2007 B - 2012 B COD. 304521331
Universidad de Guadalajara

Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias

Division de Ciencias Bioldgicas y Ambientales

“Efecto de la exposicion aguda in vivo a endosulfan en el porcentaje
y la actividad citotoxica de cé€lulas NCC esplénicas y la expresion
del gen granzima de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) .

Tesis
Que para obtener el titulo de
Licenciado en biologia

Presenta
Victor Hugo Siordia Sanchez

Directora: Dra. Martha Cecilia Téllez Bafiuelos
Asesores: Dra. Anne Marguerite Helene Santerre
Dr. Luis Felipe Jave Sudrez

Dr. Pablo Cesar Ortiz Lazareno

Zapopan, Jalisco. 18 diciembre 2012



Universidad de Guadalajara

Centro Universitario de Ciencias Bioloégicas v Agropecuarias

Coordinacién de Carrera de la Licenciatura en Biologia

COORD-BIO-113/2012

C. VICTOR HUGO SIORDIA SANCHEZ
PRESENTE

Manifestamos a usted. que con esta fecha ha side aprebado su tema de tiiulacion en la
modalidad de TESIS E INFORMES opcion: Tesis, con ei titule “Efecto de la exposicién
aguda in vivo a endosulfan en el porcentaje y la actividad citotdxica de células NCC
espiénicas y la expresidén del gen granzima de tilapia nilotica (Creochromis
niloticus)”, para obtener la Licenciatura en Biologia.

Al misme tiempo l2 informamos, que ha sido aceptade come director{a) de diche trabajo al
Dra. Martha Cecilia Téllez Bafuelos y como asesorfa(sy a. Dr. Pablo Cesar Ortiz
Lazareno; Dr. Luis Felipe Jave Suarez y Dra. Anne Marguerite Hetene Santerre.

Sin més por el momento, aprovechamos para enviarle ur cordial saluda.

ATENTAMENTE
"PIENSA Y TRABAJA™
Las Agujas, Nextipac. Zapopan. Jal. 27 de junio. del 2012,

 p—T T T “

DRACT! BE JESUS ACEVES ESQUIVIAS

PRESIDENTE DEL COMITE DE TITULACION

M.C. VERONICA PALOMERA AVALOS
SECRETARIC DEL COMITE Dz TITULACION



FOIRN A

Dra Teress de Jesus Acevas Esqguivias

{
Presidemes de! Comita de Taulae
Licencigtura en Bicleqia

TS i
(R =

Presante

Nos perrutimos informar a usted que habiende revisado &l trabajo de titulacion,
modalidad Tesis e Informes. cpcion. Tesis: con el titule: *Efecto de la exposicion
aguda in vivo a endosulfan en et porcentaje y la actividad citotoxica de células
NCC esplenicas y la expresién del gen granzima de tilapia nildtica
{Qreocchromis niloticus)' gue realizo & pasante: Victor Hugo Siordia Sanchez
con numere de codigo 304521331 considerames duse ha auedade debwdaments
concido. Dor o gue ponemos a su consideracion & escme final para autonzar su

impresion

Sin awp particllar guesamics de usted sor waraor

Las Agupes Nextpec, Zapopan Jalises 05 gs Noviemors o2 2012

Dra Anne Marguenia Herens Semens

Ur Luis Felipe Jave Sua

ez

e ki R RN T
Dra Martha Cectia Téllsz Baduglos Or Pablo César O
Direciora dei rabajo Asesaries:
- etmtticn b i B0k PSR AN 240w Do e Tig | S ey 210632 LA )
3
Dra. Galina Petrovna Zaiiseva R
\
\ 3

Dr. Alfonse Enrque lsias Rodriguez

M C Eduzrdo Juaraz Carmilio
Sup:
Dra Anng Margueriie Halene §




SEDE

El presente trabajo se realizé en Centro Universitario de Ciencias Biologicas vy
Agropecuarias CUCBA, Universidad de Guadalajara. En los Laboratorios de
Inmunologia y de Biomarcadores Moleculares v Genética Molecular  del

Departamento de Biologia Celular y Molecular.

Y

En la Division de Inmunologia del Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente (IMSS). En los laboratorios de Inmunofarmacologia, Cultivo Celutar y

de Inmunologia Molecular.

APOYO FINANCIERO

Cuerpo Académico: “Biologia de la Respuesta Inmune”. CA-482 v al Programa de

becas Universitarias 2012. Folio: 20120076504.



DEDICATORIA

A mi madre y a mi padre
A mis hermanos
A Joel y Victor

Al lector...

I



RECONOCIMIENTO

Mi respeto a la Dra. Martha Cecilia Téllez Bafiuelos por su incomparable
dedicacion y acompafiamiento cientifico, su disposicién, humanidad,
conocimiento, actitud, personalidad y ensefianzas que me brindo durante el
transcurso de la licenciatura y mas ain ¢n el desarrollo de esta investigacion.

jGracias Doctora!

Mi admiracién por esculpir y enseflarme el verdadero significado de la humildad,
la persistencia, la paciencia, la esperanza e instruirme diestramente en el arte de las

clenclas.

jMuchas Gracias!

1T



AGRADECIMIENTOS

Dra. Anne Santerre, por su apoyo incondicional y asesoria en el &mbito académico
y cientifico; asi como su calidez humana que me brindo durante toda la

licenciatura y la investigacion.

Dr. Pablo Cesar Ortiz Lazareno, por su responsabilidad y dedicacién cientifica; asi

como su espléndida asesoria y contribuciones que facilitaron la realizacion de esta

investigacion

Dr. Luis Felipe Jave Suérez, por su dedicacion y generosidad cientifica; al igual
que su grandiosa asesoria, contribucion, paciencia y comprension en la realizacidn

de esta investigacion.

M. C. Eduardo Juarez Carrillo, por su ayuda, asesoria y espacto donde realizar

parte de esta investigacion.
Amigos v compafieros de la licenciatura, por sus COnsejos y apoyo.
=) y ]

A los estudiantes de Doctorado en la Divisidn de Inmunologia del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO), quienes por su disposicion y

apoyo permanente hicieron mi camino mas calido y relajado.

A la Med. C. Alejandra Gilereca Estrada, por su ayuda, compafifa y amistad
durante la investigacion.

v



INDICE

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS
RESUMEN
1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES

2.1 Endosulfidn

2.1.1 El endosulfan v sus efectos bioldgicos

2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas
2.1.3 Toxicidad y mecanismos de accion
2.1.4 Clasificacién de la toxicidad

2.1.5 Ecotoxicidad y riesgo ambiental

2.1.6 Persistencia, bicacumulacion y dispersién

2.2 Modelo de experimentacion

2.2.1 Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

2.2.2 Ciclo de vida de la tilapia
2.2.3 Requerimientos ambientales
2.2.4 Nutricion y alimentacion
2.2.5 Acuacultura

2.3 Inmunologia del pez

2.3.1 Organos linfoides

2.3.2 Respuesta inmune innata

2.3.2.1 Respuesta inmune innata mediada por células

2.3.3 Respuesta inmune adaptativa

2.3.3.1 Respuesta inmune adaptativa mediada por c€lulas



2.3.4 Células citotdxicas inespecificas (NCC) 23

2.3.4.1 Funciones de las NCC 24
2.3.4.2 Mecanismos de activacion citotdxica de las NCC 25
2.3.4.3 Granzima 27
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 29
4. HIPOTESIS 30
5. OBJETIVOS 31
5.1 Objetivo general 31
5.2 Objetivos particulares 31
6. DISENO METODOLOGICO 32
7. MATERIALES Y METODOS 33
7.1 Universo de estudio 33
7.2 Preparacion del endosulfan 33
7.3 Obtencion de las NCC 33
7.4 Anilisis del inmunofenotipo de las NCC por citometria de flujo 34

7.5 Preparacion de la linea celular HL-60 para el ensayo de citotoxicidad 34
7.6 Ensayo de citotoxicidad de las células NCC por citometria de flujo 34

7.7 Analisis para la expresion del gen de la granzima en células NCC por

gqRT-PCR 35
7.8 Analisis estadistico 36
8. RESULTADOS 37
8.1 Condiciones de cultivo de los peces y obtencion del bazo 37
8.2 Obtencion de la fraccién enriquecida de NCC 38
8.3 Identificacion de] inmunofenotipe de las NCC esplénicas 39
8.4 Efecto del endosulfan in vive en el nimero de NCC esplénicas 40

8.5 Efecto del endosulfan in vivo en la actividad citotoxica de las NCC sobre
VI



células blanco HL-60 41

8.6 Efecto del endosulfan in vivo en la expresién del gen granzima en NCC

esplénicas 44
9. DISCUSION 45
10. CONCLUSIONES 48
11. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO 49
12. ANEXOS 50
12.1 Catdlogo de empresas formuladoras y comercializadoras de endosulfan
en México 50
12.2 Condiciones y parametros fisico-quimicos de O. niloticus 54
12.3 Tablas de alimentacion y requerimiento proteico de O. niloticus 55
13. MATERIALES, EQUIPO E INSUMOS REQUERIDOS EN LA
INVESTIGACION 56
14. BIBLIOGRAFIA 58

VII



o
Ab

ADN
Asp-asa
AY918866
AY918867
p

BOX

CAS
cDNA

CE

CIBO

CICOPLAFEST
CL

Cl

cm

CMM

CRS

CTLs

CuUCBA

DLs
AACP
ACP

Dra.
DS

ES

et al
FADD
Fasl.
FasLs
FasR
Fc

FB

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A (alfa)
Anti-cugrpo

Acido desoxirribonucleico

Aproximadamente
Aspartasa

Accesiones del banco de genes

B (beta)

Motivo en caja {prolina-secucncia hidrofobica)
Susceptibilidad celular de apoptosis

Acido desoxirribonucleico de cadena complementaria
Clasificacion, etiquetado y envasado de las sustancias
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente

Comisién Intersecretarial para el Control
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Teéxicas

Concentracion letal

Cloro
Centimetro

Centros melanomacrofagicos
Células rojas sanguineas
Linfocitos T citotéxicos

del

Proceso y Uso de

Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias

D {delta)
Dosis letal 50

Punto de cruce delta delta (entre grupos experimentales)

Punto de cruce delta (entre muestras experimentales)

Doctor
Doctora

Desviacidn estandar

E (épsiion)
Error estandar
Et &lii (y otros)

Proteina asociada a Fas con dominio de muerte

Fas ligando

Fas ligando soluble

Fas receptor

Fraccion cristalizable
Factores de biocacumulacidn



Fig
FITC
FSC
fim

7

GABA
°C

GEF
GeneBank
GRTL-1
é

h
HL-60
ILe

Igs

IL

IMF
IMSS

ITCR
IUPAQ
kDa

TR
e

mAb5Co
MALT

Fs
Met-asa
mg
MHC
min

mL
mRNA
NCC

Figura

Isotiocianato de fluoresceina

Dispersor frontal (Forward scatter)
Proto-oncogen de la famihia src

G (gama)

Gramo

Acido gamma-amino butirico

Grados centigrados

Global Environment Facility

Banco de Genes

Granzima de tilapia 1

T (teta)

Hora(s)

Células humanas promielociticas de leucemia
Id est (esto es, es decir)

Inmunoglobulinas

Interleucina

Intensidad media de fluorescencia

Instituto Mexicano del Seguro Social
Interferon

Industrial Toxicology Research Centre
Unién internacional de quimica pura y aplicada
Kilo Dalton

Kilogramo

Litro

Proteina tirosina quinasa especifica de leucocitos
M (mi)

Mas o menos

Mayor que

Metro

Anticuerpo monocional 5Cé

Tejido linfoide asociado a mucosas

Menor que

Metionasa

Miligrame

Complejo mayor de histocompatibilidad
Minuto

Mililitro

Acido ribonucleico mensajero

Células citotdxicas inespecificas (Non-specific cytotoxic cells)



NCCRP-1
NK
NKTag
o.

OMS

e

%

PBS
PCM

PE

pH

PM
PNUMA (UNEP)
ppb

ppm
PRM
PTS

PXT
RAPAM
gRT-PCR
RIA

RII

RNA
pm
RPMI

z

S

S A deC. V.

