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ABSTRACT

Cypermethrin is a type 2 photosensitive liposoluble pyrethroid for agricultural and domestic use, has a half-life in
the ambient air for days, its metabolism in human liver generate a cyan group (CN), an alcohol fraction
(dimethylcyclopropanecarboxylic acid) (DCCA), and 3-acid phenoxybenzoic acid (3-PBA) with reactive oxygen
species (ROS) properties, there are scarce studies when is inhaled. The objective of this work was to evaluate the
structural changes and activation of allergic inflammatory response in lower airway components and alveoli
induced by inhaled exposure to low doses of cypermethrin. Rats were exposed during 7, 14 and 21 days by
inhalation, then were analyzed the serum levels of IgE by ELISA, performed H&E stain on lung tissue for analyze
the structural changes, through immunofluorescence were detected positive cellsto IL-4, IL-5 and IL-13, finally by
qPCR was quantified mRNA for IL-4, our results shows that cypermethrin induce a local and systemic allergic
inflammatory reaction in rats, specifically in lungs, induce the production and secretion of products of Th2 cells (IL-
4, IL-5, IL-13), eosinophils and, high serum levels of IgE, demonstrating like this, the cytotoxic effect of
cypermethrin at 7 and 14 days exposition.

KEYWORDS: Cypermethrin, inhaled toxicity, inflammatory reaction, IL-4, IL-5, IL-13, IgE.

INTRODUCTION

Cypermethrin is a type 2 photosensitive liposoluble pyrethroid for agricultural and domestic use, has a half-life in the
ambient air for days (Coté et al. 2014; Amweg, Weston, and Ureda 2005), is widely used in Mexico for control of
domestic and field pests (Gonzéalez-Arias et al. 2010). Due to its fat-solubility, it is easily absorbed dermally,
gastrointestinal and inhaled. Respiratory exposure requires that the particle size of the respirable fraction be 0.5 to 5 pm,
to reach the lowerairway and alveoli (Fernandez Tena and Casan Clara 2012). After systemic absorption, cypermethrin

is hydrolyzed in the liver by human carboxylesterase 1 (hCE-1), generating a cyan group (CN), an alcohol fraction

www.wjpsronline.com 263
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Figura 26. Microscopia 6ptica de pulmon de rata Wistar. Tincién
Eritrosina B (Benitez, 1987). Grupo control.
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Figura 27. Microscopia Optica de pulmén de rata Wistar. Tincion

Eritrosina B (Benitez, 1987). Grupo 7 dias de exposicion.
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Figura 28. Microscopia O6ptica de pulmén de rata Wistar. Tincion

Eritrosina B (Benitez, 1987). Grupo 14 dias de exposicion.

57

Figura 29. Microscopia Optica de pulmén de rata Wistar. Tincion

Eritrosina B (Benitez, 1987). Grupo 21 dias de exposicion.
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Figura 30. Prueba de Kruskall-Wallis para cuantificacion de eosinofilos
por campo (p < 0.0001).
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Figura 31. Concentracién de IgE en suero por ELISA. Prueba de
Kruskall-Wallis (p < 0.05)

59

Figura 32. Concentracion de cipermetrina en tejido pulmonar a los 0,
7, 14 y 21 dias de exposicion inhalada aumentando la concentracion

en tejido pulmonar (p < 0.001).

60




Acrénimos

ADN Acido desoxirribonucleico

CAS Compendios Quimicos

CFR Cddigo Federal de Regulaciones

CICOPLAFEST Comision Intersecretarial para el control del proceso y uso de plaguicidas,
fertilizantes y sustancias toxicas

CIPAC Consejo Analitico Colaborativo Internacional de Plaguicidas

DAMM Diametro aerodindmico medio de la masa

DLso Dosis letal 50

EINECS Lista Europea de Sustancias Quimicas Notificadas

EPA Agencia de Proteccion Ambiental

GABA Acido gamma aminobutirico

GC/MS Cromatografia de gases acoplada a masas

GHS Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion

IgA Inmunoglobulina A

IgE Inmunoglobulina E

IgG Inmunoglobulina G

IL Interleucina

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

IRAC Comité de Accion de Resistencia a Insecticidas

ISSEA Instituto de Servicios de Salud del Estado de Aguascalientes ISSEA
IUPAC Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada

NLM Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos

NOM Norma Oficial Mexicana NOM

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OSHA Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional

SEMARNAT Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales

TH2 Linfocitos T cooperadores tipo 2

TOXNET Red de Datos en Toxicologia

UKPID Centro de Servicio Nacional de Informacion sobre Venenos en el Reino Unido

URF Unidades de fluorescencia



RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CIPERMETRINA Y
SUS EFECTOS EN TEJIDO PULMONAR EN UN MODELO DE RATA
WISTAR

Resumen

Introduccidn. La cipermetrina es un piretroide considerado de baja toxicidad en mamiferos.
Se distribuye en México sin restricciones. Se han reportado efectos citotoxicos en érganos
y sistemas; existen pocos estudios de sus efectos en pulmoén por exposicion inhalada.

Objetivo. Determinar la concentracion de cipermetrina y sus efectos en tejido pulmonar en

un modelo de exposicion cronica inhalada en rata Wistar.

Metodologia. Estudio experimental en rata Wistar modelo de intoxicacion via inhalada tipo
cuerpo completo en 7, 14 y 21 dias. Se determinaron: hipersensibilidad clinica por escala
Li; inmunolocalizacion de IL-4, IL-5, IL-13 por microscopia confocal; cambios
histolopatolégicos por microscopia 6ptica; IgE por ELISA; y concentracion de cipermetrina
por cromatografia de gases (QUEChERS®). Analisis estadistico se realiz6 ANOVA de un

solo factor.

Resultados. En animales expuestos se presentaron: signos clinicos de hipersensibilidad,
cambio en la intensidad de fluorescencia de IL-4 en funcién al tiempo de exposicion (p <
0.0001), variaciones en intensidad de fluorescencia de IL-5 e IL-13 (p < 0.0001), incremento
del espesor del epitelio (p < 0.0001), aumento en la cuantificacion de eosindéfilos (p <
0.0001) e incremento en la concentracién sérica de IgE (p < 0.05). En la cromatografia de

gases, no se detecto cipermetrina en muestras de suero, pero si en pulmén (p <0.0001).

Discusién. En los grupos expuestos a cipermetrina, encontramos un patron de células en
tejido pulmonar que producen y secretan las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 y regulan la
produccion sistémica de IgE de respuesta inflamatoria tipo alergia que coincide con

deteccién de cipermetrina en tejido pulmonar.



Conclusién. La exposicion inhalada a cipermetrina produce dafo inflamatorio y expresion

de marcadores de respuesta inflamatoria tipo alergia en tejido pulmonar.

Palabras clave

Cipermetrina, inflamacioén respiratoria, intoxicacién via inhalada, IL-4, IL-5, IL-13, IgE.
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CYPERMETHRIN CONCENTRATION AND EFFECTS ON LUNG
TISSUE IN WISTAR RAT MODEL

Abstract

Introduction. Cypermethrin is a pesticide considered of low toxicity for mammals. It is
distributed without restrictions in Mexico. Cytotoxic effects in organs and systems have been
reported. There are few studies on cypermethrin effects in lung related to inhaled exposition.

Objective. Evaluate cypermethrin concentration and structural changes in lung tissue
induced by inhaled exposure to low doses of cypermethrin in Wistar rat.

Methods. Experimental study performed in Wistar rat, in a whole body inhaled intoxication
model at 7, 14 and 21 days. We evaluated: clincal hypersensitivity over Li scale; IL-4, IL-5
and IL-13 immunolocalization with confocal microscopy; histological examination with
optical microscopy; IgE cuantification with ELISA; and concentration of Cypermethrin in lung
tissue and serum with gas chromatography (QUEChERS®). Statistical analysis was one way
ANOVA.

Results. Hypersensitivity symptoms, IL-4 fluorescence intensity changes (p < 0.0001) IL-5
and IL-13 fluorescence intensity variations (p < 0.0001), changes in bronchiolar epithelium
diameter (p < 0.0001), eosinophils cuantification changes (p < 0.0001), rise in Serum IgE
concentration (p < 0.05). Gas cromatography did not report detection of Cypermetrhin in

serum samples and reported detection in lung tissue simples (p <0.0001).

Discussion. Within the groups exposed to inhaled Cypermethrin, we observed cells that
produce and secrete IL-4, IL-5 and IL-13 in lung tissue, resulting in the production of a
systemic allergy-like inflammatory response, that overlaps with the detection of

Cypermethrin in lung tissue.
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Conclusion. The inhaled exposure to Cypermetrhin produce inflammatory damage and

expression of inflammatory biomarkers linked to allergy in lung tissue.

Key words

Cypermethrin, respiratory inflammation, inhaled exposition, IL-4, IL-5, IL-13, IgE.
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Introduccién

El avance industrial va acompafado de varios productos quimicos sintéticos que pueden
disolverse y contaminar. La contaminacion ambiental es un fenédmeno multifacético y
complejo de origen parcialmente conocido o desconocido. En las Ultimas décadas, la
contaminacién ambiental se ha convertido en un problema central en todo el mundo, lo que
la convierte en una preocupacién fundamental para los eco toxicologos, bidlogos
ambientales, eco quimicos, patélogos e investigadores de otros campos. Debido a la rapida
expansion industrial y al continuo crecimiento de la poblacion humana, las consecuencias

de la contaminacién ambiental son peores que antes (Ullah et al., 2018).

Uno de los principales problemas en la produccion intensiva de productos agricolas para
satisfacer necesidades alimentarias, es el control de plagas y enfermedades de los cultivos.
En las actividades agricolas se utilizan quimicos con el objetivo de incrementar la
produccion. Otra actividad cotidiana la que se observa consumo de quimicos es el control
de plagas domésticas de fauna nociva: insectos rastreros, mosquitos y roedores, entre
otros. Lo anterior, genera residuos en las tierras de cultivo, suelo urbano y suelo residencial,
representando la via por la que los humanos pueden recibir exposicion a estos quimicos
gue conlleva implicaciones para la salud por la exposicion laboral, doméstica y a través de

los alimentos contaminados (Céte et al., 2014; Zhou, et al., 2018).

Los seres humanos y los animales terrestres estan continuamente expuestos a diferentes
tipos de plaguicidas a través de numerosas formas, como la exposiciébn ocupacional, la
exposicion residencial y el consumo de agua y alimentos contaminados por plaguicidas.
Los plaguicidas, que son sustancias o mezclas destinadas a controlar una plaga,
incluyendo: los vectores de enfermedades humanas y de animales, especies no deseadas
que causen perjuicio o que interfieran con la produccién agropecuaria y forestal, las plagas
gue causan dafio durante el almacenamiento o transporte de los alimentos u otros bienes
materiales, y las plagas que interfieran con el bienestar del hombre y de los animales (Ullah
et al., 2018).
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), por cada 100.000 casos de intoxicacion,
hay 18.2 intoxicaciones agudas por plaguicidas en trabajadores agricolas por afio, y
probablemente los casos subagudos son peores. Aunado a esto, existen dificultades para
documentar estos datos, y no se conocen todos los efectos de los plaguicidas (Cunha et
al., 2020).

Los plaguicidas se pueden clasificar de acuerdo con varios criterios: concentracion, familia
quimica, modo de accion, composicién quimica, organismos que controla, persistencia y
uso al que se destina. Dentro de la clasificacion por familia quimica encontramos los
piretroides que son plaguicidas de amplio uso agricola y doméstico en nuestro pais (Pérez-
Olvera et al., 2012).

Actualmente, entre los piretroides mas utilizados esta la cipermetrina. Se han reportado
efectos citotoxicos a nivel de los sistemas: nervioso, inmune, enddcrino,
musculoesquelético, reproductor y en érganos como higado vy rifion (Huang et al., 2016).
Adicionalmente, se han reportado efectos irritantes en vias respiratorias y piel (Veerappan
et al., 2010; Aman, et al., 2018).

