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RESUMEN 

ANTECEDENTES. Estudios recientes demuestran la incidencia de enfermedades relacionadas con 

alteración del sistema inmune y derivadas del uso de plaguicidas. El cndosulfán es un plaguicida 

organoclorado de amplio uso en México, pero restringido en por lo menos 73 países debido a las 

regulaciones ejercidas por el Convenio de Estocolmo y Rótterdam. El cndosulfán ejerce ,::fectos 

adversos no solo sobre la salud, sino al medio ambiente debido a su gran estabilidad fisicoquímica. 

OBJETIVO. Estudiar el efecto del endosulfán in vivo sobre la inmunidad innata de la tilapia nilótica 

juvenil (Oreochromis ni!oticus) bajo una exposición aguda a concentración subletal, en el 

inmunofenotipo de las NCC esplénicas, así como su efecto en la actividad citotóxica de estas células y 

la expresión del gen granzima. MÉTODOS. Se trabajó con esplenocítos de O. niloticus expuestos y no 

expuestos a endosulfán. Se emplearon gradientes densitométricos para separar los monocitos y 

posteriormente la cito1netría de flujo para diferenciarlos de otras poblaciones celulares y cuantificar las 

NCC así como evaluar el potencial citotóxico de estas células frente a células blanco HL-60; también 

se empleó la qRT-PCR para evaluar la expresión del gen granzima en células NCC. RESULTADOS. 

La inmunofenotipificación indica que la exposición al endosulfán con una dosis de 7 ppm durante 96 h, 

tiende a aumentar la población de NCC, sin embargo, existe una disminución de Ja actividad citotóxica 

de estas células, de igual manera se registró un decremento en la expresión del gen de la granzima; 

mostrando un efecto negativo sobre la actividad citotóxica de esta estirpe celular. CONCLUSIÓN. El 

endosulfán es un insecticida inmunotóxico para la tilapia nilótica juvenil debido a que indujo 

alteraciones en Ja respuesta inmune innata de las células NCC en las condiciones experimentales de 

exposición in vivo, por corto tiempo y a 7 ppm: este compuesto organoclorado tiende a modificar los 

parámetros de la ininunidad innata de la tilapia nilótica juvenil. Tomando en cuenta que este pesticida 

es estable (persistente en ambiente) y bioacumulable los datos presentados aquí apoyan las 

disposiciones internacionales en la restricción en su uso. 

7 



l. INTRODUCCIÓN 

El endosulfán es un insecticida organoclorado (CAS 115-29-7) de amplio uso en México, pero 

restringido en varios países por sus efectos adversos al medio ambiente y a Ja salud. Se produjo después 

de la Segunda Guerra Mundial para el control de insectos rizófagos y caulifagos. 

Los compuestos organoclorados son muy escasos en la naturaleza, por lo cual los organis1nos no 

lo metabolizan. Esta característica y el hecho de ser altamente fotoestables y lipofilicos explica porque 

tienden a la bioacumulación y biomagnificación a través de las cadenas alimenticias (Ware et al., 

2004). Además cuentan con potencial de transporte a larga distancia en el ambiente (por evaporación y 

lixiviación) lo que les permite entrar en contacto con mantos acuíferos y cuerpos superficiales de agua. 

El Convenio de Estocolmo y Rótterdam en la Unión Europea recomendaron la prohibición de su 

empleo (UNEP, 2009a; UNEP 2009b; UNEP, 201 O). Además otros países como Estados Unidos, 

Canadá, Japón, Colombia, Venezuela, Belice, Jamaica, Paraguay, Sta. Lucía y Brasil cuentan con fecha 

límite para su cancelación (v.'ww.rapam.org). 

En México se aplica en 41 cultivos, en tratamientos ornamentales y para formulación o 

manufacturación de otros plaguicidas. El insecticida es regulado por la CICOPLAFEST (Comisión 

Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Tóxicas) 

organismo de gobierno conformado por representantes de la Secretaría de Salud, de la Secretaría de 

Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA) y de la Secretaría del 

Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) (INE, 2011 ). 

Los peces en especial la tilapia (Oreochromis ni!oticus) son excelentes modelos para estudios 

inmunotoxicológicos y son eficientes sistemas modelo-costo, al ser equiparables con pequeños 

mamíferos. Investigaciones previas muestran que el endosulfán en macrófagos esplénicos de tilapia in 

vivo, en un periodo corto de exposición a concentración baja, favorece la viabilidad celular e induce la 

activación inespecífica y estrés oxidativo (Téllez-Bañuelos, et al 2009). Otros autores reportan a este 

insecticida como un xenoestrógeno al inducir proliferación de células cancerígenas como l\.1CF-7 

(Michigan Cancer Foundation-7; cáncer de mama), así como factor de riesgo en mamíferos para cáncer 

endometrial (Weiderpass et al., 2000; Bonefeld-Jorgensen et al., 2005). 

En teleósteos la respuesta inmune (RI) se encuentra ampliamente desarrollada (Watts et al., 

2001) debido a que están expuestos en primera instancia a los xenobióticos (Bols et al., 2001) y que la 

alteración de la función inmune puede incrementar la susceptibilidad a patógenos y aumentar Jos 

niveles de estrés relacionados con la contaminación ambiental (Rice et al., 1996). 
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En el presente proyecto se evaluó el efecto de la exposición aguda in vivo a endosulfán en el 

porcentaje y la actividad citotóxica de células citotóxicas no específicas (NCC) esplénicas y la 

expresión del gen granzima de tilapia nilótica (Oreochromis niloticus). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Endosulfán 

El endosulfán es un plaguicida perteneciente al grupo de los organoclorados (Fig. /),dentro del 

grupo ciclodieno. Los organoclorados son compuestos orgánicos con enlaces covalcntes entre áto1nos 

de carbono y cloro. Su gran estabilidad fisicoquímica, hace que sean muy persistentes en el an1biente 

(Warc et al., 2004). Se emplea como fumigante en cultivos de vegetales, frutas, arroz, algodón, nueces 

de la India, té, café tabaco y árboles para madera (Nayar et al., 1992) como preservante de la 1nisma, 

así como para el control de la mosca tsé-tsé y termitas (Anon, 1984; Naqvi et al., 1993). Actualmente, 

el endosulfán cuenta con 86 marcas comerciales en nuestro país (Anexo]) (INE, 2011). 

CI r I 
c1-L'" / :~o--S=O 

/ ' ' I ' ' ' 
CI~ /'- O ~- l_., 

CI 
Figura 1. Estructura química del endosulfán. 
(Anon, I 989). 

El pesticida actúa como veneno de contacto y es altmnente lipofilico, lo cual favorece su 

acumulación en el tejido graso de los organismos a través de cadenas alimenticias (Sosan et al., 2008). 

Su uso extensivo genera diversos efectos biológicos en organismo no blanco. 

2.1.1 El endosulfán y sus efectos biológicos 

El endosulfán modifica los parámetros fisiológicos de los organismos expuestos y con ello 

desencadena problemas en la respuesta inmune (alergias, procesos inflamatorios crónicos, 

enfennedades autoinmunes como artritis reu1natoide y lupus), además de incrementar los riesgos de 

cáncer testicular, de próstata y mama (Migliore et al., 1002; Okoumassoun et al., 2003; Hemándcz· 

Flores et al., 1005; Siddiqui et al., 2005; Wang et al., 2006; Narita et al., 2007). 

Se ha demostrado que el endosulfán es altamente tóxico en forma aguda ya sea inhalado o por 

vía oral, así como ligeramente tóxico por vía dérmica. Este compuesto afecta fuertemente el sistema 
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nervioso y sus efectos neurotóxicos han sido observados también en animales en estudios agudos, 

subcrónicos y crónicos, como en seres humanos por exposición ocupacional o intencional (INE, 2011 ). 

El insecticida en cortos periodos de intoxicación puede resultar en irritabilidad, inquietud, espasmos 

musculares, convulsiones y muerte. Los efectos crónicos del endosulfán en animales expuestos 

incluyen afectaciones en riñón, hígado, sangre y glándula paratiroidea. Existe también evidencia que el 

endosulfán actúa como disruptor endócrino así como depresor del sistema inmunológico en animales a 

dosis que no inducen ninguna otra señal clara de toxicidad (Anon, 1997; ATSDR, 2000). En seres 

humanos, hay evidencias de daño hepático, renal y al DNA a largo plazo por exposición ocupacional 

(Fig. 2) (INE, 2004; UNEP, 2009a). 

Figura 2. Exposición directa e indirecta de endosulfán. 
Mediante la aspers10n en cultivos. Fuente: 
hrrp://www.laargenrinaadiario.eom.ar/site/sociedad/el­
endosulfan-gue-habria-matado-dos-chicos-en­
corrientes-e-intoxico-otros-esta-prohibido-en 

Los efectos adversos del endosulfán en la salud son de índole cardiotóxico, carcinogénico, disruptor 

endocrino, neurotóxico e inmunotóxico, hematológicos ya que daña las células rojas sanguíneas en 

concentraciones de 1 ppb-1 ppm (Daniel et al. , 1986; Hack et al., 1995: Pistl et al., 2003; Kalender et 

al., 2004; Schoeters et al., 2008; Suñol et al., 2008). Este insecticida contamina los ambientes acuáticos 

con dosis subletales debido a que se acumula en los tejidos, por lo cual se reporta como de muy alta 

toxicidad (Téllez-Bañuelos et al. , 201 O). 

Tiene efectos neurotóxicos al inhibir la acetilcolinesterasa (Fig. 3) del cerebro, causando 

descargas descontroladas de aceti lcolina y también se han reportado que puede causar ataques 

epilépticos recurrentes (Navqui et al. , 1993; Kutluhan et al., 2003). 

Existen varios reportes de efectos genotóxicos del endosul fán: en la cinética del ciclo celular en 

mamíferos, promoción de intercambio entre cromátides hermanas en embriones de rata y efectos 
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mutagénicos en insectos que permiten concluir que el endosulfán es probablemente mutagénico 

(ATSDR, 2000). En el potencial cancerígeno cientificos de RAPAM reportan sobre la capacidad del 

endosulfán para iniciar y promover cáncer: "Endosulfán and Carcinogenicity: a Summary of Evidence 

(Watts, 20 11 )" disponible en: hrrp://www. ine.gob.mx/sgre-eventos; así como genotóxico en ostiones y 

peces el endosul fán sigue en revisión como se evidencia en el documento: ''Efectos nocivos del 

endosulfán en la salud humana UNEP/POPS/POPRC.6/ 12 (UNEP, 2010)" donde se presenta 

información adicional sobre sus efectos en la salud. 

Musde 

Figura 3. Neurotoxicidad (acetilcolinesterasa). Fuente: 
htro://www.psicofannacos.info/images/graficos/Neuromu 
scular-full.jpg 

2.1.2 Características fisicoquímicas 

Nombre químico por TUPAQ (Unión Internacional de Química Pura y Aplicada, por sus siglas 

en inglés): 6, 7,8,9, 1O, 1 O-hexacloro- l ,5,Sa,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepin-3-

óxido. Con formula química: C9H6Cl60 3S. Peso molecular de 406.95. El endosulfán grado técnico es 

un sólido cristalino en fonna de escamas de color crema a marrón, con un ligero olor a dióxido de 

sulfuro (Anon, 1997). Es sensible a los ácidos, a los álcalis, es poco soluble en agua ( 1.4 mg/L), pero se 

disuelve en xileno, clorofonno, kerosene y en la mayoría de los solventes orgánicos; es fotoestable y no 

inflamable (ATSDR, 2000). 

Este producto técnico esta formulado por una mezcla de los isómeros endosulfán I (alfa) y 
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endosulfán TI (beta). Contiene por lo menos 94o/o de los isómeros alfa y beta puros en una proporción 

7:3, respectivamente. El principal metabo\ito del endosulfán es, el sulfato de cndosulfán, puede 

encontrarse en el ambiente por fotólisis del endosulfán o como resultado de la oxidación de éste por 

1nicroorganismos. Otros productos de degradación incluyen; endosulfán dio!, endosulfán lactona, 

endosulfán éter, endosulfán hidroxieter, endosulfán ácido carboxílico. En muchas ocasiones se utiliza el 

término "endosulfán suma" o "L endosulfán" que incluye a los dos isómeros, alfa y beta (Tabla 1) 

(UNEP. 2009a). 