SAGARPA
5.C.deR, L.
SASF
SEMARNAT
SFB

SI

SQA

sIC

SSC

Te

TNF

Receptor de las célufas citotdxicas inespecificas |
Asesinas naturales (Natural killers)
Natural killer target antigen
Oreochromis

Organizacién Mundial de la Salud
P (pi)

Por ciento

Tampdn Fosfato Salino

Muerte celular programada
Picogramos

Potencial de hidrogeno

Peso molecular

Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente

Parte por billon

Parte por milldn

Motivo rico en prolina
Substancias toXicas persistentes
Picrotoxinina

Red de Accién sobre Plaguicidas y Alternativas en México
Reaccidn en cadena de Ja polimerasa cuantitativo en tiempo real

Respuesta inmune adaptativa

Respuesta inmune innata

Acido ribonugleico

Revoluciones por minuto

Medio de cultivo (Roswell Park Memorial Institute)
S (Sumatoria)

Svedberg

Sociedad anénima de capital variable

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Alimentacion

Sociedad cooperativa de responsabilidad limitada
Factores séricos de activacion al estrés

Secretaria del Medio Ambiente v Recursos Naturales
Suero fetal bovino

Sistema inmune

Servicio de compendios quimicos

Sarcoma

Dispersor lateral

T cooperadores

Factor de necrosis tumoral

Rural, Pesca

¥



TRAIL TNF relacionado con cl ligando de la induccidon-apoptosis
P Yoduro de propidio



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica del endosulfan 10
Figura 2. Exposicién directa e indirecta de endesulfin 1
Figura 3. Neurotoxicidad 12
Figura 4 Receptor GABA 14
Figura 5. Introduccion de plaguicidas en el ecosistema 16
Figura 6. Distribucién de plaguicidas en el ambiente 17
Figura 7. Oreochromis niloticus 18
Figura 8. Morfologia interna de O. niloticus 18
Figura 9. Ciclo de vida en O. niloticus 19
Figura 10. Principales organos linfoides de O. niloticus 21
Figura 11. Electromicrografia de NCC 22

Figura 12. Modelo hipotético de la proteina NCCRP-1 24
Figura 13. Receptores de muerte celular 25
Figura 14, Células HL-66 26
Figura 15. Citotoxicidad inducida 27
Figura 16. Zootecnia de los organismos 37
Figura 17. Bazos de tilapia del Nilo en PBS 1X 37
Figura 18. Determinacién de temperatura 6ptima de centrifugacién para la obtencién de las
NCC 38
Figura 19. Células inmunocompetentes de O. niloticus 38
Figura 20. Inmunofenotipificacién de las NCC 39
Figura 21. Efecto del endosulfan iz vive sobre el niimero de NCC esplénicas 40
Figura 22. Efecto del endosulfan in vive sobre el porcentaje de las NCC esplénicas de O.

niloticus 40
Figura 23. Identificacion de la células 41
Figura 24. Histogramas representativos de actividad citotéxica de las NCC sobre células

HL-60 42

Figura 25. Efecto del endosulfan in vive en la actividad citotéxica de las NCC sobre HL-60 43



Figura 26. Efecto irn vive del endosulfin sobre la expresién del gen granzima en las NCC

esplénicas 44
TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas del endosulfan 13
Tabla 2. Clasificacién toxicolégica de plagunicidas por la OMS 15
Tabla 3. Condiciones de la qRT-PCR para granzima y B-actina en el LightCycler® 2.0 35
Tabla 4. Cebadores de granzima y ff-actina 36



RESUMEN

ANTECEDENTES. Estudios recientes demuestran la incidencia de enfermedades relacionadas con
alteracién del sistema inmune y derivadas del uso de plaguicidas. El endosulfan es un plaguicida
organociorado de amplio use en México, pero restringido en por lo menos 73 paises debido a las
regulaciones ejercidas por el Convenie de Estocolmo y Rotterdam. El endosulfin ejerce efectos
adversos no solo sobre la salud, sino al medio ambiente debido a su gran estabilidad fisicoquimica.
OBJETIVO. Estudiar ¢l efecto del endosulfan in vivo sobre la inmunidad innata de [a tilapia nilotica
Juvenil {Orecchromis wiloticus) bajo una exposicion aguda a concentracion subletal, en el
inmunofenotipo de las NCC esplénicas, asi come su efecto en la actividad citotdéxica de estas células y
la expresion del gen granzima. METODOS. Sc trabajd con esplenocitos de O. niloticus expuestos v no
expuestos a endosulfan. Se emplearon gradientes densitométricos para separar los monocitos y
posteriormente fa citometria de flujo para diferenciarlos de otras poblaciones celulares y cuantificar las
NCC asi como evaluar el potencial citotdxico de estas células frente a células blanco HL-60; también
se empled la qRT-PCR para evaluar la expresion del gen granzima en células NCC. RESULTADOS.
La inmunofenotipificacion indica que la exposicion al endesulfin con una dosis de 7 ppm durante 96 h,
tiende a aumentar la poblacion de NCC, sin embargo, existe una disminucién de la actividad citotoxica
de estas células, de igual manera se registrd un decremento en la expresion del gen de la granzima;
mostrando un efecto negativo sobre la actividad citotéxica de esta estirpe celular. CONCLUSION. El
endosulfin es un insecticida inmunotdxico para la tilapia nildtica juvenil debido a que indujo
alteraciones en la respuesta inmune innata de las células NCC en Jas condiciones experimentales de
exposicion in vive, por corto tiempo y a 7 ppm; este compuesto organoclorado tiende a medificar los
parametros de la inmunidad innata de la tilapia nildtica juvenil. Tomando en cuenta que este pesticida
es estable (persistente en ambiente) v bicacumulable los datos presentados aqui apoyan las

disposiciones internacionales en la restriccion en su uso.



1. INTRODUCCION

El endosulfan es un insecticidz organoclorado (CAS 115-29-7) de amplio uso en México, pero
restringido en varios paises por sus efectos adversos al medio ambiente y a la salud. Se produjo después
de 1a Segunda Guerra Mundial para el control de insectos rizofagos y caulifagos.

Los compuestos organoclorados son muy escasas en la naturaleza, por lo ¢ual los organismos no
lo metabolizan. Esta caracteristica y el hecho de ser altamente fotoestables y lipofilicos explica porque
tienden a la bioacumulacion y biomagnificacion a través de las cadenas alimenticias (Ware et af,
2004). Ademas cuentan con potencial de transporte a larga distancia en ¢l ambiente (por evaporacion y
lixiviacion) lo que les permite entrar en contacto con mantos acuiferos v cuerpos superficiales de agua.
El Convenio de Estocolmo y Rétterdam en la Unidn Europea recomendaron la prohibicion de su
empleo (UNEP, 2009a; UNEP 2009b; UNEP, 2010). Ademas otros paises como Estados Unidos,
Canadd, Japon, Colombia, Venezuela, Belice, Jamaica, Paraguay, Sta. Lucia y Brasil cuentan con fecha
limite para su cancelacion {(www.rapam.org).

En Meéxico se aplica en 41 cultivos, en tratamientos ornamentales y para formulacién o
manufacturacion de otros plaguicidas. El insecticida es regulado por la CICOPLAFEST (Comisién
Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas)
organismo de gobierno conformado por representantes de la Secretaria de Salud, de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) v de ta Secretaria del
Medio Ambiente ¥ Recursos Naturales (SEMARNAT) (INE, 2011).

Los peces en especial la tilapia (Oreochromis niloticus) son excelentes modelos para estudios
inmunotoxicolégicos y son cficientes sistemas modelo-costo, al ser equiparables con pequefios
mamiferos. Investigaciones previas muestran que el endosulfan en macrofagos esplénicos de tilapia in
vive, en un periodo corto de exposicidn a concentracién baja, favorece la viabilidad celular e induce la
activacidn inespecifica y estrés oxidativo (Téllez-Bafiuelos, er af 2009). Otros autores reportan a este
insecticida como un xenoestrdgeno al inducir proliferacidn de células cancerigenas como MCF-7
{(Michigan Cancer Foundation-7; cancer de mama), asi como factor de riesgo en mamiferos para cancer
endometrial (Weiderpass er al,, 2000; Bonefeld-Jorgensen et af., 2003).

En teledsteos la respuesta inmune (RI) se encuentra ampliamente desarrollada (Watts er al.,
2001) debido a que estin expuestos en primera instancia a los xenobidticos (Bols er af., 2001) y que la
alteracion de la funcién inmune puede incrementar la susceptibilidad a patdgenos y aumentar los

niveles de estrés relacionados con la contaminacion ambiential (Rice er al., 1996).



En el presente proyecto se evalud el efecto de la exposicion aguda /n vive a endosulfan en el
porcentaje y la actividad citotdxica de células citotdxicas no especificas (NCC) esplénicas v la

expresion del gen granzima de tilapia nildtica (Qreochromis niloticus).



2. ANTECEDENTES

2.1 Endosulfan

El endosulfén es un plaguicida pertencciente al grupe de los organoclorados (Fig. 7), dentro del
grupo ciclodieno. Los organoclorados son compuestos organicos con enlaces covalentes entre atomos
de carbono y cloro. Su gran estabilidad fisicoquimica, hace que sean muy persistentes en el ambiente
(Warc et al., 2004). Se emplea como fumigante en cultivos de vegetales, frutas, arroz, algoddn, nueces
de la India, té, café tabaco y arboles para madera (Nayar ef @/l., 1992) como preservante de la misma,
asi como para el control de 1a mosca tsé-tsé y termitas (Anon, 1984; Naqvi e a/., 1993). Actualmente,

el endosulfdn cuenta con 86 marcas comerciales en nuestro pais (Anexe 1) (INE, 2011).

Figura 1. Estructura quimica del endosulfin,
(Anon, 1989).
El pesticida actha como veneno de contacto y es altamente lipofilico, lo cual favorece su
acumulacidn en el tejido graso de los organismos a través de cadenas alimenticias (Sosan ef /., 2008).

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

2.1.1 El endosulfin y sus efectos biolégicos

El endosulfan modifica los parametros fisiclogicos de los organismos expuestos y con ello

desencadena problemas en la respuesta inmune (alergias, procesos inflamatorios crdnicos.

enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide y lupus), ademas de incrementar los riesgos de
cancer testicular, de prostata y mama (Migliore ef a/.. 2002; Okoumassoun er «f., 2003; Herndndez-
Flores er af., 2005; Siddiqui ef al., 2005; Wang er al.. 2006; Narita er al., 2007).

Se ha demostrado que el endosulfén es altamente toxico en forma aguda ya sea inhalado o por

via oral, asi como ligeramente toxico por via dérmica. Este compuesto afecta fuertemente el sistema
10



nervioso y sus efectos neurotoxicos han sido observados también en animales en estudios agudos,
suberdnicos y crénicos, como en seres humanos por exposicién ocupacional o intencional (INE, 2011).
El insecticida en cortos periodos de intoxicacién puede resultar en irritabilidad, inquictud, espasmos
musculares, convulsiones y muerte. Los efectos cronicos del endosulfan en animales expuestos
incluyen afectaciones en rifion, higado, sangre y glandula paratiroidea. Existe también evidencia que el
endosulfin actia como disruptor enddcrino asi como depresor del sistema inmunoldgico en animales a
dosis que no inducen ninguna otra sefial clara de toxicidad (Anon, 1997; ATSDR, 2000). En seres
humanos, hay evidencias de dafio hepatico, renal y al DNA a largo plazo por exposicién ocupacional

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

Figura 2. Exposicién directa e indirecta de endosulfan.
Mediante la aspersion en cultivos. Fuente:
http://www.laargentinaadiario.com.ar/site/sociedad/el-
endosulfan-que-habria-matado-dos-chicos-en-
corrientes-e-intoxico-otros-esta-prohibido-en

Los efectos adversos del endosulfan en la salud son de indole cardiotoxico, carcinogénico, disruptor
endocrino, neurotoxico e inmunotoxico, hematologicos ya que dana las células rojas sanguineas en
concentraciones de 1ppb-1ppm (Daniel er al., 1986; Hack et al., 1995; Pistl er al., 2003; Kalender er
al., 2004; Schoeters et al., 2008; Suiiol er al., 2008). Este insecticida contamina los ambientes acuaticos
con dosis subletales debido a que se acumula en los tejidos, por lo cual se reporta como de muy alta
toxicidad (Téllez-Banuelos ef al., 2010).

Tiene efectos neurotoxicos al inhibir la acetilcolinesterasa (Fig. 3) del cerebro, causando
descargas descontroladas de acetilcolina y también se han reportado que puede causar ataques
epilépticos recurrentes (Navqui ef al., 1993: Kutluhan ef al.., 2003).