La exposiciébn a la cipermetrina puede ser aguda o crénica. Las principales vias de
exposicion son dérmica, oral e inhalatoria, siendo las dos primeras las mas documentadas
en cuanto a efectos adversos en la salud de poblacion y animales de experimentacion.
Existen pocos estudios sobre los efectos adversos a la salud provocados por la via de
exposicion a la cipermetrina mas frecuente en la poblacién que es la inhalatoria a dosis
recomendadas por las empresas que distribuyen las presentaciones de uso doméstico
(Singleton et al., 2014).

No existe informacion precisa sobre la cantidad de plaguicidas que se utiliza actualmente
en México (Pérez-Olvera, 2011). Sin embargo, se pueden obtener datos indirectos de bases
de datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) sobre La Industria
Quimica en México donde se reporta que el valor de la produccion en la industria quimica
por clase de actividad. Para mezcla de insecticidas y plaguicidas fue de 6 217 879 miles de
pesos en el 2008 en comparacion con 4 156 654 en 2003; el valor total de las ventas en la

industria quimica por clase de actividad en 2008 fue de 5 789 519 miles de pesos para
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mezclas de insecticidas y plaguicidas, mismo que en 2003 fue de 4 088 780 miles de pesos.
El volumen de produccion de fertilizantes, insecticidas y plaguicidas por tipo de producto en
toneladas fue de 18 279 en el caso de insecticidas agricolas en liquido, de 8 392 para
insecticidas agricolas en polvo, y de 31 878 de herbicidas y defoliantes para el afio 2010
(INEGI, 2015); y en el “Consumo aparente de Plaguicidas por tipo de Producto” que se
calcula como la producciéon mas la importacion menos la exportacion en un pais, publicado
por SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales) declara que en el
2015 se consumieron 55.77 miles de toneladas de plaguicidas, sin sefialar el nombre de los
productos, solamente los clasifica de acuerdo a la presentacion en: agricola liquido, agricola
polvo, herbicidas y defoliantes y finalmente el total. De todo lo anterior se concluye el amplio
uso de estos productos quimicos en México (SEMARNAT, 2016).

En nuestro pais, el uso de plaguicidas se encuentra regulado por la Comision
Intersecretarial para el control del proceso y uso de plaguicidas, fertilizantes y sustancias
téxicas (CICOPLAFEST) desde 1987, cuya finalidad es llevar un control uniforme e integral
de los plaguicidas autorizados en cuanto a su fabricacion, formulacién, mezclas, empaque,
manejo, transportacién, distribucion, aplicacion, almacenamiento, comercializacién y
disposicion final mediante un catalogo que lista los productos y sus fichas técnicas con las
caracteristicas fisicoquimicas, entre ellas, el uso autorizado de los plaguicidas y sus
mezclas (Pérez-Olvera, 2011). En este catalogo se encuentran 483 productos de los cuales
105 sustancias Unicas y 58 mezclas estan autorizadas para uso doméstico, urbano y de
jardineria y no se establecen restricciones normativas para el uso y distribucion de la
cipermetrina como plaguicida de uso doméstico y de venta libre en establecimientos
comerciales (CICOPLAFEST, 1991).

En el Estado de Aguascalientes existen 59 Establecimientos de Servicios de Control y
Exterminacion de Plagas registrados ante el Instituto de Servicios de Salud del Estado de
Aguascalientes (ISSEA). Con la finalidad de conocer los plaguicidas vendidos y aplicados
por estos establecimientos, realizamos un cuestionario basado en estudios realizados en
México, y en la Norma Oficial Mexicana NOM-256-SSA1-2012: “Condiciones sanitarias que
deben cumplir los establecimientos y personal dedicados a los servicios urbanos de control
de plagas mediante plaguicidas” a 30 establecimientos. El sondeo mostro que la totalidad

de los establecimientos utilizan al menos un piretroide en la mezcla que utilizan para la

15



aplicacion doméstica de plaguicidas para control de fauna nociva, y de estos, un 68%
declaré el uso de cipermetrina, en aplicaciones perioddicas, recomendando su aplicaciéon
dos a tres veces por afo (Gonzalez-Arias et al., 2010), evidenciando la facilidad para
adquirir y aplicar este producto para el uso doméstico permite que la poblacion se encuentre

ampliamente expuesta a la cipermetrina.

Marco Teérico

1. Cipermetrina

De acuerdo con la informacién recabada de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), El Centro de Servicio Nacional de Informacién
sobre Venenos en el Reino Unido (UKPID), ElI Comité de productos Biocidas en Bélgica, el
Comité de Accién de Resistencia a Insecticidas (IRAC) y la Red de Datos en Toxicologia
(TOXNET) de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos (NLM), y la
Universidad de Montreal, Canada para la organizacién no gubernamental Equiterre, se
presenta a continuacién la informacién sobre la descripcién, caracteristicas, propiedades y

toxicologia de la cipermetrina como sustancia activa.

1.1 Identidad

El nimero de registro del Servicio de Compendios Quimicos (CAS por sus siglas en inglés)
es el 52315-07-8. En la Lista Europea de Sustancias Quimicas Notificadas (EINECS) su
namero es el 257-842-9. El niumero de registro ante el Consejo Analitico Colaborativo
Internacional de Plaguicidas (CIPAC) es 332 (Standing Committee on Biocidal Products,
2012). El nombre dado por la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por
sus siglas eninglés) es (RS)-a-ciano-3 fenoxibencil-(1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil)- 2,2-
dimetilciclopropano carboxilato. La formula molecular es C2;H19CI2NOs. Su nombre comun

y sinbnimo es cipermetrina y cipermetrina cis:trans/40:60, respectivamente (Tomlin, 1997).

1.2 Caracteristicas fisicoquimicas

La cipermetrina en su estado fisico es un liquido color amarillo o café, con un leve olor
quimico; viscoso y con peso molecular de 416.3. Su punto de fusién es de 60 a 80°C en
una presion de 101.3 kPa (760 mmHg). Tiene una baja solubilidad en agua (<9 pg/L; 4ug/l),

pero es soluble en metanol, acetona, xileno y cloruro de metileno. Tiene alta liposolubilidad
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(log Pow = 5.3-5.6). Es combustible y en formulaciones con solventes organicos puede ser
flamable. Se descompone arriba de 220 °C. Su presién de vapor es baja: 6 x 107 Pa a 25
°C; por lo tanto, no se espera que la volatilizacién contribuya notablemente a su disipacion
en el ambiente (O’Neil, 2006).

La estructura quimica de la cipermetrina se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura quimica de la cipermetrina
(Standing Committee on Biocidal Products, 2012)

La cipermetrina pertenece al grupo de plaguicidas piretroides sintéticos tipo Il compuestos
por una estructura con una porcion de éster carboxilico ciclopropano basica mas una
estructura fenoxibencilo con un grupo ciano agregado en un atomo de carbono, lo que le

confiere una actividad insecticida potenciada (Cage et al., 1998).

Todos los piretroides tienen cuatro estereoisémeros, con diferente orientacion de los
sustituyentes en el anillo ciclopropano. Los isomeros tienen diferentes actividades
biol6égicas y nombres comunes que reflejan su importancia comercial. El radio de isomeros
cis:trans de la cipermetrina es de 40(x5) :60(x5). La molécula de la cipermetrina tiene 3
centros quirales que da lugar a 8 esteroisémeros y 4 pares de enantibmeros: dos cis (CIS |
y CIS Il) y dos trans (TRANS | y TRANS I). Cada par de enantiomeros es racémico (mezcla
50:50 de cada enantidbmero). En el caso de la alfa-cipermetrina, contiene mas del 90 por
ciento de dos de los cuatro isémeros cis mas activos desde el punto de vista insecticida de

la cipermetrina (Aldridge et al, 1978).

1.3 Uso

La cipermetrina es un insecticida de uso doméstico, agricola y de salud publica. Se
describen usos como el control de ectoparasitos que infestan el ganado, ovejas y pollos
(Heitzman, 1997); como medio preventivo y remedial en bosques y madera de construccion

en climas subtropicales contra insectos destructores de madera (Standing Committee on
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Biocidal Products, 2012), a través de métodos de aplicacion profesional como la presién de
vacio, doble presién de vacio, bafios y aspersion; y aplicacion no profesional por métodos

de aspersion o barrido.

1.4 Mecanismos de toxicidad

Los isdmeros neurotéxicos de los piretroides se unen a la subunidad alfa de los canales de
sodio dependientes de voltaje, y modifican sus caracteristicas de compuerta tanto en
mamiferos como en invertebrados con retraso en el cierre de los canales, lo que incrementa
la excitabilidad de la membrana celular, provocando eventualmente un bloqueo en la
conduccién. En el caso particular de los piretroides tipo Il como la cipermetrina, se han
reportado: despolarizacién de las membranas en nervios mielinizados, disminucion en la
amplitud del potencial de accién y aperturas muy prolongadas de los canales de sodio, esto
produce paralisis muscular y muerte por discapacidad del sistema nervioso que sobreviene
minutos después de la absorcion de esta. Este mecanismo se cumple tanto en insectos
como en mamiferos. Por otro lado, se han reportado acciones postsinapticas como
interaccion con receptores nicotinicos de acetilcolina y GABA (acido gamma aminobutirico)
y liberacion de noradrenalina (OMS, 2005).

1.5 Clasificacion toxicoldgica

El Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién (GHS, por sus siglas en inglés) de la
OMS, clasifico a la cipermetrina por su toxicidad dentro de la categoria 3 (“Toxico si es
ingerida”) al ser administrada por via oral, con una Dosis Letal 50 (DLso) en rata de 250
mg/kg. (OMS, 2010). La clasificacion toxicolégica del Cédigo Federal de Regulaciones (29
CFR 1910) de la Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA, por sus siglas
en inglés) de Estados Unidos, graduada del 1 al 4 donde el efecto dafiino disminuye
conforme el nUmero de categoria incrementa, indica variaciones en la categoria toxicolégica
para la cipermetrina de acuerdo con el tipo y a la via de exposicion (Burright, 1988), donde:
- Toxicidad aguda, Oral (Categoria 3)

- Toxicidad aguda, Cutaneo (Categoria 4)

- Irritacion cutanea (Categoria 2)

- Sensibilizacion respiratoria (Categoria 1)

- Toxicidad especifica en determinados 6rganos - exposicion Unica (Categoria 3)

- Sistema respiratorio, Toxicidad acuatica aguda (Categoria 1)
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- Toxicidad acuatica cronica (Categoria 1)

El Comité de Resistencia de accién de insecticidas (IRAC, por sus siglas en inglés) clasifica
a los pesticidas por su modo de accion, que se asigna al involucrar la identificacion de las
proteinas responsables del efecto biolégico (proteinas blanco), por su efecto fisiol6gico y
por su estructura relacionada. En esta clasificacién, la cipermetrina se encuentra dentro del
grupo 3A: Piretroides moduladores de los canales de sodio que los mantienen abiertos
produciendo hiperexcitabilidad y en algunos casos, blogueo nervioso por el papel que
desempefian los canales de sodio en la propagacion de los potenciales de accién a lo largo
de los axones (Sparks et al., 2021).

1.6 Toxicocinética de la Cipermetrina

1.6.1 Absorcion. No se cuenta con informacion publicada sobre el mecanismo de
absorcion ni el lugar preciso de absorcién en el tracto gastrointestinal cuando se ingiere por
via oral; sin embargo, se puede atribuir a sus propiedades lipofilicas el atravesar las células
intestinales por difusién de las membranas lipidicas y pasar a la circulacion sistémica. En
cuanto a la via dérmica e inhalada, se considera que el mecanismo de absorcion es la
difusion a través de las membranas lipidicas de la piel y de los alveolos pulmonares (Luty,
et al., 2000).

1.6.2 Distribucion. Por su propiedad de alta liposolubilidad, se distribuye a casi todos los
tejidos y se concentra en tejidos con alto contenido graso, como el tejido graso y nervioso.
El metabolismo de los piretroides resulta en compuestos mas hidrosolubles que el
compuesto padre, por lo que es mas dificil que los metabolitos crucen la barrera

hematoencefalica (Latuszynska et al., 2001).

1.6.3 Metabolismo. Es necesario conocer el destino metabdlico de este plaguicida en
animales y otros organismos por su amplio uso a nivel agricola y doméstico. Se ha
reportado en ratdén que se absorbe facilmente y se excreta como una serie de metabolitos
derivados de la hidrélisis, oxidacién y conjugacion (Crawfort et al., 1981).

