agua y se emplearon
concentraciones de referencia agudas y cronicas establecidas por la EPA y EFSA, a
las cuales una poblacion de organismos puede estar expuesta y no causaran efectos
nocivos durante un ciclo de vida (EPA, 2023). Se tuvieron nueve grupos de exposicion
con 10 peces cada uno. Los grupos fueron: grupo control (no expuesto a los
plaguicidas), dos grupos expuestos a la dosis de referencia aguda establecida por la
EFSA para el CPF y GF (5 pg/L y 500 pg/L), respectivamente (EFSA, 2019; EFSA,
2015), dos grupos expuestos a las dosis de referencia crdonica establecidas por la EPA
para el CPF y GF (0.3 pug/L y 1000 ug/L), respectivamente (Smegal, 1999; Perron et
al., 2017) y cuatro grupos co-expuestos a ambos plaguicidas (5 pg/L de CPF con 500
Mg/L de GF, 0.3 pg/L de CPF con 1000 pg/L de GF, 0.3 pg/L de CPF con 500 pg/L de
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GF y 5 ug/L de CPF con 1000 pg/L de GF). Al término de la exposicion, se realizé un
aislamiento parcial donde seis peces de cada grupo fueron colocados en cdmaras
independientes para determinar el MO2y la excrecion nitrogenada mediante oximetria
y el método de indofenol (colorimétrico), respectivamente. Al término de este
experimento los peces se llevaron a eutanasia, para ser disectados y obtener corazon,
higado y ojos, los cuales se emplearan para determinar los niveles de las proteinas
AT1R, AT2R y PPAR-a por WB. Los otros cuatro peces se llevaron a eutanasia
directamente después de la exposicion sin realizar el aislamiento parcial ni la diseccion,
sino que se envolvieron en papel aluminio para ser colocados en un horno y poder
determinar a partir del peso seco, la cantidad de agua corporal del pez. La eutanasia
se realizo a partir de la inmersion de los peces en agua fria (2-4 °C) durante al menos
20 minutos, hasta el cese del movimiento opercular para la diseccion de los tejidos de

interés (ojos, higado y corazén) y su preservacion a -80 ° C.

Presentacion comercial £ ici6 cd Grupo control
Grado técnico xposicion por S dias

- Clorpirifos: Glifosato: 5
tg Clorpirifos oo Pez cebra adulto e 5pg/L(EFSA) * 500 pg/L (EFSA) @
2 Glifosato % "8 ' n=10 1+ 03pg/L(EPA) . 1000pg/L(EPA) S
u% Clorpirifos + glifosato 3
* 5ug/L+500ug/L o 0.3 pg/L+ 500 pg/l L5
* 03pg/L+1000pg/L « 5pug/L+ 1000 pg/L
Consumo de Oxigeno .‘_ ‘
‘S (Oxigeno disuelto) eilllsti)
S n=6
é —*  Excrecién Nitrogenada Método indofenol
b} (Amoniaco) (colorimétrico)
& Eutanasia =
o
Q.
AChE ® | 4 : AT1-R
AT2-R  —» Western Blot
. PPAR-a

Ensayos de actividad enzimatica «— GST,GGT,PON-1

POAPsy MDA —» Métodos colorimétricos

Figural. Estrategia experimental llevada a cabo para la exposicion del pez cebra

a los plaguicidas en la columna de agua.

2.2.1. Condiciones experimentales

Los peces durante la exposicion fueron mantenidos en grupos de 10, en acuarios sin
flujos con oxigenacion y recambios de agua cada dos dias del 50 %. La alimentacion
se realiz6 de 2 a 3 veces al dia, siendo la cantidad de alimento proporcionado el 4 %

del peso corporal de cada pez. El ciclo de luz/oscuridad serd de 14 h/10 h y una
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temperatura ambiental constante de 28 °C. El pH del agua (7-8), los niveles de oxigeno
(6-8 mg/L), amoniaco (0- 0.50 mg/L) y dureza de carbonatos (50 — 150 mg/L CaCOz3)
fueron monitoreados durante toda la exposicion (Avdesh et al., 2012).

2.3. Homogenizacion de los tejidos

Para la realizacion de los ensayos colorimétricos en 0jo e higado y western blot en
corazon se realizd la homogenizacion de los tejidos. En el caso de ojo e higado se
empled solucién tampon fosfatos pH 7.4 con tres inhibidores de proteasa (EDTA, DTT
y PMSF), para su homogenizacion con politron en hielo y posterior centrifugacion (12
000 x g durante 10 min a 4° C). En el caso de corazon se empled la misma solucion
tampon con inhibidores ademas de agregar Triton X-100. La suspension resultante se
sonico (1 min, 50 % amplitud) y se centrifugé a 8000 x g por 5 min. El sobrenadante

se conservo en alicuotas a -20 °C hasta su uso.

24. Consumo de Oxigeno

2.4.1. Principio

El oxigeno disuelto (OD) en liquidos se obtiene a partir de un oximetro y las muestras
del medio que se va a analizar. Los valores son expresados en mg/L. El instrumento
tiene un medidor y un sensor electroquimico, este ultimo utiliza un electrodo polarizado,
en una solucion electrolitica, que se encuentra aislado de la muestra por una
membrana delgada semipermeable. EI OD se difunde a través de la membrana, se
consume y al generase dicha reaccion se produce una corriente eléctrica directamente
relacionada con la concentracion de oxigeno (Wei et al., 2019).

2.4.2. Procedimiento

La determinacion del VO:2 se realizo a partir de la concentracion de OD en agua. Se
empled un sistema cerrado de 10 camaras independientes que recibiran el flujo de
agua desde una cisterna, este sera regulado con valvulas y el curso de temporalidad
sera de dos horas, con toma de muestra cada 1 hora. Con las muestras tomadas se
introdujo un medidor comercial de OD (DO 9100) en un frasco con 5 mL de la muestra.
A partir de las mediciones realizadas se obtendra la diferencia entre las mismas que
permitira conocer el VO2y su comportamiento en los peces en el transcurso del tiempo,

empleando la ecuacion 1.

V02 = ODinicial — ODfinal Ecuacion 1
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2.5. Determinacion de amoniaco

2.5.1. Principio

La cantidad de amoniaco en liquidos puede determinarse a partir de un kit de prueba
de acuario, basado en el método de indofenol modificado. Este consiste en que el fenol
al mezclarse con hipoclorita reacciona en presencia de amoniaco. La intensidad del
color es proporcional a la cantidad total de amoniaco existente, formando un
compuesto de color azul, que se leera a una absorbancia de 670 nm (Verdouw et al.,
1977).

2.5.2. Procedimiento

Para determinar la cantidad de amoniaco, se colocaron 250 L de la muestra en placas
de 96 pozos. A cada pozo se le afiadiran los reactivos del kit de prueba (1 pL de cada
reactivo) y se dejara reposar durante 45 minutos. Posteriormente se determind la
absorbancia a 670 nm empleando el lector de placas Infinite® 200 PRO (TECAN,
Switzerland). A partir de una curva patron de hidréxido de amonio se determiné la
concentracion de amoniaco en las muestras de interés, la cual seguird el mismo
procedimiento descrito para las muestras.

Las pruebas de consumo de oxigeno y excrecidn nitrogenada se realizaron primero en
peces no expuestos, considerados sanos por un tiempo de 14 h (horario diurno donde
se encuentran las luces del acuario encendidas). Esto para conocer el comportamiento
basal de ambos parametros y ver alteraciones después de la exposicion, ya que no se

encuentran reportes en la literatura.

2.6. Determinacion del porciento de agua corporal

2.6.1. Principio

La determinacién de la composicién corporal de un organismo, especialmente el
porciento de agua corporal se determina a partir de una cuantificacion in vivo. Permite
conocer las relaciones cuantitativas entre los componentes del organismo y los
cambios que pueden producirse en los mismos causados por factores influyentes
como la exposicion a Xbs (Gonzalez, 2013). Existen diferentes formas para determinar
el porciento de agua corporal como por ejemplo por resonancia magnética y
desecacion en horno (Reinoso et al., 1997), siendo esta ultima la empleando en este

trabajo.
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2.6.2. Procedimiento

Se emplearon cuatro peces de cada grupo para determinar peso seco. Después de la
eutanasia fueron envueltos en papeles de aluminio de forma independiente para
determinar su peso (considerado peso humedo) a partir de una balanza.
Posteriormente se colocaron en el horno y se dejaron al menos siete dias para volver
a determinar nuevamente su peso (considerado peso seco). Este procedimiento se
realiz6 hasta que se alcanzara un valor constante de peso seco, y asi determinar la
diferencia entre peso humedo y peso seco, que se dividié entre el peso humedo final
de los peces y multiplicé por cien para obtener la cantidad de agua del pez en

porciento, como se muestra en la ecuacion 2.

Cantidad de Hy0 (%) = (Z=Chimedo—P0eco ) , 10 Ecuacion 2

Peso humedo

2.7. Ensayos de actividad enzimatica

Los ensayos enzimaticos son protocolos experimentales estandarizados, que se
establecen para medir la actividad o concentracion de enzimas en sistemas
bioguimicos o celulares. La mayoria de los ensayos enziméticos se basan en la
deteccibn de seflales de punto final fluorescentes, luminiscentes o

espectrofotométricas (Sarfraz et al., 2022).

2.7.1.1. Acetilcolinesterasa (AChE)
2.7.1.1.1. Principio

El ensayo se basa en el método de Ellman (Ellman et al., 1961), donde se utiliza el
sustrato alternativo acetilcolina y acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB). A partir
de esta reaccion se mide la actividad enzimatica a partir del aumento del color amarillo
producido por el desplazamiento de electrones hacia el atomo de azufre, dando como
resultado la produccion de 5-tio-2-nitrobenzoato (Pohanka et al., 2011).

2.7.1.1.2. Procedimiento

La actividad de la AChE se determiné por un método colorimétrico de actividad
enzimatica en placas de 96 pozos. En los pozos, se agregaron las muestras de 0jo
previamente homogeneizada, diluidas en una mezcla de reaccién compuesta por (PBS
0.1 mM pH 8.0, Acetilcolina yodada 0-0.75 M, DTNB 0.01 M), a un volumen final de

250 pL. Posteriormente se leyd la absorbancia empleando el lector de placas Infinite®
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200 PRO (TECAN) a 412 nm por 10 min previa incubacion y agitacion. El ensayo se
realizo por triplicado. La actividad de AChE se expresa de la siguiente manera:

Absorbancia/min _ mol
1.36%10% " Lmin

Actividad AChE = Ecuacién 3

2.7.1.2. Gamma glutamil transferasa (GGT)
2.7.1.2.1. Principio

La y-glutamil transferasa (GGT) es una enzima localizada en la membrana que juega
un papel importante en el metabolismo del glutation y en la reabsorcion de los
aminoécidos del filtrado glomerular y de la luz intestinal. Aunque la mayor actividad de
la GGT se presenta en el tejido renal, la elevacion de la GGT generalmente es un
indicador de la enfermedad hepatica (Whitfield, 2001).

La actividad de la y-glutamil transferasa mediante un método cinético enzimético se
basa en la reaccion donde la y-glutamil transferasa cataliza la transferencia de un
grupo gamma-glutamil desde el sustrato incoloro gamma-glutamil-p nitroanilina, al
aceptor, glicilglicina, y genera un producto coloreado, la p-nitroanilina (UNAM, 2009).

Ccomo se muestra a continuacion:
. . . S GGT . e . L
y — glutamil — p — nitroanilina + glicilglicina —— y — glutamil — glicilglicina + p — nitroanilina

2.7.1.2.2. Procedimiento

Para la determinacion de GGT se realiz6 un método colorimétrico de actividad
enzimatica en placas de 96 pozos. En el mismo, se agregaron las muestras de higado
previamente homogeneizada, diluidas en una mezcla de reacciébn compuesta por
(Buffer Tris-gly/gly pH 8.2 y L-y-glutamil-p-nitroanilida 10mM) a un volumen final de
200 pL. Posteriormente se leyé la absorbancia empleando el lector de placas Infinite®
200 PRO (TECAN, Switzerland) a 405 nm por 12 min previa incubacion y agitacion. El
ensayo se realizé por triplicado. A continuacion, se presenta la ecuacion empleada

para determinar la actividad de GGT (ecuacion 4).