Existen varios reportes de efectos genotoxicos del endosulfan: en la cinética del ciclo celular en

mamiferos, promocion de intercambio entre cromatides hermanas en embriones de rata y efectos
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mutagénicos en insectos que permiten concluir que el endosulfin es probablemente mutagénico
(ATSDR, 2000). En el potencial cancerigeno cientificos de RAPAM reportan sobre la capacidad del
endosulfan para iniciar y promover cancer: “Endosulfin and Carcinogenicity: a Summary of Evidence

(Watts, 2011)” disponible en: http://www.ine.gob.mx/sqre-eventos: asi como genotdxico en ostiones y

peces el endosulfan sigue en revision como se evidencia en el documento: “Efectos nocivos del
endosulfan en la salud humana UNEP/POPS/POPRC.6/12 (UNEP, 2010)" donde se presenta

informaci6n adicional sobre sus efectos en la salud.

Figura 3. Neurotoxicidad (acetilcolinesterasa). Fuente:
http://www.psicofarmacos.info/images/graficos/Neuromu

scular-full.jpg

2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas

Nombre quimico por [UPAQ (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada, por sus siglas
en inglés):  6,7,8,9,10,10-hexacloro-1.5.5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2.4,3-benzodioxatiepin-3-
6xido. Con formula quimica: CoHgClsO3S. Peso molecular de 406.95. El endosulfan grado técnico es
un solido cristalino en forma de escamas de color crema a marron, con un ligero olor a diéxido de
sulfuro (Anon, 1997). Es sensible a los acidos, a los alcalis, es poco soluble en agua (1.4 mg/L), pero se
disuelve en xileno, cloroformo, kerosene y en la mayoria de los solventes organicos; es fotoestable y no
inflamable (ATSDR, 2000).

Este producto técnico esta formulado por una mezcla de los isémeros endosulfan I (alfa) y



endosulfén 1T (beta). Contiene por lo menos 94% de los isémeros alfa y beta puros en una proporcién
7:3, respectivamente. El principal metabolito del endosulfan es, el sulfato de endosulfin, puede
encontrarse en el ambiente por fotélisis del endosulfan o como resultado de la oxidacién de éste por
microorganismos. Otros productos de degradacion incluyen; endosulfin diel, endosulfin lactona,
endosulfan éter, endosulfin hidroxieter, endosulfan acido carboxilico. En muchas ocasiones se utiliza el
término “endosulfin suma” o “Y endosulfan™ que incluye a los dos isémeros, alfa v beta (Tabla I)
(UNEP, 2009a).

Las propiedades insecticida del endosulfin fueron descritas por W. Finkenbrink en 19356,
desarrollado en Alemania por Hoechst y registrado en Estados Unidos en 1960, época en la que no
habia requisitos estrictos para registrar plaguicidas, estos fueron establecidos hasta 1975 (Nivia et al.,
1993). Se mezcla con la mayoria de los fungicidas y es compatible con la mayoria de los plaguicidas
(Anon, 1989). El endosulfan es de rapida evaporacion y se considera persistente en ¢l medio ambiente,

con una vida media de 28 a 391 dias en suelo y de 18 a 21 dias en agua (UNEF, 2009b),

Tabla [. Caracteristicas del endosulfin, endosulfan alfa, endosulfan beta y sulfato de
endosulfan. Fuentes: Toxicological Profile for Endosulfin, ATSDR, 2000. Pesticide
Action Network North America, Pesticides Database.
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';f‘“"n‘:l";: | CoHCLOS CoHsCLO:S
"‘(':":’Sw L 115207 959-98-8 33213-65-9 1031-07-8

Estructura | S . = ;;e\ S ) ; .
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: : ™ i-"\"w :

N s
LogKom . 3552362 3.83 "~ 352 3866
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2.1.3 Toxicidad y mecanismos de accién

El mecanismo de accidn del endosulfin es por interaccién antagonista no competitiva con los
receptores del acido gamma-amino butirico (GABA) en el cerebro; en insectos este receptor es ¢l
principal blanco nervioso en la inhibicion del canal clorinado (Casida e &/., 2004). El enlace con el

receptor del GABA induce la incorporacién de iones cloruro por las neuronas, lo que provoca la
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hiperpolarizacién de la membrana celular. El bloqueo del gradiente de potencial eléctrico se traduce en
una repolarizacion sélo parcial de la neurona y un estado de excitacién incontrolable.

Existen dos clases de receptores GABAy y GABA,. El receptor GABA,, es un complejo
proteico oligomérico, el cual cuenta con sitios de unidn para GABA, benzodiacepinas y picrotoxinina
(PXT). El neurotransmisor GABA induce al receptor GABA, (Fig. 3) esto favorece la apertura del
canal iénico selectivo a cloro (CI') y conduce el flujo de CI al interior de la neurona a través de un
gradiente electroquimico (Pomes ef al., 1994). El mecanismo de accién del pesticida se explica cuando
el endosulfén se une al sitio de reconocimiento de la PXT (ubicado en el canal CI” acoplado al receptor
GABA), lo que determina la disrupcion del flujo de CI', bloqueando el paso del anion al interior de la

neurona, lo que genera hiperexcitacion neuronal (Sufiol 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
mamiferos y peces, debido a que en estos los linfocitos, macréfagos y NCC, al igual que neuronas,
presentan receptores GABA, (Alam er al., 2006; Praveen ef al., 2006b; Reyes-Garcia er al., 2007,
Suiiol e al., 2008). Para identificar y evaluar los perfiles toxicolégicos de insecticidas en organismos
no blanco, se han clasificado tres niveles de exposicion: aguda (1-14 dias), in.tcrmedia (15- 364 dias) y
cronica (>365 dias) (Abadin ef al., 2007). En tilapia nildtica (O. niloticus) se ha reportado una CLs; de
12.79 pg/L para juveniles de peso 150-200 g (Téllez-Baiiuelos ef al., 2009).



2.1.4 Clasificacion de la toxicidad

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) clasifica al endosulfin como
Categoria Ib —Altamente Peligroso. La Unién Europea también lo califica como Altamente Peligroso.
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) agrupa al endosulfin en Categoria 11 (Tabla 2) —
Moderadamente Peligroso. Se ha considerado que la clasificacion de la OMS es inapropiada, tomando
en cuenta la tipificacion aceptada en paises de todo el mundo y la informacion disponible sobre su
toxicidad. La clasificacion de la OMS se basa principalmente en el valor DLs, para toxicidad aguda
reportada por la empresa fabricante (Romeo, 2000). El Centro de Investigacién Toxicologica Industrial
(ITRC) de la India, es el centro nodal para el proyecto PNUMA-GEF de Evaluacion de Sustancias
Téxicas Persistentes (PTS) para la region del Océano Indico y ha clasificado al endosulfin como

Extremadamente Peligroso (Anon, 1989).

Tabla 2. Clasificacién toxicologica de plaguicidas por la OMS.
Fuente: http://plaguicidasvhogar.com.ar/toxico.html

Simbolo DOLS0 aguda (rata): mg de formu-
pictografico (lacion por kg de peso corporal
Por via oral Por via cutaneas

Solide | Liquido | Satido Ligquida

CATEGORIA
TOXICOLOGICA

S o 06 06 0 e
menos | menos | menos | menos

s50 2700 | 0100 | s0.400

200 100 00
20300 | >n00 1000 4000
00 7000 | Mas de | Mas de
7000 | o0 woo | 000

Mas de | Mis do
Jo00 MK

Se reportd que el isomero alfa de endosulfin es tres veces més téxico (DL de 76 mg/kg) que
el isébmero beta (DLso de 240 mg/kg) en ratas hembras (ATSDR, 2000).

2.1.5 Ecotoxicidad y riesgo ambiental

El endosulfan 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 endosulfin s¢ degrada en cuestion de
semanas, sin embargo también puede permanecer adherido a particulas de suclo por varios afios sin
modificar su estructura original, Estudios sugieren que ia exposicion al endosulfan puede resultar en
riesgos agudos y cronicos preocupantes tanto para organismos acudticos como para organismos
terrestres. En peces se ha demostrado efectos toxicos en la reproduccidn y en el desarrollo de estos
organismos. También es toxico para aves y mamiferos, asi como para organismos invertebrados
acuaticos. El endosulfan afecta también la fotosintesis en algas y otras plantas acudticas, y produce
efectos fitotdxicos incluso en cultivos comerciales que han sido tratados con este plaguicida.
Adicionalmente, se han detectado efectos ecotoxicoldgicos particularmente preocupantes como: efectos
genotéxicos y embriotdxicos en ostiones; efectos neurotdxicos en sapos y efectos inmunotdxicos en

peces, entre otros (UNEP, 2009a).

Uzo de plaguicidas
(sgricala, forestal, industrial

urbano, domestico) Invertebravios acusticos |
N
Yy

Aves sivestres |

!

(oere k

[Peces

S

Otros
Animales

Figura 5. Intreduccién de los plaguicidas en el ecosisterna. Fuente: Monterrosas, 1988,

2.1.6 Persistencia, bioacumulacion v dispersion

El isomero alfa de endosulfan se degrada en un promedio de 27.5 dias (intervalo de 12 a 39
dias) en condiciones aerobias en cinco tipos de suelos diferentes; mientras gque el isomero beta se
degrada en un promedio de 157 dias (intervalo de 108 a 264 dias) en las mismas condiciones (UNEP,
2007). Los valores altos como bajos de la vida media del endosulfan han sido reportados en la literatura
(UNEP, 2009a).

Los valores de bicacumulacion reportados varian desde 20 hasta 11,600 (concentracidn en
organismos entre la concentracién del medio) en peces dec agua dulce y salada (UNEP, 2007) y los

valores experimentales validados arrojan factores de bioconcentracidén de 1000 a 3000 para peces
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(UNEP, 2009 a). Los factores de bioacumulacién (BAF) en 3 especics de peces del Artico para
“endosulfin 3 fueron de 1690 hasta 7280. En grasa de beluga y foca, este factor alcanza un promedio
de 3.95 x 10° (UNEP, 2009 a). El promedio de la concentracién detectada en las regiones del Artico
oscila entre 2 y 10 pg/L (UNEP, 2007). Asi mismo en sangre y tejido adiposo de osos polares y de
rorcuales (ballena de aleta} de esa regidon. Una extensa revisién del potencial de transporte a larga
distancia es presentada en los documentos UNEP, 2009a y UNEP, 2009b. La presencia de endosulfan
en areas como el Artico y la Antirtida, confirman que tiene suficiente persistencia y potencial de

transporte para moverse alrededor del planeta (Fig. 6 y es altamente téxico para organismos acuaticos.

Lavado
disposicion de
contaminantes
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SUELC |||
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superficie L f|]
mineralforganica 7 1 :
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Transporte en suelos
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Lavado i » .
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Figura 6. Distribucién de plagunicidas en el ambiente. Fuente: http://’www.monografias.
com/trabaios14/losplaguicidas/losplaguicidas.shim}

2.2 Modelo de experimentacién

2.2.1 Tilapia (Oreochromis niloticus)

La tilapia es un pez teledsteo {una de las tres infra clases de los peces 6seos, con cola
homocerca, escamas cicloideas o ctencideas, vejigas natatorias habitualmente presentes y carentes de

espirdculos) dulceacuicola (Fig. 7y 8) con la siguiente taxonomia:
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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: Q. niloticus. Var. Stirling. Egipcia, Tailandesa.
O. aureus. Var. Rocky Mountain.
Lineas: O. mossambicus. Gris, roja, anaranjada.
O. niloticus. Gris, roja.

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

Nota: En el presente estudio se trabajo con O. niloticus

COWTNG vertebral
(rontiene medida
n

Figura 7. Oreochromis nileticus (tilapia nilética). Figura 8. Morfologia interna de O. niloticus. Fuente:
Manual de produccion de tilapia (Cantor, 2007).