Las propiedades insecticida del endosulfán fueron descritas por W. Finkenbrink en 1956, 

desarrollado en Alemania por Hoechst y registrado en Estados Unidos en 1960, época en la que no 

había requisitos estrictos para registrar plaguicidas, estos fueron establecidos hasta 1975 (Nivia et al., 

1993 ). Se mezcla con la mayoría de los fungicidas y es compatible con la mayoría de los plaguicidas 

(Anon, 1989). El endosulfán es de rápida evaporación y se considera persistente en el medio ambiente, 

con una vida media de 28 a 391 días en suelo y de 18 a 21 días en agua (UNEP, 2009b ). 

Tabla l. Características del endosulfán, endosulfán alfa, endosulfán beta y sulfato de 
endosulfán. Fuentes: Toxicological Profile for Endosulfán, ATSDR, 2000. Pesticide 
Action Network North America, Pesticides Database. 

Nombre 
comUn 

Fórm-u1á 
química 
NUmero 

CAS 

Endosulfán 

115-29-7 

Endosulfán 1 
(alfa) 

959-98-8 
-------------,.-- ---·---------------

Estructura );Jf0/',_ 
(" 
" 

2.1.3 Toxicidad y mecanismos de acción 

Endosulfán 11 
(beta) 

33213-65-9 

Sl.lltato de 
endosulfán 

C.,H,,Cl604S 

1031-0Hl 

3.66 

El tnecanismo de acción del endosulfán es por interacción antagonista no competitiva con los 

receptores del ácido gamma-amino butírico (GABA) en el cerebro; en insectos este receptor es el 

principal blanco nervioso en la inhibición del canal clorinado (Casida el al., 2004). El enlace con el 

receptor del GABA induce la incorporación de iones cloruro por las neuronas, lo que provoca Ja 

13 



hiperpolarización de la membrana celular. El bloqueo del gradiente de pocencial eléctrico se traduce en 

una repolarización sólo parcial de la neurona y un estado de excitación incontrolable. 

Existen dos clases de receptores GABA~ y GABAa. El receptor GABAa, es un complejo 

proteico oligomérico, el cual cuenta con sitios de unión para GASA. benzodiacepinas y picrotoxinina 

(PXT). El neurotransmisor GABA induce al receptor GABAa (Fig. 3) esto favorece la apertura del 

canal iónico selectivo a cloro (CI') y conduce el flujo de cr a l interior de la neurona a través de un 

gradiente electroquímico (Pomes et al. , 1994). El mecanismo de acción del pesticida se explica cuando 

el endosulfán se une al sitio de reconocimiento de la PXT (ubicado en el canal cr acoplado al receptor 

GABA), lo que determina la disrupción del flujo de Cr, bloqueando el paso del anión al interior de la 

neurona, lo que genera hiperexcitacion neuronal (Suñol et al., 2008). 

Figura 4. Receptor GABA. Fuente: http://gomerville.com/2009/ 10/ 12/ 

Los insecticidas son un factor de riesgo para la salud de los organismos no blanco, como 

mamíferos y peces, debido a que en estos los linfocitos, macrófagos y NCC, al igual que neuronas, 

presentan receptores GABAa (Alam et al., 2006; Praveen et al. , 2006b; Reyes-García et al., 2007; 

Suñol et al., 2008). Para identificar y evaluar los perfiles toxicológicos de insecticidas en organismos 

no blanco, se han clasificado tres niveles de exposición: aguda ( 1-14 días), intermedia (15- 364 días) y 

crónica (>365 días) (Abadin et al., 2007). En tilapia nilótica (O. niloticus) se ha reportado una CLso de 

12.79 µg/L para juveniles de peso 150-200 g (Téllez-Bañuelos et al. , 2009). 
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2.1.4 Clasificación de la toxicidad 

La Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) clasifica al endosulfán como 

Categoría lb - Altamente Peligroso. La Unión Europea también lo califica como Altamente Peligroso. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) agrupa al endosulfán en Categoría 11 (Tabla 2) -

Moderadamente Peligroso. Se ha considerado que la clasificación de la OMS es inapropiada, tomando 

en cuenta la tipificación aceptada en países de todo el mundo y la información disponible sobre su 

toxicidad. La clasificación de la OMS se basa principalmente en el valor DL50 para toxicidad aguda 

reportada por la empresa fabricante (Romeo, 2000). El Centro de Investigación Toxicológica Industrial 

(ITRC) de la India, es el centro nodal para el proyecto PNUMA-GEF de Evaluación de Sustancias 

Tóxicas Persistentes (PTS) para la región del Océano Índico y ha clasificado al endosulfán corno 

Extremadamente Peligroso (Anon, 1989). 

Tabla 2. Clasificación toxicológica de plaguicidas por la OMS. 
Fuente: http://plaguicidasyhogar.com.ar/tox ico.html 
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p ict.o granco fa clón p o r .._a de P ••• cor-por.al 
para c•d;ii P o t ""'• ot•t POt" vfe cut~""'• 
ca:teg orta ).Otlde l. l q u t<lfo l,. i qul<lfo 
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Se reportó que el isómero alfa de endosul fán es tres veces más tóxico (DL50 de 76 mg/kg) que 

el isómero beta (DL5o de 240 mg/kg) en ratas hembras (ATSDR, 2000). 

2.1 .S Ecotoxicidad y riesgo ambiental 

El endosulfán entra al medio ambiente cuando se aplica como plaguicida y se distribuye en el 
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aire, el agua, suelos y sedimentos (Fig. 5). Generalmente, el cndosulfán se degrada en cuestión de 

semanas, sin embargo también puede permanecer adherido a partículas de sucio por varios años sin 

modificar su estructura original. Estudios sugieren que la exposición al endosulfán puede resultar en 

riesgos agudos y crónicos preocupantes tanto para organismos acuáticos como para organismos 

terrestres. En peces se ha demostrado efectos tóxicos en la reproducción y en el desarrollo de estos 

organismos. También es tóxico para aves y mamíferos, así como para organismos invertebrados 

acuáticos. El endosulfán afecta también la fotosíntesis en algas y otras plantas acuáticas, y produce 

efectos fitotóxicos incluso en cultivos comerciales que han sido tratados con este plaguicida. 

Adicionalmente, se han detectado efectos ecotoxicológicos particularmente preocupantes como: efectos 

genotóxicos y embriotóxicos en ostiones; efectos neurotóxicos en sapos y efectos inmunotóxicos en 

peces, entre otros (UNEP, 2009a). 

Uso de plaguicidas 
(agrícola, torestal, industrial 

urbano, domestrco) 

Aire 

Invertebrados acuaticos 

HOMBRE , 

Figura 5. Introducción de los plaguicidas en el ecosistema. Fuente: Monterrosas, 1988. 

2.1.6 Persistencia, bioacumulación y dispersión 

El isómero alfa de endosulfán se degrada en un promedio de 27.5 días (intervalo de 12 a 39 

días) en condiciones aerobias en cinco tipos de suelos diferentes; mientras que el isómero beta se 

degrada en un promedio de 157 días (intervalo de 108 a 264 días) en las mismas condiciones (UNEP. 

2007). Los valores altos como bajos de la vida media del endosulfán han sido reportados en la literatura 

(UNEP, 2009a). 

Los valores de bioacumulación reportados varían desde 20 hasta l 1,600 (concentración en 

organismos entre la concentración del medio) en peces de agua dulce y salada (UNEP, 2007) y los 

valores experimentales validados arrojan factores de bioconcentración de 1000 a 3000 para peces 
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(UNEP, 2009 a). Los factores de bioacu1nulación (BAF) en 3 especies de peces del Ártico para 

"endosulfán I" fueron de 1690 hasta 7280. En grasa de beluga y foca, este factor alcanza un promedio 

de 3.95 x 105 (UNEP, 2009 a). El promedio de la concentración detectada en las regiones del Ártico 

oscila entre 2 y 1 O pg!L (UNEP, 2007). Así mismo en sangre y tejido adiposo de osos polan!S y de 

rorcuales (ballena de aleta) de esa región. Una extensa revisión del potencial de transporte a larga 

distancia es presentada en los documentos UNEP, 2009a y UNEP, 2009b. La presencia de endosulfán 

en áreas como el Ártico y Ja Antártida, confirman que tiene suficiente persistencia y potencial de 

transporte para moverse alrededor del planeta (Fig. 6) y es altamente tóxico para organismos acuáticos. 

Lavado~ 
disposi~ión~eo 
contaminantes , 

,'/ ,' A~mósfera 
',:, . 

; ,,. , . 
' ' 

Volatilización 

A 
Fotodescomposición • DISPOSICIÓN 

Escurrimiento superficial - __________________________ ..,_ ....... 
>t":~~~~::::::llim-i!¡¡·¡¡n;¡¡¡¡¡¡:¡¡:¡¡:¡¡· •••••••r 

gua superficial 

t Adsorción a la 
superficie 

mineral/orgánica 

Transporte en suelos ... 

SUELO 

Desorción y difusión 
en la solución del suelo 

1¡1 
11 

1¡1 
11 

t fonsfo,mación ;uimica 

La-o;ado ~-
./--""""'"-~--,A~~ ~ Transformación microbiana 

Figura 6. Distribución de plaguicidas en el ambiente. Fuente: http://www.monoQTafias. 
com/traba jos 14/l osp l agui ci das/1 os p lagu i ciclas. s htm 1 

2.2 Modelo de experimentación 

2.2.1 Tilapia (Oreocltromis niloticus) 

La tilapia es un pez teleósteo (una de las tres infra clases de los peces óseos, con cola 

homocerca, escamas cicloideas o ctenoideas, vejigas natatorias habitualmente presentes y carentes de 

espiráculos) dulceacuícola (Fig. 7 y 8) con la siguiente taxonomía: 
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Reino: Animalia 

Phylum: Chordata. 

Subphylum: Craneata 

Superclase: Gnatostomata 

Serie: Pisces 

Clase: Actinopterygii 

Infraclase: Teleostei 

Orden: Perciformes 

Suborden: Percoidei 

Familia: Cichlidae 

Género: Oreochromis 

Especie: mossambicus (Peters, 1852) 

niloticus (Linnaeus, 1758) 

aureus (Steindachner, 1864) 

Subespecies: O. niloricus. Var. Stirling, Egipcia, Tailandesa. 

O. aureus. Var. Rocky Mountain. 

Líneas: O. mossambicus. Gris, roja, anaranjada. 

O. nilolicus. Gris, roja. 

O. aureus. Gris, roja, azul, blanca. 

Nota: En el presente estudio se trabajó con O. niloricus 

Figura 7. Oreochromis niloticus (tilapia nilótica). Figura 8. Morfología interna de O. niloticus. Fuente: 
Manual de producción de tilapia (Cantor, 2007). 
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2.2.2 Ciclo de vida de la tilapia 

Bien definido en las etapas: huevo, alevín, cría, juvenil y adulto. Para reproducirse requi1eren de 

temperaturas mayores a los 24ºC, se reproducen entre 6 y 8 veces al año. Su talla comercial es de 250 y 

500 g, y se alcanza entre 6 y 12 meses (depende de alimentación, temperatura, densidad, calidad 

genética y manejo) (Fig. 9) (Zaitseva et al., 2006). 

2.2.3 Requerimientos ambientales 

Las tilapias poseen gran resistencia a condiciones ambientales extremas: no obstante, los 

parámetros óptimos (Anexo 2) repercuten positivamente en el desarrollo; con rangos de temperatura 

que van de los 26-30ºC con una ideal de 28ºC; el oxígeno se recomienda un grado superior a 5 ppm 

(pueden tolerar hasta 1 ppm); el pH está relacionado con los nitritos, alimentos degradados, heces 

fecales y orina, así como con los dos parámetros expuestos con anterioridad, se recomienda un pH 

neutro (7) u oscilante entre 6.5 a 9; por último el parámetro nitrito y amonio (altamente tóxico) no debe 

de sobrepasar de 0.1 ppm (Zaitseva et al., 2006). 