Absorbancia
.. ————*1190  mmol/mi
Actividad GGT = —22——— = /

n s
mg proteina / mg proteina Ecuacion 4
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2.7.1.3. Glutation S-transferasa (GST)
2.7.1.3.1. Principio

La enzima glutation S-transferasa (GST) cataliza el ataque nucleofilico del &tomo de
azufre del glutation (GSH) sobre los grupos electrofilicos del sustrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB), como se muestra en la reaccion siguiente. La actividad de la
GST se cuantifica espectrofotométricamente a A = 340 nm por medio del complejo

formado por el glutation y el sustrato (GS-DNB) (Habig et al., 1974).

GSH+CDNB @: GS—DNB+ H™ + CI”

2.7.1.3.2. Procedimiento

Se realiz6 un método colorimétrico de actividad enzimatica para la determinacion de
GST en placas de 96 pozos. En el mismo, se agregaron las muestras de higado
previamente homogeneizada, diluidas en una mezcla de reaccién compuesta por (PBS
100 mM, GSH 10 mM y DCNB 60 Mm) a un volumen final de 235 pL. Posteriormente
se leyo la absorbancia empleando el lector de placas Infinite® 200 PRO (TECAN,
Switzerland) a 340 nm por 10 min previa incubacion y agitacion. El ensayo se realizd
por triplicado y la actividad de la enzima se determind por la ecuacion 5 donde
AAbs/min es la pendiente de la absorbancia detectada en un minuto, € es el coeficiente
de extincién molar de la reaccion GS-DNB (9.6 mM-1cm), b es el espesor del pozo (1

cm), volumen del pozo es de 250 pL.

(Abs/min)*(Vol pozo/Vol muestra) _ mmol/mi

n . s
g+xmg pTOtel'na /mg protel’na ECuaC|On 5

Actividad GST =

2.71.4. Paraoxonasa 1 (PON-1)
2.7.1.4.1. Principio

La PON-1 es una esterasa dependiente de calcio, que se le han conferido propiedades
antioxidantes sobre las HDL por disminuir la acumulacion de los productos de
lipoperoxidacion. Es capaz de hidrolizar cierto nimero de sustratos, como paraoxoén,
peréxidos lipidicos colesteril éster hidroperoxido y H202, que son productos de

reaccion de algunas sustancias como los plaguicidas (Garelnabi & Younis, 2015).
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2.7.1.4.2. Procedimiento

La actividad de la PON-1 se determiné por un método colorimétrico de actividad
enzimatica en placas de 96 pozos tanto para las muestras de ojo como para las
muestras de higado. En los pozos, se agregaron las muestras de higado previamente
homogeneizada, diluidas en una mezcla de reaccion compuesta por (Paraoxon 2.5 mM
y Trizma Pre-Set HCI pH 8.5 90 mM) a un volumen final de 245 pL. Posteriormente se
ley6 la absorbancia empleando el lector de placas Infinite® 200 PRO (TECAN) a 405
nm por 10 min previa incubacion y agitacion. El ensayo se realiz6 por triplicado. La

actividad de PON-1 se expresa de la siguiente manera (ecuacion 6):

4(1x10°) nmol/mL
18053 minde formacion de p—nitrofenol

Actividad PON1 = Ecuacioén 6

2.8. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford

2.8.1. Principio

La cuantificacion de proteinas por el método de Bradford se basa en el principio de
gue la unién no covalente de una molécula colorante, azul de coomassie, a las
proteinas en medio acido da como resultado un cambio en el espectro de absorcion
del tinte. Cuando el tinte se une a la proteina, su maximo de absorcion cambia de 465
nm a 595 nm, lo que resulta en un cambio de color de marrén a azul. La cantidad de
proteina en una muestra se determina midiendo la absorbancia de la solucién de color
azul a 595 nm y comparandola con una curva estandar generada utilizando
concentraciones conocidas de proteina (Kielkopf et al., 2020). El azul de coomassie G-
250 presenta diferentes espectros de absorcidon segun su estado de protonacion: la
forma catiénica es de color rojo amarronado (maximo de absorcion a 470 nm), la neutra
es verde (maximo a 650 nm) y la aniénica es azul (maximo a 595 nm) (Bradford, 1976).
2.8.2. Procedimiento

Para la cuantificacion de proteinas se construyé una curva de calibracion de
concentracion de la dilucién de una solucion de albumina bovina sérica (BSA) de 1
mg/mL con agua Milli-Q. En una placa de 96 pozos se agrego la curva estandar y las
muestras diluidas (1:60). Se afiadié después el reactivo de Bradford (dilucion 1:4) y se
incubo por 15 minutos en oscuridad para leer la absorbancia a 595 nm en el lector de
placas Infinite® 200 PRO (TECAN, Switzerland). Los resultados obtenidos se

procesaron en Microsoft Excel para determinar la concentracion de proteinas totales
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en las muestras, teniendo en cuenta el factor de dilucion. El ensayo se realizé por

triplicado. Los datos se expresaron en pg de proteina/mL.

29. Ensayos de estrés oxidante

Los ensayos de EsOx son un enfoque alternativo, que ha permitido evaluar de forma
indirecta a ROS en muestras clinicas. Esto se realiza mediante pruebas de dafio
oxidante que demuestran lo que radicales peroxilo y peréxido de hidrégeno causan a
los lipidos, proteinas y acidos nucleicos en las células (Katerji et al., 2019).

2.9.1.1. Malondialdehido (MDA)

2.9.1.1.1. Principio

La peroxidacion lipidica genera una variedad compleja de productos, muchos de los
cuales son reactivos electrofilos. EI MDA es considerado un biomarcador para la
peroxidacion de lipidos ya que puede indicar el dafio de las membranas celulares
mediado por ROS y estimar las condiciones de EsOx. Su principio se basa en la técnica
de (Esterbauer et al., 1991), la cual esta basada en la reaccion de un reactivo
cromogeno, N-metil-2-fenilindo (MPI), con el malondialdehido (MDA) a 45 °C. Una
molécula de MDA reacciona con 2 moléculas de MPI para producir un complejo estable
de carbocianina colorido como se muestra en la siguiente reaccién. Los niveles de

MDA se cuantifican a una longitud de onda de 586-595 nm.

B o NG
b - | — |
N Ph Ph P~

N

| |
Malondialdehido N-metil-2-fenilindo Complejo estable
(MDA) (MPI) colorido de carbocianina

2.9.1.1.2. Procedimiento

Para la determinacion de los niveles de MDA se realiz6 una curva patrén a partir de
MDA 1,1,3,3- tetrametoxipropano 10 mM. En tubos eppendorf fueron agregados 25 uL
del homogeneizado y 25 uL de agua destilada. Posteriormente, tanto a las muestras
como a la curva estandar se les afiadié el MP1 10mM y HCI al 37 % en oscuridad para
un volumen final de 275 L, y se agité inmediatamente. Después se dejaron incubando
los tubos por 40 min a 45 °C, para posteriormente centrifugar a 9000 rpm 15 min, y
tomar 200 pL y colocar en cada pozo de la microplaca, para leer en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 586-595 nm.
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2.9.1.2. Productos proteicos de oxidacion avanzada (POAPs)
2.9.1.2.1. Principio

Los productos proteicos de oxidacion avanzada (POAPs) también se generan
mediante la reaccion de proteinas plasmaticas con oxidantes clorados como las
cloraminas. Es un marcador importante de estrés oxidativo, directamente relacionado
con los productos finales de glicacion avanzada, y mediadores también de inflamacion
y activacion de células monociticas. En este método, la muestra de los pacientes,
calibrado con cloramina-T, se mezcla con yoduro de potasio y &cido acético para leer
su absorbancia espectrofotométricamente a 340 nm (Witko-Sarsat et al., 1996).

2.9.1.2.2. Procedimiento

Se realiz6 una curva estandar a partir de cloramina T 100 uM, para la determinacion
de los POAPS. En los pozos de la microplaca se agregaron 10 yL de la muestra de
homogeneizado de higado y 190 uL de PBS. Posteriormente tanto a las muestras
como a la curva estandar se le afiadié yoduro de potasio, acido acético concentrado,
y se agitdé por 2 minutos, se dejo reposar la placa por 10 minutos a temperatura
ambiente para leer en el espectrofotdbmetro a 340 nm.

2.10. Western Blot
2.10.1. Principio

El Western blot es una técnica semicuantitativa de laboratorio empleada para detectar
proteinas y modificaciones postraduccionales en estas, sobre un soporte sélido de
membrana de nitrocelulosa o de cloruro de polivinilideno (PVDF) (Mishra et al., 2017).
Implica tres pasos principales como la separacion de proteinas en funcién del peso
molecular, la transferencia de proteinas separadas a la membrana y la deteccién de la
proteina diana con la ayuda de anticuerpos. Los anticuerpos se uniran a la proteina de
interés, por lo que se vera una sola banda, en la que su grosor correspondera a la
cantidad de proteina presente (Begum et al., 2022). A partir de programas de coémputo
como ImageJ se calcula la densidad de la proteina de interés y esto permite determinar

cambios relativos en los niveles de proteinas entre las muestras.
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2.10.2. Procedimiento

Se cuantificaron las muestras por el método de Bradford y partir de este se tomé un
volumen equivalente de 30 ug de cada muestra y se ajustd el volumen con solucion
tampon de y se les agrego buffer de carga (6 uL de loading buffer), se dejaron reposar
a temperatura ambiente o desnaturalizadas a 95° C durante 5 min. Las muestras se
cargaron en geles de 12 %. Los geles se corrieron a temperatura ambiente a voltaje
constante (80 V) aproximadamente durante 3 h.

Finalizada la electroforesis de las muestras en el gel de acrilamida, se transfirieron a
una membrana de PVDF, activada en metanol, a un amperaje constante de 250 mA
durante 2 h.

Se corroboré el proceso de transferencia empleando el marcador de peso molecular
Precision Plus Protein™ Dual Color Standars asi como la tincion con rojo de Ponseau
S. Lamembrana se lavé con PBS 1X y se bloqued con una solucion leche descremada
al 5 % durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se colocé el anticuerpo primario (tabla
1) durante toda la noche a 4° C (dilucién 1:500). Las membranas se lavaron tres veces
durante 5 min con PBS 1x — Tween 0.1%, para después incubarse con el anticuerpo
secundario conjugado (tabla 1) durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente
las membranas fueron nuevamente lavadas dos veces durante 5 min, para revelarlas
mediante el Ultra Violet Product (UVP) y la identificacién de las proteinas blanco se
hizo con relacibn al marcador de peso molecular de proteinas de deteccion
quimioluminiscente. Se determindé como control de carga de la cantidad de proteina la
inmunodeteccion de B- actina. Se emple6 el programa ImageJ 1.37v. para obtener las

densitometrias de las bandas y se reportaron los datos como unidades relativas.
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Tabla 1.Lista de anticuerpos comerciales empleados en la evaluacién de los marcadores
cardiotdxicos por Western Blot.

Anticuerpo No. catalogo | Dilucién | Casa Comercial
Anti-AT1R Sc-579 1:500 Santa Cruz
Anti-AT2R Sc-9040 1:500 Santa Cruz

Anti-PPAR-a Sc-9000 1:500 Santa Cruz
Anti-actina Sc-1616 1:500 Santa Cruz

Secundario Cabra anti-conejo .
5196-2405 1:10 000 BioRad
IgG (H+L)-HRP conjugado
Secundario Conejo anti-cabra
172-1034 1:5000 Santa Cruz

IgG (H+L)-HRP conjugado

2.11. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el programa GraphPad Prism
(version 8.0.1, 2018). Se empled el analisis no paramétrico de Kruskall- Wallis con
prueba post-hoc de Dunn para los resultados obtenidos de las pruebas fisioldgicas del
EsOx, y se expresaron los resultados como mediana y rango. Los analisis de la
evaluacion de los marcadores cardiotoxicos se realizé un analisis de Kruskall-Wallis
con prueba post-hoc de U-Mann Whitney. Los valores de los graficos descriptivos se
expresaron en promedios * desviacion estandar. Todos los experimentos se realizaron
por duplicado (respuestas fisiolégicas) y triplicado (marcadores de EsOx) para un
tamafio de muestra de 10 (n=10) por grupo.
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3. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo del
proyecto. Primero se describen los resultados relacionados con las respuestas
fisiologicas de los peces expuestos a los plaguicidas. Posteriormente los marcadores
de EsOx evaluados, asi como las enzimas con capacidad antioxidante. Por ultimo, se
reportan los efectos asociados a la exposicion sobre los blancos cardiovasculares
estudiados, del SRA (AT1R y AT2R) y de la reprogramacion génica cardiaca (PPAR-
Q).