2.2.2 Ciclo de vida de la tilapia

Bien definido en las etapas: huevo, alevin, cria, juvenil y adulto. Para reproducirse reguizren de
temperaturas mayores a los 24°C, se reproducen entre ¢ y 8 veces al afio. Su talla comercial es dz 250 y
500 g, v se alcanza entre 6 y 12 meses (depende de alimentacion, temperatura, densidad, calidad

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

2.2.3 Requerimientos ambientales

Las tilapias poscen gran resistencia a condiciones ambientales extremas; no obstante, los
parametros optimos (4nexe 2) repercuten positivamente en el desarrollo; con rangos de temperatura
que van de los 26-30°C con una ideal de 28°C; el oxigeno se recomienda un grado superior a 5 ppm
(pueden tolerar hasta 1 ppm); el pH estd relacionado con los nitritos, alimentos degradados, heces
fecales y orina, asi como con los dos parametros expuestos con anterioridad. se recomienda un pH
neutro (7} u oscilante entre 6.5 a 9; por Gltimo ¢l pardmetro nitrito y amonio (altamente toxico) no debe

de sobrepasar de 0.1 ppm (Zaitseva et al., 2006).
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Figura 9. Ciclo de vida en Q. niloticus. Fuente: Manual de produccién de tilapia
(Cantor, 2007),



2.2.4 Nautricién y alimentacién

Las tilapias para su Optimo crecimiento requieren de una alimentacién balanceada, con
requerimientos proteicos entre 25 y 45% con disminucidn de un 5% por etapa. Se recomiendan Fipidos
no menos del 4%; fibra no mds del 6%; minerales v vitaminas alrededor del 5% (guardando refacién
con la estadia o ctapa del pez) que puede ser proporcionada naturalmente o artificialmente (pelets). El
método de alimentacién puede ser por demanda de los organismos o por tablas de alimentacidn en base
al peso de los organismos (~ 5% del peso total) y la temperatura del agua (dnexo 3). Se recomienda el

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

2.2.5 Acuacultura

La tilapia nildtica es una de las especies mas rentables para la acuacultura (FAO., 2009). Se
introdujo a México a partir de 1960. Es un pez que solo desarrolla infecciones cuando factores
(bacterias, parasitos, virus, hongoes, protozoos, meluscos, crusticeos, anélidos, parametros
fisicoquimicos del agua, predadores y toxicos disueltos) afectan el funcionamiento de su sistema
inmune {Zaitseva ef af., 2006).

Existen reportes de los efectos de la luz (color) medioambiental en relaciéon con el
comportamiento, sobrevivencta y crecimiento (Kawamoto er af, 1951; Fanta, 1955); asi como de los
niveles de estrés, mostrando la luz blanca como un ligero estresante, que puede ser potencializador de
otros factores de estrés fisiologicos o toxicolégicos (Volpato er af, 2001). Aunado a ello la
cronobiologia de los organismos y su ciclo circadiano es mediado por una serie de factores fisiologicos
del organismo captacion de la luz mediante los bastones, conos retinales, e] SNC, la glandula pineal y
el axis renal; al igual que la sintesis de melatonina); las cuales corresponden a las denominadas
unidades cronobioldgicas o zeitgebers (ZT) (Arjona ef of.,, 2004; Martinez-Chavez, 2008a; Martinez-
Chavez er al., 2008b).

E! sistema inmune (SI) de peces es un indicador sensible de la salud y frecuentemente se utiliza
para monitorear la sanidad en acuacultura (Watts er /., 2001). La evaluacidn del ST es una herramienta
gue infiere exposicion del organismo a algiin agente téxico y mide los efectos hiolégicos desfavorables
(Tejeda-Vera et al,, 2007) a través de parametros funcionales como apaoptosis, niveles séricos de
inmunoglobulinas y citotoxicidad de células competentes las cuales son sensibles en varias especies de

peces (Rice ef al., 1996).
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2.3 Inmunologia del pez

El SI comprende una serie de células, tejidos y 6rganos altamente especializados que mantienen
homeostasis y la habilidad protectora ante xenobidticos (Magnadottir, 2006). Debido a esta
especificidad la respuesta inmune de los organismos se divide en: respuesta inmune innata (RII) o
inespecifica y respuesta inmune adaptativa (RIA) o especifica, ambas funcionales en peces teledsteos.
La RII se ve afectada por cambios inesperados en el medio ambiente y cuando se desarrolla en un

habitat estresante agudo o cronico (Fernandez et al., 2002; Dominguez et al., 2004; Bowden. 2008).

2.3.1 Organos linfoides.

Los organos linfoides primarios en peces 6seos son: timo bilobulado y rifion anterior. Los
secundarios son el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (Fig. /0) (Huttenhuis er al.,
2006: Zapata er al. 2006). Los peces carecen de médula 6sea, nodulos linfiticos y amigdalas, y la
funcion de estos organos las desarrolla el rifion anterior (Olabuenaga, 2000: Fernandez er al., 2002;

Ruiz et al., 2003; Dominguez et al., 2004).

Figura 10. Principales o6rganos linfoides de O.
niloticus.

2.3.2 Respuesta inmune innata

En peces teledsteos el epitelio como la secrecion de mucus forma una barrera fisica que lo
protege del medio ambiente. El mucus contiene proteinas y carbohidratos que previenen la
colonizacién de parésitos, bacterias y hongos: ademas de la mucina contiene precipitinas inespecificas,
aglutininas, opsoninas, pentraxinas, proteina C-reactiva, suero amiloide P, lectinas (como la de unién a
manosa) y lisozima (barrera quimica primaria). La lisozima es una enzima mucolitica antimicrobiana

con capacidad para degradar mucopolisacaridos de la pared celular bacteriana (tipo Gram+) causando
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lisis (Grinde er al., 2003; Magnadottir, 2006) ademds es considerada como la forma mas antigua y
conservada del reconocimiento de lo no propio o peligroso (Fletcher, 2001; Matzinger, 2002; Volanakis
et al., 2004). La proteina C reactiva en una proteina que aglutina y en la concentracién éptima participa
en el reconocimiento y defensa en contra de ciertas bacterias ¢ interactiia con otras moléculas como el
complemento y los receptores Fc en linfocitos (Edagawa er al., 2003).

También se reporta que los peces cuentan con péptidos antimicrobianos, los cuales ejercen
diversas funciones como la inhibicién productiva de proteasa a2-macroglobulina y al-antitripsina
(Bowden er al., 1997), otros bloquean la actividad litica e impiden o retardan el crecimiento bacteriano
(Stafford & Belosevic, 2003). Los péptidos antimicrobianos reconocen patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPS) son los lipopolisacaridos bacterianos, flagelinas, acido 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, 2010).
Recientemente un importante grupo de receptores tipo Toll (TLR s) han mostrado una organizacion,

expresion y caracteristicas similares a las observadas en mamiferos (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 citotoxicas no
especificas (NCC) posibles progenitoras de las células, (Natural Killer) v las células fagociticas. Las
NCC ejercen citotoxicidad inespecifica contra diferentes células blanco sin previo reconocimiento (Fig.
11), estas células se encuentran principalmente en rifién anterior, bazo, sangre periférica y timo; son
células no adherentes y resistentes a la irradiacion (Greenlee er af., 2001). En tanto, las células
fagociticas, poseen el mecanismo mas ampliamente distribuido (fagocitosis), efectuada por

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

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

La RIA humoral en peces estd representada por anticuerpos (Ab/Ac) & inmunoglebulinas (Ig)
que son glicoproteinas. La Ig reportada en teledsteos es la clase “IgM like”, un tetrdmero con dos
cadenas livianas y dos pesadas de un PM ~ 700 v un cocficiente de sedimentacién de 17 8; existen
formas monoméricas en suero. Las células productoras de Ac derivan de linfocites B, que por la
interaccién con el antigeno se transforman en células plasméticas (poseen un citoplasma basofilo, no
granular) localizadas en tejido conectivo, bazo, rifidén anterior y sangre. Este mecanismo guarda una
memoria inmunoldgica en funcidén al ambiente v temperatura (Fange, 2002; Koumans ef af., 2004;

Zaitseva et al., 2006),

2.3.3.1 Respuesta inmune adaptativa mediada por células.

En teledsteos los linfocitos (producidos en rifion anterior y timo) participan en los mecanismos
de inmunidad celular. Esta respuesta tiecne un amplio rango e involucra otros linajes celulares, como
macrdfagos, NCC, linfocitos T y linfocitos B; asi como la produccién de citoqunas (IL), con lo que
aumenta la capacidad de defensa (Fange, 2002; Wolke, 2002; Zaitseva er a/., 2006).

Las citoquinas son glicoproteinas moduladoras de las células inmunocompetentes, como fL-1,
IL-2, TL-3, IL-6, Interferdn (IFN), factor de activacidn de macréfagos, TNF-a y el receptor soluble para
IL-2, entre otras. (Verburg ef a/., 2002). El IFN es una molécula importante que ejerce actividad

antiviral, es producida en respuesta a virus, estimulacién inmune o quimica (Rogel et af., 2002).

2.3.4 Células citotéxicas inespecificas (NCC)

Las NCC son células pequeiias, no granulares, ubicadas en drganos linfoides (i.e. pronefros y
bazo) pero escasas en sangre (Shen ez al., 2002). Las NCC de teledsteos son ¢l equivalente a las células
NK (natural killer cells) de mamiferos (Evans e @/., 1992); con las cuales se relacionan evolutivamente
(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
teledsteos (Evans ef af., 1984b; Graves ef af., 1985).

Estudios demuesiran que en ausencia de moléculas exdgenas solubles como las citoquinas las

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

1 Solo se hace referencia a el sistema inmune de peces {no se trabajara con este ipo de inmunidad).



apoptosis bidireccional (Oumouna et al., 2001). El receptor NCCRP-1 (Nonspecific cytotoxic cells
receptor 1) (Fig. 12) es el fGinico identificado para el antigeno de NCC y es responsable del
reconocimiento (no aloespecifico), la sefializacion y activacion. (Jaso-Friedmann et al., 1997). El
receptor NCCRP-1 descrito como de tipo IIT reconoce un ligando referido como “natural killer target
antigen™ (NKTag) (Evans er al., 1988; Leary er al., 1994).

El mejor método para la identificacion de las NCC es mediante el uso de anticuerpos
monoclonales como el mAbSC6 identificado por su especificidad contra las NCC del “pez gato”
(Evans et al., 1988).

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

susceptibilidad celular de apoptosis (CAS) en O. niloticus (Praveen et al., 2006b).
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Figura 12. Modelo hipotético de la proteina NCCRP-1; con tres dominios: un
dominio extra celular de unién al antigeno; un dominio intracelular (terminal
N) que contiene los motivos PRM, BOX-1 y BOX-2; y un dominio (terminal
C) formado por multiples sitios de fosforilacién 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 pardsitos protozoarios, células virales transformadas, bacterias (productos que intensifican la

respuesta inflamatoria) y células tumorales (Evans ef al., 1984 a; Graves er al., 1985a; Graves et al.,

1985b).
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Las NCC inducen la muerte celular mediante FasR+ en lineas de leucemia humana HL-60, via
la secrecion de FasL soluble (Jaso-Friedman er al., 2000a; Jaso-Friedman et al., 2000b). La
dependencia de perforina (granzima), en el sistema FasL/FasR, TNF-alfa y TNF relacionado con el
ligando de la induccioén-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 T (MHC-1), por lo cual es considerado no especifico pero dependiente de antigeno

(Bishop et al., 2000).
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Fig. 13. Receptores de muerte celular. compuestos por un dominio extracelular rico en cisteina, un
dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico de muerte celular (DD) que esta unido
dependiendo del caso a un dominio de muerte celular asociado a Fas (FADD) o un dominio asociado al
receptor de TNF (TRADD). Fuente: (Muntane et al., 2007).

2.3.4.2 Mecanismos de activacion citotéxica de las NCC

La citotoxicidad de las NCC requiere que la célula efectora entre en contacto fisico con la célula
blanco; este proceso se le conoce como formacion conjugada (Jaso-Friedman et al.. 1996; Evans er al.,
1996; Jaso-Friedman ef al., 1997). Una de las respuestas inmediatas en la activacion citotéxica de las
NCC es el incremento en la fosforilacion en proteinas de membrana (Fig. /2) (Jaso-Friedman er al.,
1994: Evans ef al., 1994; Ruiz et al., 2001; Jaso-Friedmann er al., 2001).