Figura 9. Ciclo de vida en O. niloticus. Fuente: Manual de producción de tilapia 
(Cantor, 2007). 
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2.2.4 Nutrición y alimentación 

Las tilapias para su ópti1no crecimiento requieren de una alimentación balanceada, con 

requerimientos proteicos entre 25 y 45o/o con disminución de un 5% por etapa. Se recomiendan lípidos 

no menos del 4°/o; fibra no más del 6%; minerales y vitaminas alrededor del 5% (guardando relación 

con la estadía o etapa del pez) que puede ser proporcionada naturalmente o artificialmente (pelets). El 

método de alimentación puede ser por demanda de los organismos o por tablas de alimentación en base 

al peso de los organismos (- 5°/o del peso total) y Ja temperatura del agua (Anexo 3). Se recomienda el 

suministro diario en 2 o 3 raciones para un mejor aprovechamiento (Zaitseva el al., 2006). 

2.2.5 Acuacultura 

La tilapia nilótica es una de las especies más rentables para la acuacultura {FAO., 2009). Se 

introdujo a México a partir de 1960. Es un pez que solo desarrolla infecciones cuando factores 

(bacterias. parásitos, virus, hongos, protozoos, moluscos, crustáceos, anélidos, parámetros 

fisicoquímicos del agua, predadores y tóxicos disueltos) afectan el funcionamiento de su sistema 

inmune (Zaitseva et a!., 2006). 

Existen reportes de los efectos de la luz (color) medioambiental en relación con el 

comportamiento, sobrevivencia y crecimiento (Kawamoto el al., 1951; Fanta, 1955); así como ele los 

niveles de estrés. mostrando la luz blanca como un ligero estresante, que puede ser potencializador de 

otros factores de estrés fisiológicos o toxicológicos (Vol pato et al., 2001 ). Aunado a ello la 

cronobiología de los organismos y su ciclo circadiano es mediado por una serie de factores fisiológicos 

del organismo captación de la luz mediante los bastones, conos retínales, el SNC, la glándula pineal y 

el axis renal; al igual que la síntesis de melatonina); las cuales corresponden a las denominadas 

unidades cronobiológicas o zeitgebers (ZT) (Arjona et al., 2004; Martinez-Chavez, 2008a; Martinez­

Chavez et al .. 2008b ). 

El sistema inmune (SI) de peces es un indicador sensible de la salud y frecuentemente se utiliza 

para monitorear la sanidad en acuacultura (Watts et al., 2001 ). La evaluación del SI es una herramienta 

que infiere exposición del organismo a algún agente tóxico y mide los efectos biológicos desfavorables 

(Tej eda-Vera et al., 2007) a través de parámetros funcionales como apoptosis, niveles séricos de 

inmunoglobulinas y citotoxicidad de células competentes las cuales son sensibles en varias especies de 

peces (Rice et al .• 1996). 
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2.3 Inmunología del pez 

El SI comprende una serie de células, tejidos y órganos altamente especializados que mantienen 

homeostasis y la habilidad protectora ante xenobióticos (Magnadonir, 2006). Debido a esta 

especificidad la respuesta inmune de los organismos se divide en: respuesta inmune innata (RII) o 

inespecífica y respuesta inmune adaptativa (RIA) o específica, ambas funcionales en peces teleósteos. 

La Rl l se ve afectada por cambios inesperados en el medio ambiente y cuando se desarrolla en un 

hábitat estresante agudo o crónico (Femández el al. , 2002; Domínguez et al .. 2004; Bowden, 2008). 

2.3.1 Órganos linfoides. 

Los órganos linfoides primarios en peces óseos son: timo bilobulado y riñón anterior. Los 

secundarios son el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (Fig. 10) (Hunenhuis et al. , 

2006; Zapata et al. 2006). Los peces carecen de médula ósea, nódulos linfáticos y amígdalas, y la 

función de estos órganos las desarrolla el riñón anterior (Olabuenaga, 2000; Fernández et al. , 2002: 

Ruiz et al., 2003; Domínguez el al., 2004). 

Figura 1 O. Principales órganos linfoides de O. 
niloticus. 

2.3.2 Respuesta inmune innata 

En peces teleósteos el epitelio como la secreción de mucus fonna una barrera fis ica que lo 

protege del medio ambiente. El mucus contiene proteínas y carbohidratos que previenen la 

colonización de parási tos, bacterias y hongos; además de la mucina contiene precipitinas inespecíficas, 

aglutininas, opsoninas, pentraxinas, proteína C-reactiva, suero amiloide P, lectinas (como la de unión a 

manosa) y lisozima (barrera química primaria). La lisozima es una enzima mucolítica antimicrobiana 

con capacidad para degradar mucopolisácaridos de la pared celular bacteriana (tipo Gram+) causando 
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lisis (Grinde et al., 2003; Magnadottir, 2006) además es considerada como la forma más antigua y 

conservada del reconocimiento de lo no propio o peligroso (Fletcher, 2001; Matzinger, 2002; Volanakis 

et al. , 2004). La proteína C reacti va en una proteína que aglutina y en la concentración óptima participa 

en el reconocimiento y defensa en contra de ciertas bacterias e interactúa con otras moléculas como el 

complemento y los receptores Fe en linfocitos (Edagawa et al. , 2003). 

También se reporta que los peces cuentan con péptidos antimicrobianos, los cuales ejercen 

diversas funciones como la inhibición productiva de proteasa a2-macroglobulina y a l-antitripsina 

(Bowden et al., 1997), otros bloquean la actividad lítica e impiden o retardan el crecimiento bacteriano 

(Stafford & Belosevic, 2003). Los péptidos antimicrobianos reconocen patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMPS) son los lipopolisacáridos bacterianos, ílagelinas, ácido teicoico y peptidoglicano, 

DNA con motivos CpG y RNA de doble cadena asociado a virus los cuales son reconocidos por 

patrones proteicos o receptores (PRP/R) (Medzhitov & Janeway, 2002; Magnadottir, 201 O). 

Recientemente un importante grupo de receptores tipo Toll (TLR · s) han mostrado una organización, 

expresión y características similares a las observadas en mamíferos (Bricknell & Dalmo, 2005). 

2.3.2.1 Respuesta inmune innata mediada por células. 

Entre las células involucradas en la RRI en peces se encuentran células citotóxicas no 

específicas (NCC) posibles progenitoras de las células, (Natural Killer) y las células fagocí ticas. Las 

NCC ejercen citotoxicidad inespecífica contra diferentes células blanco sin previo reconocimiento (Fig. 

11). estas células se encuentran principalmente en riñón anterior, bazo, sangre periférica y timo; son 

células no adherentes y resistentes a la irradiación (Green lee et al., 2001 ). En tanto, las células 

fagocíticas, poseen el mecanismo más ampliamente distribuido (fagocitosis), efectuada por 

granulocitos y fagocitos mononucleares (Zaitseva et al., 2006). 

Figura 11: Electro micrografia de NCC. Organ ismo blanco (Tetrahymena pyriformis) tratada con 
formalina. Fuente: Tomada y modificada (Evans & Cooper, 1990). 
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2.3.3 Respuesta inmune adaptativa.1 

La RIA humoral en peces está representada por anticuerpos (Ab/Ac) e inmunoglobulinas (Ig) 

que son glicoproteínas. La Jg reportada en teleósteos es la clase "IgM like", un tetrámero con dos 

cadenas livianas y dos pesadas de un PM - 700 y un coeficiente de sedimentación de 17 S; existen 

formas monoméricas en suero. Las células productoras de Ac derivan de linfocitos B, que por la 

interacción con el antígeno se transforman en células plasmáticas (poseen un citoplasma basófilo, no 

granular) localizadas en tejido conectivo, bazo, riñón anterior y sangre. Este mecanismo guarda una 

memoria inmunológica en función al ambiente y temperatura (Fange, 2002: Koumans et al., 2004; 

Zaitseva et al., 2006). 

2.3.3.1 Respuesta inmune adaptativa mediada por células. 

En teleósteos los linfocitos (producidos en riñón anterior y timo) participan en los mecanismos 

de inmunidad celular. Esta respuesta tiene un amplio rango e involucra otros linajes celulares, como 

macrófagos, NCC, linfocitos T y linfocitos B; así como la producción de citoqunas (IL), con lo que 

aumenta la capacidad de defensa (Fange, 2002; Wolke, 2002; Zaitseva et al., 2006). 

Las citoquinas son glicoproteínas moduladoras de las células inmunocompetentes. como IL-1, 

IL-2, IL-3, IL-6, Interferón (IFN), factor de activación de macrófagos, TNF-a y el receptor soluble para 

IL-2, entre otras. (Verburg et al., 2002). El IFN es una molécula importante que ejerce actividad 

antiviral, es producida en respuesta a virus, estimulación inmune o química (Roge! et al., 2002). 

2.3.4 Células citotóxicas inespecíficas (NCC) 

Las NCC son células pequeñas, no granulares, ubicadas en órganos linfoides (i.e. pronefros. y 

bazo) pero escasas en sangre (Shen et al .. 2002). Las NCC de teleósteos son el equivalente a las células 

NK (natural killer cells) de mamíferos (Evans el al., 1992); con las cuales se relacionan evolutivan1ente 

(Tizard, 2000). Las NCC son consideradas mediadoras de citotoxicidad en la inmunidad innata y 

fueron las primeras efectoras de la resistencia a la citotoxicidad innata caracterizadas en peces 

teleósteos (Evans et al., 1984b; Graves et al., 1985). 

Estudios demuestran que en ausencia de moléculas exógenas solubles como las citoquinas las 

células tumorales se unen a las NCC desencadenando la inducción de muerte celular produciendo 

l Solo se hoce referencia a el sistema inmune de peces (no se trabajara con este tipo de irununidad). 
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apoptosis bidireccional (Oumouna et al., 200 1 ). El receptor NCCRP-1 (Nonspeci fic cytotoxic cells 

receptor 1) (Fig. 12) es el único identificado para el antígeno de NCC y es responsable del 

reconocimiento (no aloespecífico), la señalización y activación. (Jaso-Friedmann et al., 1997). El 

receptor NCCRP-1 descrito como de tipo m reconoce un ligando referido como "natural killer target 

antigen" (NKTag) (Evans et al., 1988; Leary et al., 1994). 

El mejor método para la identificación de las NCC es mediante el uso de anticuerpos 

monoclonales como el mAb5C6 identificado por su especificidad contra las NCC del "pez gato" 

(Evans et al., 1988). 

También se ha sugerido que las NCC; así como tejidos con alto contenido de NCC indican 

susceptibilidad celular de apoptosis (CAS) en O. niloticus (Praveen et al., 2006b). 

. 
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celula blanco. 
2. n.rtsduccl6n de Ml\aL 
~.Actlwiclón tninscrtpdonal; 

Figura 12. Modelo hipotético de la proteína NCCRP-1; con tres dominios: un 
dominio extra celular de unión al antígeno; un dominio intracelular (terminal 
N) que contiene los motivos PRM, BOX- 1 y BOX-2; y un dominio (terminal 
C) formado por múltiples sitios de fosfori lación de quinasas. Fuente: (Jaso­
Friedmann et al., 2001) modificado. 

2.3.4.1 Funciones de las NCC 

Las NCC son el principal mediador de la citotoxicidad en la inmunidad innata, al generar lisis 

en parásitos protozoarios, células virales transformadas, bacterias (productos que intensifican la 

respuesta inflamatoria) y células tumorales (Evans et al. , 1984 a; Graves et al., l 985a; Graves et al., 

l 985b). 
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Las NCC inducen la muerte celular mediante FasR+ en líneas de leucemia humana HL-60, vía 

la secreción de FasL soluble (Jaso-Friedman et al. , 2000a; Jaso-Friedman et al. , 2000b). La 

dependencia de perforina (granzima), en el sistema FasUFasR, TNF-alfa y TNF relacionado con el 

ligando de la inducción-apoptosis (TRAIL) por parte de NCC (Wiley et al., 1995) no se ha elucidado 

(Fig. 13). Las NCC pueden ser reguladas de manera positiva o negativa por el complejo mayor de 

histocompatibilidad 1 (MHC-1 ), por lo cual es considerado no especifico pero dependiente de antígeno 

(Bishop et al. , 2000). 
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Fig. 13. Receptores de muerte celular. compuestos por un dominio extracelular rico en cisteína, un 
dominio transmembrana y un dominio citoplasmático de muerte celular (DO) que está unido 
dependiendo del caso a un dominio de muerte celular asociado a Fas (FADO) o un dominio asociado al 
receptor de TNF (TRADD). Fuente: (Muntane et al., 2007). 