3.1. Consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada basal

El consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada basal se determinaron durante 14
h (tiempo en que las luces del acuario se encuentran encendidas). Los valores fueron
corregidos por el tiempo (minutos) y el peso humedo (gramos). Es importante
mencionar que, durante este experimento, a los peces se les priva de alimento. En la
figura 2 se muestra dichos parametros, donde se puede observar un pico de consumo
de oxigeno en el primer tiempo, donde se encienden las luces del acuario, con un
segundo pico de consumo a las 12:40 pm del mediodia, el cual va disminuyendo en
las horas de la tarde, hasta el momento que se apagan las luces el acuario (19:00 PM).
Por otra parte, la excrecion de amoniaco presentd un pico maximo a las 10:00 am,
seguido del punto maximo de excrecion, el cual desciende hasta las 16:35 pm que
vuelve a presentar un pico de excrecion, sin embargo, no tan alto como en el horario
de la mafana. Se debe mencionar que el horario de las 12:40 pm se consider6 el mas
estable entre ambos parametros, por lo que se considerara entre las 11:20 am y 14:40
pm para realizar las tomas de muestras correspondientes para los animales expuestos,

considerando que en este horario ambos puntos coinciden.
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Figura 2. Parametros fisiolégicos basales. Consumo de oxigeno basal y excrecion

nitrogenada basal, durante 14 h en animales no expuestos. Los datos representan la

media + desviacion estandar (n=16).

3.2.

Parametros del agua de exposicion

Se realizaron monitoreos del agua de exposicién durante los dias de recambios antes

y después del mismo, el primer y dltimo dia de exposicion (50 % del agua). A

continuacion, se muestran las tablas de los parametros medidos tanto para la

exposicidon de grado técnico (Tabla 2) como de presentacion comercial (Tabla 3).

Tabla 2. ParAmetros del agua de exposicion a plaguicidas de grado técnico durante
el primer dia, primer recambio, segundo recambio y ultimo dia. Valores expresados
en mediana y rango.

] ] Dureza de
Nivel de Oxigeno|Nivel de Amoniaco| Temperatura
Grupos . carbonatos pH
(mg/L) (mg/L) 0
(mg/L CaCOs3)

Control 55(5.3-6) 0.25 (0.07 - 2.67) 28 (27- 29) 45 (30-50) |6.5(6.5-7)

CPF (0.3 pg/L) 4.12 (3.95-4.95) | 0.80(0.14- 2.16) 28 (28 - 29) 40 (30-50) | 6.5(6-7)

CPF (5 pg/L) 422 (3.55-4.8) | 1.06 (0.33-2.29) | 27 (26 -29) 45 (30-50) | 6.5(6-7)

GF (500 pg/L) 4.2 (4.2-5.4) 1.40 (0.63 - 2.76) | 28 (26 -29) 40 (30-60) | 7(6-7.5)
GF (1000 pg/L) 4.15(3.95-5.5) | 1.38(0.06 - 2.62) | 28 (27 - 28) 40 (30 - 50) |7 (6.5-7.5)
CPF-GF (5 + 500 pg/L) 487 (3.7-5.2) | 0.63(0.26-1.77) | 28(26-28) 40 (30 - 50) [6.75 (6.5-7)
CPF-GF (0.3 + 1000 pg/L)| 4.45(3.5-4.5) | 0.67 (0.02-2.61) | 28 (28-29) 35(30-40) |6.75(6.5-7)
CPF-GF (0.3 +500 pg/L) | 4.1 (3.9-4.35) 1.43 (0.12-1.94) 28 (28 - 29) 35 (30-50) [6.75 (6.5-7)
CPF-GF (5 + 1000 pg/L) 4(3.9-4.1) 1.22 (0.46-1.79) | 27.5(26-28) | 35(30-50) |6.75 (6.5-7)
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Tabla 3. Parametros del agua de exposicién a plaguicidas de presentacion comercial

durante el primer dia, primer recambio, segundo recambio y ultimo dia. Valores
expresados en mediana y rango.

) ) Dureza de
Nivel de Oxigeno| Nivel de Amoniaco | Temperatura
Grupos carbonatos | pH
(mg/L) (mg/L) C)
(mg/L CaCO3)
Control 6.70 (5.75-7.15) | 0.58(0.5-0.66) 28 (26 - 28) 50 (40 - 50) 7
CPF (0.3 pg/L) 5.95 (5.05 - 6) 0.69 (0.59 - 0.80) 28 (26 - 28) 50 (40 - 50) 7
CPF (5 pg/L) 6.10 (5.55-6.35) | 0.57 (0.47 - 0.68) 28 (26 - 28) 50 (40 - 50) 7
GF (500 pg/L) 5.17 (4.65-6.45)| 0.54(0.12-0.81) 29 (26 - 28) 40 (40 - 50) 7
GF (1000 pg/L) 5.10 (4.65-6.05) | 0.30(0.12-0.76) 27 (26 - 28) 40 (40 - 50) 7
CPF-GF (5 pg/L + 500 pg/L) | 4.8 (4.45-4.85) | 0.55(0.20 - 1.38) 27 (26 - 28) 40 (40 - 60) 7
CPF-GF (0.3 pg/L + 1000 pg/L)| 4.85(4.3-5.25) | 0.20(0.20-1.32) 28 (27 - 28) 45 (40 - 60) 7
CPF-GF (0.3 pg/L + 500 pg/L) | 5.12 (4.95-5.45) 0.30 (0.07-1.06) 27.5 (26-29) 30 (30 - 40) 7
CPF-GF (5 pg/L + 1000 pg/L) 5.02 (4.85-5) 0.34 (0.05-1.10) 28 (27-29) 35 (30 - 40) 7

3.3. Efectos de la exposicién a plaguicidas de grado técnico y presentacion
comercial en el consumo de oxigeno de Danio rerio.

El consumo de oxigeno se determind al dia siguiente de haber terminado la exposicion
(sexto dia), a partir de la cantidad de OD en el agua durante dos horas (11:20 AM a
14:40 PM, horario considerado mas estable mencionado anteriormente). Este valor fue
corregido por el tiempo (minutos) entre la toma inicial y final y el peso himedo (gramos)
de los peces. La Figura 3 y Figura 4 muestran el consumo de oxigeno de los peces
expuestos al grado técnico y la presentacion comercial de los plaguicidas,
respectivamente, en comparacion con el grupo control.

Para el grado técnico de los plaguicidas (Figura 3), se observd una tendencia a un
mayor consumo para los grupos expuestos a los plaguicidas de forma individual,
siendo solamente significativo para la concentracion mayor de GF (1000 ug/L: p=
0.003) con respecto al control. Ademas, se observo una disminucion del consumo para
los grupos co-expuestos a ambos plaguicidas, que fue estadisticamente significativa
para las combinaciones aleatorias de los plaguicidas, 5 pg/L de CPF con 500 pg/L de
GF: p= 0.0366 y 0.3 pg/L de CPF con 1000 pg/L de GF: p= 0.0042 y para la
combinacion de ambas concentraciones altas, 5 pg/L de CPF con 1000 pg/L de GF,
p=0.0315.
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Figura 3. Consumo de oxigeno de peces expuestos a los plaguicidas grado técnico.
Se realizaron los experimentos por duplicado. Los datos representan la mediana y
rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

Por otra parte, para la presentacion comercial del CPF y GF (Figura 4) se observé un
aumento significativo del consumo de oxigeno para los dos grupos expuestos a GF de
500 y 1000 pg/L (p= 0.0036 y p= 0.0002, respectivamente) y a el grupo expuesto a
CPF a la concentracion mas alta de 5 pg/L: p= 0.001 con respecto al control. Ademas,
se observd una disminucién del consumo para los grupos co-expuestos a ambos
plaguicidas, que fue estadisticamente significativa para las combinaciones aleatorias
de los plaguicidas 5 pg/L de CPF con 500 pg/L de GF (p=0.0283) y 0.3 ug/L de CPF
con 1000 pg/L de GF (p=0.0138).
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Figura 4. Consumo de oxigeno de peces expuestos a los plaguicidas de presentacion
comercial. Se realizaron los experimentos por duplicado. Los datos representan la
medianay rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Kruskall Wallis, prueba post hoc

Dunn.

3.4. Efectos de la exposicion a los plaguicidas de grado técnico y presentacion
comercial sobre la excrecién nitrogenada de Danio rerio.

La excrecion nitrogenada se determiné al dia siguiente de terminar la exposicion (sexto
dia), a partir de la determinaciéon de amonio en el agua durante dos horas (11:20 AM
a 14:40 PM, horario considerado mas estable mencionado anteriormente). Este valor
fue corregido por el tiempo (minutos) entre la toma inicial y final y el peso hiumedo
(gramos) de los peces. En la Figura 5y Figura 6 se muestran la excrecion nitrogenada
de los peces expuestos a los plaguicidas de grado técnico y presentacion comercial
en comparacién con el grupo control, respectivamente.

En la Figura 5 se muestra la excrecion nitrogenada de los peces expuestos al grado
técnico en comparacion con el grupo control. Se puede observar un aumento
significativo de la excrecion el grupo expuesto a la menor concentracion de CPF (0.3
pg/L: p= 0.0003). Ademas, se evidencia una disminucién significativa para dos grupos
expuestos, especificamente para la mayor concentracion de GF (1000 pg/L de GF: p<
0.0001) y una de las combinaciones alternas (0.3 pg/L de CPF con 1000 pg/L de GF:

p= 0.0273), todos estos efectos respecto al control.
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Figura 5. Excrecion nitrogenada de peces expuestos a los plaguicidas grado técnico.
Se realizaron los experimentos por duplicado. Los datos representan la mediana y
rango intercuartilico (n=6). *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, Kruskall Wallis, prueba

post hoc Dunn.

Para los peces expuestos a la presentacion comercial de los plaguicidas, se observé
un comportamiento completamente diferente a los de grado técnico, lo que puede
deberse a que la formulacién comercial puede ser mas toxica que el compuesto activo.
La excrecion nitrogenada aumento significativamente en cuatro grupos expuestos (el
grupo de 1000 ug/L, el grupo de 5 ug/L de CPF con 500 ug/L de GF, el de 0.3 pg/L de
CPF con 1000 pg/L de GF: p=0.0013, y el de 0.3 ug/L de CPF con 500 pg/L de GF)
con respecto al control (Figura 6). En cambio, en los grupos expuestos solamente a
CPF (0.3 pug/L de CPFy 5 pg/L de CPF) se observaron disminuciones estadisticamente

significativas en la excrecion comparados con el grupo control.
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Figura 6. Excrecion nitrogenada de peces expuestos a los plaguicidas de presentacion
comercial. Se realizaron los experimentos por duplicado. Los datos representan la
mediana y rango intercuartilico (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Kruskall Wallis,

prueba post hoc Dunn.

3.5. Efectos en el porciento de agua corporal de peces expuestos a los
plaguicidas grado técnico y comercial

El porciento de agua corporal fue determinado por desecacién en horno en 4 peces de
cada grupo de exposicion, a partir del pesado de los animales en diferentes tiempos
después de su eutanasia. En las Figuras 7 y 8 se representa la cantidad de agua
corporal expresada en por ciento de los peces expuesto al grado técnico y
presentacion comercial de los plaguicidas, respectivamente.

En la Figura 7 se observa un aumento significativo de la cantidad de agua corporal en
los grupos expuestos a las combinaciones alternas de los plaguicidas, 5 ug/L de CPF
con 500 pg/L de GF: p=0.0287 y 0.3 ug/L de CPF con 1000 ug/L de GF: p= 0.0342,

con respecto al control.
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Figura 7. Cantidad porcentual de agua corporal en los peces expuestos a los
plaguicidas de grado técnico. Los datos representan la mediana y rango (n=4).