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

citotoxicidad de NCC y la expresion de NCCRP-1, asi como los niveles de quinasas proto-oncogénicas
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de la familia src [sarcoma] (Ick, fyn y src) (Jaso-Friedmann er a/., 1995). También el suero puede
contener factores de activacion citotoxica causados por algun tipo de estrés en el hébitat, llamados
SASF (stress activated serum factors) lo cual amplifica la actividad de las NCC; indicando la presencia
de factores solubles tipo citoquinas (Jaso-Friedman ez 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 lineas celulares tumorales y parasitos protozoarios (Bishop er al., 2000; Jaso-
Friedman ez al., 2000a; Jaso-Friedmann ef al., 2000b). Por ello la tilapia secreta FasL como principal
medio para eliminar objetivos como: HL-60 (Human promyelocytic leukemia cells) (Fig. /4) (Evans et
al., 1984). Otros estudios definen la existencia de proteinas adaptadoras y mediadores solubles que
promueven la apoptosis en células de teledsteos, demostrando la presencia de FADD (Fas-Associated
Protein with Death Domain), CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility) y FasL en NCC activadas (Evans
et al., 2000). Asi mismo, ésta reportado que en ensayos citotoxicos entre 3 y 12 horas son necesarias
para que ¢l evento litico ocurra asi como la presencia del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

soluble o de membrana (Tsutsui er al., 1996; Bishop et 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
expresion es regulada en la proteccion apoptética de las NCC tratadas con activacion del factor de
estrés en suero (SASF) (Evans ef al., 2000; Praven ef al., 2006b). La atenuacion de CAS reduce la
sensibilidad de las células a los mediadores de apoptosis TNF-a y ; la CAS es expresada en células

proliferativas, pero su expresion disminuye en células y tejidos quiescentes (Wellman ef al., 1997: Boni
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et al., 1999; Praven er al., 2006b). La susceptibilidad celular de apoptosis juega un rol importante en
desarrollo de cdncer y es considerado “switch™ determinante de cuando la célula debe proliferar o ir

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

2.3.4.3 Granzima

Las granzimas pertenecen a la familia de proteasas de serina, constituyendo en mamiferos el
mayor nimero de los componentes granulares tanto de linfocitos T citotéxicos (CTLs) y NK, los cuales
juegan un papel importante en la induccién de muerte en células blanco (Trapani, 2001; Russel and
Ley. 2002; Liberman, 2003). Las granzimas son clasificadas con base en las especificaciones primarias
de su sustrato y por su actividad enzimatica ya sea; triptasa, Asp-asa, Met-asa y quinasa. 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 Ictalurus punctatus y Oreochromis
niloticus (Praven et al., 2004). El requerimiento de calcio por parte de las NCC para la induccion de
citotoxicidad, es una indicacién de que estas células usan la via de eliminacion “exocitosis granular™
(Fig. 15) (Carlson er 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 teoria de que las
perforinas habilitan a las granzimas para escapar de los endosomas en el citosol de la célula objetivo
(Pinkoski er al, 1998; Metkar er al, 2002). Asi también se reporté la secuencia completa de la
granzima en tilapia (TLGR-1) (Praven er al., 2004) con registro en GenBank (AY918867 para el gen
completo y AY918866 para el mRNA); de igual manera se comprobo la expresion medida tanto de

granzima como de B-actina (el gen constitutivo) en bazo (Janganan et al., 2009).

Granulos Perforinas v Cascada de
citotoxicos granzimas sefializacign (caspasas)

Muerte
celular

Conjugacion Ag-Ab

Figura 15. Citotoxicidad inducida .Mediante perforinas 27
(verde) y granzima (purpura).



Las actinas son proteinas conservadas que ejercen importantes papeles en el mantenimiento de
la estructura citoesquelética, motilidad y division celular, movimientos intracelulares y procesos
contractiles (Clarke er al., 1977; Herman, 1993). El niimero de isoformas de actina en teledsteos son
nueve y pueden ser divididas en dos grandes categorias citoplasmaticas (B v y) v musculares (o)
(Vandekerckhove er af., 1984 Venkatesh er al., 1996). En el pez Tokifugu rubripes fueron
caracterizados los siguientes genes tipo actina: seis de tipo muscular (dos actinas a-esqueléticas, tres
actinas o~cardiacas y una actina ¢-andmala tipo testicular) y tres de tipo citoplasmaticas (dos actinas p-
citoplasmdticas y una actina B-citoplasmatica tipo vascular) (Venkatesh er af., 1996; Poletto er af.,

2008).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El endeosulfin es un insecticida de amplio uso en México, pero restringido en varios paises por
sus efectos adversos al medio ambiente y la salud. Este pesticida posee caracteristicas fisicoquimicas
que favorecen la contaminacién de los mantos acuiferos y de organismos no blanco por
biomagnificacién en la cadena tréfica. Uno de los organismos acuéticos no blance del endosulfan es la
tifapia nildtica (Oreochromis niloticus} que representa un excelente sistemna modelo-costo ¢n los
estudios inmunotoxicolégicos. Estd reportado que el endosulfan induce una activacion inespecifica en
macrofagos esplénicos en O. niloticus expuesto in vive en un periodo corto a concentracidén subletal.
No obstante, se desconoce el efecto del insecticida sobre parametros citotdxicos de la respuesta inmune
innata de la tilapia, Contar con informacion sobre el efecto del endosulfan sobre la RII de tilapia,

permitird emitir recomendaciones sobre ¢l uso de este insecticida organoclorado v ¢l riesgo potencial

que representa para la los organismos acudaticos.
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4. HIPOTESIS

Ei endosulfan incrementa el porcentaje, la actividad citotoxica y la expresion de granzima en las
NCC csplénicas de la tilapia nildtica expuesta por un periodo corto y a concentracion subletal en un

modelo in vivo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetive General

Evaluar el efecto de la exposicion aguda in vivo a endosulfan en el porcentaje y [a actividad citotéxica

de células NCC esplénicas y la expresion del gen granzima de tilapia nildtica (Qrecchromis niloticus).

5.2 Objetivos Particulares

1.- Identificar el inmunofendtipo de fas NCC esplénicas.

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

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

4.- Medir Ja expresion del gen granzima.
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6. DISENO METODOLOGICO

Efecto in vive del endosulfan en tilapia nilética juvenil (accién sobre las NCC)

Orechromis mloticus
Aclimatacidn de los organismos en
acuarnios de 40L

Peces expuestos a
7 ug/L de endosulfan

Peces control
(no expuestos).

96 h de tratamiento en peceras
individuales v limpieza de
residuos solidos a 48h (solo
se retiran 2 L) sin reposicidn.

v

Sacrificio (aceite esencial
de clavo) N=5 por duplicado.

Bazo.

Disgregacién celular y separacién
de monocitos por densidad
(Histopaque-1077 y Percoll 45.5%).

(oot
[

| 4
Marcaje con anticuerpo primario Sorting de NCCy HL 60. Extraccion y purificacion

(mAb 5C6). Co-cultivo de NCC y HL-60. de RNA (PureLink RINA Mini

Marcaje con anticuerpo secundario Marcaje con PI Kit; Ambion) Elaboracion de

(IgM-FITC). (yoduro de propidio). ¢DNA (Transcriptor First Strand
¢ cDNA Synthesis Kit; Roche).
Inmunofenotipificacion v cuantificacién Apoptosis sobre HL -60 .
de NCC (FACSAia Flow Cytometer. || (FACSAria Flow Cytometer ’ gﬁ%ﬁﬁ;‘f}?@ﬁcﬁ
BD Biosciences). BD Biosciences). e g




7. MATERIALES Y METODOS®

7.1 Universo de estudio

Tilapia nilética, machos juveniles con pese (200-250 g) y talla homogénea (~235 cm),
proporcionados por la empresa Aquamol 5.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 L a 27°C +/- 2°C con aireacion, pH constante, monitoreo de nitritos ¥ amonio. Los organismos
fueron alimentados con pellets Nutripec. El tamafio de muestra para peces expuestos y control fue de 5

por duplicado.

7.2 Preparacion del endosulfin

Para la realizacién del ensayo ir vive, ¢l endosulfan grado técnico fue disuelto en agua destilada
(1:100); esta solucidn se afnadié y mezcld directamente a los acuarios hasta alcanzar una concentracion
de 7 ppb (0 7 ug/L) la cual es equivalente a 1/2 CLsy para tilapia nilotica juvenil (Téllez-Bafiueles er

al., 2009).

7.3 Obtencion de las NCC

Los peces fueron sacrificados por anestesia profunda con aceite esencial de clavo (4 gotas / 100
g de peso) y se obtuvo el bazo en condiciones asépticas. Después se procedié de disgregar el drgano
linfoide con una malla de nailon (~10 um) en 2.5 mL de PBS; se sometid a purificaciones en gradientes
densitométricos de Histopaque-1077 (1.100 mL / 1 mL de solucién disgregada o sangre total) por
centrifugacion a 2500 rpm durante 20 min a 28°C se recuperd la interfase y se realizd una segunda
purificacién sobre un gradiente de Percoll al 45.5% seguido de una centrifugacién a 2500 rpm durante
17 min a 28°C. Las células de la interfase (fraccion enriguecida en NCC) fueron recolectadas, lavadas y

resuspendidas en RPMT 1640 con L-glutamina suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).

La viabilidad celular fue mediada en presencia de azul de tripano - preparacién 1:1 suspension
celular v azul de tripano-. La concentracion celular se determind como un y (premedio) de células
viables en cuatro cuadrantes de la camara de Neubauer * 10000 * 2 / Volumen (ImL) = Concentracién /

mL. Posteriormente se restaron las c¢élulas muertas con la siguiente ecuacion: % de células muertas

2 Todos los reactivos, kits e mstrumental tienen casa comercial y niimero de catilogo en: Materiales, equipo ¢ insumos
requeridos en la investigacion.
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=células vivas (p)/ 100 = X y para las células muertas = (¢) / X = % de células muertas.

Las NCC {200,000 células / 100 uL) se mantuvieron en medio RPMI- 1640 supiementado en
frio hasta realizar el marcaje con anticuerpos, o a temperatura ambiente en el caso del ensayo de

citotoxicidad

7.4 Anilisis del inmunofenotipo de las NCC por citometria de flujo

Para determinar el inmunofenotipo se tomaron 20¢ 000 NCC en un volumen final de 100 ulL ¢
incubaron con 5 pL (1ug) de anticuerpo moneclonal 5C6 por 1 h a 4°C en oscuridad con agitaciones
ocasionales. Posteriormentc las células se lavaron dos veces en 500 pl. de PBS frio a 2000 rpm / 10
min y después se resuspendieron en 100 gL de PBS e incubaron con 2 pL (I wug) del anticuerpe
secundario IgM anti-raton conjugado con FITC por 30 min a 4°C en oscuridad con agitacion ocasional.
Nuevamente se lavaron dos veces en 500 uL de PBS frio a 2000 rpm / 5 min. Se descari¢ el
sobrenadante y resuspendieron las NCC en 500 pl. de PBS. Luego las células marcadas fueron
analizadas en el citémetro FACSAria (BD) y se determind la intensidad de fluorescencia media (IFM)
para evaluar la expresién del receptor NCCRP-I, tanto del grupo control como del expuesto a
endosulfan. Para establecer ¢l control negativo se utilizé un isotipo sin anticuerpo monoclonal. El

analisis del ensayo se realizd con el programa FACSDiva (BD).

7.5 Preparacion de la linea celular HL-60 para el ensayo de citotoxicidad

Como célula blanco para los ensayos de citotoxicidad de las NCC de tilapia del Nilo se trabajé
con la linea celular HL-60 (células de leucemia promielocitica) {Jaso-Friedman er a/f., 2000; Oumouna
et al, 2001).Las células HL-60 se incubaron en suspensién en medio de cultive RPMI-1640
suplementado con SFB (10%) a 37°C en atmdsfera htimeda con 5% de CO- El tiempo de proliferacion

de esta poblacion celular fue de 36 a 48 horas.

7.6 Ensayo de citotoxicidad de las células NCC por citometria de flzjo

Una vez obtenidas las célutas HL-60 (T: Blanco) v las NCC (E: Efectoras) se procedio al co-
cultivo en placas de 96 pozos en una relacion T-E: 1:1; 1:10; 1:20 y 1:40 respectivamente, ajustando

cada condicidn experimental a un volumen de 200 pL con medic de cultivo RPMI-1640 suplementado
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con SFB. Se incubo a 37°C en atmésfera himeda con 3% de CO; durante 4 h. También sc incluyeron
controles negativos [sélo células marcadas con yodure de propidio (IP)] y positivos [células blanco
tratadas con etoposido (compuesto inductor de apoptosis) mas IP]. Luego, se cosecharon y recolectaron
en tubos de 2 mL. se afiadid 1 mL de PBS y posteriormente se centrifugaron a 1800 rpm, durante 7
minutos, este lavado que se repitié dos veces.