Los metabolitos de los piretroides no muestran acumulacion en ningun érgano o tejido
especifico después de su absorcién. Las reacciones metabdlicas principales son la

hidrdlisis de éster, oxidacion y conjugacion, llevandose a cabo en dos fases:
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1.6.3.1 Fase | Funcionalizacion. En el caso de la cipermetrina, se lleva a cabo por
medio de oxidacion e hidrdlisis en los microsomas del reticulo endoplasmico liso del
higado. La hidrélisis por medio de la enzima carboxilesterasa (hCE1) rompe el
enlace éster y se libera, por un lado, el grupo alcohol-alfa-ciano-3-fenoxibenzil que
se excreta de forma incompleta y se acumula en piel, estbmago y probablemente
en pulmon; y por otro, se agrega hidrogeno y se forman dos derivados: DCCA (acido
carboxilico) y 3-PBA (&cido fenoxibenzoico), que son facilmente excretables. En
cuanto al DCCA, dependiendo del isomero proveniente de cipermetrina (cis o trans)
puede ser cis-DCCA o trans-DCCA. De los metabolitos resultantes de esta fase I, el
gue se retiene en fluido extracelular y se une a proteinas séricas (albumina) es el
compuesto que contiene el grupo ciano (alcohol-alfa-ciano-3-fenoxibenzil). La
oxidacion se lleva a cabo en menor medida que las reacciones de hidrdlisis. El acido
3-fenoxibenzoico es oxidado en la posicion 4’del anillo. También se lleva a cabo en
los microsomas del reticulo endoplasmico liso del higado, donde se encuentran las
enzimas oxidorreductasas, de las cuales, las isoformas con mayor actividad son:
CYP 1A1, CYP 2A1, CYP 2C6, CYP 2C11, CYP 3A1, CYP 3A2 y principalmente,
CYP 2E1 (Nishi et al., 2006).

1.6.3.2 Fase Il Conjugacién. Genera formas hidrofilicas y lipofilicas. Los
conjugados hidrofilicos se encuentran como glucorénidos, sulfatos, y aminoacidos,
facilmente excretados por orina. Los conjugados lipofilicos muestran mayores
tiempos de bioretencion. Uno de los metabolitos comunes de los piretroides, el &cido
3-Fenoxibenzoico, presenta conjugados de aminoacidos en varias formas como
glicina, taurina o glicilvalina (dipéptido). También se ha reportado la formaciéon de
tiocianato a partir de la hidrélisis de ésteres; acido sulfénico formado en el tracto
gastrointestinal por adicién no enzimatica del acido sulfénico y conjugados acidos.
Los conjugados lipofilicos que se forman a partir del metabolismo de los piretroides
son el éster de colesterol, glicérido y conjugado de acido biliar. Se considera que el
metabolismo de la cipermetrina es rapido, con una vida media de 30 minutos a 2
horas, y que probablemente tenga una segunda fase de eliminacion mas lenta, que
resulta de la liberacibn del compuesto padre de los compartimientos de
almacenamiento con una tasa de liberaciébn menor a la tasa de metabolismo, en su

mayoria por hidrolisis por carboxilesterasa hCE-1 y hCE-2 (Kaneko, 2011).
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1.6.4 Eliminacion. Las fracciones &cido y alcohol de los piretroides se excretan mas rapido
por orina y heces de forma completa varios dias después de la administracién. Sin embargo,
los derivados del grupo ciano muestran excrecion incompleta y retencion prolongada en piel
y estdbmago, probablemente debida a la distribucion al espacio extracelular y a su unién
parcial con la proteina sérica albimina (como es el caso del tiocianato). En el ser humano,
el 43% de una dosis oral se excreta en la orina en un plazo de 24 horas en forma de acido

cis-ciclopropano-carboxilico libre o conjugado (Galea et al., 2015).

1.7 Efectos adversos de la cipermetrina

A pesar de los beneficios que se obtienen del uso de los plaguicidas como la cipermetrina
en el control de plagas y vectores de enfermedades, su uso ha puesto en peligro la salud
publica mediante la contaminacion del ambiente (Morgan et al., 2016). Los efectos adversos
por toxicidad inducida por la cipermetrina se agrupan por el érgano o sistema involucrado.

1.7.1 Toxicidad en sistemainmune. La cipermetrina y otros piretroides pueden producir
dafio directo en los tejidos linfoides y las células producidas por éstos. El metabolismo del
plaguicida puede producir la generacion de especies reactivas de oxigeno téxicas que
producen alteraciones en los componentes de las células como lipidos, proteinas y acido
desoxirribonucleico (ADN). También puede interferir con la cadena respiratoria mitocondrial
e inhibiciones de enzimas de metabolismo, como las esterasas antes mencionadas. Esto
afecta a las células del sistema inmune como los macrofagos y células dendriticas,
disminuyendo su funcidbn como presentador de antigeno o fagocitica. Por otro lado, la
reaccion alérgica producida por la cipermetrina se desencadena por la produccion de
citocinas del perfil de respuesta inflamatoria TH2, como la IL-4 e IL-13, posterior a la
exposicion, lo que promueve la secrecion de IgE por los linfocitos B. Al unirse al receptor
FcERI, la IgE produce la degranulacién de los mastocitos y baséfilos, que se manifiesta
como dilatacién de vasos sanguineos, incremento en la secreciéon de moco, contraccién del
musculo liso respiratorio y gastrointestinal (Hussien et al., 2013; AlKahtane et al., 2018;
Wang et al., 2019).

1.7.2 Toxicidad en sistema nervioso. La cipermetrina incrementa la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa en todas las regiones del cerebro: corteza cerebral, cerebelo,

hipocampo e hipotalamo (Luty et al., 1998). Por lo tanto, incrementa el nivel de acetilcolina

21



y glutamato en el espacio sinaptico y estimula receptores especificos, estimulando la
actividad nerviosa y provocando repeticion y aumento en la duracion de los estimulos
nerviosos. También producen el retraso en el cierre de los canales de sodio del sistema
nervioso central, provocando un estado de hipopolarizacion e hiperexcitacion de las
neuronas, persistiendo el potencial de accion después de la repolarizacion de la membrana
(Raszewski et al., 2015).

1.7.3 Disrupcién endocrina. Se refiere al mecanismo por el que se impide la
comunicacion entre 6rganos desde el punto de vista hormonal. La cipermetrina, al igual que
otros plaguicidas, puede producir la activacion aberrante de los receptores estrogénicos y
androgénicos a través de modificacion en la expresion de genes que resulte en una
disminucion de la funcién inmunitaria, desarrollo de algunos tipos de cancer y activacion del

eje Hipotalamo-Hipofisis-Glandula Suprarrenal (Moustafalou & Abdollahi, 2013).

2. Intoxicacion inhalada

La intoxicacion inhalada es la exposicién a tdxicos respirables en un espectro de gases,
vapores, humos, particulas aéreas y aerosoles que entran al cuerpo via tracto respiratorio

y resultan en dafio pulmonar y/o sistémico (Chen et al., 2012).

2.1 Tipos de estudio de acuerdo con el tiempo de intoxicacion inhalada

La evaluacién de la toxicidad via inhalada incluye la determinacién de los cambios inducidos
por sustancias quimicas en exposiciones a corto y a largo plazo. Los estudios agudos
generalmente definen la cantidad del quimico que se requiere para producir una respuesta
dada, los signos y sintomas asociados con expaosiciones a altas concentraciones. Consisten
en una sola exposicion, de 4 a 6 horas para probar el rango de dosis a las cuales se produce
la muerte, generalmente, con el fin de definir la dosis letal 50 (DLsg). Los estudios a largo
plazo o crénicos se conducen para determinar el 6rgano o sistema blanco afectado por
exposiciones repetidas. Se lleva a cabo exponiendo a animales machos a concentraciones
del quimico de 1/5, 1/15, y 1/50 de la DLso. Se observa al grupo estudiado diariamente, en
busqueda de signos clinicos: peso, caracteristicas fisicoquimicas y determinaciones
analiticas a las sustancias quimicas administradas en concentraciones muy bajas; para

evaluar los efectos sistémicos de las sustancias quimicas, y definir las variables: limite de
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exposicion, supervivencia, y produccion de dafio reversible e irreversible (Kinney et al.,
1989).

2.2 Modelos de administracion para intoxicacién via inhalada
Se han utilizado y disefiado varios tipos de exposicidn para evaluar el efecto de materiales
a medida que ingresan al tracto respiratorio. Estos son:

2.2.1 Camara de cuerpo entero. Es un contenedor donde se pueden colocar y
remover animales de experimentacion y se introducen los agentes fisicos y quimicos que
seran administrados al animal. Este modelo refleja la condicion habitual del ser humano,
expuesto de manera cotidiana, libre e individual a una atmdésfera que contiene el quimico,
de tal manera que la absorcion en el sistema ocurre de manera fisioldgica por via inhalada,
dérmica posterior al contacto con vapores o aerosoles y oral por la deglucién del compuesto
al ser atrapado por el moco en via respiratoria superior. Este estudio puede utilizar
cantidades variables de animales, y se ha demostrado que no se modifica la cantidad de
vapor o aerosol inhalado por los residentes de la camara (Wong, 2007). Se ha descrito la
administracion de sustancias quimicas y farmacos via nebulizada; en el caso de la rata, la
particula producida debe ser de 3 um de diametro para alcanzar el espacio alveolar (Kling,
2011).

Figura 2. Camara de cuerpo entero con administracion de agente via nebulizacion (Kling,
2011)

2.2.2 Exposicion s6lo cabeza. Es util para exposiciones breves y repetidas donde
la cantidad de agente es limitada y para restringir la exposicién al tracto respiratorio del

animal. En este sistema no hay manera de evitar la exposicion inhalada. Las desventajas
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de este sistema incluyen la pérdida de material en el pelo del animal, dificultad para un
correcto sellado alrededor del cuello y que se somete al animal a estrés. Tampoco
representa la situacion habitual de exposicion cotidiana doméstica o laboral (Wong, 2007).

2.2.3. Exposicion s6lo nariz. Se trata de respiradores que se unen a la nariz del
animal, y s6lo puede ser usado en especimenes relativamente grandes. Da exposiciones
breves al compuesto de interés y se utiliza para determinar limites de exposicién o
determinaciones de dosis letales (Kennedy, et al., 1989).

2.2.4 Intubacion endotraqueal, tragueotomiay catéteres. Es la manera de limitar
la exposicion a los pulmones Unicamente, sin utilizar la via aérea superior. Es el mas dificil

de usar por sus limitaciones mecanicas (Phalen et al., 1984).

3. Morfologia del aparato respiratorio

El pulmén, a diferencia de otros érganos, asume su funcion principal, la respiracion,
después de dejar la vida intrauterina. Todo el componente epitelial del sistema respiratorio
se origina del endodermo a partir de la tercera semana de vida embrionaria, del cual se
desprenden una gran cantidad de estirpes celulares: Células ciliadas, células basales,
células claras, y células caliciformes en la porcion proximal de las vias aéreas; neumaocitos
tipo I y Il en las porciones distales de las vias. El arbol bronquial se desarrolla por gemacion
y division dicotémica, arrastrando una capa de tejido mesenquimatoso del mesodermo en
la linea media del embrién; y a partir de éste, se formaran el componente vascular, musculo
liso, cartilago y demas tejido conectivo que se encuentra rodeando a los pulmones (Navas
et al., 2010).