2.3.4.2 Mecanismos de activación citotóxica de las NCC 

La citotoxicidad de las NCC requiere que la célula efectora entre en contacto fís ico con la célula 

blanco; este proceso se le conoce como formación conjugada (Jaso-Friedman et al., 1996; Evans et al. , 

1996; Jaso-Friedman et al., 1997). Una de las respuestas inmediatas en la activación citotóxica de las 

NCC es el incremento en la fosforilación en proteínas de membrana (Fig. 12) (Jaso-Friedman et al .. 

1994; Evans et al. , 1994; Ruiz et al. , 2001 ; Jaso-Friedmann et al .. 2001). 

El ligamiento cruzado de NCCRP-1 con el anticuerpo monoclonal 5C6 incrementa la 

citotoxicidad de NCC y la expresión de NCCRP- 1, así como los niveles de quinasas proto-oncogénicas 
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de la familia src (sarcoma] (lck, fyn y src) (Jaso-Friedmann et al. , 1995). También el suero puede 

contener factores de activación citotóxica causados por algún tipo de estrés en el hábitat, llamados 

SASF (stress activated serum factors) lo cual amplifica la actividad de las NCC; indicando la presencia 

de factores solubles tipo citoquinas (Jaso-Friedman et al., 2000). 

Fas ligando o CD95L (FasL) ha sido encontrado en NCC permeabilizadas obtenidas del bazo y 

ha sido previamente demostrado que las NCC emplea FasL soluble (sFasL) para eliminar la célula 

blanco incluyendo líneas celulares tumorales y parásitos protozoarios (Bishop et al., 2000; Jaso­

Friedman el al., 2000a; Jaso-Friedmann et al., 2000b). Por ello la tilapia secreta FasL como principal 

medio para eliminar objetivos como: HL-60 (Human promyelocytic leukemia cells) (Fig. 14) (Evans el 

al .. 1984). Otros estudios definen la existencia de proteínas adaptadoras y mediadores solubles que 

promueven la apoptosis en células de teleósteos, demostrando la presencia de FADD (Fas-Associated 

Protein with Death Domain), CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility) y FasL en NCC activadas (Evans 

et al., 2000). Así mismo, ésta reportado que en ensayos citotóxicos entre 3 y 12 horas son necesarias 

para que el evento lítico ocurra así como la presencia del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) 

soluble o de membrana (Tsutsui el al. , 1996; Bishop el al., 2002). 

Figura 14. Células HL-60 (40X). Ampliadas 
con aumento digital. 

En tilapia la susceptibilidad celular de apoptosis (CAS) ha sido identificada previamente; su 

expresión es regulada en la protección apoptótica de las NCC tratadas con activación del factor de 

estrés en suero (SASF) (Evans el al., 2000; Praven et al., 2006b). La atenuación de CAS reduce la 

sensibilidad de las células a los mediadores de apoptosis TNF-a y P; la CAS es expresada en células 

proliferativas, pero su expresión disminuye en células y tejidos quiescentes (Wellman el al., 1997; Boni 
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el al., 1999; Praven el al., 2006b). La susceptibilidad celular de apoptosis j uega un rol importan te en 

desarrollo de cáncer y es considerado ' 'switch" determinante de cuando la célula debe proliferar o ir 

hacia apoptosis (Brinkmann el al. , 1996; Brinkmann, 1998). 

2.3.4.3 Granzima 

Las granzimas pertenecen a la familia de proteasas de serina, constiruyendo en mamíferos el 

mayor número de los componentes granulares tanto de linfocitos T citotóxicos (CTLs) y NK, los cuales 

juegan un papel importante en la inducción de muerte en células blanco (Trapani, 2001 ; Russel and 

Ley, 2002; Libennan, 2003). Las granzimas son clasificadas con base en las especificaciones primarias 

de su sustrato y por su actividad enzimática ya sea; triptasa, Asp-asa, Met-asa y qui nasa. Granzimas A y 

K tienen actividad triptasa, granzima B con actividad Asp-asa, granzima M con actividad Met-asa 

(Kam et al., 2000). 

Se ha reportado la existencia de granzima en las NCC de lc1alurus punc1a1us y Oreochromis 

nilolicus (Praven el al., 2004). El requerimiento de calcio por parte de las NCC para la inducción de 

citotoxicidad, es una indicación de que estas células usan la vía de eliminación '·exocitosis granu lar" 

(Fig. 15) (Carlson el al., 1985); originalmente se pensaba que la perforina causaba la lisis celular al 

penetrar la membrana celular de la célula objetivo, pero trabajos recientes apoyan la teoría de que las 

perforinas habilitan a las granzimas para escapar de los endosomas en el citosol de la célula objetivo 

(Pinkoski el al. . 1998; Metkar et al .. 2002). Así también se reportó la secuencia completa de la 

granzima en tilapia (TLGR-1) (Praven el al. , 2004) con registro en GenBank (AY9 18867 para el gen 

completo y A Y9 l 8866 para el mRNA); de igual manera se comprobó la expresión medida tanto de 

granzima como de ~-actina (el gen constirutivo) en bazo (Janganan el al., 2009). 

GTanulos Perforinas y 
citotóxicos 

Conjugación Ag-Ab 

HL-60 

~Uer1e 

celular 

Figura 15. Citotoxicidad inducida .Mediante perforinas 
(verde) y granzima (purpura). 
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Las actinas son proteínas conservadas que ejercen importantes papeles en el mantenimiento de 

la estructura citoesquelética, 1notilidad y división celular, movimientos intracelulares y procesos 

contráctiles (Clarke et al., 1977; Hennan, 1993). El número de isoformas de actina en teleósteos son 

nueve y pueden ser divididas en dos grandes categorías citoplasmáticas (J3 y y) y musculares (a) 

(Vandekerckhove et al., 1984 Venkatesh et al., 1996). En el pez Takifugu rubripes fueron 

caracterizados los siguientes genes tipo actina: seis de tipo muscular (dos actinas a-esqueléticas, tres 

actinas a-cardiacas y una actina a-anómala tipo testicular) y tres de tipo citoplasmáticas (dos actinas P­
citoplasmáticas y una actina J3-citoplasmática tipo vascular) (Venkatesh et al., 1996; Poletto et al., 

2008). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El endosulfán es un insecticida de amplio uso en México, pero restringido en varios países por 

sus efectos adversos al medio ambiente y la salud. Este pesticida posee características fisicoquimicas 

que favorecen la contaminación de los mantos acuíferos y de organismos no blanco por 

biomagnificación en la cadena trófica. Uno de los organismos acuáticos no blanco del endosulfán es la 

tilapia nilótica (Oreochromis niloticus) que representa un excelente sistema modelo-costo en los 

estudios inmunotoxicológicos. Está reportado que el endosulfán induce una activación inespecífica en 

macrófagos esplénicos en O. ndoticus expuesto in vivo en un periodo corto a concentración subletal. 

No obstante, se desconoce el efecto del insecticida sobre parámetros citotóxicos de la respuesta ir.mune 

innata de la tilapia. Contar con información sobre el efecto del endosulfán sobre la RII de ti.lapia, 

permitirá emitir recomendaciones sobre el uso de este insecticida organoclorado y el riesgo potencial 

que representa para la los organis1nos acuáticos. 
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4. HIPÓTESIS 

El cndosulfán incrementa el porcentaje, la actividad citotóxica y la expresión de granzima en las 

NCC esplénicas de la tilapia nilótica expuesta por un periodo corto y a concentración subletal en un 

modelo in vivo. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de la exposición aguda in vivo a endosulfán en el porcentaje y la actividad citotóxica 

de células NCC esplénicas y la expresión del gen granzima de tilapia nilótica (Oreochromis nilor.icus}. 

5.2 Objetivos Particulares 

1.- Identificar el inmunofcnótipo de las NCC esplénicas. 

•!• Para grupo control y expuesto: 
2.- Cuantificar el porcentaje de las NCC. 

3.- Determinar la actividad citotóxica de las NCC sobre células blanco. 

4.- Medir Ja expresión del gen granzima. 
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6. DISEÑO METODOLÓGICO 

Efecto in vivo del endosulfán en tilapia nilótica juvenil (acción sobre las NCC) 

lnmunofcnotipificación 

:-&rcaje con anticuerpo primario 
(m.Ab 5C6). 

::'vfarcaje con anticuerpo secundario 
(lg:M-mq. 

!nmunofcnotipificación y cuantificación 
de l'\CC (FACSAria Flow Cytometer; 

BD Bioscicnccs) . 

Se empleó la prueba t de Student 

significancia estadística entre los 

grupos con p< 0.05. 

Orechromis niloacus 
Aclimataciá:i de los organismos en 

acuarios de -lO L 

96 h de traamie:nto e:n peceras 
indr.~duales y limpi eza de 

residuos sólidos a 48h (solo 
se retiran 2 L) sin reposición. 

Sacrificio (accite esencial 
de clavo) N=5 por du¡:licado. 

Di sgregaciál cclula- y separaciál 
de mooocitos por densidad 

(Histopaque-1077 y Pcrcoll 45.5%). 

Scrtiog de ·ce y HL-60. 
Co-01ltivo de NCC y HL-60. 

::'vfarcajecon PI 
(yO<Ílro de propidio). 

Apoptosis sobre HL-60 
(FACSAria Flow Cytomctcr; 

BD Bioscicnces). 

Peces e<puestos a 
7 µg'L de e:ndosulfáo 

fapresión génica 

Ex tracción y purificación 
de R1'A (PurcLink R1'A ~ni 
Kit; Ambion).Elaboraci ón de 

cDKA (Transaiptor First Strand 
cDKA Synthesis Kit; Roche). 

qRT-PCR GranzimaMCP 
(LightCycl~ 2.0; Roche). 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS' 

7.1 Universo de estudio 

Tilapia nilótica, machos juveniles con peso (200-250 g) y talla homogénea (-25 cm), 

proporcionados por la empresa Aquamol S.C. de R. L.~ ubicada en el municipio de Ajijic, Jalisco. Los 

peces fueron aclimatados por 3 meses para obtener peso ideal; posteriormente se traspasaron a acuarios 

de 40 La 27ºC +/- 2ºC con aireación. pH constante, monitoreo de nitritos y amonio. Los organismos 

fueron alimentados con pellets Nutripec. El tamaño de muestra para peces expuestos y control file de 5 

por duplicado. 

7.2 Preparación del endosulfán 

Para la realización del ensayo in vivo, el endosulfán grado técnico fue disuelto en agua destilada 

( 1 100); esta solución se añadió y mezcló directamente a los acuarios hasta alcanzar una concentración 

de 7 ppb (o 7 µg/L) la cual es equivalente a 1/2 CL50 para tilapia nilóticajuvenil (Téllez-Bañuelos et 

al., 2009). 

7.3 Obtención de las NCC 

Los peces fueron sacrificados por anestesia profunda con aceite esencial de clavo ( 4 gotas I 100 

g de peso) y se obtuvo el bazo en condiciones asépticas. Después se procedió de disgregar el órgano 

linfoide con una malla de nailon (-1 O µm) en 2.5 mL de PBS; se sometió a purificaciones en gradientes 

densitométricos de Histopaque-1077 ( 1.1 00 mL I l mL de solución disgregada o sangre total) por 

centrifugación a 2500 rpm durante 20 min a 28ºC se recuperó la interfase y se realizó una segunda 

purificación sobre un gradiente de Percoll al 45.5o/o seguido de una centrifugación a 2500 rpm durante 

17 mina 28ºC. Las células de la interfase (fracción enriquecida en NCC) fueron recolectadas, lavadas y 

resuspendidas en RPMI 1640 con L-glutamina suplementado con lüo/o de suero fetal bovino (SFB). 