Después, las células se decantaron y suspendieron en 200 uL de PBS. Se afiadieron 10 L de IP
por muestra e incubaron durante 10 minutos protegidos de 1a luz. Finalmente, se evaluaron las muestras

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

7.7 Andlisis para la expresién del gen de la granzima en células NCC por qRT-PCR

Para medir la expresion del gen de la granzima en la NCC se aislé y purifico el RNA total de las
células (esplenocitos) extraidas de los peces tratados o no con endosulfan con el mini Kit PureLink
RNA. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 pg de RNA total utilizando el Kit Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis. La qRT-PCR se realizé utilizando un LightCycler® 2.0 vy el kit LightCycler FastStart
DNA Master”™® SYBR Green 1. El programa de PCR optimizado durante ensayos preliminares se
representa en la siguiente tabla (Tabla 3)

El andlisis de los productos de PCR fue realizado con el software LightCycler® .

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

GRANZBA: [FACTINA:
Modo de andlst Ciios  Segremo Tenperanm Tiempo M. deadgusicon Mododeamafss Cicos  Segmento Temperatir  Tiempo M. de adgqusicion
Pre-meubacion: Pre-eubacion
Nngm | 3 1 Nnmo Nbamp | 45 Iy N
Anplifaciin: Amplicacion;
Comikzedn 40 Desnahimalizciin 85°C 10" Nizomo Comptficacion 40 Desonmbzmens 9 Ui Nmamo
Alireagin 2°C 10" Niime Alpeacin 6°C 1w Nnmw
Exension e 16" Srpie Ezrsin 0 1 Srpie
Curva & dsociiciin: Cuva de dBociaeion:
(.dediscicion 1 Desmmalizciin 85°C (I Ninguno Cdedsocmeon | Desnoralizacin 9 r Ny
Aheaciin 65°C " Niguno Almeacion 83 60" N
Duccicin 93°CRR=01Cs (I Contrue Diocaodn  93°CRRALIFCs 07 Contrme
Enfranserio: Enfremienio:
Nrgmo | AFC LN \ramo Nogano | ¢ L \pgry

Cada muestra fuc procesada en triplicado (cDNA y qRT-PCR). Los datos fueron expresados
como cantidades relativas utilizando como gen de referencia al de la (B-actina). Los cebadores que sc
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utilizaron se muestran en la siguiente tabla (Tabla 4}. Fueron disefiados con el programa Oligo V.6, y

las secucncias obtenidas de la base de datos GenBank.

Tabla 4. Cebadores de granzima y B-actina.

Gen

Cebadores
Sentido
Anti scntido

1D del gen

Tamafo csperado en pb

Granzima

52 ATC ATG CTC CTC AAACTC TCG -3°
5- GGG CCACCAGAATCACC -3°

AY9I18560

B-actina

5- GGC ATC GCA CCTTCT ACA AT -
5-TCTCACGCT CAGTTG TGG TAG T

-3

EF2067%6.1

360

7.8 Analisis estadistico

Las medias £ DS o ES se determinaron en cada grupo de estudio por experimento. Se aplico la 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.
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8. RESULTADOS

8.1 Condiciones de cultivo de los peces y obtencion del bazo

Durante el estudio la temperatura del agua se mantuvo en un rango de 27°C +/- 2°C con
aireacion constante (Fig 16) y los pardmetros de calidad del agua se mantuvieron éptimos (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 exposicion a endosulfan los peces fueron sacrificados y se obtuvo ¢l bazo

con pesos promedios de ~0.19 +/- 0.05 g (Fig. 17).
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8.2 Obtencién de fraccién enriquecida de NCC

Para obtener la fraccion celular enriquecida en NCC fue necesario trabajar un protocolo de
doble separacion por gradiente de densidad (Histopaque-1077 y Percoll al 45.5%). Ademis se

determind la temperatura 6ptima de centrifugacion la cual fue de 28°C (Fig. 18).
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Figura 18. Determinacién de temperatura optima de centrifugacion para la obtencién de las NCC.
Valores de conteo celular en promedio. Azul = Células viables. Rojo = Células muertas.

A la temperatura de centrifugacién de 28°C se obtuvieron ~1°200,000 +/- 100,000 células / mL
(por pez). Se muestra una imagen representativa (Fig. /9) de una célula NCC donde se aprecia su

tamafio promedio (~3 pm) y de un macréfago (~7 um) obtenidos del bazo en tilapia del Nilo.

~

4
4
¥
F
L
4
i v ", o3

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

Para identificar el inmunofenotipo se trabajé con un protocolo por citometria de flujo
empleando un marcaje indirecto con el fluorocromo FITC. La identificacién de la poblacion
inmunocompetente se baso en caracteristicas celulares de tamafio FSC (forward scatter) y complejidad

SSC (side scatter) (Fig. 20).
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Figura 20. Inmunofendtipificacion de las NCC (azul). Dot plot representativo, donde se observa una
media constante en la dispersion frontal FSC (tamaiio) en la cuarta década y para la dispersion lateral
SSC (complejidad) en la tercera década.
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8.4 Efecto del endosulfin in vive en el nimero de NCC esplénicas.

Para evaluar el efecto del endosulfin en el porcentaje de la poblacion NCC esplénicas se

compard la IMF entre grupos (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto del endosulfan in vive sobre el nimero de NCC esplénicas. Histogramas
representativos del ensayo de inmunofenotipificacion. El valor del cuadrante superior derecho
muestra el porcentaje de NCC por condicion experimental. A) isotipo; B) Control sin tratamiento

y C) Expuesto a endosulfan.

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

endosulfan mostro un porcentaje de células positivas al fluorocromo (2310.67 = 8§66.42) mas elevado

que el grupo control (1886.78 + 530.44) (Fig. 22).

1000

% NCC (FITC)

CONTROL EXPUESTO
GRUPO

Figura 22. Efecto del endosulfian in vivo sobre el porcentaje de las NCC esplénicas de O.
niloticus. Se aplicd la prueba ¢ de Student para comprobacion de las medias = DS entre grupos.

+=media.
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8.5 Efecto del endosulfin in vive en la actividad citotoxica de las NCC sobre células blanco HL-

60.

Previo al ensayo de citotoxicidad se realiz6 una identificacion de las células blanco (HL-60)

como de la efectora (NCC) por medio de una dispersion de puntos (Dot Plot), segtin el tamafio (FSS) y

complejidad (SSC) (Fig. 23).
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Figura 23. Identificacion de las células blanco HL-60 (verdes) y la célula efectora NCC (azul) por
“Dot Plot”, previo a la evaluacion de la actividad citotoxica. Grupos experimentales: A) Control y B)

Expuesto.

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

ensayaron co-cultivos por 4 h, con diferentes relaciones de las células blanco: efectora 1:1, 1:10, 1:120 y
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1:40. Las células muertas o apoptéticas fueron cuantificadas como porcentaje de células positivas al PI.

No se observaron valores liticos significativos en las relaciones 1:1 [(3.15 = 0.56) (2.55 +
0.20)]; 1:10 [(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).

Con

83
gd

Co.n

Conteo celular / Eventos

o

" T
'

o
e

CONTROL EXPUESTO
Pl - Apoptosis

Figura 24. Histogramas representativos de actividad citotoxica 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) 1:10; D)1:20 y E)1:40 respectivamente.




Sin embargo, el co-cultivo 1:40 presentd una marcada disminucién de la actividad litica en el

grupo expuesto (5.35 = 0.55) en comparacién con el grupo control (19.9 + 2.54) con p> 0.05 (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto del endosulfan in vive en la actividad citotdxica de las NCC sobre HL-60. Se aplicé
la prueba de 1 de Student para la comparacion de las medias = ES entre grupos. L=error estandar.



8.6 Efecto del endosulfin in vive en la expresion del gen granzima en NCC esplénicas.

Para valorar la expresion del gen granzima entre grupos experimentales por efecto del
endosulfin; se empled una qRT-PCR comparando entre AACP. En el ensayo se observé un disminucion
significativa (p<0.05) en la expresion del gen de esta citolisina en el grupo expuesto al insecticida

(0.306 = 0.318) en comparacion con el grupo control (1.0 = 0.0) (Fig. 26).
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0.8
-5
o
-
<

0.4

0

CONTROL EXPUESTO
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Figura 26. Efecto in vivo del endosulfin sobre la expresion del gen granzima en las NCC
esplénicas. Se aplicé la prueba ¢ de Student para comparacién de las medias = DS entre
grupos. #=media.
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9. DISCUSION

Las NCC es un tinaje celular equivalente a las células NK de mamiferos y son consideradas
mediadoras de la citotoxicidad en la inmunidad innata en los peces mediante la via FasL y/o la
exocitosis celular,

Como primer objetivo se identifico el inmunofendtipo de las NCC esplénicas de Q. nilovicus
utilizando ¢l protocolo descrito por Jaso-Friedman er al. (1996). Se observé 15% de NCC FITC" en el
bazo. En un ensayo ne radiométrico en rifidn anterior de fetalurus punciatus Evans ef al. (2000a)
reportaron un 95% de NCC FITC". Esta diferencia se puede deber al érgano de estudio ya gue el rifién
anterior es un 6rgano linfoide primario mientras que el bazo es un érgano linfoide secundario. Nuestros
resultados coinciden con el estudio realizado por Jaso-Friedmann er af. (1999}, quienes encontraron
una rica expresion de las NCC en rifién anterior e higado en tilapia nilética, mientras que en bazo el
porcentaje de las NCC fue también reducido.

El efccto del endosulfan en el porcentaje de células NCC fue otro pardmetro que se evalud y
aun cuando la diferencia no fue significativa se muestra una tendencia de incremento (4.23%) en el
grupo expuesto en relacion al grupo control, Tryphonas er al. (2003), reportaron en ratas Sprague-
Dawley hembras tratadas con trans-nonaclor (0.25 y 2.5 mg/kg) durante 28 dias via ad gavage, a 2.5
mg/kg un aumento en el porcentaje de las células NK en sangre periférica. Téllez-Bafivelos er af.
(2011}, en linfocitos esplénicos de tilapia del Nilo, en un protocole de igual condicion experimental en
concentracion ¥ tiempo de exposicion que ¢l presentado aqui, evidenciaron gue el endosulfan tiene un
efecto proliferativo.

La actividad citotéxica fue medida en relacion al IMF generado por IP al realizar co-cultivos
por 4 h de células blanco (HL-60) y NCC. Se demostrd que en una proporcion blanco efectora (B:15) de
1:40 las NCC dc peces expuestos a endosulfin presentaron una disminucion del 73.11% en su actividad
citotoxica en comparacion con el grapo control. De los escasos reportes que existen sobre el efecto del
endosulfin en este parametro podemos citar a Wade er o/, (2002) quienes encontraron que en ratas
hembras Sprague-Dawley la administracion de un coctel de insecticidas, por 70 dias, via ad gavage.
indujo un efecto bifisico. es decir que a dosis baja se incrementd la actividad litica de las células NK;
mientras que con dosis mayor disminuyo significativamente esta funcion. Cabe mencionar que esta
mezcla de insecticidas incluye al endosulfan (50 ng) y fue observada originalmente en tejidos
reproductivos de pobladores canadienses.

Ademds, Beach er al. (2006), obtuvieron que en células NK humanas expuestas a una
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concentracién de 5 pM [a-clordano (88 + 5), y-clordano (92 % 8), oxiclordano (69 + 11), heptacloro (58
£ 10), DDT (61 = 13) y PCP (76 £ 12)] por 24 h una disminucién en la actividad litica frente a células
tumorales (K562) en comparacion al control; por su parte Daniel er a/., (2002) reportaren en sangre de
personas expuestas de manera ocupacional por 6 meses a varios insecticidas (DDT, DDE, DDD, PCP,
PCBs HCB y HCHs), una disminucidn en la concentracion de citoquinas (IL-2, TL-10 TL-12 e [FN-y).
las cuales son indispensables en la activacién de la respuesta citolftica de Jas células NK. Lemaire ef al.
(2006) reportaron que en células HeLa el endosulfan acta como un xenoestrdgeno al unirse al receptor
ER-a. Este dato es congruente con ¢l reporte de Vidal (2006) quien citdé que los estrogenos in vivo
disminuyen la actividad litica de las células NK. Sugerimos entonces que el endosulfin a baja
concentracion promueve la disminucién de la actividad citotéxica probablemente debido a su condicion
de xenoestrogeno.