La estructura histolégica alveolar se desarrolla en forma rapida a partir de la semana 24 y
el nimero de neumacitos tipo Il aumenta entre las semanas 30 a 32, que coincide con la
produccion de surfactante tensioactivo. El desarrollo del parénquima pulmonar y alveolar
ocurre después del nacimiento con la maduracién de los ductos transicionales, saculos
alveolares y septos secundarios, donde las células epiteliales experimentan un crecimiento
masivo. De los 2 a 3 afios, aumenta el nUmero de alvéolos; posteriormente, lo hacen en
nimero y tamafio continuando hasta su estructura definitiva en la edad adulta de 300
millones de alvéolos y 75 metros cuadrados de superficie de intercambio gaseoso

(Sepulveda-Saavedra & Soto-Dominguez, 2012).
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3.1 Tracto respiratorio superior

El tracto respiratorio superior juega un papel critico en el condicionamiento (provee de
humedad y temperatura) al aire que entra a los pulmones. La mayoria del aire que se
transporta desde la cavidad nasal tiene un flujo de caracteristicas turbulentas y conforme
se mueve hacia la trAquea, encuentra el angulo recto en la parte posterior de la nasofaringe.
Por estas caracteristicas de la anatomia nasofaringea y de la dindmica del flujo de aire, la
mayoria de las particulas y gases respirados, impactan o son absorbidos a lo largo de la
superficie de la mucosa y removidas de la via superior hacia la parte posterior de la faringe,
donde las secreciones son tragadas eventualmente. Sin embargo, esta limpieza es
ineficiente para las particulas menores a 1 micrometro de didmetro o gases de baja
reactividad y una fraccion de estos contaminantes se deposita en la via inferior o en las

regiones alveolares (Sanchez & Concha, 2018) (Figura 2).
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Figura 3. Estructuras y divisién funcional de la via aérea (Sanchez y Concha, 2018).
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3.2. Trdquea

Ocupa una posicion central pero desplazada ligeramente hacia la derecha por la arteria
aorta. Esta constituida por anillos cartilaginosos abiertos en su parte posterior. Se bifurca a
nivel de la quinta o sexta vértebra dorsal dando lugar a los dos bronquios principales, el
derecho mas corto. El espolén que separa los dos bronquios fuente se denomina carina
(Sanchez & Concha, 2018) (Figura 3 A, B, F).

3.3 Bronquios

Cada pulmoén tiene un bronquio principal o bronquio fuente. Después de dar origen al
bronquio del I6bulo superior, el bronquio derecho continla como bronquio intermediario y
se bifurca dando origen a los bronquios de los I6bulos medio e inferior. El izquierdo da
origen a dos bronquios lobulares, que se subdivide en las ramas superior e inferior, y cada
una se subdivide en ramas, una para cada segmento pulmonar, por eso la segmentacion
bronquial se corresponde con la segmentacion pulmonar. A partir de este punto, los
bronquios se dividen dicotbmicamente. Las divisiones del &rbol traqueobronquial se
numeran desde la trdquea o generacién 0 hasta los sacos alveolares o generacion 23. Las
primeras 16 generaciones sirven para conducir el aire, no contienen alvéolos y constituyen
el espacio muerto anatémico. Las generaciones mas distales, contienen un ndmero
creciente de alvéolos y participa en el intercambio gaseoso. La pared bronquial esta
formada por tres capas: mucosa, submucosa y adventicia. La mucosa incluye el epitelio y
lamina propia. La submucosa contiene glandulas mucosas, muasculo liso, cartilago, tejido
elastico y una red capilar. En la adventicia, constituida por tejido conectivo, se encuentran
nervios, vasos sanguineos, linfaticos y tejido adiposo. El musculo liso esta organizado en
laminas cuya cantidad, localizacién y orientaciéon varian de acuerdo con el tamafo del
bronquio; su contraccidon ocasiona disminucién del calibre y longitud del bronquio. El
cartilago provee el soporte estructural y evita el colapso durante la espiracion. La cantidad
de musculo y cartilago disminuye progresivamente hacia la periferia. Los bronquios
intrapulmonares contienen una capa subepitelial elastica. Después, aparece el masculo liso
en forma de espiral alrededor de la via aérea, extendiéndose hasta los bronquiolos
respiratorios. Esta organizacion estrecha en forma de espiral permite la broncoconstriccion
cuando el musculo liso se contrae. Alrededor del musculo liso, hay una capa de tejido
conectivo laxo que rodea al muasculo liso, donde estan situadas las glandulas bronquiales y

las placas de cartilago (Sanchez & Concha, 2018) (Figura 3 C, D).
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3.4 Bronquiolos

Son las vias aéreas distales que no contienen cartilago y cuyo diametro es menor de 2
milimetros. Se dividen de acuerdo con su funcibn en membranosos (no respiratorios) y
respiratorios. Los bronguiolos no respiratorios sirven como conductores del aire y su ultima
division se denomina bronquiolo terminal, del cual se originan de tres a cinco bronquiolos
respiratorios que tienen alvéolos en sus paredes, que a su vez originan de tres a cinco
conductos alveolares, de cuyas paredes nacen los sacos alveolares. La pared del
bronquiolo no contiene cartilago ni glandulas mucosas. Los conductos alveolares,
revestidos como los alvéolos por una capa Unica de células, funcionan como vias de

conduccion y participan en el intercambio gaseoso (Sanchez & Concha, 2018) (Figura 3 E).

3.5 Alveolos

Los alvéolos son las estructuras terminales de la via respiratoria. Tienen forma hexagonal,
y se caracterizan por compartir paredes planas. A este nivel de la via, ya no hay cartilago,
por lo que el tejido elastico de los septos alveolares evita el colapso de la via aérea distal.
El pulmén tiene entre 300 y 480 millones alvéolos. Estan rodeados por neumocitos tipo | y
tipo Il. Los neumocitos tipo | son células planas de 0.1 a 0.5 um, que constituyen el 95% de
la superficie alveolar y son las estructuras encargadas del intercambio gaseoso. Los
neumacitos tipo Il son cuboidales y se caracterizan por presentar cuerpos lamelares,
constituyen el 5% de la superficie alveolar y son los encargados de producir surfactante
pulmonar, cuya funcidn es disminuir la tensién superficial en la interfase alveolar aire-liquido
y evitar el colapso de los bronquiolos terminales y la zona alveolar (Sanchez & Concha,
2018) (Figura 3 E).
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Figura 4. Anatomia de la via respiratoria. A. Organos respiratorios in situ. B. Arbol
traqueobronquial y pulmones. C. Hilio Pulmonar. D. Via respiratoria extrapulmonar (zona
de conduccion). E. Via respiratoria intrapulmonar (zona respiratoria). F. Traguea corte
transversal (Netter, 2015).

3.6 Mucosay epitelio respiratorio

Las vias aéreas, desde la traquea hasta los bronquiolos respiratorios, estan recubiertas de
epitelio implantado sobre una membrana basal. Hasta poco antes del bronquiolo terminal,
el epitelio es columnar alto, cilindrico y pseudoestratificado y disminuye progresivamente
de altura en sentido distal. En los bronquiolos terminales el epitelio consiste en una capa
Unica de células cuboidales y en los respiratorios de un epitelio plano. El epitelio bronquial
es estratificado, con varias poblaciones celulares. Las células que predominan son las
células secretoras (en la via superior la mayoria son secretoras de moco), células ciliadas
epiteliales y células basales no ciliadas. También se pueden encontrar células
neurosecretoras como las encontradas en el epitelio gastrico, llamadas células de
Kultschitsky o células K, mejor conocidas como cuerpos neuroepiteliales y se considera que
tienen una funcion secretora neuroendocrina. Estan ubicadas en bronquios y bronquiolos.
Tienen numerosos granulos grandes, finos, con ndcleo denso en la porciéon basal de la
célula. Estos granulos son secretados al tejido conectivo peribronquial y rodean el masculo
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liso y en esta secrecidn se han identificado productos capaces de producir contraccién del
musculo liso, secrecibn de moco y movimiento ciliar. Los cilios son los principales
encargados de limpiar de sustancias inhaladas colocadas en el revestimiento de la mucosa
desde la nariz. Cuando existe disfuncién de los cilios, se ha observado una predisposicion
a infecciones respiratorias y bronquiectasias en el individuo. Las células ciliadas se
distribuyen ampliamente en la via aérea, e incrementan su superficie apical, que constituye
el 80% de la superficie de la membrana plasmética de la via aérea. Por lo tanto, los cilios
son un filtro primario para contaminantes o xenobiéticos inhalados que reaccionan con las
membranas celulares. Cada célula ciliada contiene alrededor de 200 cilios, que se mueven
en una contraccion bifasica, que de forma coordinada produce un movimiento de transporte
de 20 mm/min en bronquios y 1 mm/min en bronquiolos. Ademas, las células ciliadas
contienen bombas de iones que remueven el sodio de la luz del bronquio y de cloro, que lo
sacan hacia la luz; asi, el agua sigue un gradiente osmético, cuya funcién es controlar la
viscosidad de la capa de fluido seroso. Las células caliciformes y las glandulas mucosas
producen moco, aunque el volumen de moco proveniente de las glandulas es mayor que la
derivada de las células mucosas en condiciones normales.

Las caracteristicas de las glandulas mucosas son:

- Tubulares.

- Bordeando la submucosa del bronquio entre las placas de cartilago.

- Conectadas por un tlbulo secretor a la luz de la via aérea.

- Se han encontrado células plasmaéticas en los tibulos secretores, que contienen IgA
e IgG, predominando IgA. Dos moléculas de IgA se unen por medio de una proteina J.
Esto forma un complejo secretor de una pieza formado por células epiteliales delineando
los tubulos secretores, y este complejo se transporta hacia la luz tubular y de ahi a la capa
mucosa. A continuacion, se listan las células de mucosa y epitelio plano alveolar (Sanchez
& Concha, 2018).

3.6.1 Células basales. Constituyen el origen de las demas células epiteliales,

diferenciandose en ciliadas o caliciformes (Rokicki et al, 2016).

3.6.2 Células ciliadas. Grupo celular predominante en la traquea y los bronquios y se
extienden hasta los bronquiolos terminales. Su superficie libre esta recubierta de cilios, 250

por cada célula y su altura es proporcional al didmetro de las vias aéreas. Los cilios
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representan extensiones maviles del citoplasma que impulsan el moco en direccion a la
laringe y estan compuestos por dos filamentos axiales centrales rodeados por nueve

parejas de microtubulos (Rokicki et al, 2016).

3.6.3 Células caliciformes. Se encuentran interpuestas entre las células ciliadas y menos
numerosas que éstas, en una proporcion de 1:4. Disminuyen en los bronquios periféricos y
no se observan en los bronquiolos respiratorios. Sintetizan un moco viscoso y elastico, rico
en polisacéridos, cuya importancia es mayor en los bronquiolos membranosos donde no

hay glandulas mucosas (Rokicki et al, 2016).

3.6.4 Mastocitos. Adyacentes al musculo liso, poseen granulos citoplasmaticos que
contienen histamina, serotonina y otros mediadores bronco-constrictores que participan en
la respuesta inflamatoria alérgica, provocando hiperreactividad bronquial, aumento de la
permeabilidad vascular, contraccion del musculo liso, hipersecrecion de moco e infiltracion
de linfocitos (Rokicki et al, 2016).

3.6.5 Células de Clara. Carecen de cilios y se proyectan a la luz bronquial en forma de
cUpula abombada. Su nimero aumenta al disminuir las células ciliadas y constituyen la
masa celular principal en los bronquiolos. Producen una sustancia de viscosidad menor que
el moco, en la cual los pocos cilios existentes en este nivel vibran facil y eficientemente. Las
células de Clara son uno de los tipos de células madre de la via aérea. Las células de Clara
contribuyen a la regeneracion celular en el epitelio bronquial en el estado basal. Sus
funciones son:
e Secrecion de componentes primarios del epitelio respiratorio bronquiolar.
e Células progenitoras de células ciliadas y células de Clara.
e Reguladoras de los contenidos de las secreciones en los segmentos distales del
tracto respiratorio.
e Biotransformaciéon de xenobiéticos inhalados, junto con el citocromo P-450 y
monooxigenasas.
¢ Induce procesos neoplésicos en los pulmones bajo la influencia de la mutacion que
induce KRAS gen.
e Secreta varias proteinas al arbol bronquial, sangre, orina, que pueden servir como

pruebas diagnosticas (Rokicki et al, 2016).
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Figura 5. Epitelio de la via respiratoria por estructura (Sanchez y Concha, 2018).

4. Respuesta inflamatoria en alergia

La alergia es una respuesta anormal del sistema inmune adaptativo contra sustancias
ambientales no microbianas. Esta respuesta se caracteriza por la participacion de IgE
especifica al alérgeno y linfocitos T cooperadores tipo 2 (TH2, por sus siglas en inglés), que
reconocen los antigenos derivados del alérgeno. La sensibilizacion a un alérgeno refleja la
capacidad de las células TH2 de responder y liberar las citocinas IL-4 e IL-13 para producir
el cambio de isotipo a IgE (Montero-Vega, 2006). La inflamacion alérgica se clasifica en 3

etapas por su tiempo de evolucion: Reacciones tempranas, tardias e inflamacion croénica.