La viabilidad celular fue mediada en presencia de azul de tripano - preparación 1: 1 suspensión 

celular y azul de tripano-. La concentración celular se determinó como un X (promedio) de células 

viables en cuatro cuadrantes de la cámara de Neubauer * l 0000 * 2 I Volumen ( 1 ml) = Concentración I 

ml. Posteriormente se restaron las células muertas con la siguiente ecuación: % de células rnuertas 

2 Todos los reactivos, kits e instrumental tienen casa comercial y nU.mero de catálogo en: Materiales, equipo e insumos 
requeridos en la investigación. 

33 



=células vivas (p)/ IOO =X y para las células muertas= (i:;) ! X=% de células muertas. 

Las NCC (200,000 células / 100 µL) se mantuvieron en inedia RPMI- 1640 suplementado en 

fria hasta realizar el marcaje con anticuerpos, o a temperatura ambiente en el caso del ensayo de 

citotoxicidad 

7.4 Análisis del inmunofenotipo de las NCC por citometría de flujo 

Para determinar el inmunofenotipo se tomaron 200 000 NCC en un volumen final de 100 µL e 

incubaron con 5 µL (lµg) de anticuerpo monoclonal 5C6 por 1 ha 4ºC en oscuridad con agitaciones 

ocasionales. Posteriormente las células se lavaron dos veces en 500 µL de PBS frio a 2000 rpm I 1 O 

min y después se resuspendieron en 100 µL de PBS e incubaron con 2 µL (1 µg) del anticuerpo 

secundario IgM anti-ratón conjugado con FITC por 30 mina 4ºC en oscuridad con agitación ocasional. 

Nuevamente se lavaron dos veces en 500 µL de PBS frio a 2000 rpm I 5 ruin. Se descanó el 

sobrenadante y resuspendieron las NCC en 500 µL de PBS. Luego las células marcadas fueron 

analizadas en el citómetro FACSAria (BD) y se determinó la intensidad de fluorescencia media (IFM) 

para evaluar la expresión del receptor NCCRP-1, tanto del grupo control como del expuesto a 

endosulfán. Para establecer el control negativo se utilizó un isotipo sin anticuerpo monoclonal. El 

análisis del ensayo se realizó con el programa FACSDiva (BD). 

7.5 Preparación de la línea celular HL-60 para el ensayo de citotoxicidad 

Como célula blanco para los ensayos de citotoxicidad de las NCC de tilapia del Nilo se trabajó 

con la línea celular HL-60 (células de leucemia promielocítica) (Jaso-Friedman el al., 2000; Oumouna 

el al .. 2001).Las células HL-60 se incubaron en suspensión en medio de cultivo RPMI-1640 

suplementado con SFB (IOo/o) a 37ºC en atmósfera húmeda con 5% de CO~ El tiempo de proliferación 

de esta población celular fue de 36 a 48 horas. 

7.6 Ensayo de citotoxicidad de las células NCC por citometría de flujo 

Una vez obtenidas las células HL-60 (T: Blanco) y las NCC (E: Efectoras) se procedió al co­

cultivo en placas de 96 pozos en una relación T-E: 1: 1; 1: l O; 1 :20 y 1 :40 respectivamente, ajustando 

cada condición experimental a un volumen de 200 µL con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado 
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con SFB. Se incubó a 37ºC en atmósfera húmeda con So/o de C02 durante 4 h. También se incluyeron 

controles negativos [sólo células marcadas con yoduro de propidio (IP)] y positivos [células blanco 

tratadas con etopósido (compuesto inductor de apoptosis) más IP]. Luego, se cosecharon y recolectaron 

en tubos de 2 mL. se añadió 1 mL de PBS y posteriormente se centrifugaron a 1800 rpm, durante 7 

minutos, este lavado que se repitió dos veces. 

Después, las células se decantaron y suspendieron en 200 µL de PBS. Se añadieron l O µL de IP 

por muestra e incubaron durante l O minutos protegidos de la luz. Finalmente, se evaluaron las muestras 

en el citómetro FACSAria (BD). Los resultados fueron analizados con el programa FACSDiva (BD). 

7.7 Análisis para la expresión del gen de la granzima en células NCC por qRT-PCR 

Para medir la expresión del gen de la granzima en la NCC se aisló y purifico el RNA total de las 

células (esplenocítos) extraídas de los peces tratados o no con endosulfán con el mini Kit PureLink 

RNA. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 µg de RNA total utilizando el Kit Transcriptor First Strand 

cDNA Synthesis. La qRT-PCR se realizó utilizando un LightCycler® 2.0 y el kit LightCycler FastStart 

DNA MasterPLus SYBR Green l. El programa de PCR optimizado durante ensayos preliminan;s se 

representa en la siguiente tabla (Tabla 3) 

El análisis de Jos productos de PCR fue realizado con el software LightCycler®. 

Tabla 3. Condiciones de la qRT-PCR para granzima y ~-actina en el LightCycler® 2.0 

GR.\\Z!\1A j'i-ACll\A: 
Modo de :mill5~ Cdis S~g¡remo \fodo de affi!i.5is Ci:bs Segn:emo T en;ieratura r ~fll'O \1. de adqui>ri.in 

Pre-ni::uOOáin: Pre-ffubaó.1n-

\hg-.m 95°C 10' \ITT¡.'lJOO \inguoo 95'( 10' \Dl,,O\IJ'j) 

.l\fllllilicadin: -\nlJl;ocacxín: 
Cmntili:aciín 1D !Xsmtura!imci:ín QS'C 10"" \ir,."lITJO Cuantificaciin 40 DesrnllrrJ]j¡;¡cl)n 95'[ 10"" \~"l.ll°j) 

.\meón 6:"c 10'" \ir.~1\ID(\ .~ire.'ición wc ID" \ii~'j) 

E.i1~nsi5n 72'C 16" SITTlJk E.il::nsión ''"[ 19"" Srrnple 
[lll"\11 ii; dN"iL1icÍÍn (11'\a d~ di>ociaclm 

e. de disochción 1 lbll.1turaliz:¡cl)n 95'( ú" \inguno e' de d~ocuám 1 Desnatlrrlllr.1".lcón 95'C o· \TigtD10 
.~fu\-acim 65'C 6ff' \mguno ~li-l!ación 6"'C 60'" \i1gmo 
Milci5n 95'C RR=O. l'C's Q' conmino Imocilciin 95'C RR=D.l'C s O" Continuo 

Enrn~mo. E;i!Ti'.nri:mo: 

\Digum 40'[ 30"" \inguno \mguno 40'C )0" \iigmo 

Cada muestra fue procesada en triplicado (cDNA y qRT-PCR). Los datos fueron expresados 

como cantidades relativas utilizando como gen de referencia al de la (~-actina). Los cebadores que se 
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utilizaron se inuestran en la siguiente tabla (Tabla 4). Fueron diseñados con el programa Oligo V.6, y 

las secuencias obtenidas de la base de datos GenBank. 

Tabla 4. Cebadores de granzima y P-actina. 

Gen Cebadores ID del gen Tamai'io esperado en pb 
Sentido 

Anti sentido 
Granzima 5"-ATC ATG CTC CTC AAACTC TCG -3· AY918866 290 

s·- GGG CCACCAGAA TCACC -J' 
13-actina s·- GGC ATC GCA CCTTCT ACAAT-3" EF206796.1 366 

s·- TCT CAC GCT CAG TTG TGG TAG T 
-3" 

7.8 Análisis estadístico 

Las inedias ± DS o ES se determinaron en cada grupo de estudio por experimento. Se aplicó Ja prueba 

"t de Student'' a dos colas, utilizando el software Gnumeric 1.10.16. Valores con p < 0.05 fueron 

considerados significativamente diferentes entre grupos. 

36 



8. RESULTADOS 

8.1 Condiciones de cultivo de los peces y obtención del bazo 

Durante el estudio la temperatura del agua se mantuvo en un rango de 27ºC +/- 2ºC con 

aireación constante (Fig 16) y los parámetros de calidad del agua se mantuvieron óptimos (pH de 7 a 

8.5, nitritos de 0.5 a 1 ppm y amonio de 0.0069 a 0.043 ppm o mg/L). 

Figura 16. Zootecnia de los organismos. 

Después de 96 h de exposición a endosulfán los peces fueron sacrificados y se obtuvo el bazo 

con pesos promedios de - 0.19 +/- 0.05 g (Fig. 17). 

Figura 17. Bazos de tilapia del Nilo en PBS 1 X. 
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8.2 Obtención de fracción enriquecida de NCC 

Para obtener la fracción celular enriquecida en NCC fue necesario trabajar un protocolo de 

doble separación por gradiente de densidad (Histopaque-1077 y Percoll al 45.5%). Además se 

determinó la temperatura óptima de centrifugación la cual fue de 28ºC (Fig. 18). 

30 

¿ 25 

:3 
3 20 .... 
u 
o 15 
o .... 
:!: 10 
o 
a: 
o.. 5 

o 

- 1'!!'!9"!! ______ iiiiili. ___ 3.75 

12·c 2o·c 28"C 
GRADIENTE DE TEMPERATURA. 

Figura 18. Determinación de temperatura óptima de centrifugación para la obtención de las NCC. 
Valores de conteo celular en promedio. Azu l = Células viables. Rojo = Células muertas. 

A la temperatura de centrifugación de 28ºC se obtuvieron - 1 '200,000 +/- 100,000 células / mL 

(por pez). Se muestra una imagen representativa (Fig. 19) de una célula NCC donde se aprecia su 

tamaño promedio (-3 µm) y de un macrófago (-7 µm) obtenidos del bazo en ti lapia del Nilo. 

Figura 19: Células inmunocompetentes de O. niloticus. Observadas a 40X mediante tinción 
exclusiva: azul de tripano y rojo neutro. 
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8.3 Identificación del inmunofenotipo de las NCC esplénicas. 

Para identificar el inmunofenotipo se trabajó con un protocolo por citometría de flujo 

empleando un marcaje indirecto con el fluorocromo FTTC. La identificación de la población 

inmunocompetente se basó en características celulares de tamaño FSC (forward scaner) y complejidad 

SSC (side scatter) (Fig. 20). 
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Figura 20. Inmunofenótipificacion de las NCC (azu l). Dot plot representativo, donde se observa una 
media constante en la dispersión frontal FSC (tamaño) en la cuarta década y para la dispersión lateral 
SSC (complejidad) en la tercera década. 
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8.4 Efecto del endosulfán in vivo en el número de NCC esplénicas. 

Para evaluar el efecto del endosulfán en el porcentaje de la población NCC esplénicas se 

comparó la IMF entre grupos (Fig. 21 ) . 
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Figura 21. Efecto del endosulfán in vivo sobre el número de NCC esplén icas. Histogramas 
representativos del ensayo de inmunofenotipificación. El valor del cuadrante superior derecho 
muestra el porcentaje de NCC por condición experimental. A) isotipo; 8) Control sin tratamiento 
y C) Expuesto a endosulfán. 

Aun cuando no se observó una diferencia significativa (p > 0.05), el grupo expuesto a 

endosulfán mostro un porcentaje de células positivas al fluorocromo (2310.67 ± 866.42) más elevado 

que el grupo control ( 1886.78 ± 530.44) (Fig. 22). 
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Figura 22. Efecto del endosulfán in vivo sobre el porcentaje de las NCC esplénicas de O. 
niloticus. Se aplicó la prueba t de Student para comprobación de las medias ± DS entre grupos. 

+=media. 
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8.5 Efecto del endosulfán in vivo en la actividad citotóxica de las NCC sobre células blanco HL-
60. 

Previo al ensayo de citotoxicidad se realizó una identificación de las células blanco (HL-60) 

como de la efectora (NCC) por medio de una dispersión de puntos (Dot Plot), según el tamaño (FSS) y 

complejidad (SSC) (Fig. 23). 
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Figura 23. Identificación de las células blanco HL-60 (verdes) y la célula efectora NCC (azul) por 
''Dot P/01'·, previo a la evaluacion de la actividad citotóxica. Grupos experimentales: A) Control y 8) 
Expuesto. 