Como ltimo objetivo medimos el efecto in vivo del endosulfan en concentracion subletal y por
96 h de expresion del gen granzima de tilapia del Nilo y observamos una disminucidn del 69.5% en la
expresion del gen en el grupo expuesto al pesticida en comparacion con ¢l grupo no expuesto,

No se encontré informacién sobre el efecto del endosulfin en este pardmetro in vive. Sin
embargo, de los escaso trabajos in vitro, coincidimos con Li er af. (2002 y 2005) quienes eXpusieron
por 15 h células NK humanas y murinas al insccticida organofosforado dimetil 2.2-dichlorovinilfosfato
(DDVP) a diferentes dosis (0,11, 0.22 y 0.45 mM) y observaron una disminucién gradual pero marcada
en la expresion del mRNA de perforina (~20%), granzima (~45%), granulosina (~35%) asi como la
inhibicidén de la actividad citolitica de las células NK (~53%), CTL (~40%) y LAK (~18%) en
comparacion con el control; ademds de reducir los niveles intracelulares de granzima B (~10%) y
granzima A3/K (~47%). Por los resultados observades en el presente trabajo sugerimos quc el
endosulfin en su calidad de xenoestrogeno abate la actividad citolitica y altera cn forma proporcional la
sefializacién intracelular, posiblemente a través de Ja via JAK/STAT v del factor de transcripeion AP-1
Babichuk e o/ (1996); Dipanjan & Lieberman (2008); Thierfelder et af. (1996), en la liberacion de
granzima y activacion de las NCC esplénicas.

En una recopilacion de los resultados del presente trabajo y literatura es factible propener que el
endosulfin en una cascada de eventos promueve la proliferacién y disminuye la citotoxicidad via
exocitosis celular asi como en la expresion del gen de la granzima. Como consecuencia la exposicion a
endosulfin podria disminuir la funcidn de las células NCC esplénicas de tilapia nildtica, asi como su
participacidn en la respuesta inmune innata.

Por lo anterior ¢ importante hacer conciencia sobre el riesgo toxicoldgico que rodea a este
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compuesto. Aun cuando se trabajé con un modelo teledsteo, los resultados pueden extrapolar para otros
organismos 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; asi como informar a los consumidores acerca de los efectos adversos

de los insecticidas.

47



10. CONCLUSIONES

El endosulfan es un insecticida inmunotdxico para la tilapia nildtica juvenil debido a que indujo
alteraciones en la respuesta inmune innata de las células NCC.

In vivo, en tilapia nildtica juvenil el endosulfan en la concentracion y exposicién evalvada:

Y

Mostrd tendencia a incrementar la poblacion de NCC esplénicas,

Disminuyé la actividad citotoxica en co-cultivo con células HL-60,

A

v

Redujo la expresion del gen de la granzima en forma significativa.
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11. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

El modelo experimental de teledsteo es relativamente flexible debide a sus requerimientos
fisicoquimices, ¢s un excelente modelo inmunotoxiceldgico con el cual trabajar; dado a que su

ambiente esta rodeado de un fluido constante.

Para complementar la inmunofenotipificacion seria recomendable utilizar anticuerpos {escasos

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

de activacion.

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

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

También seria de gran utilidad generar curvas regresivas o logaritmicas con las cuales observar
en qué momento se llega a una meseta de tolerancia; ya que podriamos 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 adaprativa.

Es recomendable realizar la medicion de citoquinas asociadas a la actividad citotoxica.

Es importante indagar ¢n la expresion de perforina y granulosina, ya que si también disminuyen
sugiere una inmunoregulacidn negativa integral de las cascadas de sefializacion mediante AP-1.

Ademads, seria congruente incorporar la interaccion de FasL/FasR, asi como TNF-R ¥ TRAIL; ya que

son receptores de muerte celular.
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12. ANEXOS

12.1 Catalogo de empresas formuladoras y comercializadoras de Endosulfin en México.

Cat.

i

EMPRESA

| AGREVO MEXICANA S, A DE

CV.

NOMBRE
COMERCIAL

| PARAMETHYL PLUS

ENDQSULFAN

TECNICO
THICDAN 35 CE

THIODAN 50 PM

Endosaifan +

Ingrediente’

activo
Paratien
Methco "usa
restringido”

Endosuian

Endosuifan

Endasulfan

Reglstro
TRECC-MEZC 108-003-008-045

RSCO-INAC-0126-006-D019-097

. RBCG-INAC-0126-038-009-035

© RSCO-INAC-0126-073-002-050

{ PEL PACIFICO S.A. DE C.V.

I | INSECTICIDAS NACIONALES | ENDOCORAL 30- Endosullan +  RSCO-MEZC-T108-3071-309-045
COREY $.A. DE C.V. I 15% Paratién
. Mettico "usg
O SO restringido”
i | AGH DE MEXICO 5.A DE C.V, | BIOSULFAN 35 TEndosutfan RECO-INAC-0126-3385.006-038" )
il | AGRICOLA INDUSTRIAL ENDOSULFAN 35% : Endosuffan RECO-INAG-0126-067-009-035
TAMAYOD S.A, DE C.V, :
i1 | AGRICULTORES ASOCIADOS | ENDOSULFAN 35% | Endosulfan RECOTINAC-G126-002-009-035
... | DESINALOA S.A DE C.V. R oL e e .
i | AGRICULTURA NACIONAL DE | THIOSULFAN 35-E Endosulfan | RSCO-INAC-G126-303-009-035
JALISCO S.A, DE C.V. :
I | AGRICULTURA NACIONAL U FANTOM 358 Endosulfan THECO-INAC-0126-350-009-035
SA. DECV.
ENDOSULFAN Endosulfan RSCO-INAC-0126-356-019-084
| TECNICO ]
I AGRO FARM INDUSTRIAL ™ SULTAN 35 Endosutfan TRSCO-INACI0126-337-009-03a"

AGROFORMULADORA DELTA

ENGOSULFAN 35

Endosulian

RSCG-INAG-0126-005-009-025

S—

PM/CAPATAZ 50 Ph4

SPHASER SDPM

SA DECV. N
I | AGROFRIENDS DE MEXICO AGROSULFAN 35 Endosuifan . RSCO-INAC-D126-3¢7-008-035
S A’ DE c v O
1| AGRONDUSTRIAS DEL AGRCOSULFAN 35% - Endosuifan RECO-INAC-(126-226009-035
NORTE S.A. DE C.V. : ]
| AGROMUNDSG S.A DE C.V. " ENDOSULFAN Endasuifén RSCC-INAC-0126-312-019-085
TECNICO
ENDOSULFAN 95%  Endosulfan RSCO-INAC-0126-015-019-095
5 !
Il | AGROQUIMICA DE URUAPAN | ENDOSULFAN 35%  Endosulan | RSCO-INAC-0126-009-009-035
SA . e
T T AGROQUIMICA TRIDENTE TRIDANE3S0 . Endosulfan RSCOINAC-0126.058-009-G33
S.A. DECV. o | TRIDENTE o N ]
i | AGROQUIMICOS RIVAS 5.A. : ENDOSULFAN  35- | Endosulfan RSCO-INAC-0126-319-009-035
DE C.V. . CE
I | AGROQUIMICOS VERSA SA. | ENDOSULFAN 35%  Endosulfan . RECO-INAC-0126-049-009-025
DE C.V. !
SUFAN 35/ BINGO  Endosulfan RECC-INAC-0126-354-008-035
35
I | AVENTIS CROPSCIENCE T THIODAN HF/GALA ' Endosuifan TRECO-INAC0126-374-009-G30
MEXICO S.A. DE C.V. | HF/ CAPATAZ
| HF/PHASER HF
THIODAN 50 Endosufan . RECO-INAC-0126-338-002-050
PM!GALA 50
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(T gﬁ:’YER DE MEXICO S.A.DE | THIONEX 35 CE " Endosutfan T RSCO-INAC-0126-045-009-035
| ENDOSULFAN Endosulfan RECO-INAC-0126-332-010-097
i TECNICO ¢
i THIODAN TECNICO
: THIODAN 35 CE! Endosuifan RSCO-INAC-0126-334-009-023
. PHASER 35 CE!
| CAPATAZ 35 CE/
- GALAGSCE
| ENDOSULFAN Endasulfan RSCO-INAC-0126-372-017-094
i e  TECNICO e s
Il T BIESTERFELD DE MEXICO | BIESTELFAN/ Endosuffan TRECO-INACG196-380 010088 |
S.A. DECV. | ENDOPRG ¢
ENDOMAX
I | CHEMIMPORT, S.A. DECV ENDOSULFAN Endosuifan . RSCO-INAC-0126-301-018-095
TECNICO '
i | DERMET, 5.A_DE C.V. DERFAN 35 Y/O T Endosulfan . RSCO-INAC-0126-355-009-035
eV EANMETSS e ]
It | EMPRESAS LONGORIA, S.A. | ENDOSULFAN 35%  Endosulfan | RSCO-INAC-0126-316-009-035
DEC.V. CE : ;
Il | FERTILIZANTES E HORNET 350/ Endosuifan | RSCO-INACG126-368-005-035
INSECTICIDAS MISION, 5.4, ENDOSULFAN 350 :
L BECN ] R I e
1t | FMC AGROQUIMICA DE ZOLL 35 CE Endosuffan TRSCOUNACIG126-384:005-033
MEXICO, 5. CER.L DEC.V.
I | GLOBE CHEMICALS, ENDOSULFAN Endosulfan RSCO-INAC 0126-378-015-0%4
~ 5.A DEC.Y. TECNICQ 84%;
I | GOWAN MEXICANA, GOWWAN " Endosuttan T RSCO-INAC-0126-314-005G33
SAPLDECYV ENDOSULFAN 3 CE
{ ENDOX 360 CE /
PROSULFAN 3 CE(
! AGROPLILL 360 CE
! GOWAN Endosulfan RSCO-INAC-0126-322-002-053
| ENDOSULFAN 5C :
| PH :
Il | INDUSTRIAS AGRICOLAS, TENDOSULFAN 35% . Engosuifan T RSCO-INACD126-073-017-095
S.A DECY. i ’ ;
| ENDOSULFAN 35% Endosuffan | RSCO-INAC-D126-019-008-035 |
I TINGENIERIA INDUSTRIAL, | ALGODAN 350 Endosuifan i RSCO-INAC-G126-350-009-035
S.A DECN, : ;
il [ INSECTICIDAS DE ! TOXIDIAN 35% Endosulfan | RSCO-INAC-0126-022-009-035
... J OCCIDENTE, SA.DECV. | R . e
I INSEETICIDAS DEL . ENDOFAN 35% Endosutfan T RSCO-INAC-0126-024-009-035
PACIFICO, §.A. DE C.V. :
Il | INSECTICIDAS NACIORALES | ENDOCORAL 35% Endasulfan RECO-INACI(126-025-009-035
COREY, S.A, DEC.V. E.
I 1 KOOR INTERCOMERCIAL. THIONEX 350 £C ¢ Endosulfan RSCO-INAC-0126-386-009-033
S.A MANTIS 350 CE f
THIONEX 350 CE ¢
| ENDOSULFAN 350
| CE/ BRAGADO 350
L CE/
Endosutfan RSCO-INAG-0126-004-017-094
THIONEX TECNICO /
VELDOSULFAN
TECNICO .
I | MAKHTESHIM-AGAN DE THIONEX TECNICC  Endosulfan - RSCO-INAC-0126-338-017-0%4
___| MEXICO,SADECY. o . L o
Il T"MELESIO BECTOR ) Endosulfan © RSCO-INAC-0126-370-009-035
CARDENAS MENDOZA Y/O THICCAR 35 :
AGROCAR _ _ . o _
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MEZCLAS Y FERTILIZANTES,
S.A. DE C.V.

"PODERCSOISCE.

Endg

| NACIONAL AGROGUIMICA,
_S.A.DEC.Y,

NASADAN 35

Endosuifan

TRSCO-INAC-0126-382.0049-035

T RSCGINAC-0126-065-009-035 |

NAYCHEM, S A DE C.V.

T ENDOSULFAN 35 €

Endasulfan

T RECO-INAC-0125-070-009.035 |

PETRO DE OUCIDENTE,

 S.A.DECV.

PLAGUICIDAS MEXICANOS,
S.A.DEC.V.