*p<0.05, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

Como se puede observar en la Figura 8, correspondiente a la presentacién comercial
de los plaguicidas, también mostré una tendencia completamente diferente al grado
técnico. Los peces expuestos a ambas dosis de CPF presentaron una disminucién
estadisticamente significativa de la cantidad de agua corporal solo en los grupos de
0.3 pg/L de CPF y 5 ug/L de CPF, con respecto al control. Debido a esta disminucién
obtenida en ambos grupos expuestos a CPF, se decidié realizar el ensayo de

determinacioén de la actividad enziméatica de AChE, como marcado de efecto.
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Figura 8. Cantidad porcentual de agua corporal en los peces expuestos a los
plaguicidas de presentacién comercial. Los datos representan la mediana y rango

intercuartilico (n=4). *p<0.05, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.6. Efectos de la exposicion a plaguicidas de presentacién comercial y grado
técnico sobre la enzima AChE en ojo de Danio rerio

La AChE es una enzima que hidroliza el neurotransmisor acetilcolina, este se acumula
en las sinapsis y las uniones neuromusculares como resultado de la inhibicién de la
AChE, provocando que las fibras colinérgicas se estimulen continuamente en todo el
sistema nervioso (McHardy et al., 2017).

La actividad enzimatica de la AChE fue determinada en homogenizados de ojo de los
peces, por el método de Ellman (Ellman et al., 1961). La determinacién realizada para
los plaguicidas grado técnico (Figura 9), mostr6 un aumento significativo de la
actividad de la AChE en el grupo expuesto a la mayor concentracion de GF (1000 ug/L
GF: p=0.0044) y en el grupo co-expuesto a las concentraciones mas altas (5 pg/L CPF

con 1000 pg/L GF: p=0.0024), con respecto al control.
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Figura 9. Actividad enziméatica de AChE en ojo de los peces expuestos a los
plaguicidas de grado técnico. Se presentan la mediana y rango intercuartilico (n=6).
**p<0.01, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

Por otra parte, para la presentacion comercial (Figura 10) se obtuvo una disminucién
significativa de la actividad de la AChE en ojo en el grupo expuesto a la mayor
concentracion de CPF (5 pg/L de CPF: p= 0.0432) y la combinacion de 5 pg/L de CPF
con 500 pg/L de GF: p= 0.0005, y un aumento significativo para el grupo co-expuesto
a las concentraciones mas bajas (0.3 ug/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.0129) con
respecto al control.
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Figura 10. Actividad enzimatica de AChE en ojo de los peces expuestos a los

plaguicidas de presentacion comercial. Se realizaron los experimentos por triplicado.
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Los datos representan la mediana y rango (n=6). *p<0.05, ***p<0.001, Kruskall Wallis,

prueba post hoc Dunn.

3.7. Efectos en la capacidad antioxidante de Danio rerio expuestos a los
plaguicidas de grado técnico y presentacion comercial

3.7.1. Malondialdehido (MDA)

El ensayo de MDA se realiz6 por un método colorimétrico en homogenizados de
higado del pez. La exposicion a los plaguicidas de grado técnico (Figura 11) evidencié
un aumento significativo de MDA en el grupo expuesto a la mayor concentracion de
GF (1000 pg/L GF:p= 0.0146), y una disminucién en dos grupos expuestos (5 pg/L
CPF: p=0.0037 y 500 pg/L GF: p= 0.0083), y en el grupo co-expuesto a 5 ug/L CPF
con 500 pg/L GF: p= 0.0240 respecto al grupo control.
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Figura 11. Niveles de MDA en higado de los peces expuestos a los plaguicidas de
grado técnico. Se realizaron los experimentos por triplicado. Los datos representan la
mediana y rango intercuartilico (n=6). *p<0.05, **p<0.01, Kruskall Wallis, prueba post

hoc Dunn.

Por otra parte, los resultados de los grupos expuestos a la presentacion comercial de
los plaguicidas (Figura 12) mostraron una diminucién de MDA en la co-exposicion a
0.3 ug/L CPF con 1000 pg/L GF: p=0.0365, junto a un aumento significativo del mismo
indicador en el grupo expuesto a la mayor concentracion de GF, 1000 pg/L GF: p=
0.0010, respecto al grupo control. Como se pudo observar en las dos presentaciones
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de los plaguicidas, el dafio oxidante a las membranas fue mas pronunciado en los

grupos expuestos a la mayor concentracion de GF.

o

N

o
1

Malondialdehido
(nmoles/mL/mg proteina)
¢ © ©
[ [
o al
1 [

e
[
-
Hh
g
i
Hl

0.00

||

S & Concentraciones
") S

o o)x'\r W/L)

Clorpirifos  Glifosato [ LI 1
Combinacién Combinacién
aleatoria  bajay alta

Grupos
Figura 12. Niveles de MDA en higado de los peces expuestos a los plaguicidas de
presentacion comercial. Se realizaron los experimentos por triplicado. Los datos
representan la mediana y rango intercuartilico (n=6). *p<0.05, ***p<0.001 Kruskall

Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.7.2. Productos de Oxidacion Avanzada de Proteinas (POAPS)

La determinacién de POAPs se realizé igualmente en homogeneizados de higado a
partir de un método colorimétrico. Los bioensayos con los plaguicidas grado técnico
(Figura 13) evidenciaron un aumento de los POAPs en el grupo expuesto a la mayor
concentracion de CPF (5 pg/L CPF: p=0.0114), y una disminucion significativa en el
grupo expuesto a 500 pg/L GF: p=0.0041, con respecto al grupo control.
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Figura 13. Niveles de POAPs en higado de los peces expuestos a los plaguicidas de
grado técnico. Se presenta la mediana y rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01, Kruskall

Wallis, prueba post hoc Dunn.

Por la parte de la presentacion comercial (Figura 14), los resultados de los bioensayos
mostraron también un aumento de los POAPs en el grupo expuesto a la mayor
concentracion de CPF (5 pug/L CPF: p=0.0055), al igual que para el grupo expuesto a
la mayor concentracion de GF (1000 pg/L GF: p= 0.0018), mientras que fue evidente
una disminucion significativa para el grupo co-expuesto a 0.3 pug/L CPF con 1000 ug/L

GF: p=0.02, con respecto al grupo control.
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Figura 14. Niveles de POAPs en higado de los peces expuestos a los plaguicidas de
presentacion comercial. Se presenta la mediana y rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01,

Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.7.3. Glutation S-Transferasa (GST)

La determinacion de la cinética enzimatica de GST se realizd en homogenizados de
higado. Tras la exposicidn al grado técnico de los plaguicidas (Figura 15) se observo
un aumento significativo en la actividad de la enzima en el grupo expuesto a la
concentracion mas alta de GF (1000 pg/L GF: p= 0.0257) y el grupo co-expuesto a las
concentraciones mas bajas (0.3 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.0076), con respecto
al grupo control. Los grupos expuestos a 500 pg/L GF: p= 0.0177) y co-expuesto a 5
pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p= 0.0151 evidenciaron una disminucion
estadisticamente significativa, igualmente respecto al control.
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Figura 15. Actividad enzimética de GST en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de grado técnico. Se presenta la mediana y rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01,

Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

La exposicion a la presentacion comercial de los plaguicidas mostré6 un aumento
significativo en la actividad de GST (Figura 16) en los grupos expuestos mostro un
aumento significativo para los grupos expuestos a 5 pg/L CPF: p=0.0049 y 1000 pg/L
GF: p=0.0005 y el grupo co-expuesto ambas concentraciones, 5 pg/L CPF con 1000

Mg/L GF: p= 0.0051. Esta tendencia de aumento en la actividad de la enzima podria
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indicar una mayor capacidad antioxidante, para hacer frente al estrés que pueden estar

ambas concentraciones mas altas de los plaguicidas, y su combinacion.
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Figura 16. Actividad enzimética de GST en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de presentacion comercial. Se presenta la mediana y rango (n=6).
**p<0.01, **p<0.001, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.7.4. Gama Glutamil transferasa (GGT)

La determinacion de GGT se realizé por un ensayo colorimétrico enzimatico en
homogenizados de higado. Los bioensayos con los plaguicidas grado técnico
evidenciaron disminuciones significativas en 5 de los grupos expuestos (Figura 17),
especificamente, 0.3 pg/L CPF: p= 0.0083, 500 ug/L GF: p < 0.0001, 1000 pg/L GF:
p= 0.0038, 5 ug/L CPF con 500 pg/L GF: p=0.0068 y 5 pug/L CPF con 1000 pg/L GF:
p= 0.0054, respecto al grupo control.
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Figura 17. Actividad enzimatica de GGT en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de grado técnico. Se presenta la mediana y rango (n=6). **p<0.01,

****p<0.0001, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

Tras la exposicién con la presentacion comercial, la actividad de la enzima GGT
(Figura 18) mostré disminuciones significativas en los grupos expuestos a 0.3 ug/L
CPF: p=0.0247, 1000 pg/L GF: p=0.0002, 5 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.00118
y 0.3 pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p=0.0008, respecto al control.

Para ambas presentaciones de los plaguicidas, fue evidente el comportamiento de
disminucién en la actividad de GGT, que podria indicar alteraciones en el proceso de

detoxificacion de los compuestos.
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Figura 18. Actividad enzimatica de GGT en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de presentacién comercial. Se presenta la mediana y rango (n=6). *p<0.05,
***pn<0.001, Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.7.5. Paraoxonasa 1 (PON-1)

La actividad de la PON-1 se determind por ensayo colorimétrico enzimatico, en
homogenizados de higado. Tras la exposicién al grado técnico de los plaguicidas, la
actividad hepatica de la PON-1 (Figura 19) mostré disminuciones significativas en los
grupos expuestos a ambas concentraciones de CPF (0.3 pg/L CPF: p=0.0007 y 5 pg/L
CPF: p< 0.0001), en el expuesto a la concentracion mas baja de GF (500 pg/L GF: p<
0.0001) y en tres grupos co-expuestos (5 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.029, 0.3
pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p=0.0208 y 5 pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p= 0.0066),

con respecto al grupo control.
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Figura 19. Actividad enzimatica de PON-1 en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de grado técnico. Se realizaron los experimentos por triplicado. Los datos
representan la mediana y rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****<0.0001,

Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

Por parte de los grupos expuestos a los plaguicidas presentacion comercial, la
actividad de la PON-1 en higado (Figura 20) mostré un decremento significativo en los
grupos expuestos a ambas concentraciones de CPF (0.3 ug/L CPF: p=0.0001y 5 pg/L
CPF: p= 0.0044) y en el grupo co-expuesto a 0.3 pg/L CPF con 1000 ug/L GF: p=
0.0001), con respecto al grupo no expuesto.

Tanto para el grado técnico como la presentacion comercial de los plaguicidas se
observé el mismo comportamiento de disminucion en la actividad de la enzima PON-
1, lo que podria indicar alteraciones en su capacidad antioxidante, al igual que en la

enzima GGT.
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Figura 20. Actividad enzimatica de PON-1 en higado de los peces expuestos a los
plaguicidas de presentacion comercial. Se realizaron los experimentos por triplicado.
Los datos representan la mediana y rango intercuartilico (n=6). **p<0.01, ***p<0.001,

Kruskall Wallis, prueba post hoc Dunn.

3.8. Efectos en los niveles de proteina de AT1R y AT2R en los peces expuestos
a los plaguicidas de grado técnico y presentacién comercial

El AT1R es uno de los componentes del SRA mas estudiados para conocer si existen
alteraciones en dicho sistema. En condiciones normales, su estimulacion genera
vasoconstriccion, reabsorciéon tubular de sodio e incrementa el transporte de calcio.
Sin embargo, en condiciones patologicas, puede promover un aumento del EsOX,
provocando disfuncién endotelial (Miller & Arnold, 2019b), e induciendo Ila
sobreactivacion de AT2R como efecto compensatorio.

Esto debido a que la estimulacion de AT2R, produce efectos opuestos a los mediados
por los receptores AT1, tales como vasodilatacion e inhibicién de crecimiento vascular
y remodelacion cardiovascular a partir de la mayor produccion de NO (Kaschina &
Unger, 2003).

La exposicion a los plaguicidas grado técnico mostré para el AT1R (Figura 21) una
disminucion significativa del receptor para el grupo co-expuesto a las mayores
concentraciones de los plaguicidas (5 pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p=0.002), mientras

qgue para que se observd un aumento para el grupo expuesto al a la menor
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concentracion de GF de forma individual (500 pg/L GF: p=0.0326), y dos de los grupos
co-expuestos (5 pug/L CPF con 500 pg/L GF: p=0.01y 0.3 pg/L CPF con 500 ug/L GF:
p= 0.0011), respecto al grupo control.
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Figura 21. Expresion de AT1R en corazén de peces expuestos a los plaguicidas de
grado técnico. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05, ** p<0.01,

Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.

Este comportamiento fue diferente para la presentacion comercial de los plaguicidas
(Figura 22), donde se solo se observo un aumento significativo para el grupo expuesto
a la menor concentracion de glifosato (500 pug/L GF: p= 0.0189), respecto al grupo

control.
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Figura 22. Expresion de AT1R en corazén de peces expuestos a los plaguicidas de
presentacion comercial. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05,

Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.