Para comprobar el potencial citotóxico de las NCC de los organismos control y expuestos se 

ensayaron co-cultivos por 4 h, con di feren tes relaciones de las células blanco: efectora 1: 1, 1: 1 O, 1 :20 y 
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1 :40. Las células muertas o apoptóticas fueron cuantificadas como porcentaje de células positivas al PI. 

No se observaron valores líticos significativos en las relaciones 1: 1 [(3. 15 ± 0.56) (2.55 ± 

0.20)] ; 1: 1 O [(5.4 ± 0.54) (4.35 ± 0.20)] y 1 :20 [(6.05 ± 0. 11 ) (4.7 ± 0.54)] entre el grupo control y 

expuesto (Fig. 24 y 25). 

~ ~~- 1 jD) 5.8%1 1 L~~ 
y ~ t -¡ ~· ~ 1 

~ •1Í o• " " " • ' '" " ' ' • .,,.;-; '"""' • ~ " "" • " ·• o • ... "°;,,.. .o· ·~· .... o .... -

. . , ...... .•. ~ ! "' t 
o .! ... . ..... 

4.8% 

... ., ' ' ..... , 1 
.e· ~ .. 

5.9% 1 

COXTROL EXPl..""ESTO 

PI -Apoptosis 
Figura 24. Histogramas representativos de actividad citotóxica de las NCC sobre células HL-60. En el 
cuadrante superior derecho se muestra el porcentaje de apoptosis de los grupos control y expuesto. A) 
isotipo; B) 1: 1; C) 1: 1 O; D) 1 :20 y E) 1 :40 respectivamente. 
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Sin embargo, el co-cultivo 1 :40 presentó una marcada disminución de la actividad lítica en el 

grupo expuesto (5.35 ± 0.55) en comparación con el grupo control ( 19.9 ± 2.54) con p> 0.05 (Fig. 25) . 
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Figura 25. Efecto del endosulfán in vivo en la actividad citotóxica de las NCC sobre HL-60. Se aplicó 
la prueba de t de Student para la comparación de las medias ± ES entre grupos. T ...k:error estándar. 
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8.6 Efecto del endosulfán in vivo en la expresión del gen granzima en NCC esplénicas. 

Para valorar la expresión del gen granzima entre grupos experimentales por efecto del 

endosulfán; se empleó una qRT-PCR comparando entre L'.L'.CP. En el ensayo se observó un disminución 

significativa (p<0.05) en la expresión del gen de esta citolisina en el grupo expuesto al insecticida 

(0.306 :1: 0.3 18) en comparación con el grupo control ( 1.0 :1: O.O) (Fig. 26). 
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Figura 26. Efecto in vivo del endosulfán sobre la expresión del gen granzima en las NCC 
esplénicas. Se aplicó Ja prueba t de Srudent para comparación de las medias ± DS entre 
grupos. +=media. 
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9. DISCUSIÓN 

Las NCC es un linaje celular equivalente a las células NK de mamíferos y son consideradas 

tncdiadoras de la citotoxicidad en la inmunidad innata en los peces 1nediante la vía FasL y/o la 

exocitosis celular. 

Como primer objetivo se identificó el inmunofenótipo de las NCC esplénicas de O. nilo:icus 

utilizando el protocolo descrito por Jaso-Friedman et al. (1996). Se observó \So/o de NCC FITC+ en el 

bazo. En un ensayo no radiométrico en riñón anterior de !ctalurus punclatus Evans et al. (2000a) 

reportaron un 95% de NCC FITC-. Esta diferencia se puede deber al órgano de estudio ya que el riñón 

anterior es un órgano linfoide primario mientras que el bazo es un órgano linfoide secundario. Nuestros 

resultados coinciden con e! estudio realizado por Jaso-Friedmann et al. ( 1999). quienes encontraron 

una rica expresión de las NCC en riñón anterior e hígado en tilapia nilótica, mientras que en bazo el 

porcentaje de las NCC fue también reducido. 

El efecto del endosulfán en el porcentaje de células NCC fue otro parámetro que se evaluó y 

aun cuando la diferencia no fue significativa se muestra una tendencia de incremento (4.23º/o) en el 

grupo expuesto en relación a! grupo control. Tryphonas et al. (2003), reportaron en ratas Sprague­

Dawley hembras tratadas con trans-nonaclor (0.25 y 2.5 mg/kg) durante 28 días vía ad gavage, a 2.5 

mg/kg un aumento en el porcentaje de las células NK en sangre periférica. Téllez-Bañuelos et al. 

(2011 ), en linfocitos esplénicos de tilapia del Nilo, en un protocolo de igual condición experimental en 

concentración y tiempo de exposición que el presentado aquí, evidenciaron que el endosulfán tiene un 

efecto proliferativo. 

La actividad citotóxica fue medida en relación al IMF generado por IP al realizar co-cultivos 

por 4 h de células blanco (HL-60) y NCC. Se demostró que en una proporción blanco efectora (B:E) de 

1 :40 las NCC de peces expuestos a endosulfán presentaron una disminución del 73.11 o/o en su actividad 

citotóxica en comparación con el grupo control. De los escasos reportes que existen sobre el efecto del 

endosulfán en este parámetro podemos citar a Wade et al. (2002) quienes encontraron que en ratas 

hembras Sprague-Dawley la administración de un coctel de insecticidas, por 70 días, vía ad gavage, 

indujo un efecto bifásico. es decir que a dosis baja se incrementó la actividad lítica de las células NK; 

1nientras que con dosis mayor disminuyo significativamente esta función. Cabe mencionar que esta 

1nezcla de insecticidas incluye al endosulfán (50 ng) y fue observada originalmente en tejidos 

reproductivos de pobladores canadienses. 

Además, Beach el al. (2006), obtuvieron que en células NK humanas expuestas a una 
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concentración de 5 µM [a-clordano (88 ± 5), y-clordano (92 ± 8), oxiclordano (69 ± 11), heptacloro (58 

± 10), DDT (61±13) y PCP (76 ± 12)] por 24 huna disminución en la actividad lítica frente a células 

tumorales (K562) en comparación al control; por su parte Daniel et al., (2002) reportaron en sangre de 

personas expuestas de manera ocupacional por 6 meses a varios insecticidas (DDT, DDE, DDD, PCP, 

PCBs HCB y HCHs), una disminución en la concentración de citoquinas (IL-2. IL-10 IL-12 e TFN-y). 

las cuales son indispensables en la activación de la respuesta cito lítica de las células NK. Lemaire et al. 

(2006) reportaron que en células HeLa el endosulfán actúa como un xenoestrógeno al unirse al n::ceptor 

ER-a. Este dato es congruente con el reporte de Vida! (2006) quien citó que los estrógenos in vivo 

disminuyen la actividad lítica de las células NK. Sugerimos entonces que el endosulfán a baja 

concentración promueve la disminución de la actividad citotóxica probablemente debido a su condición 

de xenoestrógeno. 

Como último objetivo medimos el efecto in vivo del endosulfán en concentración subletal y por 

96 h de expresión del gen granzima de tilapia del Nilo y observamos una disminución del 69.5~/o en la 

expresión del gen en el grupo expuesto al pesticida en c0111paración con el grupo no expuesto. 

No se encontró información sobre el efecto del endosulfán en este parámetro in vivo. Sin 

embargo, de los escaso trabajos in vitro, coincidimos con Li el al. (2002 y 2005) quienes expusieron 

por 15 h células NK humanas y murinas al insecticida organofosforado dimetil 2,2-dichlorovinilfosfato 

(DDVP) a diferentes dosis (0.1 J, 0.22 y 0.45 mM) y observaron una disminución gradual pero marcada 

en la expresión del mRNA de perforina (-20%), granzima (-45o/o), granulosina (-35%) así co1110 la 

inhibición de la actividad citolítica de las células NK (-53º/o), CTL (-40%) y LAK (-18%) en 

comparación con el control; además de reducir los niveles intracelulares de granzima B (-10%) y 

granzima A3/K (-47%). Por los resultados observados en el presente trabajo sugerimos que el 

endosulfán en su calidad de xenoestrógeno abate la actividad citolítica y altera en forma proporcional la 

señalización intracelular, posiblemente a través de la vía JAK/STAT y del factor de transcripción AP-1 

Babichuk el al. (1996); Dipanjan & Lieberman (2008); Thierfclder et al. ( 1996), en Ja liberación de 

granzima y activación de las NCC esplénicas. 

En una recopilación de los resultados del presente trabajo y literatura es factible proponer que el 

endosulfán en una cascada de eventos promueve Ja proliferación y disminuye la citotoxicidad vía 

exocitosis celular así como en la expresión del gen de la granzima. Como consecuencia la exposición a 

endosulfán podría disminuir la función de las células NCC esplénicas de tilapia nilótica, así como su 

participación en la respuesta inmune innata. 

Por lo anterior es importante hacer conciencia sobre el riesgo toxicológico que rodea a este 
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compuesto. Aun cuando se trabajó con un 1nodelo teleósteo, los resultados pueden extrapolar para otros 

organistnos incluyendo al humano. Se recomienda tomar medidas regulatorias para el uso de este 

insecticida que afectan el ambiente y la salud de los diferentes organismos o bien plantear alternativas 

en el control integrado de plagas; así como informar a los consumidores acerca de los efectos adversos 

de los insecticidas. 
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10. CONCLUSIONES 

El endosulfán es un insecticida inmunotóxico para la tilapia nilótica juvenil debido a que indujo 
alteraciones en la respuesta inmune innata de las células NCC. 

In vivo, en tilapia nilóticajuvenil el endosulfán en la concentración y exposición evaluada: 

> Mostró tendencia a incrementar la población de 1'\CC esplénicas. 

> Disminuyó la actividad citotóxica en co-cultivo con células HL-60. 

;;... Redujo la expresión del gen de la granziina en forma significativa. 
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11. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO 

El modelo experimental de teleósteo es relativamente flexible debido a sus requerimientos 

fisicoquímicos, es un excelente modelo inmunotoxicológico con el cual trabajar; dado a que su 

ambiente está rodeado de un fluido constante. 

Para complementar la inmunofenotipificación sería recomendable utilizar anticuerpos (escasos 

para este organismo) que se adhieran a los receptores de las NCC e indiquen si se encuentran en estado 

de activacion. 

Sugerimos para los ensayos de citotoxicidad trabajar con células que sean compatibles en 

temperatura de co-cultivo para evitar muerte celular por shock térmico. 

También sería de gran utilidad generar curvas regresivas o logarítmicas con las cuales observar 

en qué momento se llega a una meseta de tolerancia; ya que podríamos vislumbrar si los efectos son 

tiempo independiente y/o dosis dependiente sobre las NCC, puesto que cualquier actividad inmune 

innata se ve activada de inmediato y posteriormente se dirige a inmunidad adaptativa. 

Es recomendable realizar Ja medición de citoquinas asociadas a Ja actividad citotóxica. 

Es importante indagar en Ja expresión de perforina y granulosina, ya que si también disminuyen 

sugiere una inmunoregulación negativa integral de las cascadas de señalización mediante A.P-l. 

Además, sería congruente incorporar la interacción de FasL/FasR, así como TNF-R y TRAIL; ya que 

son receptores de muerte celular. 
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12.ANEXOS 

12.t Catálogo de empresas formuladoras y comercializadoras de Endosulfán en México. 

Cat. -, 

" 
" 

EMPRESA 

AGREVO MEXICANA S.A. DE 
c.v. 