AGROFAN 36 CE

PLAGUE-DAN 35%

cndosulfan

" Endosuifan

i RSCO-INAC-0126-313-D08-035

| RSCO-INAC-0126:674-009-035

'POLISULFURODS DE MEXICO,

POLAQUIMIA, S.A. DE C.V,

S.A.DEC.V.

i ENDOPOL

¢ ENDOPOL

T THIGEUL 35

Endosulfan

-—ndosmfan_

Endasulfan

RSCO-INAC-0128-308-D09-035

' SCO.INAC-0125-315-009-035

i RSCO—iNAC 0126-392-009-033

PROAGRO DEL NOROESTE,
S.A.DEC.V,

| PRONEX 35% ¢

THIOJAK 35 ¢
ASPEN 35 COWUCH
35/ FANCY 351
FANG 35

Endasuifan

T RSCO-INAC-0126-364009-035

PRODUCTOS BASICOS,
S5.A DEC.Y,

"FROMOTORA DE TECNICA

AGROPECUARIA, S.A DE C.V

T ENDOSULFAN 95%

ENDOSULFAN 35 %

TECNICO

Endosulfan

" Endosatian

TTRSCO-INAG-U126-014D79-095

RSCO-INAC-01268-302-D09-035

PROVEEDORA AGRICOLA
LAGUNERA, S.A. DE C.V.
PROVINDUSTRIAS DE
OCCIDENTE, $.A. DE C.V.

| POSULFAN 35

ENDOSULFAN 35

T Endosaifan

" Endosutfan

RECOINAC-0126.034-D09-035

| RSCO-INAC-0126:352-000-035

PYOSA, 5.4 DECV.

CESTROGY/PANTHE
R

Endasuifan

HECO-INAC-D126-375-009-035

T QumICA AGRICOLA DEL

VALLE DE CULIACAN, S.A.
DE

QUIMICA LUCAVA, S A, DE
C.v.

4__

‘DL 35 CE/FARFAN

THIC-VAT
THIG-VAC 35-F

LUCASULFAN
TECNICO

LUCASULFAN 35
G E./METEORD 35
CE ; ENDOSULFAN

. 35 CE/STEEL 35

Endosuifan

. Endosuifan

© Endasuifan

1
TRECOINAC.0128-

! RSCO-INAG-0126-366-008-035
. RSCO-INAC-0126-323-016-094

R3CO-INAC-0126-305-009-335

‘D09 035

| | CE
n QUIMICA SAGAL, S.A DE C.V. | MISULFAN! Endosulfan RSCO-INAC-0125-394-009-035
AGROSULFAN ¢
AGRISULFAN
il | QUINICAL, S.A. DEC.V. ENDOSULFANJSSE Endosuian | RSCO-INACL126-306-009-035
i | RHONE POULENC AGRO. ENDOSULFAN Endosutfan | RSCO-INAC-D126-006-019-067
SA DEC.Y. | TECNICC
I SEMILLAS DEL PACIFICO, : ENDOSULFAN 378 . Endesulfan ! RBCO-INAC-D126-041-009-025
' SADECV. = '
Il | SINTESISY THICFIXAN Endosulfan RSCO-INAC-0126-322-017-0584
FORMULACIONES DE ALTA TECNICO
TECNOLOGIA, 5.A.
THICFIXAN Endosuifan | RSCC-{NAC-0126-344-009-035
It | TECNICA AGRICOLA TACSAFAN Erdosulfan | RSCO-INAC-0126-388-008-035
CHIAPAS, S.A. DE CV i
1l UNITED PHOSFPHORUS DE USULFAN 35% EC/  Endosuifan ! RSCO-INAC-0126-358-009-035
| MEXICO, S.A. DEC.V i TIOKIL 35 ¢ ‘
| ENDOKILL f POLICEA
i USULFAN TECNICO * Endasuifan RSCO-INAC-0126-346-019-094
! | ENDOSULFAN
L LTEGNCOG e e e S
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Il | VAMEX DE LOS MOCHIS ENDOSULFAN 35 % ‘ Endosulfan RSCO-INAC-0126-069-009-025
S.ADEC.V.
Il | VELSIMEX, S.A.DE C.V. VELDOSULFAN 35 | Endosulfan RSCO-INAC-0126-055-009-035
C.E./ ENDOSTAR 35 ‘
CE/AGRISULFAN |
35 CE / DOFAN 35
- | CE/TOPSULFAN35 | o
il | BAYER DE MEXICO, S.A. DE THIODAN 26 CS / Endosulfan RSCO-INAC-0126-390-085-026
C.V. THIODAN ‘
ULTRACAPS
SEVIDAN 70 P H Carbarilo + RSCO-MEZC-1102-001-002-070
Endosulfan
il | PROVEEDORA ENDOS 35 Endosulfan RSCO-INAC-0126-340-009-035
AGROINDUSTRIAL DE ‘
| SINALOA,SA.DE | — | |
Il | VELSIMEX, S.A. DE C.V. ENDOSULFAN | Endosulfan RSCO-INAC-0126-001-017-094
TECNICO |
'V | NAYCHEM, S.A. DE C.V. ENDOSULFAN 4 % Endosutfan RSCO-INAC-0126-015-001-004
IV | PLAGUICIDAS MEXICANCS, PLAGUI-DAN 4% [ Endosulfan RSCO-INAC-0126-080-001-004
S.A.DEC.V. POLVO |
IV | QUIMICA LUCAVA, S.A. DE LUCASULFAN 4% P | Endosulfan | RSCO-INAC-0126-310-001-004

C.v.

Fuente: www.cofepris.gob.mx Base de registros Sanitarios de Plaguicidas otorgados. Documento:
reglag.pdf
Cabe notar que la informacion proporcionada por COFEPRIS al Secretariado del Convenio de
Estocolmo indica 85 registros del endosulfan para uso agricola en 20 cultivos por lo que este cuadro y

la seccion de usos debe confirmarse por COFEPRIS.
http://chm.pops.int/Convention/POPsReviewCommittee/POPRCMeetings/POPRC4/ResponsesonAnne

xEEndosulfan/tabid/460/language/en-US/Default. aspx
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12.2 Condiciones y pardmetros fisico-quimicos de O. niloticus,

| PARAMETRO RANGOS IDEALES |
Oxigeno Disueilta (QD) 3210 mg/l
Ozono 0 a 0.005 mg/l
Temperatura 24 a 28 °C |
PH 6.5a9.0 |
Dureza (Alcalinidad: CaCQs3) 10 a 500 mg/ |
Maghesio (Mg) 0 a 36 mg/ B
Manganeso {Mn) 0a0.01 mgA ]
Calcio 5 a 160 mg/l
Didxido de Carbono (CO,) 0a2.0mg/l
Amonio T otal Hasta 2.0 mg/l ]
Amonio (NH;: no ionizado) 0 a 0.05 mg/l fi
Nitritos (NO2) 0a0.1 mg/ ‘
Fosfatos (PO.) 0.5 a 1.5 mg/i
Fosforo Total 0.01 a2 3.0 mg/l
Fosforo soluble 0 a 10 mg/l
Sulfuro de Hidrégenec o Ac. Sulfhidrico (H2S}) 0 a 0.003 mg/l
Acido Cianhidrico (HCN) 0a0.1mgl
Gas Metano (CH:) 0aG.15 mgl
Cadmio en aguas duras 0 2 0.003 mg/l
Cadmic en aguas blandas ¢ a 0.004 mg/|
Cloro 0 a 0.003 mg/l
Cobre en aguas duras 0 a0.03 mg/ k
Cobre en aquas blandas 0 a 0.006 mg/| |
Cromo (Cr} 02 0.03 mg/l
Hierro (Fe) 0a 0.015 mg/l
Mercurio (Hg) 0 a 0.0002 myg/!
Niguel {Ni) 0 a 0.02 mg/l |
Plomo (Pb) 0 0.03 mg!1
Turbidez (Disco Secchi) 30a40cm
Sélidos Disueltos Qa 30 mg/i
Sulfates (S047) 0 a 500 mg/l i
Zinc (Zn) 0 a 0.05 mag/l ]

*Valores en mg/L = ppm.

Fuente: Manual de produccion de tilapia (Cantor, 2007).
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12.3 Tablas de alimentacién y requerimiento proteico de O. niloticus.

Peso Crecimiento
Edad promedio diario (grs/dia} | Alimento diaric (% FCA
[semanas) {grs) de pesa)
0 1 i5 0.83
1 3 D.27 10 £.85
z 5 0. 27 [+ .85
3 7 0.34 5.8 .86
4 10 0.36 5.7 .90
S 13 Q.46 5.5 .80
=] 17 0.538 5.1 0.a0
7 22 0.71 5.1 C.91
=3 29 D.93 5.0 0.95
2] 37 1.14 4.5 .28
=0 46 1.29 4.3 .98
11 56 1.51 4.2 1.00
2 59 1.79 4.1 1.03
33 83 2.07 &0 1.03
14 100 2.43 4.0 1.10
5 320 2.85 3.5 1.158
6 740 2. 86 3.4 1.15
7 152 3.i4 3.2 1.25
4 184 3.14 2. 1.25
g 207 3.29 2.8 1.26
20 231 3.43 2.8 1.28
21 256 3.57 2.4 1.28
z22 282 3.71 2.3 1.28
23 309 .85 2.2 1.30
24 337 4.0 2.1 1.37
25 355 4.0 1.2 1.37
26 393 4.0 1.8 1.37
27 422 4. 14 1.7 1.37
28 451 4,1 1.8 1.37
29 480 2.1 1.5 1.34
30 509 41 1.4 1.34
31 538 4.t 7.4 1.35
32 S67 4.14 1.¢ 1.45
33 596 4.14 1.3 1.47
34 529 4.% 1.3 1.49
35 554 4.%4 1.2 1.48
36 683 454 1.1 1.65
Fuente: Manual de produccion de tilapia Nivel 6f’t'm° de
(Cantor, 2007). Rango de peso (grs) proteina (%)
Larvaa 0.5 40 — 45%
05a10 40 — 35%
10 2 30 30 - 35
30 a 250 30 - 35%
250 a talla comercial 25-35%
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13. MATERIALES, EQUIPO E INSUMOS REQUERIDOS EN LA

Reactivos y sustancias:

Nombre

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

RPMI-1640 Medium
RPMI no Phenol Red

Etoposido
Yoduro de Propidio

Anti-Mouse IgM(p-chain specific)-FITC

mAb 5C6

Heparina

Histopaque-1077

Percoll

Trypan Blue solution

UltraPure Agarose

TBE

BrEt

2-mercaptoethanol

Primer granzima forward y reverse

Primer f-actina forward y reverse

INVESTIGACION.

Empresa
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco

Lemery
eBioscience
Sigma-Aldrich
Affinity BioReagents
Pisa
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Acceso Lab

Integrated DNA
Technologyes

HL-60 ATCC
Nutripec Purina
Kits de extraccion y purificacion:

Nombre: Empresa:
PureLink RNA Mini Kit Ambion
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche
LigthCycler® FastStart DNA Master PLUS SYBR

Green | Roche
Kit para diseccion Guttek
|*L]'|.Il"'\l\\ ¢ lH\U'lHI]\,’Hl[I]f

Nombre Empresa:
Centrifuga Jouan
Centrifuga Heraeus
LigthCycler 2.0 Roche
LigthCycler Capillaries (20 pL) Roche
LigthCycler Centrifuge Adapters Roche
Synergy HT BioTek
96 well cell culture cluster Costar
Tubos para centrifugacion 15 mL Corning

Num.
Cartalogo:
D5652
R6504

11835-055
180M93 SSA
v

BMSS500F1/300
076K60261
MAI-760
Inhepar
10771
P4937
T8154
15510-027
T4415
E-4391
M3148

55783947(8)
CCL-240
2506 AP

Num.
Catalogo
12183-018A
4897030001

3515869001
Varios

Num.
Catalogo
CR412
75005286
3531414001
4929292001
11909312001
SIAFRT
3585

430052
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Tubos para centrifugacion 50 mL
Tubos para citornetria

Tubos Eppendorf 1.5 ml
Microtubos 2 mL

Puntas para micropipeta 1000 pl
Puntas para micropipeta 200 L
Puntas para nucropipeta 10 uL
Jeringas de 5 mL

Micropipetas

Camara de Neubauer

Citometro BD FACSArma
Microscopio

Coming

BD Falcon
Plastibrand
Axygen
Corning
Axygen
Axygen

BD Plastipak
Rainin - Gilson
Brand

BD Biosciences
Carl Zeiss

430829
734-0000
TR05
MCT-200-C
4846
T-210-Y
T-300-L
3023539
Varios
1110000
Configurado
Axiostar
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