Por otra parte, el AT2R en los corazones de los peces expuestos al grado técnico de
los plaguicidas (Figura 23), mostré también una disminucion significativa para el grupo
co- expuesto a las concentraciones mas altas (5 pg/L CPF con 1000 ug/L GF: p=
0.002). Ademas, se observd un aumento significativo de los niveles proteicos del
receptor para el grupo expuesto a la menor concentracién de GF (500 pg/L GF: p=
0.002), y tres de las mezclas (5 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.0003, 0.3 pg/L CPF
con 1000 pg/L GF: p=0.0015y 0.3 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p= 0.0047) respecto al

control.
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Figura 23. Expresion de AT2R en corazon de peces expuestos a los plaguicidas de
grado técnico. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.

Para la presentacion comercial (Figura 24), se obtuvo una sobreactivacion del receptor
AT2R para el grupo expuesto a 5 pg/L CPF: p= 0.0296, pero un efecto de disminucion
para todos dos de los grupos co-expuestos (0.3 pg/L CPF con 500 pg/L GF: p=0.0023
y 5 pg/L CPF con 1000 ug/L GF: p= 0.0063), respecto al grupo control.
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Figura 24. Expresion de AT2R en corazén de peces expuestos a los plaguicidas de
presentacion comercial. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05,

**p<0.01, Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.

Debido a que estas alteraciones en el SRA, principalmente a nivel de la activacion del
AT1R pueden producir un proceso de reprogramacion cardiaca, se decidioé evaluar un
marcador de dafio al miocardio (Rajabi et al., 2007). En este caso se determinaron los
niveles proteicos de PPAR-a, receptor involucrado la reduccion de los triacilglicéridos

y el mantenimiento de la homeostasia energética.

3.9. Efectos en los niveles de proteina de PPAR-a en los peces expuestos a los
plaguicidas de presentacién comercial y grado técnico

Para evaluar la alteracion en el miocardio, se determiné el nivel proteico de PPAR-q,

esto debido a que alteraciones en el mismo se ha relacionado al proceso de

reprogramacion génica en el miocardio cuando se presenta alguna enfermedad en el

corazon.

En los grupos expuestos al grado técnico de los plaguicidas (Figura 25), PPAR-a

mostré disminucién significativa en el grupo expuesto a la menor concentracion de GF
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(500 pg/L GF: p=0.0145) y en uno de los grupos co-expuestos (5 pg/L CPF con 1000

pg/L GF: p= 0.003), respecto al grupo control.
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Figura 25. Expresion de PPAR-a en corazdn de peces expuestos a los plaguicidas de

grado técnico. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05, **p<0.01,

Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.

Por otra parte, los grupos expuestos a la presentacion comercial de los plaguicidas

(Figura 26) mostraron una disminucion significativa de los niveles proteicos de PPAR-
a para tres grupos co-expuestos, 0.3 pg/L CPF con 1000 pg/L GF: p=0.022, 0.3 pg/L
CPF con 500 pg/L GF: p=0.0088 y 5 ug/L CPF con 1000 ug/L GF: p=0.0043, respecto

al grupo control.

56



PPAR-q - -Seles .

B-actina i R __E___ 1 L

2.0

UA PPAR@
o @
1 1
_|
—
—
—

*
*%*
0.5 T =
0.0 T T ' ! . Concentraciones
R I R R S (ma/L)
S © o PG
@) I 1 I 1 Q- o
Clorpirifos Glifosato T o !

Combinacién Combinacion
aleatoria baja y alta

Grupos

Figura 26. Expresion de PPAR-a en corazdn de peces expuestos a los plaguicidas de
presentacion comercial. Los datos representan la media y rango (n=6). *p<0.05,

**p<0.01, Kruskall Wallis, prueba post hoc U-Mann Whitney.
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4. Discusion

El CPF y glifosato son plaguicidas ampliamente utilizados en el mundo, y
especialmente en México para el control de plagas y malas hierbas. Se introducen en
aguas superficiales y alimentos durante la fumigacion o a través de la escorrentia de
las lluvias y corrientes del aire. Aunque se ha reportado que pueden provocar
alteraciones celulares y genéticas en organismos acuéticos y mamiferos, no se
encuentran regulados en el pais (Banaee et al., 2019). Es por ello, que se necesita
mas informacion sobre como pueden afectar ambos Xbs, los parametros fisioldgicos
de los organismos y su metabolismo, y si a su vez esto puede desencadenar
alteraciones en el sistema cardiovascular, que contribuya en desencadenar ECV. Se
expusieron peces cebra (Danio rerio) a dosis de referencias establecidas por la EPA'y
EFSA. Esta especie como modelo experimental fue elegida para estudiar exposicion a
contaminantes y alteraciones a nivel cardiovascular, debido a la homologia del genoma

entre el pez cebray el ser humano (Yang et al., 2019).

41. Consumo de oxigeno y excrecidon nitrogenada basal del pez cebra adulto
Los ritmos circadianos son procesos importantes en la fisiologia y el comportamiento
de los organismos pues desempefian un papel regulador en procesos fisiol6gicos
como los ciclos del suefio, secrecibn hormonal, consumo de oxigeno y excrecion
nitrogenada en el caso de peces. Alteraciones en el mismo pueden causar
enfermedades, como trastornos metabdlicos, envejecimiento prematuro y
enfermedades psicolégicas (Bass & Takahashi, 2010).

Los peces en el transcurso de 14 horas (horario diurno) presentan incrementos en el
consumo de oxigeno y excrecion nitrogenada. Aunque no se encuentran reportados
en la literatura valores de estos parametros fisiolégicos para Danio rerio, si se conoce
gue son procesos que responden a la adaptacion del ciclo circadiano en los
organismos, y alteraciones en los mismos pueden ser consideradas signos de estrés
(Prokkola & Nikinmaa, 2018).por la influencia de factores enddgenos y/o exdgenos
(Zakharov & Khivintseva, 2020). Es importante mencionar que este experimento
permiti6 conocer el rango de tiempo donde ambos pardmetros fisiol6gicos se
superponen, para realizar las tomas de muestras correspondientes para los animales

expuestos.

58



4.2. La exposicion a plaguicidas de grado técnico y presentacién comercial
afecta el consumo de oxigeno
El oxigeno es clave en el metabolismo de xenobidticos, particularmente en las
reacciones de fase 1, que incluyen procesos de oxidacién-reduccion (Chance, 1965).
Su incremento en los peces expuestos podria ser reflejo de un aumento en este tipo
de metabolismo por la exposicién al plaguicida. Ademas, el consumo de oxigeno
también se relaciona con el metabolismo energético (Cartner et al., 2020), siendo la
respiracion celular fundamental en los procesos catabodlicos para la obtencion de
energia en forma de ATP en los organismos aerobicos. Es posible que como resultado
de la exposicién se produzca un mayor gasto energético tanto por la propia toxicidad
del plaguicida, por ejemplo, la generacién de EsOx; como por el hecho de tener
activadas las rutas relacionadas con su excrecion, eliminacidén y procesos que intentan
compensar la toxicidad y mantener el estado de homeostasis interno de los peces (Re
et al., 2004). Esto podria explicar el aumento observado en los grupos expuestos
individualmente a los plaguicidas grado técnico.
Un estudio realizado por (Padmanabha et al., 2015), donde se expusieron a tilapias
(Oreochromis mossambicus) a tres concentraciones de CPF (0.0022, 0.0044 y 0.022
ppm) durante 12, 24, 36 y 48 h, describié un aumento en el consumo de oxigeno en
cada tiempo de exposicion, resultado que los autores relacionaron como un efecto de
intoxicacion por plaguicidas.
Si bien algunos reportes de la literatura plantean que el GF no causa cambios
significativos en el consumo de oxigeno, sugerimos que las diferencias con nuestro
estudio se deben a que los reportes son realizados en modelos experimentales
invertebrados. Tal es el caso de un estudio realizado por Melo et al., 2017 donde
expusieron al poliqueto estuarino Laeonereis acuta a 3.25 mg/L y 5.35 mg/L de GF
durante 24 y 96 h.
Por otro lado, los grupos co-expuestos, mostraron una disminucién en el consumo,
resultado que podria ser indicativo de un antagonismo de la mezcla de ambos
plaguicidas. Analizando el antagonismo como proceso bioquimico, suele producirse
como consecuencia de la competencia por receptores, ya sea por el mismo sitio en el
receptor o una porcion de este sitio con el cual el ligando coincide (antagonismo
sintdpico), o al interactuar con otros sitios del receptor (antagonismo alostérico).

También puede producirse por antagonismo funcional al inhibir indirectamente los
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efectos celulares o fisiologicos del agonista, a partir de una interaccion de los
plaguicidas en alguna parte de la ruta de sefalizacion (Rang et al., 2016).

Estos resultados obtenidos con las mezclas indican que las respuestas a las
combinaciones de los plaguicidas no responden de manera aditiva para esta respuesta
fisioldgica. Aunque no se encuentra tanta literatura que reporte la explicacion de este
efecto para ambos compuestos, Bonifacio et al.,, 2020 y Bonifacio & Hued, 2019,
reportaron que la exposicion del poecilido Cnesterodon decemmaculatus a CPF (0.84
y 84 nL/L) y GF (0.2 y 2 mg/L) de forma individual o la mezcla de ambas
concentraciones bajas caus6 una potenciacion de las alteraciones nucleares a nivel
hepatico y actividad locomotora. En cambio, los autores también observaron un efecto
de antagonismo cuando se exponian a las combinaciones de concentraciones altas o
alternas.

Sin embargo, son necesarios mas estudios, incluso desde el punto de vista
transcriptémico para describir la respuesta de genes que puedan estar participando o
incluso, siendo regulados a la baja por la co-exposicion a diferencia de la exposicion
individual de los plaguicidas.

El consumo de oxigeno en Danio rerio también se realiz6 para la presentacion
comercial de los plaguicidas. Se ha reportado que la formulacion comercial de los
plaguicidas tiende a ser mas toxica que el compuesto activo, debido a los ingredientes
gue se emplean para hacer la sustancia mas soluble y funcional (Puglis & Boone,
2011). Con respecto a esta respuesta fisioldgica se obtuvo una tendencia similar
respecto al plaguicida de grado técnico, aunque el mayor aumento significativo fue en
los grupos expuestos individualmente, que es posible que se deba a los tensoactivos
0 impurezas propias en las formulaciones, que producen una mayor toxicidad en
comparacién a los compuestos puros (Folmar et al., 1979). Para los grupos co-
expuestos, nuevamente se observé un efecto antagénico por la combinacion de ambos

plaguicidas.

4.3. La exposicion a plaguicidas de grado técnico y presentacion comercial
modifica la excrecion de amonio.

El metabolismo de Xbs ademas de facilitar su eliminacion también pretende mantener

la homeostasis de los organismos expuestos a estos. En los peces teledsteos, como

es el caso del pez cebra, el principal érgano de excrecion de sustancias téxicas y de

productos de desechos como el amonio son las branquias (Menke et al.,, 2011),
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encargadas ademas de la oxigenacion de la sangre, el equilibrio acido-base y la
osmorregulacion (Bucking et al., 2013). En las branquias, se encuentran las proteinas
Rhesus (Rh) y la enzima Na*/K*-ATPasa, encargadas de aumentar la permeabilidad
de la membrana plasmatica para la salida del amonio, a partir de difusion pasiva y/o
transporte facilitado. Las glicoproteinas son reconocidas como transportadores
especificos de NHs, y se conocen como: la glicoproteina Rh B (Rhbg) y la glicoproteina
Rh C (Rhcg). Se ha validado por un analisis de expresion funcional que estas proteinas
son prevalentes en mamiferos, peces y algunos invertebrados (nematodos,
artropodos), necesarias para llevar a cabo la detoxificacion de NH3z (Williamson et al.,
2024). Se ha planteado que la eliminacion de cualquiera de las proteinas Rh o una
afectacion en la enzima Na*/K*-ATPasa, puede afectar significativamente la excrecion
de amonio, lo que sugiere que, sin la presencia de estas, la excrecion de amoniaco se
veria afectada (Braun et al., 2009).