NOMBRE Ingrediente 
COMERCIAL activo 

PARA:-r;;-fETHYC-PLü_S __ EnciOSU!tan -..-

ENDOSULFAN 
TECNICO 

THIODAN 35 CE 

THIODAN 50 PM 

Paration 
Mctilico "uso 
restringido" 

Endosulfan 

Endosulfa., 

Endosulfán 

RSCO-INAC-0126-006-019-097 

RSCO· I NAC-0 1 26-038-009-035 

RSCO·INAC-0126-073-002-050 

INSECTICJOAS NACIONALES ENDOCORAL 3-0- Endosulfan + RSCO-MEZC-1108-301-009-o..;s 
COREY S.A. DE C.V. 15% Parat10n 

Metil1co •·uso 

--------- •.. _ _____ _ .•. !.":_S_!!:_o~_!.,d_'?_::_ ___ ... __________ ..•. ______ ----· ··--------- , ,, 
AGM DE MEXICO S.A. DE C.V. BIOSULFAN 35 Endosu!fán RSCO-INAC-0126-330-009-035 
AGR1cOLAINDUSTR1AL"- : ENooSúLFAN 35t.¡--En-dosu1rán---Rsc-6-1NAc--:Oi-26-067-009-035 __ _ 
TAMAYO S.A. DE C.V. 
AGRICULTORES ASOCIADOS 1ENDOSULFAN35% Endosulfén RSCO-INAC-0126-002-009-035 i 
DE SINALOA S.A. DE C.V. ' J 
ACfRiCULfuRA--NAC10N-AL-DE ~ T-H1osuLFAN 35-E End0Sulfán , R5CO-INAC-ci126~303-009-035 
JALISCO S.A. DE C.V. ' 
AGRICULTURA NACIONAL FANTOM 35E End0-sulf3'1 •.. RSCO-INAC-0126-350-009-035 
S.A. DE C.V 

ENDOSULFÁN Endosulfan RSCO-INAC-0126-356-019-094 

AGRO FARM INDÜS'fRIAL ·--+~'G-~~~~03s --Ei-idosu!f.t:IO' ·----•-R"SCO-INAC--=012s-321~-o-09:ó34--' 
DEL PACiFlCO S.A. DE C.V. 1 ' 
AGROFORMULADORA DELTA ENDOSULFÁN 35 Endosui(án Rsco INAC-0126-005-009-0351 

--+·~·~A~·~DE C.V. ~ =-=~~---~--~-
AGROFRIENDS DE M-ÉXICO 1 AGRÓSULFAN 35 Endosu)fán RSCO-INAC-0126-307-009-035 ----, 

" 

S.A. DE C.V. + 
1 °AGR61NDusTRiAS-OeL· ; AGFú:lSULF-~:N-35'1~ Eí-dOS'üiii);,---- RSco-1NAc-0126~326-oo9-0-35 
i NORTE S.A. DE C.V. 

AGROMUNOO S.A. DE C.V. ENDOSVLFAN Endosu:fén RSCO-INAC-0126-312-019-095 
TECNICO 

¡ ENDOSULFÁN 95~-ó Endosu!f<i!1 RSCO-INAC-0126-01S-Oi9-095 

! T 
AGROQUÍMICA DE URUAPAN ' ENDOSuu=ÁN 35% Eridosu•fan RSCO-INAC-0126-009-009-035 -
SA 1 

11 , AGRocuIM1cA fRJDE1JYE: ___ i TRtoAN'EjS~- .. --Er.dosu1tá"ñ ___ RSc-o-1NAc---:0126-o"sa-009.033 
• S A DE C V TRIDENTE -,.-¡k-"•'~~~.,- -·-~ce~ ,e,_,,--,~,~~,,,_,.,_,.. 

DE C.V CE 
11 AGROQUIMICOS VERSAS.A e"N"ocoºS~U~LºF"AºN~3~Endosulf"3'1 -RSCO-INAC-0126-049-009-035 

DECV 1 

SUFAN 35• BINGO Etidosulfén RSCO-INAC-0126--354-009-0351' 
35 

11 1 AVENTIS CROPSCIENCE THIODAN HF/GALA t.ndosumtin RSCO-INAC-0126-374-009-030 

J~
MEXICO S A. DE C V HF/ CAPATAZ 

HF/PHASER HF 

THIODAN 50 Endosulf::m RSCO-INAC-0126-338-002-050 , 
PM/GALA 50 
PM!CAPATAZ 50 PM 
''PH6_~.E~Q_t'.~- __ __ _____ ----. 
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11 BAYER DE MEXICO S.A. DE 
c.v. 

' THIONEX 35 CE EndOsU°ifán -RSCO-INAC-0126 0-::5 009-02,5 

RSC0-1NAC-0126-332-019-097 ENDOSULFÁN Endosu!f"1n 
TÉCNICO .1 
THIODAN TECNICO 

THIODAN 35 CEI Endosulfan RSC0-1NAC-0126-334-009-0 33 
PHASER 35 CE:' 
CAPATAZ 35 CEi 
GALA 35 CE 

: ENDOSULFAN Endosulíá'1 RSCO-INAC-0126-372-017-094 

-BIESTE.-RFE:üi" i:f E-MEXic-o--'-~{Eg;f~~FANl _____ End0SUif3ñ - --¡:;fSco-INAc--=ü126-=-38b-019.Q§4- -~ 
S.A. DE C.V. ENDOPRO: 1 

11 CHEMIMPORT, S.A. DE C.V 
ENDOMAX 1 
ENDOSULFAN EndosuJf;:in RSCO-INAC-0126-301-018-0~ 
TECNICO 

~.,-+•orE-RºM"'E=T•,•s~,A~.o~e•c=."v'.---+.D~E~R~FiA~N:7'35~Y";'o~-~E=n•o"o~s-u•"o'n~--R~s"c"o'-"1N"A~c=.'0712=s=.=3•59•.=a=a=g.~o~ 
FANMET 35 

EMPRESAS-LONGORiA. S.A. 
DEC.V. 

ENOO-sUi.FAN 35~1• EndOSUi~-~ RSCO::ü .. iAc.:-0·1 ¿5·~·31s--009:.:a3·5 
CE 

FERTILIZANTES E 
INSECTICIDAS MISION, S.A. 

1 HORNET 350 i Endosulfán RSCO-INAC-0126-368-009-035 
ENDOSULFAN 350 

~~f-~RO"CiüiMicA DE- i ZOLL -35 ·cE­
MEXlCO, S. DE R. L DE C. V. 
GLOBE CHEMICALS, i ENDOSULFÁN 
S.A. DE C.V. i TtCNICO 94% 

GOWAN MEXICAÑA-, ----+, GOVo'AN 
S.A.P.I. DE C.V ! ENDOSULFAN 3 CE 

INDUSTRIAS AGRICOLAS. 
S.A.. DE C.V. 

j ,' ENDOX 360 CE i 
, PROSULFAN 3 CE,' 
' AGROPULL 3-60 CE 

GO\.VAN 
ENDOSULFÁN se 
PH 
ENDOSULFAN 35% 

Endosuff<in RSC0--1NAC-0126-3 7 8-0 1 9-094 

EndosUlfa11 ---Rsco-:-fN.Ac-o 126-314-009-033 

Endosulfo:i11 RSC0-1 NAC-0 126-322-002-053 

Endosulf<lri RSCO-INAC-0126-0j 3-017-095 

ENDOSULFÁN 35% Endosul!-an RSCO-INAC-0126-019-009-035 
INGENIERIA INDUSTRiAi'; --+Al.+,+G~OOAN 350 -·· --~E=n+d=os~r.Ji'{¡:;·;,----- -~R-SCO-INAC-01 itf.:360-009-035~-­
S.A. DE C.V. 
INSECTICIDAS DE 
_()ff_!q~N!i;._?_,~ DE C.\".. 
INSECTICIDAS DEL 
PACIFICO, S.A. DE C.V. 

' TOXIDIAN 35º;0, Endosulfári RSC0-1 NAC-0 í 26-022-009-0 35 

RSC0-1 NAC-0 126-024--009-035 

INSECTICIDAS NACIONALES ENDOCORAL 35% Endosulfán RSCO-INAC-0126-02$-009-035 
COREY, S.A. DE C.V. C.E 1 

-~ll~~K~O~O~R'°"IN~TE=R~C~O~M~E~R~c0'1~AL~. ---T~H~1o=N~ex-3=s~O~E=c~.-~E=n-d'os-u~l~f0-,--~Rsco-1NAC-0126-386-009-0~ 
S.A. MANTIS 350 CE,' 

THIONEX 350 CE 1 
ENDDSULFÁf\: 35-0 
CE i BRAGADO 350 
CE/ 

THIONEX TECNICO I 
VELDOSULFAN 
TECN\CO 

Endosu!fa:'l 

1l MAKHTESHIM-AGAN DE 
MEXJCO, S.A DE C.V. 

THIONEX TECNICO Endosulf<in 

11 M-ELEs10 HEcTóR ----

.• J~~~~~-~EN~o~ YJO 
THJOCAR 35 

RSC0-1NAC-0126-004-017 -094 

RSC0--1NAC-0126-33-6-01 7 -094 

RSco--=-1NAC-0126-370=-oo9-035 
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MEZCLAS Y FERTILIZANTES, ¡- PÜÜER-0$0-35_C_E 
S.A. DE C.V. 1 

--11---~ÑACIONAL AG1:fOOü1M1cA, ---tNAsADAN 35 ------

_S.A. D_É__i:_,y~-- .. ---------- ' 
--i:--+~N"A~Y"C~H~E"M"'"•o:.A2.iº2•02;C;. V~. ----·"·~_.E~N~oo_,,-~scuC:'c'~""ONC. ·,"3~·s_.eo-_-_··~e:-_.o"'ºe'"º-'-,~rii,ñ_.-__ ~RSCO--INA-C----=-ó12s:o7o:oo9-03s-

PETRO DE OCCIDENTE. AGROFAN 35 CE cndosulftln RSCO-INAC-0126-313--009-035 

--11-

S.A. DEC.V. 
PLAGUICiDAs MEXICANOS. PLAGlH~DAN 35% - EÍidos.uJfa-n : RSC0-1NAC-0126~074-009-Ó3~)-
S.A. DE C.V. 
POLAQUIMIA, S.A. DE c.v. ENDOPOL Endosuiran RSCO--INAC-0126-308--009--035 

P0LISULF1iR0S DE MEXIC-0, 
S.A. DE C.V. 
PROAGRO DEL NOA:C5ESTE. 
S.A. DE C.V. 

ENDOPOL 
rHiós"\JL 35 

PRONEX 35%/ 
~ THIOJAM 35 1 

i ASPEN 35 1 COUCH 
35 i FANCY 35' 
FANG 35 

Endosulfan 
EíidOSu'1raii 

Endosu1fan 

PRODUCTOS BASICOS, 1 ENDOSULFAN 35 % Endosulfan 
S.J!t-._D_É_C_._x. 1 

~ _E3_5_C~l~_~C_-0_1_2:S:_3~2~0_0_9_:_0_0l_ 
RSCO-INAC-0126-315-009-035 

RSC0-1 NAC-0 1 26-364-009-03!) 

RSCO-INAC-0126-302 009-03-5 

RSCO--INAC-0 1 26-01<l-0'l9-09~; 

1 

PROMOTORA DE TECNICA - E"J.;TDo_-·suLFÁN 95";¡; - Endo-iuiran 

PROVEEDORA AGRICOLA ENDOSULF AN 35 Endosuifañ. - --RSCó:-¡¡\¡Ac-0126~634--009-035~ 
. AGROPECUARIA, S.A. DE1!.V T~S::NICO 

~~-l!_~_E~_,_S_~,-~E_C._V._ _ . _ . ___ _ 
PROVINOUSTRIAS DE POSULFAN 35 
OCCIDENTE, S.A. DE C.V. 
PYOSA. S.A. DE C.V. ! DESTROYiPANTHE Endosulfiln RSC0--1NAC-0126-376-009--0 3~) 

R ' 
OUIMlCA AGRTC"i:>LAo-EC-~T~----- ----Endosü"iftirl-~RSC0-1NAC-0126-676'-oo9-035~ 
VALLE DE CUUACAN. S.A. 
DE 

OUIMICA LUCAVA. S.A. DE 
c.v. 