4.1 Reacciones de fase temprana. También conocidas como reacciones de
hipersensibilidad tipo I, respuesta inmediata, ocurre dentro de los primeros minutos de
exposicion al alérgeno por la secrecion de mediadores de los mastocitos en el sitio de
afeccién. En individuos sensibilizados, estas células ya cuentan con receptores IgE
especificos de alta afinidad en su superficie, que al ser activados, desencadenan un
complejo de sefalizacién intracelular que resulta en la secrecién de tres tipos de productos
biol6gicamente activos: las aminas mediadoras que se encuentran dentro de los granulos
citoplasmaticos, mediadores derivados de lipidos, y el grupo de productos sintetizados que
incluye las citocinas, las quimiocinas y los factores de crecimiento. La degranulacion o
exocitosis de compuestos de los mastocitos libera aminas biogénicas, proteoglicanos
serglicina, serinproteasas, enzimas y citocinas. Al ser liberados todos estos mediadores de

manera local, la reaccién inflamatoria de fase temprana se instala (Galli et al., 2008).
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4.2 Reacciones de fase tardia. Los mastocitos, que responden a IgE y al alérgeno, también
liberan un amplio rango de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, pero de una
forma mas lenta que los mediadores preformados. Esta fase ocurre de 2 a 6 horas después
de la exposicion al alérgeno, con un pico entre las 6 y 9 horas. No se desarrolla en todos
los sujetos sensibilizados, y puede no haber una demarcacién entre el fin de la fase
temprana y el inicio de la tardia. Los leucocitos reclutados incluyen células TH2,

granulocitos (eosinéfilos, neutrdfilos y basdfilos) y monocitos (Galli et al., 2008).

4.3 Inflamacion crénica alérgica. Cuando la exposicion al alérgeno es continua o
repetitiva, la inflamacién persiste. Esto hace que se puedan encontrar algunas células de
inmunidad innata y adaptativa en los tejidos donde se tiene contacto con el alérgeno. Esta
inflamacion persistente, se asocia con cambios estructurales en las células, e incluso puede

llegar a disminuir la funcién del 6rgano afectado (Galli et al., 2008).

5. Citocinas como mediadoras de la inflamacion
La Inmunologia ha sido la fuente mas significativa de investigacion de las citocinas. Desde
los afios setenta ya era conocido que los linfocitos podian producir uno o mas factores
mitogénicos para otros linfocitos. El término interleucina se propuso basado en la capacidad
de las proteinas de actuar como sefial de comunicacién entre distintas poblaciones de
leucocitos, y son proteinas reguladoras secretadas por las células blancas y otras células.
Sus acciones pleiotrépicas incluyen efectos en las células del sistema inmune y modulacién
de la respuesta inflamatoria (Oppenheim, 2001; Aarden et al., 1979). Sus caracteristicas
son:

e Son polipéptidos simples o glicoproteinas de menos de 30 KDa de tamafio.

e Su produccion es regulada por estimulos, transitoria y con accion corta.

e Su efecto se produce por la unién con receptores de superficie altamente afines.

e Sus acciones conllevan incremento en la tasa de proliferacion celular.

¢ Citocinas con estructuras diferentes, pueden ser similares en sus acciones.

¢ Una misma citocina puede ejercer varias acciones en diferentes células y tejidos.

e Los receptores para citocinas y los receptores hormonales comparten ciertas

caracteristicas estructurales (Oppenheim, 2001).
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5.1 Transduccion de sefales

Las sefales se generan en los receptores para citocinas de la superficie celular y se
transmiten al interior de las células. Su mecanismo principal es el reclutamiento o activacion
de otras proteinas citoplasmaticas a regiones especificas en los dominios intracelulares de
dichos receptores. Por ejemplo, las proteinas de unién del dominio de muerte intracelular
inician la cascada de la apoptosis, que trae como resultado la activacién de la quimiotaxis
leucocitaria, incremento en el estallido respiratorio, fagocitosis y degranulacién (Kishimoto
et al., 1994).

5.2 Redes de citocinas

Las acciones en las citocinas pueden ser influenciadas por el entorno en el que actitan y
especialmente por la presencia 0 ausencia de otros agentes biolégicos activos, es decir, es
contextual. Una misma célula puede estar expuesta a varias citocinas y agentes bioldgicos
activos que resultara en varias interacciones sinérgicas o antagénicas de los agentes
presentes. Es por esto, que los sistemas experimentales pueden subestimar la influencia
de las acciones de las citocinas en su entorno natural. Las citocinas pueden estimular o
inhibir la producciéon de otras citocinas. También tiene acciones indirectas, efectos
estimulantes, interacciones, efectos de autoestimulacién y mitogénico. Las acciones
moleculares de las citocinas, conocidas gracias a los estudios de disrupcién de un gen
blanco, interaccién compleja y resultado de las acciones de las citocinas son: pleiotropia,
redundancia, sinergismo/antagonismo, cascada, y sefializacion y transduccion via
receptores (dependiendo de si es de alta afinidad o con nivel reducido de expresion del
receptor). El resultado de la mayoria de las interacciones entre citocinas es compatible con

la homeostasis (Holtmann & Resch, 1995).

5.3 Respuesta TH2

La via tipo 2 de la inflamacion se caracteriza por la activacion de citocinas provenientes de
las células T cooperadoras 2 y de las células innatas tipo 2, que resultan en atopia y
eosinofilia. Esta cascada inflamatoria inicia en las células epiteliales de la via aérea, que
liberan IL-23, IL-33 y linfopoyetina estromal timica en respuesta a contaminantes, alérgenos
y agentes infecciosos. Estas citocinas sefializan a eosindfilos, baséfilos, mastocitos y
linfocitos, que a su vez producen las citocinas efectoras que caracterizan la respuesta

alérgica. La IL-4 es primordial para la diferenciacion de los linfocitos a CD4+. La IL-13 lleva
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a la hiperreactividad de la via aérea, produccién de moco y fibrosis subepitelial. La IL-4 y la
IL-13 comparten un complejo de receptor: (IL4Ra/IL-13Ra1) y trabajan para promover el
cambio de isotipo a IgE de los linfocitos B. Cuando la IgE se une a su receptor en los
mastocitos y basdfilos, la activacion celular y degranulacién ocurre con el reclutamiento de
otras células inflamatorias en las vias aéreas. Otra citocina tipo 2 es la IL-5, que es critica
para la proliferaciébn, maduracion y quimiotaxis de los eosinéfilos. Los eosindéfilos liberan la
proteina catiénica de los eosindfilos, la neurotoxina derivada de eosindfilos y la proteina
bésica principal que causa inflamacién local en tejido en la via aérea. El reconocimiento de
antigenos induce la diferenciacion de células T naive a células T cooperadoras efectoras,
lo que incluye los subconjuntos de Thl, Th2 y Thl7. Estas poblaciones expresan factores
de trascripcion maestros que producen un patrén especializado de citocinas que ejercen
distintas funciones. Las células Th2 expresan el factor de transcripcion maestro GATA-3,
que normalmente se utiliza para la erradicacion de parasitos. Este subconjunto produce
interleucina 4, 5, 9, 13 y GM-CSF y se ha demostrado su papel en la respuesta alérgica en
modelos animales y en humanos. Las células dendriticas recogen los alérgenos en los
pulmones, se activan, maduran y migran a los ganglios linfaticos donde inducen el
compromiso de los linfocitos hacia Th2. La IL-4 e 1I-13 estan involucradas en el cambio de
isotipo hacia IgE en los linfocitos B. La IL-4 promueve la diferenciacién a Th2 a través de
STAT-6 y entonces amplifica la reserva de células Th2. Las células Th2 activadas, migran
a los pulmones donde contribuyen a la inflamacién. La IL-5 promueve la diferenciacion de
los eosindfilos (células caracteristicas de las enfermedades alérgicas) y su reclutamiento
en los pulmones. La IL-13 permite el reclutamiento de células inflamatorias en los pulmones
y actla sobre las células epiteliales, resultando en la produccién de quimioatrayentes. La
IL-13 también permite la produccion de moco por las células caliciformes, promueve la
broncoconstriccion y evita la relajacion muscular mediada por éxido nitroso (Nakayama et
al., 2017).
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Justificacion

La cipermetrina tiene amplio uso y disponibilidad. En México, no hay restricciones para su
obtencion, comercializacion y aplicaciéon en el area doméstica y agricola, apuntando la
importante exposicion de la poblacion en general, por lo que la exposicion inhalada a

cipermetrina afecta a miles de individuos cada afio.

Esta descrito que la cipermetrina produce efectos adversos en la salud, pero hay pocos
reportes que relacionen los niveles de residuos en tejido por exposicion con estos efectos
haciendo dificil la identificacion de los efectos y su relacion con el compuesto causante por

la variaciéon en la concentracion y el tiempo de exposicion.

Se cuenta con informacién limitada sobre los pardmetros de toxicidad de cipermetrina,
incluso de los relacionados con efectos adversos. Los trastornos inflamatorios tipo alergia,
entre los que se encuentran los de vias respiratorias, afectan casi al 25% de la poblacion
del mundo desarrollado. En sujetos alérgicos, la exposicion repetida a alérgenos
ambientales resulta en inflamacion alérgica cronica. La cipermetrina ha sido descrita como
un alérgeno capaz de producir citocinas proinflamatorias y elevar los niveles de IgE en

sangre.

Por todo lo anterior, se plantea el presente trabajo con el fin de explorar los efectos en via
respiratoria provocados por la exposicién a la cipermetrina via inhalada como insecticida de
amplio uso y disponibilidad sin regulacion ni restriccion en nuestro medio, y con base en
que la mayoria de los estudios reportan los efectos cuando se administra por via oral o
dérmica y no inhalada, se presenta el disefio y ejecucion de un modelo de intoxicacién

crénica via inhalada en rata Wistar.
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Objetivo general

Determinar la concentracion de cipermetrina y sus efectos en tejido pulmonar en un modelo

de exposicion cronica inhalada en rata Wistar.

Objetivos particulares

1. Establecer un modelo de exposicién crénica a cipermetrina via inhalada.

2. Determinar la constante de particién tejido/aire, sangre/aire y tejido/sangre para
cipermetrina.

3. Estudiar in situ la respuesta inflamatoria en tejido pulmonar por exposicién cronica
a cipermetrina.

4. Determinar el tipo de respuesta inflamatoria mediante la expresion de citocinas en
tejido pulmonar e IgE en sangre, por exposicién crénica a cipermetrina.

5. Correlacionar la respuesta inflamatoria y la concentracion de IgE con la

concentracion de cipermetrina en tejido pulmonar.

Hipotesis

“La exposicién cronica a cipermetrina a dosis domésticas se relaciona con la produccion de

respuesta inflamatoria tipo alérgica en vias respiratorias de rata Wistar”.
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Metodologia

1. Modelo de exposicion
Se utilizé un modelo de exposicién inhalada tipo cuerpo completo (Wong, 2007). Se disefié
una cdmara donde habitaron los grupos de trabajo durante el curso del experimento. El
volumen de aire durante la nebulizacién de la cipermetrina fue de 54 litros con una salida
para flujo de 2.5 cm. Se generaron particulas cargadas en cipermetrina con un nebulizador
Citizen® Cun 60 ultrasénico con un flujo de 0.266 mil/minuto, y un tamafio de particula
producida de 5 um MMAD (diametro aerodinamico mediana de la masa). La exposicion de
los animales se realiz6 durante 30 minutos, una vez al dia durante el tratamiento a una

velocidad de salida 0.05 m.h 1.