En peces se ha planteado, que Rhcg se une y desprotona a NH4*, a partir de esto NH3
es trasportado a través de la membrana basolateral por Rhcg y Rhbg y excretado a
través de la membrana plasmatica apical por Rhcg. Este mecanismo es facilitado por
la excrecién de COz en la superficie apical de las branquias a través del intercambio
de la H*-ATPasa y el antiporte de Na*/H* (difusion facilitada), asi como a través de la
Na*/K*-ATPasa (transporte activo) en la superficie basolateral (Wright & Wood, 2009).
Se ha reportado que el potencial nocivo de un plaguicida puede provocar alteraciones
metabdlicas que modifiquen la excrecién de productos nitrogenados en el organismo
(Newman, 2015). De ahi, que esto podria explicar los resultados obtenidos en la
excrecion nitrogenada para la exposicion a grado técnico.

Si bien no se encuentran reportes en la literatura donde se analice el efecto de estos
plaguicidas sobre los transportadores Rh, si se ha reportado que el CPF a
concentraciones de 4 y 8 ug/L en peces Thalassoma pavo por 48 y 96 h produce
alteraciones morfolégicas y ultraestructurales en sus branquias como proliferacion
intensa del epitelio y adelgazamiento del tejido, ademas de que el CPF modulé la
expresion de Na + /K + -ATPasa (Macirella et al., 2020a). Este efecto, también ha sido
demostrado en otros modelos de peces (Carassius auratus) por exposicion a CPF
(Macirella et al., 2020b) y para otros plaguicidas organofosforados como tebuconazol
(Macirella et al., 2019) y propiconazol (Li et al., 2020). De igual forma Fuhrer et al.,

2012, observaron un aumento de la excrecion nitrogenada en mejillones Aulacomya
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ater para concentraciones de 0.8 y 1.6 pug/L de CPF, el cual ellos asociaron con un
aumento en el uso de proteinas como sustrato durante el metabolismo oxidativo.

Por otra parte, también se ha reportado que el GF produce una inhibicion de la
actividad de Na* /K *-ATPasa en carpa comun (Cyprinus carpio) a concentraciones de
52.08 y 104.15 mg/L después de 1, 3 y 7 dias de tratamiento, ademéas de provocar
EsOx, apoptosis y la promocion de citocinas pro-inflamatorias en las branquias de los
peces (Ma et al., 2019).

Ademas, se observo infiltracion celular e inflamacion del filamento en las branquias en
Clarias gariepinus expuestas a concentraciones de GF de 19, 42, 94, 207 y 455 mg/L
durante 96 h de exposicion (Ayoola, 2008).

Los resultados obtenidos para la presentacion comercial demostraron nuevamente las
diferencias entre las presentaciones de los plaguicidas. La disminucién de la excrecion
para ambos grupos expuestos a CPF, se asocié con un menor metabolismo del
alimento, esto debido a que dichos peces, durante la exposicion, comieron menos
alimento. Si bien esta asociacion se registr6 de forma observacional durante el
bioensayo, y deberia demostrarse experimentalmente, creemos que podria deberse al
propio efecto de este insecticida como alquilfosfato, que entre los efectos que produce
se encuentran disminucién del apetito y depresion. Tal es el caso de un estudio
realizado por EI-Bouhy et al., 2018 donde expusieron a tilapia (Oreochromis niloticus)
a concentraciones de 1.32 y 2.64 ug/L de CPF (Chlorzane) por 8 semanas y
observaron una pérdida del apetito durante la exposicién, a pesar de que nho
presentaban signos clinicos de intoxicacion al plaguicida. Por otra parte, el GF, al ser
un plaguicida hidrosoluble se elimina relativamente rapido del organismo (48 h), sin
tendencia a bioacumularse (ATSDR, 2020), ademas de que se ha reportado que puede
inhibir a la enzima glutamina sintetasa, que cataliza la formacién de glutamina a partir
de amoniaco y acido glutdmico. Especificamente la inhibicion de la isoforma hepatica
conlleva a la acumulacion de NHs en la sangre (Butterworth, 2019; Stalikas & Konidari,
2001), lo cual, podria explicar el incremento significativo en la excrecién de NHs que
observamos en el grupo expuesto a la dosis mayor de GF y para tres de las mezclas.
Esto debido a que el NHz es un metabolito toxico, y su exceso desencadena el
funcionamiento de los sistemas de desintoxicacion o utilizacion, principalmente
mediante la formacion de sustancias nitrogenadas menos téxicas (Begum, 2004).

Los estudios que existen hasta el momento indican que el movimiento de desechos

nitrogenados a través de los tejidos de los teledsteos como el pez cebra, es mas
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complicado de lo que se plantea, la gran mayoria de las investigaciones son
correlativas y en estudios in vitro, de ahi que mayor cantidad de estudios sobre la
toxicocinética y toxicodinamica de este tipo de exposicidon son necesarios para lograr

un mayor entendimiento de estos resultados.

4.4. La exposicion a los plaguicidas de grado técnico provoca retenciéon de
liguido en los peces y la presentacion comercial disminuye la cantidad de

agua corporal

El agua corporal es el liquido que supone el porciento mayoritario en el peso total y
composiciébn de un organismo. Su cuantificacion permite conocer las relaciones
cuantitativas entre los componentes corporales y cambios en los mismos provocados
por diferentes factores, como la exposicion a xenobioticos (Kaushik et al., 2011).

En nuestro estudio, dos de los grupos co-expuestos al grado técnico de los plaguicidas,
presentaron un aumento en la cantidad de agua corporal, indicativo de que estas
mezclas pueden estar provocando una retencién de liquido en estos organismos. Si
bien este efecto ha sido relacionado con alteraciones hormonales, en algunos casos
se ha especulado que puede deberse a procesos de inflamacién o afecciones
cardiacas y renales (Macedo & Mehta, 2010).

En el caso de los peces, al ser las branquias el principal érgano encargado de la
excrecion, se cree que este efecto observado, podria estar relacionado con la
excrecion nitrogenada en estos grupos expuestos. Recordemos que especificamente
el grupo expuesto a 0.3 pg/L CPF + 1000 ug/L GF, present6 una disminucién de la
excrecion, fendmeno asociado a la osmorregulacion (regulacion de agua y el equilibrio
de iones dentro de los fluidos corporales) en los organismos acuaticos. Es decir, a
pesar de que la excrecion nitrogenada es conocida como el proceso para la liberacién
de desechos toxicos del organismo, también se encuentra vinculado con el
mantenimiento de las concentraciones de componentes de fluidos corporales (Na*, K*
y CI) en niveles apropiados para llevar a cabo actividades metabdlicas (Marshall,
2002). Es por ello, que, al disminuir la excrecion de estos peces, podria estar indicando
una afectacion en el equilibrio hidrico de los peces. Como se mencioné anteriormente,
la exposicion a ambos plaguicidas (CPF y GF) se ha relacionado con dafio a las
branquias, uno de los 6érganos principales en la regulacion de la concentracion

osmotica y excrecion en peces adultos.
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Por otra parte, dos de los grupos de exposicidbn a los plaguicidas presentacion
comercial, presentaron disminucion significativa en el porciento de agua corporal,
especificamente aquellos expuestos a ambas dosis de CPF. Si bien las dosis de
exposicion a las que se han reportado signos clinicos relacionados con la inhibicién de
la enzima AChE en personas expuestas a CPF y algunos estudios en animales son
del orden de miligramos y gramos, muy por encima a las dosis que empleamos en
nuestro estudio, no descartamos la posibilidad de que la disminucién significativa del
agua corporal observada en nuestros resultados se deba a un cierto grado de inhibicion
de esta enzima como consecuencia de la unién del CPF a sus sitios cataliticos.

Esto concuerda con algunos reportes pioneros en el tema, encontrados en la literatura,
donde toros expuestos por via topica a CPF por unica exposicion (1 h) mostraron
extrema deshidratacion y pérdida de peso, lo que los autores relacionaron con un cierto
grado de inhibicion de la acetilcolinesterasa, aun cuando los animales no tuvieron
signos clinicos de intoxicacion (Lein et al., 1982). Esta suposicion se confirmd con el
ensayo realizado para la determinacion de la actividad enzimatica de AChE, donde se
pudo observar una disminucién en la actividad de dicha enzima. Aunque para el grupo
expuesto a 0.3 pg/L de CPF no se observaron diferencias significativas, si tuvo una
tendencia a la baja. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que
peces cebra adultos han mostrado hasta un 70% de inhibicion de AChE en
concentraciones de exposicion de CPF de 0.1 y 35 pg/L (Tilton et al., 2011), lo que
puede deberse a que el CPF es un compuesto de alquilfosfato que puede inhibir
directamente la funcién de la AChE mediante la fosforilacién del residuo de serina en

el dominio activo de la enzima (Kasteel et al., 2020).

4.5. Laexposicion a glifosato anula el efecto inhibitorio del CPF sobre la AChE
en los peces
La inhibicién de la AChE es de los efectos mas conocidos que se reportan cuando
existe exposicion a organofosforados. Esta inactivacion de la AChE produce la
liberacion descontrolada de acetilcolina que impide la conduccion nerviosa, y provoca
sintomas agudos como visién borrosa, salivacién, vomitos, confusion, pérdida de
conciencia y dificultad respiratoria (Perry et al., 2020). Si bien no se encuentran
reportes en la literatura, de que la exposicion individual a GF, aumente la actividad de
la AChE, si se ha reportado la ausencia de inhibicion o aumento de la actividad de la
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enzima en grupos co-expuestos a CPF y GF, que sugieren una interaccion entre
ambos compuestos, comportamiento que se observé en una de las mezclas para el
grado técnico y también en la presentacion comercial. Osten et al., 2005 y Bonifacio et
al., 2016 si bien no concluyen la explicacion de dicho efecto, si han reportado que el
GF es capaz de suprimir la actividad inhibitoria del CPF sobre la AChE desde los
primeros dias de exposicion. Especificamente en estos estudios se expusieron
Gambusia yucatana a 0.006 y 0.1 mg/L de CPF y 9.4 a 150 mg/L de GF durante 96 h
y Cnesterodon decemmaculatus a 0.00084 y 0.0084 uL/L de CPFy 0.2 y 2 mg/L de
GF durante 42 dias, respectivamente. Lo anterior demuestra que este efecto parece
depender de la combinaciones entre ambos plaguicidas, especificamente para
concentraciones muy bajas del CPF.

Como parte del resto de los resultados de la presentacién comercial, se mencioné
anteriormente, que el grupo expuesto a 5 ug/L CPF presenté una disminucién de la
enzima, la cual se atribuy6 al propio efecto del CPF como alquilfosfato (Kasteel et al.,
2020), efecto que se mantuvo en uno de los grupos expuestos a concentraciones
aleatorias de 5 pg/L CPF +500 pg/L GF.

4.6. La exposicion a CPF y glifosato, grado técnico y presentacion comercial
induce dano oxidante en el higado del pez cebra

Nuestros resultados mostraron que los plaguicidas tanto grado técnico como
presentacion comerciales producen dafio oxidante en el pez cebra, evidenciado por
alteraciones en los niveles de MDA, POAPs, GST, GGT y PON-1 en el higado del pez
cebra. A continuacion, se discute la importancia de cada uno de estos biomarcadores
y su relacion con la exposicion a plaguicidas.

Los POAPs son productos proteicos reticulantes que se forman durante el EsOXx
mediante la reaccibn de proteinas plasmaticas con oxidantes clorados. Su
acumulacion ha sido considerada un factor de riesgo para el desarrollo de ECV y
renales, debido a la alteracion del equilibro redox por el aumento de ROS y el ambiente
inflamatorio que puede desarrollarse, capaz de intensificar las alteraciones
metabdlicas (Hou & Liu, 2014).

Los resultados obtenidos para el grado técnico evidenciaron que la mayor
concentracion de CPF en los peces expuestos individualmente, produce una

acumulacion de POAPs, que podria deberse a que, al ser la dosis mas alta del
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plaguicida, es donde mayor dafio oxidante se produce. Los niveles elevados de POAPs
se han relacionado con patologias como aterosclerosis, diabetes mellitus y nefropatias
(Cao et al., 2014). Asimismo, el dafio a las proteinas por ROS produce carbonilos y
modificaciones de aminoéacidos, como resultado del dafio directo de los radicales libres
a varios grupos amino como lisina, arginina, prolina y treonina. Esto también puede
conducir a la disfuncién de canales de membrana e inactivacion de enzimas (Strobel
etal., 2011). Gupta et al., 2010 estudiaron el papel de las ROS en la induccion de dafio
al ADN y apoptosis por exposicion a CPF en concentraciones de 0.015, 0.15, 1.5y 15
pg/L en Drosophila Melanogaster, donde pudieron establecer que a concentraciones
de 1.5 y 15 pg/L existia una correlacion positiva entre la generacion de ROS vy el
contenido de carbonilos proteicos, indicativo de dafio a las proteinas celular en dichos
organismos expuestos.