THIO-VAC 35-F 

1 LUCASULFAN 
1 TECNICO 

1 LUCASULFAN 35 
1 CE.,' METEORO 35 

RSC0-1 NAC-0 126·366-009--035 

Endosulfan RSCO-INAC-0 126-324-019-094 

<::.ndosu:fa.-i RSC0-1NAC-01 26-305-009-03~5 

! __ C_Ei EN_DOSULFAN ~ 

---'---------------'
1

-'-~"'~~;-
3

~---¡ s_É __ i·~_F;_LR_;_;_N_-______ ~R-S-CO-INAC-0126-3"'-009--0-3: 
QUIMICA SAGAL, $.A. DE C.V. 1 MISULFAN 1 Endosulfc\n "" _, 

AGROSULFAN i 

--+-----~~~----l-'A:OOG°"R'°'l~S~U,,LFC:A;;N-'cc=~~~-~--~· ~ 
_0.~l!!_'l_l_C~!-,.. ;5-~~- -º~ _c_;;_,y_. ENDOSULF AN 35 E Endo-sulf'an -~S~0-1~~-_0_1_ 2§-_32_~~-º-º-~~S. _ .i 
RHONE POULENC AGRO. E.-Ñ005-Ul..-FÁ_N_ Endosu:fan RSCO-INAC·0126-008-0i9-097 
S.A. DE C.V. TECNICO 
SEMILLAS DEL PACIFICO, ENOOSULF N 378 
S.A. DE C.V. 
SINTESIS Y 
FORMULACIONES DE ALTA 
TECNOLOG!A, S.A. 

TECNICA AGRICOLA 
CHIAPAS, S.A. DE CV 
UNITED PHOSPHORUS DE 
MEXJCO. S.A DE C. V 

· THIOFIXAN 
1 TECNICO 

1 THIOFIXAN 

TACSAFAN 

USULFA.\135% EC r 
TIOKJL 35 i 
ENDOKlll _,. PO'...IClA 

1 

USULFA.'\I TE~NICO 
l ENDOSULFAN 

_J __ I_~g~!9Q. 

Endosulfán RSCO-INAC--0126--04 "1-009-035 

Endosu!Fan RSCO·INAC-0126-3.t.2-017-094 

Endosulfán RSCO· I NAC-0126-344-009-035 
Erido-sulUm RSC0-INAC·0126-38-8-009-035( 

Endosulfari RSCO-INAC-0126-358-009·C35 1 

Endosulfari RSC0-1NAC-0126-3.;6-D 19-094 

52 



11 VAMEX DE LOS MOCHIS ENDOSULFÁN 35 % 1 Endosulfán 1 RSCO-INAC-0126-069-00~35 
S.A.DE C.V. 

11 VELSIMEX, S.A. DE C.V. VELOOSULFAN 35 Endosulfán RSCO-INAC-0126-055-009-035 

C.<.< "CO"AR "1 CE I AGRISULFAN 
35 CE I DOFAN 35 
ce I TOPSULFAN 35 

111 BAYER DE MEXICO, S.A. DE THIODAN 26 es I Endosulf~in - RSCO-INAC-0126-390-085--026 
c.v. THIODAN 

ULTRACAPS 

SEVIDAN 70 P.H Cart>anlo + RSCO-MEZC-1 102-001--002-070 
Endosulfan 

111 PROVEEDORA ENDOS 35 Endosulfán RSCO-INAC-0126-340-009-035 
AGROINDUSTRIAL DE 

-1 Endosulfán 
' 

SINALOA, S.A. DE -
- RSCO-INAC-Ó126-001-017-094 111 VELSIMEX. S.A. DE C.V. ENDOSULFAN 

TECNICO 
IV NAYCHEM, S.A. DE C.V. ENDOSULFAN 4 % Enclosulfán RSCO-INAC-0126-015--001-004 
IV PLAGUICIDAS MEXICANOS. PLAGUl-DAN 4% Endosultán RSCO-INAC-0126-080-001-004 

SADEC.V. POLVO 
IV QUIMICA LUCAVA. SA DE LUCASULFAN 4% P j Enclosulfán RSCO-INAC-0126-310-001-004 

C.V. 

Fuente: wv.rw.cofepris.gob.mx Base de registros Sanitarios de Plaguicidas otorgados. Documento: 
reglag.pdf 

-

Cabe notar que la información proporcionada por COFEPRJS al Secretariado del Convenio de 
Estocolmo indica 85 registros del endosulfán para uso agrícola en 20 cultivos por lo que este cuadro y 
la sección de usos debe confirmarse por COFEPRJS. 
htto://chm.pops.int/Convention/POPsReviewCommineefPOPRCMeetingsfPOPRC4/ResponsesonAnne 
xEEndosul{anltabid/460/lang11age/en-US/De{a11lt.aspx 
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12.2 Condiciones y parámetros físico-químicos de O. niloticus. 

PARAMETRO RANGOS IDEALES ~ 
r-;:O~x~ía~e~n~o=--=D~i=s=ue=l~to~~l1Q=-=D~ll'-----------+----;:-'3"-'0ª~1~0::--=m~1a~1/~l~--

Ozono O a 0.005 ma/I 
Temperatura 24 a 28 ºC i 
r;;:c-;-~----------------+----~~~7-c~-----

i-=P~H'--..,.,-,-----,--~--,~~~--,--------+----'"'6'-'."'5'"'ª'--"9". o'--_____ I 
Dureza (Alcalinidad: CaCO,i) 1 O a 500 ma/I 1 
r;-;------C----;~-:----~~-------+-----=-~'--=-'~~'-----: 

Maanesio IMal O a 36 mc¡/I , 
f-"'~~=-c~~~~~~~~~~~~+-~~~-=c=..:c.=c__~-~i 

Manc¡aneso (Mn) O a 0.01 ma/I 
Calcio 5 a 160 mc¡/I 
Dióxido de Carbono IC02l O a 2.0 ma/I 
Amonio Total Hasta 2.0 ma/I 
Amonio (NH,: no ionizado) O a 0.05 me¡/! 
>----~-~----~--------+-----~-~-~-----, Nitritos (N02) O a 0.1 mg/I 1 

Fosfatos IPO, \ 0.5 a 1.5 ma/I 
' rF=o~·s~f~o~ro~T~o~t=a_l _____________ +----º~·~º~1_a"'-:3~.0~m~1a~/~l-~_j 

Fósforo soluble O a 10 ma/I 
Sulfuro de Hidróaena o Ac. Sulfhídrico (H,S) O a 0.003 mc¡/I 
Acido Cianhídrico (HCN) O a 0.1 mg/I 
Gas Metano ICH, \ O a 0.15 ma/I 
Cadmio en aauas duras O a 0.003 ma/I 
Cadmio en aauas blandas O a 0.004 mq/I 
Cloro O a 0.003 mq/I 
Cobre en aquas duras O a 0.03 mg/I 
Cobre en aquas blandas O a 0.006 ma/I 
Cromo ICr\ O a 0.03 ma/I 
Hierro (Fe) O a 0.015 mq/I 
Mercurio (Hm O a 0.0002 mqfl 
Níquel (Ni) O a 0.02 ma/I 1 

Plomo IPbl O 0.03 ma/I i 
Turbidez (Disco Secchi) 30 a 40 cm J 
f--=-7~~~~~~~~~~~-+---~~~~~~---, 

Sólidas Disueltos O a 30 ma/I 1 

Sulfatas (SO.~) O a 500 mall 
Zinc (Zn) O a 0.05 mg/I 1 

*Valores en mg/L = ppm. 

Fuente: Manual de producción de tifapia (Cantor, 2007). 
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12.3 Tablas de alimentación y requerimiento proteico de O. niloticus. 

Peso Crecimiento 
Edad promedio diario (grs/día) Alimento diario(% FCJI~ 

(semanas} fors) de oeso\ 
o 1 15 0.83 
1 3 027 'º 0.85 
2 5 0.27 8 0.85 
3 7 0.34 5.8 0.86 
4 'º 0.36 5.7 0.90 
5 13 0.46 5.5 0.90 
6 17 0.58 5.1 0.90 
7 22 0.71 5.1 0.91 
8 29 0.93 5.0 0.95 
9 37 1. 'T4 4.5 0.98 

'º 46 1.29 4.3 0.98 

" 56 1.51 4.2 1.00 
'2 69 1.79 4.1 1.03 
13 83 2.07 4.0 1.03 
14 'ºº 2.43 4.0 1 .1 o 
:5 120 2.85 3.5 1.15 

'6 ~40 2.86 3.4 1.15 
17 162 3.i4 3.2 1.25 
18 184 3.14 2.9 1.25 
19 207 3.29 2.8 1.26 
20 231 3.43 2.6 1.28 
21 256 3.57 2.4 1.28 
22 282 3.71 2.3 1.28 
23 309 3.85 2.2 1 .30i 
24 337 4.0 2.1 1.37 
25 355 4.0 1.9 1.37 
26 393 4.0 1.8 1.37 
27 422 4.14 1.7 1.37 
28 451 4.14 1.6 1.37 
29 480 4. 14 1.5 1 .3<:'.I. 
30 509 4 14 1.4 1 .3<0 
31 538 4. ~4 1.4 1.3=· 
32 567 4. '!4 1.4 1.4!:· 
33 596 4.14 1.3 1.47 
34 629 4.14 1.3 1.49 
35 654 4.14 1.2 1.4E1 

36 683 4.14 1 .1 1.65 

Fuente: Manual de producción de ti/apia Nivel óptimo de 

!Cantor, 2007). Rango de peso (grs) proteina (º/o} 

Larva a 0.5 40 - 45°/o 

0.5 a 10 40 - 35o/o 

10 a 30 30-35 

30 a 250 30 - 35°/o 

250 a talla comercial 25 - 35°/o 
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13. MATERIALES, EQUIPO E INSUMOS REQUERIDOS EN LA 
INVESTIGACIÓN. 

R4.!al'tl\ lh ~ \U:-.tanc1a:-.: 

l\ornbrc 

Dulbccco's Phosphate Buffered Saline 

RPM l-1640 Mcdium 

RPMI no Phenol Red 

Etoposido 

Yoduro de Propidio 

Anti-Mouse lgM(µ-chain specific)-FITC 

mAb 5C6 

Heparina 

H istopaque-1 077 

Percoll 

Trypan Blue solution 

UltraPure Agarose 

TBE 

BrEt 

2-mercaptoethanol 

Primer granzima forward y reverse 

Primer f}-actina forward y reverse 

HL-60 

Nurripec 

t\.11' dt! c\lraCl'IÚll ~ punlica1.·1ón: 

l\ombrc 
PurcLink RNA Mini Kit 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit 
LigthCyclcr® FastStan DNA Master PLUS SYBR 
Green 1 

Kit para disección 

l-:c.¡111po:-.. 1.: 111:-.trum~·111a l : 

'\ombrc 

Cenrrifuga 

Centrifuga 

LigthCycler 2.0 

LigthCycler Capillaries (20 ftL) 

LigthCycler Centrifuge Adapters 

Synergy HT 

96 well cell culture cluster 

Tubos para centrifugacion 15 mL 

hnpre'" 
Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Gibe o 

Lcmery 

eBioscience 

Sigma-Aldrich 

A ffinity BioRcagcnts 

Pisa 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

lnvilrogen 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Acceso Lab 
lntegrated D 1A 
Technologyes 

ATCC 

Purina 

hnprc"" 
Ambion 

Roche 

Roche 

Gunck 

t-:mprc ... a 

Jouan 

1-leraeus 

Roche 

Roche 

Roche 

BioTek 

Cosrar 

Coming 

'um. 
Catalogo 

05652 

R6504 

11835-055 
180M93 SSA 
IV 

BMS500Fl/300 

076K60261 

MAl-760 

lnhepar 

10771 

P4937 

T8154 

15510-027 

T4415 

E-4391 

M3148 

-----------------

55783947(8) 

CCL-240 

2506 AP 

l\um. 
Catalogo 

12 183-0l SA 

4897030001 

3515869001 

Varios 

~um. 

Ca1:1log\). 

CR41 2 

75005286 

3531414001 

4929292001 

11909312001 

SIAFRT 

3585 

430052 
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Tubos para centrifügacion 50 mL Coming 430829 

Tubos para citometría BD Falcan 734-0000 

Tubos Eppendorf 1.5 mL Plastibrand 7805 

Microtubos 2 mL i\xygen MCT-200-C 

Puntas para micropipcta 1000 µL Corning 4846 

Puntas para m1cropipeta 200 µL Axygcn T-210-Y 

Puntas para micropipeta 1 O µL i\xygen T-300-L 

Jeringas de 5 mL BD Plastipak 302539 

Micropipetas Rainin - Gilson Varios 

Cámara de Ncubauer Brand 1110000 

Citometro BD F ACSAna BD Bioscienccs Configurado 

Microscopio Carl Zeiss Axiostar 
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