Nebulizador
ultrasénico
Particula: Sum MMAD

Flujo: 0.266 mL/min

oA Flujo de
salida
Cémara :

Volumen:
274.87 L de aire

Figura 6. Camara de exposicion inhalada tipo cuerpo copleto usada en este estudio

2. Dosis experimental
Se utilizd cipermetrina grado técnico (94.3%, Quimica Lucava®, Guanajuato, México) se
prepard una solucién a concentracion estimada de 156.64 pg por m? de aire, y utilizando
como vehiculo agua desionizada y Tween 80 al 0.1%. La dosis de cipermetrina se calculo
con base en la cantidad asperjada en 30 segundos recomendados en las instrucciones del
producto comercial Raid® Accion Total (cipermetrina 1g/kg, SC Johnson and Son®, Estado

de México, México).

3. Grupos experimentales
Se emplearon 32 ratas de la cepa Wistar macho, adultos, de 250 g de peso promedio, sin
exposicion a plaguicidas desde el periodo de gestacion, 8 animales por tiempo
experimental: 0, 7, 14 y 21 dias. Se mantuvieron a temperatura ambiente (18°C a 26°C),
bajo ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, y disposicion de agua y alimento para roedor
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Nutricubos® (Purina®, Mexico) ad libitum. Su uso y cuidados fueron de acuerdo con las
especificaciones técnicas de la NOM-062-Z00-1999-2001 y de la guias y recomendaciones
de la Federacion Europea de Asociaciones Cientificas de Animales de Laboratorio
(FELASA, por sus siglas en inglés). Al término de los tiempos experimentales, se obtuvieron
muestras de sangre y pulmon, que fueron preservadas siguiendo la respectiva técnica de
estudio hasta su procesamiento como se describe en la seccidn correspondiente. Los
animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sodico intraperitoneal (1.5

mg/kg, Pisabental PiISA® Agropecuaria, Hidalgo, México).

4. Evaluacion clinica de hipersensibilidad

Para determinar la severidad de los signos clinicos inducidos por la exposicion a
cipermetrina, se utilizé la escala de Li y colaboradores adaptada, del 0 al 5 donde el 0O
representa ningun signo; 1 rascado alrededor de la nariz y/o la cabeza; 2 hinchazén
alrededor de las mucosas de ojos y boca, diarrea, piloereccion, letargia y/o letargia con
incremento en la frecuencia respiratoria; 3 sibilancias, dificultad respiratoria y cianosis en
boca y cola; 4 tremor o convulsiones seguidas de inactividad fisica; y 5 muerte (Li, et al.,
2000).

5. Inmunolocalizacién de IL-4, IL-5, IL-13

Se realizé la técnica de perfusion intravascular (Prophet & Armed Forces Institute of
Pathology U.S., 1992, pp. 29-31) en 3 animales de cada grupo experimental con dos
lavados con solucion salina al 0.9% con heparina (5000U/1) y procaina (0.2%) y perfusion
con 40 ml de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, se extrajo quirdrgicamente el pulmén
derecho y se preservo en paraformaldehido (4%). Se proceso el tercio proximal del pulmén
con la técnica histolégica de inclusion en parafina (Prophet & Armed Forces Institute of
Pathology U.S., 1992, pp. 29-31), para la obtencién de cortes de tejido consecutivos de 2
um de espesor que fueron colocados en portaobjetos silanizados. Se realizd
inmunofluorescencia doble directa para IL-5 e IL-13 de acuerdo con el protocolo estandar
del fabricante (Bioss Laboratories), asi como inmunofluorescencia indirecta para IL-4
siguiendo el protocolo estandar del fabricante (abcam®) con las condiciones que se listan
a continuacion.

En la doble inmunofluorescencia directa se utilizaron anticuerpos policlonales Anti-1L13

Alexa Fluor ® 488 de Bioss Laboratories a dilucion de 1:200, tiempo de incubaciéon 60
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minutos a 37°C y Anti-IL5 Alexa Fluor ® 594 de Bioss Laboratories a dilucién de 1:200,
tiempo de incubacién toda la noche a 4°C. En la inmunofluorescencia indirecta se utilizo el
anticuerpo primario policlonal Rabbit Anti-IL4 (Abcam® ab9811) a dilucién 1:50 y tiempo de
incubacion toda la noche a temperatura ambiente y el anticuerpo secundario GOAT anti
rabbit Alexa Flaor® 488 dilucién 1:200, incubacién 60 minutos a 37°C y 60 minutos a
temperatura ambiente.

De cada uno de los animales, se obtuvieron tres cortes histol6gicos para su observacion en
el microscopio. En cada corte se revisaron tres campos aleatorios, empleando un
microscopio confocal LSM 700 Zeiss®. Se capturaron imagenes de cada campo con el
software Blue (Zeiss®). Para cuantificar la fluorescencia emitida, se convirtieron las
imagenes a profundidad de color de 8 bits por canal, con el software Fiji Open Source image
processing software package y se cuantificaron las unidades de fluorescencia (URF)
(http:/fiji.sc).

6. Evaluacidn histopatolégica
En los cortes histologicos, se realizaron 2 técnicas de marcaje: Hematoxilina & Eosina
(Prophet, 1992) y Eritrosina B (Erythrosin B 200964-5G, Sigma Aldrich®) (Benitez-Bribiesca
etal., 1987). Se realizé un estudio morfométrico mediante el analisis de 5 campos aleatorios
(100,000 pm?) a 400 aumentos por laminilla en 3 cortes de cada animal. Se realizé la
captura de imagenes en el microscopio 6ptico Axioskop® 40 (Carl Zeiss®) con la camara
CoolSnap Color y el software Image-Pro Plus (Kodak® 1D Image Analysis Software). Las
variables estudiadas fueron: longitud del epitelio bronquiolar (um), ndmero de
interrupciones de epitelio bronquiolar por campo (20,000 um?) y longitud del epitelio del
tabique alveolar (um). Se cuantific6 el nUmero de eosindéfilos en 6 campos aleatorios

(120,000 um?) a 400 aumentos de 3 cortes histolégicos de cada animal.

7. Cuantificacion de IgE
Se extrajo sangre por puncion intracardiaca. Se obtuvo suero por centrifugacién a 2500 g
por 10 minutos (Centrifuga Eppendorf® - 5410) y se dividi6 en dos porciones, una para
cuantificacion de IgE, y otra para cuantificacién de cipermetrina. Se mantuvieron las
muestras en congelacién a -80°C hasta el momento de su estudio. A temperatura ambiente,
se elabor6 un pool de suero por tiempo de tratamiento con 5 L de cada muestra que fueron

mezcladas en un tubo Eppendorf® utilizando un Vortex - Genie 2 (Scientific industries®)
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durante 1 minuto a 10 revoluciones. La medicién de IgE se realizé en cada uno de los pools
con el kit comercial Rat IgE ELISA Kit de Abcam® (ab157736) por triplicado, de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

8. Extraccidon y determinacién de concentracién de cipermetrina en tejido
Se preservaron las muestras de pulmon y suero de 3 animales de cada grupo en tubos de
cultivo nuevos, previamente lavados con extran, agua destilada y &cido citrico hasta su
neutralizacion con agua destilada y secados en horno por evaporacién en ultracongelador
a -80°C hasta el momento de su procesamiento. Se utilizaron los Agilent Bond Elut
QUEChERS Kkits para céarnicos (©Agilent Technologies, Inc.) 5982-5650CH, siguiendo la
metodologia de la AOAC 2007.01 para la determinacion de residuos de plaguicidas por

extraccion con acetonitrilo y fraccionamiento con sulfato de magnesio.

8.1 Cromatdgrafo de gases
Caracteristicas del Cromatografo de gases marca Perkin Elmer en el Laboratorio Estatal de
Salud Publica del Estado de Aguascalientes, departamento de estudios ambientales.

8.2 Curva matriz
Se prepar6 con las siguientes concentraciones del estandar de cipermetrina (Cypermethrin
45835, Merck).

Tabla 1. Curva matriz para la determinacion de la concentracién de cipermetrina por
cromatografia de gases

Concentracién
Vial cipermetrina
(mg/L)

1
2.5
5
10
50
75
100

~N (OO A (WIN(F
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8.3 Lavado de material

Todo el material de molienda y analitico fue preparado con lavados en el orden que se

describe a continuacion:

Extran

Enjuague con agua corriente

Acido nitrico al 50%

Enjuague con agua destilada hasta su neutralizacion
Secado en horno por evaporacién a 70°C
Acetonitrilo grado reactivo 1000034000 (Merck)
Acetonitrilo grado HPLC 34998 (Sigma Aldrich)
Secado en horno por evaporacién a 70°C

8.4 Molienda de muestras

En el caso del pulmén, se realizé maceracion del 6rgano completo con mortero hasta formar

una pasta uniforme. Para el suero, se hizo un pool con la muestra de los sueros de todos

los animales de cada grupo.

8.5 Fase de extraccion

Se pes6 la muestra en bascula analitica y se agreg6 acetonitrilo grado HPLC hasta
completar 10g.

Se agreg0 la muestra al tubo de centrifuga incluido en el kit.

Se adicion6 un homogeneizador ceramico dentro del tubo.

Se agregaron 10 ml de acetonitrilo grado HPLC.

Se agit6 vigorosamente durante 1 minuto.

Se agregaron las sales de extraccion.

Se agit6é durante 1 minuto en Vortex - Genie 2 (Scientific industries®) y 1 minuto de
manera manual.

Se centrifug6 durante 2 minutos a 3500 rpm a 19°C.

Se tomaron 6 ml del sobrenadante y se agregaron al tubo de dispersion.

8.6 Fase de dispersion

Se agito el tubo durante 1 minuto en Vortex - Genie 2 (Scientific industries®)

Se centrifug6 durante 2 minutos a 3500 rpm a 19°C.
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- Setomaron 2 ml del tubo con jeringuilla y se inyectan a través de un filtro para liquido
de polipropileno para cromatografia, vaciandolo hacia viales para cromatografo de
gases Perkin Elmer.

- Se engarzan los viales y se pasan a lectura en el cromatografo de gases.

9. Analisis estadistico
A los datos obtenidos se les realizaron las pruebas estadisticas ANOVA de un solo factor
con estudio posthoc con prueba Tukey cuando la distribucién de los datos era normal; y
Kruskall-Wallis con estudio posthoc con prueba de Dunn cuando la distribucién de los datos
no cumplia con la normalidad, realizado en el software Graphpad Prism version 5.01
Graphpad software, Inc.
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Resultados

1. Evaluacion clinica de hipersensibilidad

Los animales presentaron irritacion nasal y arcadas nauseosas desde el primer dia de
exposicion a la cipermetrina. Los signos se exacerbaron al séptimo dia de tratamiento y se
agrego epistaxis, piloereccion, rascado intenso de orejas y nariz, rinorrea hialina, sialorrea,
diarrea, dificultad respiratoria, letargia con anorexia y adipsia. Estos signos corresponden
al nivel 3 de la escala de Li para la evaluacion clinica de hipersensibilidad. Entre el séptimo
y décimo dia se presento la muerte del 9.4% de los animales, descrito en el nivel 5 de la
escala. Del dia 11 al 15, los signos de hipersensibilidad decrecieron a nivel 3; y finalmente,
del dia 15 al 21 los signos de hipersensibilidad disminuyeron a nivel 2 (Li, et al., 2000).

Figura 7. Signos clinicos de hipersensibilidad en animales expuestos. A Epistaxis. B Arcada
y piloereccion.

2. Estudio de Inmunolocalizacién
Los cortes correspondientes a los diferentes grupos de este estudio mostraron diferentes
patrones de inmunopositividad en cuanto a localizacion e intensidad medida en unidades
relativas de fluorescencia (URF) para los anticuerpos contra IL-4, IL-5 e IL-13.
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2.1 Interleucina - 4

El grupo control present6 positividad en el citoplasma para el anticuerpo contra IL-4 (Figura
8). Se observé cambio en la distribucidn de la IL-4 en funcién al tiempo de exposicion a la
cipermetrina, con desplazamiento hacia matriz extracelular, en el tabique alveolar e
incremento de la intensidad de fluorescencia (URF), habiendo diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo control con el grupo tratado 7 (Figura 9), 14 (Figura 10) y 21 dias
(Figura 11) respectivamente y el grupo tratado 14 dias con el grupo tratado 21 dias, con
una p < 0.0001 (Figura 12).

PHC IL-4 control

control . .

Figura 8. Microscopia confocal de contraste de fases e inmunolocalizacion por fluorescencia
de IL-4 (Alexa Fluor 488). Grupo control.