Por otra parte, la disminucion observada de los POAPs para la menor concentracion
de GF, no es significativo de un efecto protector, sino que a esa concentracion
posiblemente se activan de forma mas répida y eficiente de los mecanismo de
recambio y degradacion de las proteinas (Fan et al., 2011), es decir, un reclutamiento
de los mecanismos compensatorios a la respuesta antioxidante.

El aumento observado de POAPSs para las dos concentraciones altas de los plaguicidas
en la presentacion comercial, como se mencioné anteriormente para el grado técnico,
puede deberse a un mayor dafio oxidante producido a las células por las altas
concentraciones (Gupta et al., 2010). Esto podria ser un indicativo de una afectacién
a las enzimas de defensa antioxidante, e incluso de los sistemas de degradacion de
las proteinas oxidadas que no son capaces de eliminarlas, ya sea por su exceso 0
deterioro del propio proteasoma (Daggett, 1987), provocando su aumento en la célula.
No se descarta la posibilidad de que la formulacién de ambos plaguicidas pueda estar
influyendo en dicho efecto. Para las mezclas de CPF y GF, se obtuvo un efecto
contrario, observando de igual manera un efecto de antagonismo con respecto a las
exposiciones individuales, que podria deberse a la activaciéon mas eficiente de los

mecanismos tiempo-accion mencionados anteriormente para el grado técnico.

El MDA se ha utilizado durante muchos afios como biomarcador de la peroxidaciéon
lipidica de los acidos grasos, para determinar el EsOx en situaciones clinicas. En
condiciones de estrés, el MDA tiene una alta capacidad de reaccion con multiples

biomoléculas como proteinas o ADN, de ahi que su produccion excesiva se ha
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asociado con enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y el cancer (Ayala
et al., 2014). El aumento en el contenido de MDA se ha asociado con una mayor tasa
de produccién y ataque de ROS a moléculas celulares como lipidos y proteinas de
membrana, lo que produce a su vez la inestabilidad de la membrana e induce
peroxidacion lipidica (Zhang et al., 2013). Esta explicacion podria atribuirse al efecto
observado en los higados de los peces expuestos a la mayor concentracion de GF
tanto para el grado técnico y la presentacién comercial. Esto debido a que el EsOx es
uno de los mecanismos téxicos donde se ha demostrado que la exposicion a altas
concentraciones de GF induce la sobre produccion de ROS, ya sea en un modelo de
rata (135 mg/Kg de GF por 14 dias) (El-Shenawy, 2009), o en modelo de Danio rerio
(1000 pg/ L de GF por 4 horas) (Lanzarin et al., 2021).

Por otra parte, la disminucion significativa de MDA en los otros grupos expuestos
podria deberse a una menor generacion de productos oxidativos como consecuencia
de una mayor accién antioxidante sobre las ROS. Este planteamiento no ha sido
completamente demostrado, sin embargo, estudios han reportado correlaciones
significativas entre el aumento de las defensas antioxidantes y los niveles bajos de
MDA en organismos acuéticos expuestos a contaminantes (Ferreira et al., 2019; Silva
et al., 2018).

Tal es el caso, de Ferreira et al., 2019, que reportaron este comportamiento en ostras
expuestas a metales (Al, Cd y Zn) durante 45 dias, resultado que explican por una
reduccion del EsOx debido a un aumento de la actividad de la catalasa. Ademas, Silva
et al., 2018, realizaron exposicion en peces macho adultos de tilapia de Nilo expuestos
a parabenos durante 48 horas y observaron disminucién en los niveles de MDA, que
se debid al aumento de las defensas antioxidantes (superéxido dismutasa y glutation

peroxidasa), inhibiendo la peroxidacion lipidica.

La GGT es una enzima hepética, empleada habitualmente en la clinica como marcador
para la comprensién de las funciones fisiolégicas e indicar lesién hepatica. Su funcién
principal es el catabolismo extracelular del glutation, que desempefia un papel
relevante en la proteccion de las células contra los oxidantes producidos durante el
metabolismo (Kunutsor, 2016). Los resultados de este estudio mostraron una
disminucién significativa de la actividad de la enzima en los peces expuestos tanto
para los grupos de grado técnico como presentacion comercial. Si bien los reportes de
GGT en la literatura por lo general estan asociados con niveles altos de su actividad,
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relacionados directamente con un dafio hepéatico, una disminucion significativa de GGT
podria ser indicativo también de alteraciones hepaticas o gastrointestinales (Mufioz et
al., 1988). Esto debido a que dicha enzima participa en los procesos de detoxificacion
y respuestas antioxidante ligado al substrato glutation, a partir de la transferencia de
la fraccion gamma-glutamil del substrato a un Xb para hacerlo més soluble y depurarlo
(Rojas et al., 2000). Esta disminucion, podria estarse produciendo por tres posibles
razones: inhibicion en la biosintesis de la enzima, como reportaron (Cattani et al.,
2014), al exponer a ratas Wistar hembras a 1000 mg/Kg/d de GF desde el dia 5 de
gestacion hasta el dia 15 de lactancia.

Banaee et al., 2019 y Cattani et al., 2017 plantearon, ademas, que podria deberse a
una disminucion en los niveles de GSH, por lo que, al no existir la cantidad suficiente
de substrato, la enzima no esta llevando a cabo correctamente su funcién, lo cual
observaron a partir de la exposicion de Cyprinus carpio a 100 mg/L CdClz por 30 dias
y ratas Wistar hembras a 70 mg/Kg/dia de GF desde el dia 5 de gestacion hasta el dia
15 de lactancia, respectivamente.

Por ultimo, también puede estar indicando un dafio en la membrana de los hepatocitos
producto de procesos inflamatorios generados durante la biotransformacion de los
plaguicidas. Esto debido a que al ser GGT una enzima integral de membrana, no puede
llevar a cabo su funcién si existen por ejemplo alteraciones en la asimetria de la
membrana celular, fundamental en propiedades estructurales como el grosor, el
empaquetamiento lipidico, la elasticidad o la fluidez (Sefteland & Olsvik, 2022).
Sgfteland & Olsvik, 2022 mostraron que la exposicion a GF en concentraciones de
8.45 mg/L a 84.5 mg/L durante 48 h producia alteraciéon en la fluidez de la membrana
celular, al afectar la actividad de las fosfolipasas y lisofosfolipidos en un co-cultivo de
hepatocitos y células de rifién de salmoén del Atlantico. Al igual, Uzun & Kalender, 2013
realizaron un estudio donde se expusieron a ratas Wistar macho a 5.4 mg/kg de CPF
durante 28 dias, y pudieron observar alteracién en la permeabilidad de la membrana
de los hepatocitos, al detectar la presencia de enzimas citosélicas como lactato

deshidrogenasa y alanina aminotransferasa en torrente sanguineo.

La GST es una enzima metabdlica de fase Il que participa en la detoxificacion de
contaminantes incluidos los plaguicidas, a partir de catalizar la unién de grupos
electrofilos de los Xbs con grupos sulfidrilos de GSH y aumentar su hidrofobicidad para

gue puedan ser excretados de los organismos (Kaplowitz, 1980). También se
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considera que puede inhibir la lipoxidacion, de ahi que es considerada una enzima que
hace frente al EsOx (Tao et al., 2013). Un aumento en la actividad de la enzima podria
ser indicativo de su respuesta antioxidante para desempefiar la funcion de eliminar los
excesos de ROS y MDA o bien de los proceso de detoxificacion a partir de la
conjugacion de GSH (Mekonnen et al., 2019; Zager & Johnson, 2022). Esto podria
explicar el aumento observado en dos de los grupos expuestos al grado técnico de los
plaguicidas.

Tal y como reportaron Fadhlaoui & Lavoie, 2021 que al exponer a caracoles Lymnaea
a 200 pg/L de GF durante 21 dias, se observé un aumento en la actividad de GST,
que atribuyeron a la desintoxicacion y conjugacion con GSH para una mayor
solubilidad del compuesto y facilitar su excrecion. Por otra parte, Damiens et al., 2004
y Mekonnen et al., 2019 también plantearon que compuestos lipofilicos como malation
y CPF pueden aumentar la actividad de GST como parte de este proceso de
detoxificacion, o bien para hacer frente a procesos de EsOx en el organismo y
contrarrestar el dafio inducido por las ROS, aun cuando no se observe un aumento de
MDA, indicativo de un produccion de radicales libres con inmediata eliminacién, sin
presentar consecuencias fisiologicas.

Con respecto a la disminucion observada en dos de los grupos del grado técnico,
podria deberse a dos posibles hipétesis: los mecanismos compensatorios tiempo -
accion frente al impacto del EsOx (Fan et al., 2011) o agotamiento del GSH (Cattani et
al., 2017). En el primer caso, debido a que la respuesta antioxidante se induce de
forma mas rapida para esas concentraciones, tal y como plantearon Zhang et al., 2023
en su estudio realizado en carpa comun (Cyprinus carpio) expuesta individualmente y
en mezcla a 25 pg/L CPF y 3,5 mg/L GF. Con respecto al agotamiento de GSH, es
indicativo que la enzima no cuenta con suficiente substrato para convertir y llevar a
cabo la detoxificacién, recordando que en ambos grupos también se ve afectada la
actividad de GGT, enzima de detoxificacion que emplea GSH como substrato. Este
agotamiento en el contenido de GSH, se ha relacionado con la generacion de ROS en
organismos expuestos a Xbs, tal como reportaron Villaverde et al., 2004 en su estudio
in vitro, donde observaron que la exposicion a talio provocaba una disminucion de GSH
a partir del aumento de ROS, desencadenando la inhibicién de enzimas dependiente
del glutation como glutation reductasa o glutation peroxidasa.

El comportamiento observado en la presentacion comercial (aumento de la actividad

de GST), muy posiblemente puede deberse como respuesta antioxidante de la enzima

69



frente al estrés que pueden estar produciendo las mayores concentraciones de los
plaguicidas y su mezcla. Ademas, gran parte de este estrés se produce durante la
biotransformacion de dichos compuestos, que ya se conoce que GST cataliza la
conjugacion de plaguicidas como el CPF y varios productos de la biotransformacion de
fase | con GSH, provocando un aumento de su actividad (Mekonnen et al., 2019). Es
importante mencionar que este efecto solo se observo para la presentacion comercial,
por lo que podria estar influido por la pureza del reactivo. Tal es el caso de estudios
realizados como, por ejemplo, Duarte-Restrepo et al., 2020 en crustaceo Litopenaeus
vannamei expuesto por cuatro dias a 1.3 ug/L de CPF (Lorsban), asi como por Santos
et al., 2018 en peces jundiara expuestos a 0.37 mg/L de GF (Roundup) durante 96 h 'y
Bianchini & Monserrat, 2007 en cangregos Chasmagnathus granulatus expuesto a 0.05
mg/kg/dia de metil-paration (Folidol 600) por tres dias. Con respecto, al aumento
obtenido para la mezcla de ambas concentraciones es indicativo de una magnificacion

de los efectos por la union de ambas concentraciones de los plaguicidas individuales.

La PON-1 es una esterasa asociada a la HDL, que desempefia un papel en varias
enfermedades, incluidas la diabetes mellitus y la aterosclerosis. Su baja actividad se
ha asociado con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares (Shunmoogam et al.,
2018).

La disminucién de la actividad de la enzima PON-1 en higado debido a la exposicién
a los plaguicidas, pero fundamentalmente a CPF, puede producir una acumulacion de
los metabolitos téxicos de los plaguicidas como el CPF-ox6n, aumentando las
posibilidades de efectos nocivos en el organismo (Sogorb et al., 2014).

Como ya se conoce, el EsOx juega un papel fundamental en la toxicidad de los
compuestos organofosforados a través de la formacion de ROS durante su
metabolismo, que resulta en el desarrollo de reacciones inflamatorias (Fortunato et al.,
2006). Algunos estudios han reportado que estas situaciones de estrés en condiciones
inflamatorias participan en la regulacién negativa del gen PONL1 (Lee et al., 2007; Ray
et al., 2010). Van Lenten et al., 2001 demostraron que los fosfolipidos oxidados que se
encuentran en las LDL ligeramente oxidados alteran la expresion de dicho gen a partir
de la citocina inflamatoria IL-6.

Aunque aun no son claros los mecanismos por los cuales los compuestos
organofosforados son capaces de regular el gen PON1. Medina-Diaz et al., 2017 y
Shih et al., 2006, plantearon tres posibles mecanismos que podrian estar involucrados
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en esta regulacion transcripcional negativa. Como es la modulacion del promotor
PONZ1 por citocinas proinflamatorias (IL-6) liberadas durante la biotransformacion de
los compuestos organofosforados, otro posible mecanismo es la modulacién por
citoquinas, que disminuye la expresion del gen PPAR-O (receptor que regula
positivamente la expresion de genes antioxidantes, como la superéxido dismutasa y
catalasa), desencadenando la disminuciobn de la sintesis de HDL y, como
consecuencia, la expresion del gen PONL1; y por altimo la represion de la expresion
génica por FGFR4 hepatico mediante la proteina heterodimero pequefio (SHP), que
ejerce su actividad sobre el factor de transcripcién alfa nuclear hepéatico (HNF-a),
presente en el promotor PON-1. Estas hipétesis fueron planteadas después de una
exposicidon en células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) a metilparation y
CPF (2,4, 6,and 8 uM) por 24, 48, and 72 h y observar una disminucion en los niveles
de ARNm y de la actividad de la enzima PON-1 (Medina-Diaz et al., 2017).

Nuestros resultados muestran que las respuestas y mecanismos adaptativos frente al
EsOx de los peces dependen de las concentraciones y las mezclas, la pureza del

contaminante, el tiempo de exposicion y el modelo de exposicion.

4.7. La exposicion a plaguicidas de grado técnico y presentaciéon comercial
modifican los niveles proteicos de AT1R, AT2R y PPAR-a

El AT1IR y AT2R son dos subtipos de receptores de Ang acoplados a proteinas G que
median las acciones de la Ang Il, principal regulador que controla la presion arterial.
Se ha considerado que presentan efectos opuestos en el sistema cardiovascular,
mientras el AT1R se ha relacionado con la vasoconstriccion, retencion de sodio,
proliferacion celular y procesos pro-inflamatorios, AT2R se ha vinculado con la
regeneracion y reparacion de tejidos, la vasodilatacion y anti-proliferacion (Kaschina &
Unger, 2003). Se conoce que la sobreactivacion del eje Ang II-AT1R en el corazén
causa hipertrofia cardiaca y otros dafios cardiovasculares, debido a que la morfologia
cardiaca exhibe una hipertrofia masiva y las estructuras de las auriculas y los
ventriculos se vuelven significativamente mas grandes (Lu et al., 2015).

Al analizar el aumento de AT1R en los grupos expuestos tanto al grado técnico como
presentacion comercial, podemos sugerir que esta sobrexpresion del AT1R, puede
deberse a una mayor generacion de ROS mediante la activacion de la NAD(P)H

oxidasa, que es la principal fuente de produccion de Oz en las células vasculares
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(Zalba et al., 2001). Esto promueve un ambiente oxidante, inflamatorio y profibrético y
a su vez un incremento en los niveles de ROS y del receptor AT1R (Kranzhofer et al.,
1999). Esta hiperactividad del receptor puede afectar la funcién de 6rganos y tejidos
periféricos (Forrester et al., 2018), de la hipertension arterial y de procesos
profibréticos, proinflamatorios y proliferativos a nivel vascular, cardiaco y renal (Miller
& Arnold, 2019a; Paz Ocaranza et al., 2020).

Por otra parte, el aumento en los niveles proteicos de AT2R observado en los grupos
expuestos, podria estar indicando un efecto compensatorio que intenta contrarrestar
los efectos debido a la sobreactivacién de AT1R (Kaschina & Unger, 2003). Si bien los
niveles del AT2R en etapa adulta son bajos en condiciones fisioldgicas, su expresion
puede aumentar en situaciones patoldgicas como la obesidad, la inflamacion, la
hipertension arterial o dafio vascular (Steckelings et al., 2010), a través de la sintesis
de NO, induciendo asi efectos vasodilatadores, antifibroticos y antiinflamatorios que
contrarrestan, en parte, los efectos mediados por la activacion del AT1R (Miura et al.,
2010). Este efecto fue demostrado en ratas Zucker macho obesas donde al
estimularlas farmacologicamente al AT2R se mejoré su respuesta diurética por un
aumento de NO, efecto que los autores relacionaron con un incremento en la actividad
del eje ECA-2/Ang (1-7)/Receptor Mas y una reduccién del eje ECA/ ATIR,
observando un descenso de la presion arterial y una sobreexpresion del AT2R (Hakam
& Hussain, 2005).

Las disminuciones significativas observadas en los niveles proteicos de los receptores
AT1 y AT2 en los grupos co-expuestos al grado técnico de los plaguicidas y la
presentacion comercial podrian estar indicando una desensibilizacion de los
receptores (Forrester et al., 2018; Turu et al., 2019). Este efecto se ha demostrado
para periodos prolongados donde han existido niveles elevados de Ang-ll, que
producen una disminucion en la intensidad de su respuesta; sin embargo, creemos
gue podria ser indicativo de que la exposicién aguda por 5 dias a las mezclas de los
plaguicidas constituye tiempo suficiente para desencadenar dicha respuesta.

Los estudios experimentales hasta el momento, que involucran ambos receptores (AT1
y AT2), han sido realizados en modelos mamiferos expuestos a contaminantes
atmosféricos (material particulado) o en relacion con enfermedades como la
hipertension, Covid-19 y Parkinson, sin embargo, no se ha explorado si la exposicion
a plaguicidas afecta ambos componentes del SRA, ya sea en modelos de roedores o
en Danio rerio. Se ha reportado, ademas, que la exposicion a plaguicidas
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organofosforados puede desencadenar la remodelacion tisular en el tejido cardiaco.
Por ejemplo, los musculos cardiacos de ratas hembra expuestas a 8, 10, 12y 20 mg/kg
de PC de diazinon presentaron grandes areas de fibras musculares degeneradas con
pérdida de estrias transversales (Abdou & ElI Mazoudy, 2010). En otro estudio, ratas
albinas macho expuestas a CPF a dosis de 6.75 mg/kg de PC manifestaron
degeneracion en las fibras miocardicas con vacuolizacion citoplasmatica y separacion
de miofibrillas cardiacas (Wakf et al., 2018). Zafiropoulos et al., 2014 reportaron que la
exposicion a niveles bajos de CPF (8.7 mg/ Kg/d) desencadend fibrosis, infiltracion
hemorrégica de tejidos miocardicos y degeneracion de células musculares en conejas
neozelandesas.

Cuando los mecanismos adaptativos de supervivencia cardiaca no pueden mantener
la homeostasis celular, la alteracién del metabolismo energético y la funcion contractil,
debido a factores desencadenantes de estrés como hipertension, arritmias y
enfermedades valvulares, el corazén adulto responde mediante una remodelacién
parcial o completa del programa genético cardiaco del estado adulto al fetal (Rajabi et
al., 2007). Dentro de los genes que se ven afectados en este proceso, se encuentra
PPAR-a.

La disminucion de PPAR-a, obtenida en los grupos co-expuestos podria estar
indicando un proceso de reprogramacion cardiaca (Rajabi et al., 2007). Se ha
reportado la disminucién de este receptor en estado adulto se asocia directamente con
un proceso remodelacion del miocardio, donde el corazén ha vuelto a un estado fetal
donde se requiere una mayor resistencia y por lo tanto cambios en el metabolismo. Se
ha reportado que la activacién de PPAR-a tiene un efecto directo sobre el corazén que
inhibe la inflamacién cardiaca, la deposicion de colageno y reduce el EsOx en la
hipertension inducida por Ang-ll (Sher, 2006) a partir de la estimulacion de la sintesis
de eNOS, que conlleva al aumento NO que sugiere un efecto vasoprotector (Han et
al., 2005).

Por otro lado, el aumento de PPAR-a obtenido para el grupo expuesto a la menor
concentracion de GF para el grado técnico, también constituye un factor de riesgo para
el corazon, puesto que su aumento es indicativo de una acumulacion de lipidos
intramiocardicos, fenbmeno que ocurre en pacientes con diabetes y obesidad ya que
participa en la expresion de genes implicados en el metabolismo de los lipidos, incluida

la absorcion y oxidacion de acidos grasos (Hamblin et al., 2009)
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Ademas, el incremento observado en PPAR-a, corresponde también a la
sobreactivacion de AT1R, y se ha planteado que una sobreexpresion de este receptor
de angiotensina constituye un estimulo mucho mas fuerte en el proceso de
remodelacion cardiaca, incluso mas que la sobreproduccion de Ang-Il (Tadevosyan et
al., 2010), debido a que trae consigo un proceso fibrosis, hipertrofia e insuficiencia
cardiaca relacionado con una reprogramacion del miocardio.

En conjunto nuestros resultados demuestran modificaciones en las respuestas
fisiologicas del pez, con dafio oxidante hepético y alteraciones cardiotoxicas como
evidencia de la toxicidad por la exposicion a los plaguicidas CPF y GF, especificamente

en nuestro caso por la sustancia activa (grado técnico).
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5.

Conclusiones

Este estudio realizado en el modelo de pez cebra proporciona evidencia sobre los

efectos cardiotdxicos y de EsOx que produce la exposicidn a clorpirifos, glifosato y sus

mezclas en concentraciones ambientalmente relevantes.

1.

La exposicion por 5 dias a concentraciones de referencia a los plaguicidas CPF

y GF provoco alteraciones en respuestas fisiologicas del pez cebra:

e De forma individual los plaguicidas provocan un aumento del consumo de oxigeno

para ambas presentaciones de los plaguicidas. La combinacion de ambos plaguicidas

tiene un efecto antagdnico sobre el consumo de oxigeno.

e La presentacion comercial de GF provoc6 un aumento en la excrecion nitrogenada.

e Los grupos expuestos a la presentacion comercial de CPF de forma individual

presentaron una disminucién en la cantidad de agua corporal, mientras que dos

mezclas del grado técnico tuvieron un aumento del porcentaje de agua corporal.

2.

Los grupos expuestos a 5 ug/L de CPF y a 1000 pg/L de GF de forma individual
para ambas presentaciones de los plaguicidas aumentaron los niveles de
POAPs y MDA en higado, respectivamente.

La exposicion a CPF y GF, individual y en combinacién tanto para la
presentacion comercial como el grado técnico, disminuyen la capacidad
antioxidante de la actividad enzimética de GGT y PON-1 en los peces a nivel
hepatico.

Las mayores concentraciones de los plaguicidas y su mezcla en la presentacion
comercial evidenciaron un aumento en la actividad enzimatica de GST, mientras
gue dicha mezcla para el grado técnico present6 una respuesta diferencial.

La exposicion individual y en combinacion a los plaguicidas de ambas
presentaciones afectaron los niveles proteicos de los receptores AT1 y AT2 en
los corazones de los peces, especialmente la combinacion de 5 ug/L de CPF
con 1000 ug/L de GF, que produjo una disminucion de los niveles proteicos de
ambos receptores.

La co-exposicion a la presentacion comercial de los plaguicidas indujo el
proceso de reprogramacion cardiaca a partir de la disminucién de los niveles

proteicos de PPAR-a.
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6. Perspectivas

Realizar la exposicion a los plaguicidas a partir del alimento y por un tiempo mas
prolongado (exposicion crénica) para una mayor representacion de la exposicion a
nivel poblacional.

Determinar los marcadores de EsOx en 6rganos como el corazén a partir de la
exposicion a los plaguicidas, para conocer si se esta produciendo un dafio oxidante
en el tejido y una afectacion de la capacidad antioxidante

Evaluar los niveles proteicos de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en
el corazon del pez cebra después de la exposicion a los plaguicidas, como enzima
fundamental en el SRA.

Evaluar el gen a-actina esquelética involucrada en el proceso de reprogramacion
génica cardiaca, a partir de la produccion de angiotensina.

Llevar a cabo un estudio transgeneracional para conocer si estos efectos
observados pueden producir afectaciones en futuras generaciones, a partir de
modificaciones epigenéticas.

Realizar un estudio de transcriptdmica para esclarecer los efectos observados en
los grupos expuestos donde se observo un efecto de antagonismo, y conocer que

genes pueden estar o incluso siendo regulados a la baja por la co-exposicion.
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