44



Figura 9. Microscopia confocal de contraste de fases e inmunolocalizacién por fluorescencia
de IL-4 (Alexa Fluor 488). Grupo expuesto a cipermetrina via inhalada por 7 dias.

Figura 10. Microscopia confocal de contraste de fases e inmunolocalizacion por
fluorescencia de IL-4 (Alexa Flldor 488). Grupo expuesto a cipermetrina via inhalada por 14
dias.
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Figura 11. Microscbc‘)pia confocal de contraste de fases e inmunolocalizacion por
fluorescencia de IL-4 (Alexa Flaor 488). Grupo expuesto a cipermetrina via inhalada por 21
dias.
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Figura 12. Unidades relativas de fluorescencia (URF) y dias de exposicion a cipermetrina
en microscopia confocal e inmunolocalizacion por fluorescencia de IL-4 (Alexa Flaor 488).
ANOVA de un solo factor para intensidad de fluorescencia (p<0.001).
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2.2 Interleucina - 5 e Interleucina - 13

Se reportan en el mismo apartado por el doble marcaje llevado a cabo. En el grupo control
(Figura 13), se observa positividad localizada en las células del epitelio bronquiolar cuya
intensidad aumenta con relacién al tiempo de exposicidon y que persiste en localizaciéon
epitelial y se confirma la participacion de las IL-5 e IL-13 en la fase resolutiva del dafio
(Figura 14, 15 y 16). Para la intensidad de fluorescencia de IL-5 se observan variaciones
con diferencia estadisticamente significativa en unidades relativas de fluorescencia (URF)
entre el grupo control con los grupos expuestos 7, 14 y 21 dias respectivamente y de 7 con
14 dias y 14 con 21 dias con p < 0.0001 (Figura 17). La intensidad de fluorescencia en IL-
13 representa diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control con 7, 14y 21
dias con p < 0.0001 (Figura 18).

PhC control ’ IL-5,13 control

Figura 13. Microscopia confocal de contraste de fases y colocalizacibn de
inmunofluorescencia de IL-5 (Alexa Fltor 488) e IL 13 (Alexa Fluor 594). Grupo control.
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IL-5,13 7d

Figura 14. Microscopia confocal de contraste de fases y colocalizacion de
inmunofluorescencia de IL-5 (Alexa Flaor 488) e IL 13 (Alexa Fluor 594). Grupo expuesto a
cipermetrina via inhalada por 7 dias.
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Figura ' 15. ‘ Micfoscopié cbnfocal de contraste de fases y colocalizacion de
inmunofluorescencia de IL-5 (Alexa Flaor 488) e IL 13 (Alexa Fluor 594). Grupo expuesto a
cipermetrina via inhalada por 14 dias.
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Figura 16. Microscopia confocal de contraste de fases y colocalizacién de
inmunofluorescencia de IL-5 (Alexa Flaor 488) e IL 13 (Alexa Fluor 594). Grupo expuesto a

cipermetrina via inhalada por 21 dias.
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Figura 17. Unidades relativas de fluorescencia (URF) y dias de exposicion a cipermetrina
en microscopia confocal de contraste de fases y colocalizacién de inmunofluorescencia de
IL-5 (Alexa Fluor 488) e IL 13 (Alexa Fluor 594). ANOVA de un solo factor para intensidad
de fluorescencia de IL-5 (p<0.001).
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Figura 18. Unidades relativas de fluorescencia (URF) y dias de exposicién a cipermetrina
en microscopia confocal de contraste de fases y colocalizacion de inmunofluorescencia de
IL-5 (Alexa Fltor 488) e IL 13 (Alexa Flior 594). ANOVA de un solo factor para intensidad
de fluorescencia de IL-13 (p<0.001).

3. Observaciones Histopatol6gicas y Morfometria

La estructura histolégica del parénquima pulmonar de los animales mostr6 una evolucion
de dafio con relacién al tiempo de exposicion.

3.1 Alteraciones histopatolégicas en bronquiolo y alveolo

A la observacion en microscopia optica se encontr6é incremento del espesor del epitelio
bronquiolar en los grupos de 7 dias de exposicién (Figura 20) y 14 dias de exposicion
(Figura 21), y se muestra tendencia al estado basal en el grupo de 21 dias de exposicién
(Figura 22) en comparacion con el grupo control (Figura 19); al medirse por Morfometria
confirma la diferencia estadisticamente significativa (p < 0.0001) entre los grupos (Figura
23). Por otro lado, se observé interrupcién en la continuidad del epitelio bronquiolar en los
grupos expuestos a cipermetrina via inhalada por 7 dias (Figura 24 B), 14 dias (Figura 24
C) y 21 dias (Figura 24 D); y no en el grupo control (Figura 24 A) siendo mas evidente y
estadisticamente significativa en el grupo de 21 dias (Figura 24 D) con una p < 0.0001

(Figura 24 E). En cuanto al epitelio alveolar, se observo un incremento en el espesor del
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tabique alveolar en los grupos de 7 dias de exposicion (Figura 25 B) y 14 dias de exposicion
(Figura 25 C), tendiendo a recuperar el grosor presentado en el grupo control (Figura 25 A)

hacia los 21 dias de exposicién (Figura 25 D) con una p < 0.0001 (Figura 25 E).

Figura 19. Microscopia optlca de parénquima pulmonar de rata Wistar. Flecha: Espesor del
epitelio bronquiolar. Grupo control. Tincion H&E, 400 aumentos totales.

Figura 20. Microscopia Optica de parenqwma pulmonar de rata Wlstar expuesta a
cipermetrina via inhalada. Flecha: Espesor del epitelio bronquiolar. Grupo 7 dias de
exposicion. Tincion H&E, 400 aumentos totales.
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Figura 21. M-icroscopia ()ptiéa.ae parénquima pulmonar de rata Wistar expuesta a
cipermetrina via inhalada. Flecha: Espesor del epitelio bronquiolar. Grupo 14 dias de
exposicion. Tincion H&E, 400 aumentos totales.
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Figura 22. Microscopia oOptica de parénquima pulmonar de rata Wistar expuesta a
cipermetrina via inhalada. Flecha: Espesor del epitelio bronquiolar. Grupo 21 dias de
exposicion. Tincion H&E, 400 aumentos totales.
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Figura 23. ANOVA de un solo factor para medicién del espesor del epitelio bronquial en
um (p < 0.0001).
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Figura 24. Microscopia 6ptica de parénquima pulmonar de rata Wistar. A Grupo control. B
Grupo 7 dias de exposicion a cipermetrina via inhalada. Flecha: Interrupcion de epitelio
bronquial. C Grupo 14 dias de exposicién a cipermetrina via inhalada. Flecha: Interrupcion
de epitelio bronquial. D Grupo 21 dias de exposicion a cipermetrina via inhalada. Flecha:
Interrupcién de epitelio bronquial. Tincion H&E, 400 aumentos totales. E ANOVA de un solo
factor para cuantificacion de interrupciones del epitelio bronquiolar por campo (p < 0.0001).
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Figura 25. Microscopia Optica de parénquima pulmonar de rata Wistar. A Grupo control.
Flecha: espesor del epitelio alveolar. B Grupo 7 dias de exposicion a cipermetrina via
inhalada. Flecha: Espesor del epitelio alveolar. C Grupo 14 dias de exposicion a
cipermetrina via inhalada. Flecha: Espesor del epitelio alveolar. D Grupo 21 dias de
exposicion a cipermetrina via inhalada. Flecha: Espesor del epitelio alveolar. Tincion H&E,
400 aumentos totales. E ANOVA de un solo factor para cuantificacion de medicion del
espesor del epitelio alveolar (p < 0.0001).
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3.2 Cuantificacién de eosinéfilos en tejido pulmonar

La cuantificacion de eosindfilos mostré incremento significativo en tejido pulmonar, con una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.0001) entre el grupo control (Figura 26) y el
grupo de 7 dias (Figura 26 B), de 14 dias (Figura 26 C) y de 21 dias (Figura 26 D) de
exposicion a cipermetrina via inhalada; y del grupo tratado 7 dias con el grupo tratado 21
dias (p < 0.0001) (Figura 12, d).

Figura 26. Microscopia optica de pulmon de rata Wistar. Tincion Eritrosina B (Benitez,
1987). Flecha: Eosindfilos en tejido pulmonar Grupo control.
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Figura 27. Mlcroscopla optica de pulmon de rata Wistar. T|nC|on Eritrosina B (Benitez,

1987). Flecha: Eosindfilos en tejido pulmonar expuesta a cipermetrina via inhalada. Grupo
7 dias de exposicion.
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Figura 28. Microscopia optlca de pulmon de rata Wistar. Tincion Eritrosina B (Benitez,
1987). Flecha: Eosindfilos en tejido pulmonar expuesta a cipermetrina via inhalada. Grupo
14 dias de exposicion.
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Figura 29. Microscopia Optica de pulmén de rata Wistar. Tincion Eritrosina B (Benitez,
1987). Flecha: Eosindfilos en tejido pulmonar expuesta a cipermetrina via inhalada. Grupo

21 dias de exposicion.
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Figura 30. Prueba de Kruskall-Wallis para cuantificacion de eosinoéfilos por campo (p <
0.0001).
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4. IgE
Se observd incremento en la concentracion sérica de IgE relacionada al tiempo de
exposicion y sdélo se observo diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control

y el grupo de 14 dias de exposicion a cipermetrina via inhalada con p < 0.05 (Figura 31).
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Figura 31. Concentracion de IgE en suero por ELISA. Prueba de Kruskall-Wallis (p < 0.05)
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5. Extraccidon y determinacién de concentracion de cipermetrina en tejido por
cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS)

No se detectd cipermetrina en muestras de suero en ninguno de los grupos por

cromatografia de gases. En muestras de pulmaén, no se detectd cipermetrina en el grupo de

tiempo 0. En los grupos de 7, 14 y 21 dias de exposicion, se cuantificaron 9.125, 7.861 y

7.875 mg/Kg, respectivamente, observando una diferencia estadisticamente significativa

con respecto al tiempo 0 (p <0.0001) (Figura 32).
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Figura 32. Concentracion de cipermetrina en tejido pulmonar a los 0, 7, 14 y 21 dias de

exposicion inhalada aumentando la concentracion en tejido pulmonar (p < 0.001).
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Discusiodn

La cipermetrina se ha convertido en uno de los plaguicidas con mas acceso y uso en el
area domestica, reemplazando al carbamato y a los organofosforados que se consideran
mas toxicos. Esto es debido a que la cipermetrina se ha descrito como una sustancia que
presenta una fotoestabilidad, no persistencia en el medio ambiente y menor toxicidad para
el uso humano, lo que la hace ampliamente aplicable (Cunha et al., 2020). Sin embargo, en
otros mamiferos se ha reportado toxicidad de los piretroides provocando diferentes
alteraciones en la esteroidogénesis en las enzimas 3B- y 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (HSD); dafios histolégicos severos en varios 6rganos incluido el pulmoén; y
aumento de la actividad sérica al aplicar piretroides mixtos de cipermetrina en mezcla con
otros piretroides incluso a dosis bajas. En otro trabajo, se report6 que la administracion de
cipermetrina en piretroides mixtos es capaz de producir cambios degenerativos epiteliales
y alteraciones del estroma en la préstata de ratas (Ravula & Yenugu, 2019). En este
proyecto reportamos que la cipermetrina administrada en via inhalada a dosis bajas es
capaz de causar respuesta inflamatoria tipo alergia, dafios histolégicos en el parénquima
pulmonar, y alteraciones tanto en la expresién, como en la liberacion de citocinas, del perfil

TH2. Estos resultados aportan informacion que no se ha publicado en anteriores trabajos.

Existe evidencia experimental, que confirma el hecho de que los piretroides sintéticos son
potentes neurotoxinas y actian en mdultiples objetivos dentro del sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos (Husain et al., 1996). Nema y Bhargava (2018) reportaron que la
cipermetrina a un nivel de 25 ppb inducia toxicidad conductual en peces cebra adultos. La
actividad motora del grupo tratado se retrasé significativamente, y otro presentaron
movimientos erraticos. Lo que afecté su comportamiento exploratorio general. Ademas, se
han realizado investigaciones en los que se ha reportado que otros piretroides, son capaces
de inducir un aumento notable en el peso del hipocampo y la regién de la protuberancia de
la médula, sin afectar el peso de la corteza frontal, cuerpo estriado, hipotalamo y cerebelo
en ratas albinas macho adultas. Otra aportacién de nuestro estudio es que se administro la
cipermetrina por via inhalada en modelo de exposicion de cuerpo completo, simulando la
via en que se expone a los humanos, lo que se diferencia de estudios previos en los que
se administra por via oral (Husain et al., 1996) en la que se han demostrado cambios en el
comportamiento de los ratones (Mitchell et al.,1998). A pesar de que se ha demostrado la

neurotoxicidad de los piretroides, ninguno de nuestros animales presenté convulsiones,
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movimientos espontaneos o cambios conductuales durante el curso del experimento; es
decir, no se presentaron sefiales de neurotoxicidad, lo que atribuimos a la concentracion y
forma de exposicion de la cipermetrina en las ratas tomando en cuenta que en los trabajos
anteriores, las concentraciones administradas de insecticida eran mayores y de forma oral,
lo que puede explicar que no hayamos observado de forma clinica manifestaciones de

neurotoxicidad.

Aerosol se define como la suspension de particulas sélidas o liquidas en un medio gaseoso.
La eficiencia de deposito pulmonar de un aerosol depende del diametro de la particula. En
el caso de los aerosoles, las particulas se distribuyen de forma logaritmica normal formando
una curva de distribucién normal, relacionando el diametro aerodinamico con la frecuencia
de la masa de la particula, cuyo punto mas alto se define como el didmetro aerodinamico
medio de la masa (DAMM), lo que significa que la mitad de las particulas seran de menor
tamafio y la mitad de mayor tamafio. En este estudio, el dispositivo nebulizador producia
particulas cuyo DAMM fue de 5 um es decir que se tenian particulas de menor y mayor
didmetro, lo que contribuye al mecanismo de intoxicacién y cambios a nivel pulmonar. La
manera en que las particulas suspendidas en un aerosol alcanzan las vias respiratorias
depende del didmetro aerodinAmico, cuando las particulas son mayores a 2 um, pueden
depositarse por impactacion al entrar a la via aérea, debido a la velocidad que adquieren al
entrar al torrente respiratorio y cuando son menores se pueden depositar por sedimentacion
al retenerse alrededor del 15% en el volumen corriente inspirado, que se intercambia con
el aire pulmonar residual en cada ciclo de respiracién y permanece mas tiempo en la via
aérea provocando depésito y difusion de las particulas en cada respiracibn. Ambos

escenarios se cumplen en el modelo descrito en este estudio (Ifiiguez, 2008).

Los Aero alérgenos son aerosoles que representan uno de los principales desencadenantes
de reacciones irritativas, inflamatorias y alérgicas en tejido pulmonar. Su principal via de
entrada es la inhalacién, de ahi la importancia de administrar la cipermetrina via inhalada
para reproducir su principal mecanismo de exposicion. El epitelio respiratorio es la primera
linea de defensa contra las particulas inhaladas que contienen los Aero alérgenos como
una barrera estructural, pero también existe una interaccion con los antigenos y
componentes de las particulas inhaladas que desencadena una respuesta inmune innata

proinflamatoria, seguida de la interacciébn con los antigenos inhalados y quimicos en
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patdgenos, alérgenos y contaminantes (Gandhi & Vliagoftis, 2015). La irritacion que
presentaron los animales en el dia 1 corresponde al contacto fisico de la cipermetrina con
la mucosa nasal y la epidermis que es diferente a la respuesta alérgica que se instalé y se
observé. La anatomia de la rata difiere de la del humano; sin embargo, en el caso del
sistema respiratorio, se encuentran semejanzas tanto en la estructura como en la funcion.
La rata es productora de moco en el epitelio respiratorio desde la nariz que funciona para
humedecer y calentar el aire inspirado igual que en el humano. La traquea de la rata
coincide con la anatomia del humano al presentar cartilagos en forma de “C” y se bifurca
hacia los bronquios. En el pulmon de la rata se ha demostrado la presencia de anastomosis
precapilares entre las arterias pulmonares y bronquiales al igual que en el humano. En el
epitelio respiratorio se han descrito al menos 10 tipos de células diferentes en morfologia,
entre ellas una clase productora de un liquido viscoso peri ciliar, similar al moco del humano
y produccion de surfactante pulmonar (Kling, 2011). Estas caracteristicas morfol6gicas se
pudieron comprobar en nuestro estudio y justifican el uso del modelo en rata para el estudio
del dafio pulmonar secundario a exposicion inhalada. Los signos asociados a dafio
respiratorio en la rata y que se presentaron en los animales de nuestro estudio incluyen
escurrimiento nasal y ocular, “clic” audible a la inspiracién, respiracion oral (boca abierta)
inclinacion involuntaria de la cabeza y disnea. Su expresién depende de la severidad del
dafio. La via respiratoria a nivel distal presenta bronquiolos terminales que desembocan en
bronquiolos respiratorios origen de los conductos alveolares, responsables de llevar el aire
a los sacos alveolares que son un conjunto de alveolos con luz en comudn llamada atrio, y
al ser la estructura donde se realiza la hematosis, es susceptible de que, bajo la liberacion
de estimulos adecuados, se presente infiltrado inflamatorio. La poblacién celular presente
son los fibroblastos y macrofagos alveolares que protegen la region respiratoria de la
contaminacién por microorganismos y por particulas inhaladas. Los alvéolos conservan los
mismos elementos estructurales que la mucosa: epitelio y tejido conectivo en el tabique
alveolar; y por lo tanto su comportamiento semeja el de una mucosa. Las caracteristicas
inherentes de este tejido lo hacen vulnerable al dafio por exposicion. En el epitelio
respiratorio, en especial al nivel de bronquiolos podemos encontrar células de Clara con
forma cilindrica o cuboide proyectadas hacia la luz bronquial en forma de cupula abombada
o en forma de domo; con microvellosidades, sin cilios. En su citoplasma hay un ndcleo de
localizacién basal y en la region apical granulos de secrecion, lo que refleja su funcion como

célula secretora en esta porcion del arbol bronquial. Normalmente, ante la exposicion de
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los pulmones a estimulos irritantes, alérgicos o infecciosos, se produce un incremento
significativo al nimero de células productoras de mucina tanto en ratones como humanos,
gue es dependiente de la sefalizacién por IL-13. Esta metaplasia mucosa, genera una
célula diferenciada que ya no puede entrar al ciclo celular, lo que proporciona proteccién
critica a la via respiratoria, pero lleva a pérdida del potencial de reparacién (Reynolds &
Malkinson, 2010). Las diversas funciones de las células de Clara en la homeostasis
pulmonar incluyen el metabolismo xenobiotico, la regulacion del sistema inmune y actividad
celular progenitora. Se han identificado subpoblaciones de células de Clara que actuan
como células madre, especificas del tejido bronquiolar (“tejido-especificas”),
metabdlicamente activa, con capacidad de reingresar al ciclo celular en respuesta a lesion
en el epitelio bronquiolar. Existen dos poblaciones de células de Clara en el bronquiolo del
adulto: aquellas que “nacieron” durante el desarrollo pulmonar, y las que resultaron de la
proliferacion y diferenciacion posnatal. Las células de Clara, de forma individual, mantienen
la capacidad de refinar su fenotipo en respuesta a alteraciones en el medio pulmonar,
influencia micro ambiental a unidades tréficas especificas y exposicion a agentes
ambientales. En el ratdn, las células de Clara responden a la inflamacion alérgica, o a la IL-
13 del perfil Th2, con lo que se ha sugerido su relacién con el linaje de las células
productoras de moco (Kuperman et al.,, 2002; Evans et al., 2004; Larson et al., 2004).
Normalmente, ante la exposicion de los pulmones a estimulos irritantes, alérgicos o
infecciosos, se produce un incremento significativo al nUmero de células productoras de
mucina tanto en ratones como humanos, que es dependiente de la sefializacion por IL-13
y factor de crecimiento epidérmico, que induce la sintesis y acumulaciéon de mucinas como
Muc5ac, en el epitelio respiratorio. Esta metaplasia mucosa, genera una célula diferenciada
gue ya no puede entrar al ciclo celular: Catch-22, una célula productora de moco que
proporciona proteccion critica a la via respiratoria y que lleva a pérdida del potencial de
reparacion en la enfermedad pulmonar crénica (Reynolds & Malkinson, 2010). La estructura
histologica del pulmén de los animales de nuestro estudio mostré una evolucion de dafio
en relacion con el tiempo de exposicién, desde la observacion del epitelio cubico, con
revestimiento interno delgado de tejido conectivo, rodeado por una capa de musculo liso y
tabiques alveolares integros en el grupo control hacia estadios o etapas de dafio
correspondientes con los cortes en el tiempo del estudio. A los 7 dias, se empiezan a
observar los cambios morfolégicos: hiperplasia de células epiteliales y de musculo liso en

bronquiolo, y en el alvéolo inicio de la fase aguda de dafio o exudativa, con infiltrado de
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neutrdéfilos y macréfagos, congestion por eritrocitos y edema a expensas de exudado. A los
14 dias, se observa la metaplasia caliciforme en bronquiolo y dafio manifestado por
exfoliacion de células epiteliales que tienden a formar conglomerados antes descritos como
cuerpos de Creola; y en los alvéolos se observa la fase proliferativa de dafio por el
engrosamiento de las paredes alveolares, apariencia glandular, inicio de reclutamiento de
neutréfilos y macrofagos. Finalmente, a los 21 dias, hay una transicion de la fase
proliferativa aiin con amplio infiltrado inflamatorio, pero con tendencia al retorno a la
estructura normal (Crosby & Waters, 2010). Cabe mencionar que Ravula y Yenugu (2019)
describen que en pulmones de ratas tratadas con dosis alta y dosis baja de plaguicidas
piretroides mixtos, se observa hiperplasia severa del tejido linfoide peri-bronquiolar e
inflamacién peri-bronquiolar, inflamacion, fibrosis y hemorragia alveolares. En nuestras
observaciones estructurales, se pudo documentar la modificacibn en las variables
cuantificadas por el estudio morfométrico. La variable longitud del epitelio bronquiolar se
modificé incrementando hacia los 7 dias de exposicion y después disminuyé a los 14 y 21
dias de tratamiento, y presentd diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
expuesto 21 dias con el control, 7 y 14 dias. Las interrupciones del epitelio bronquiolar no
se presentaron en el grupo control, y se fueron presentando en relacién con el tiempo de
exposicion, siendo su mayor pico a los 21 dias. La longitud del epitelio del tabique alveolar
se comportd de manera similar a la del epitelio bronquiolar, incrementando hacia los 7 y 14

dias con tendencia a la recuperacion a los 21 dias.

A pesar de que existen diferentes presentaciones de cipermetrina para uso doméstico, no
se han estudiado lo suficiente sus efectos adversos en el tracto respiratorio. Los estudios
reportados tienen que ver con exposicion laboral o accidental, y coinciden con nuestros
hallazgos, representados por manifestaciones clinicas de dificultad respiratoria, tos,
congestion, irritacion ocular y comezén al momento de la exposicion. Al persistir la
exposicion hacia la cronicidad, se describe desarrollo de sindrome de distrés respiratorio
(Lessenger, 1992).
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Conclusiones

En rata Wistar expuesta a cipermetrina en un modelo de intoxicacion cronica via inhalada:

Se presento respuesta inflamatoria en pulmén.

Se caracteriz6 la respuesta inflamatoria como tipo alergia.

Se presentaron signos clinicos de hipersensiblidad con mayor severidad
entre los 7 y 14 dias de tratamiento.

Se present6 expresion de las citocinas IL-4, II-5 e IL-13 en pulmdn en funcion
del tiempo de exposicion.

Se observo incremento de 5 veces en la concentracion de IgE sérica a los
14 dias de tratamiento con respecto al control.

Se presentd incremento en el nimero de eosindfilos en pulmdn con respecto
al control a los 21 dias de tratamiento.

No se detectd cipermetrina en suero.

Se detecto cipermetrina en tejido pulmonar en mayor concentracion a los 7

dias de exposicion.
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