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RESUMEN 

Los plaguicidas organofosforados (OP) son compuestos sintéticos que se emplean en 

el control de plagas tanto en la agricultura, sector salud como de manera doméstica. 

Estos compuestos metabolizan rápidamente en el organismo para producir varios 

compuestos, entre los que se encuentran los Dialquil-Fosfatos (DAPs). Los DAPs se 

consideran no reactivos y se emplean como biomarcadores de exposición, por lo que 

se utilizan para asociar la exposición a OP con la aparición de enfermedades como el 

cáncer. Estudios previos demostraron que la exposición a los DAPs dietiltiofosfato 

(DETP), dietilditiofosfato (DEDTP), dimetilfosfato (DMP) y dimetilditiofosfato 

(DMDTP), induce efectos genotóxicos en líneas celulares hepáticas humanas, por lo 

cual se sugiere que estos metabolitos pueden contribuir en el riesgo del desarrollo de 

enfermedades asociadas a daños al ADN tras la exposición a OP.  

El objetivo del presente trabajo fue la evaluación de la capacidad genotóxica del DAP 

metilado, dimetiltiofosfato (DMTP) en comparación al malatión, un compuesto padre 

de los DAPs metilados, en las líneas celulares humanas hepáticas HepG2 y WRL-68, 

así como en células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) con y sin la 

presencia de inhibidores de los Citocromos (CYP). Para cumplir con ello evaluamos la 

citotoxicidad de estos compuestos mediante el ensayo de reducción de sales de 

tetrazolio (MTT) y rojo neutro, demostrando que exposiciones de 0.1 hasta 100 µM 

por 48 h de DMTP y de malatión no son citotóxicos. La evaluación genotóxica del 

malatión y el DMTP (0.1, 1, 5 y 25 µM) se realizó por el ensayo de micronúcleos con 

bloqueo de la citocinesis (CBMN) y mostró un aumento en la formación de 

micronúcleos (MN), puentes nucleoplásmicos (NPB) y gemaciones nucleares (NBud) 

en las PBMC estimuladas, y en las líneas WRL-68 y HepG2, presentando una mayor 

frecuencia en estas últimas. No se observaron efectos citostáticos del malatión y el 

DMTP. De acuerdo con el índice NPB/MN se determinó que el daño al ADN producido 

por el malatión fue de tipo clastogénico, mientras que el DMTP indujo daño de tipo 

aneuploidógeno, sugiriendo diferencias en los blancos moleculares y mecanismos de 

acción entre el malatión y el DMTP. Para evaluar la participación de las enzimas del 

CYP, las células HepG2 y WRL-68 se trataron con DMTP (25 µM) en presencia de 

Sulconazol (50 µM), un inhibidor inespecífico de la actividad de los CYPs, en donde 

observamos una disminución de la frecuencia de MN.  

Con estos resultados concluimos que el DMTP es genotóxico, generando efectos 

aneuploidógenos, y es posible que estos efectos sean parte de la genotoxicidad total 

asociada a la exposición al malatión. Así mismo se determinó que el daño al ADN 

inducido por este metabolito únicamente ocurre bajo condiciones metabólicas, por lo 

que se sugiere que es un efecto dependiente de la bioactivación por parte de las enzimas 

CYP. 
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ABSTRACT 

Organophosphate pesticides (OP) are synthetic compounds used for plague control in 

agriculture, health sectors and domestically. These compounds have a short lifetime in 

the organism because they are quickly metabolized to produce many metabolites like 

Dialkyl-phosphates (DAPs). DAPs are considered as no reactive compounds and 

employed as exposure biomarkers, that’s why they have been used to associate OP 

exposure to the development of some illness related to the acetylcholinesterase (AChE) 

inhibition and genotoxic effects, like cancer. Previous reports demonstrated that 

exposure to diethyl thiophosphate (DETP), diethyl dithiophosphate (DEDTP), 

dimethyl phosphate (DMP) and dimethyldithiophosphate (DMDTP) induce genotoxic 

effects on human hepatic cell lines, whereby it suggested that these metabolites can 

contribute to the risk of development of illness associated to DNA damage after OP 

exposure. 

The aim of the present work is the evaluation of the genotoxic capacity of 

dimethylthiophosphate (DMTP) in comparison to malathion, a parent pesticide of 

methylated DAPs, in human hepatic cell lines HepG2 and WRL-68, as well as in 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with or without the presence of 

Cytochrome inhibitor. To achieve this aim, we performed a cytotoxic evaluation of 

these compounds by the reduction of tetrazolium salts MTT and neutral red assays, 

demonstrating that exposure to 0.1 to 100 µM for 48 h DMTP and malathion were not 

cytotoxic. Genotoxic evaluation of Malathion and DMTP (0.1, 1, 5 and 25 µM) by 

Cytokinesis-Block Micronucleus assay (CBMN) showed a rise in the frequency of 

micronucleus (MN), nucleoplasmic bridges (NPB) and nuclear buds (NBud) formation 

on PBMCs, especially on WRL-68 and HepG2. We don't observe cytostatic effects 

with malathion and DMTP treatments. In accordance to NPB/MN index, it indicated 

that DNA damage produced by malathion was clastogenic, while DMTP induces 

aneuploidic effects, suggesting differences in molecular targets and action mechanism 

between malathion and DMTP. To evaluate the participation of CYP enzymes, HepG2 

and WRL-68 were treated with DMTP (25 µM) in the presence of Sulconazole (50 

µM), a non-specific activity inhibitor of CYPs, where we observed a decrease in the 

MN frequency. 

With these results, we conclude that DMTP is genotoxic generating aneuploidic effects, 

and it’s possible that this effect can contribute to the total genotoxic effect associated 

with malathion exposure. Also, we observed that DNA damage induced by this 

metabolite occurs only in metabolic conditions, so it suggested that genotoxicity is 

dependent on bioactivation by CYP450 enzymes. 

 



VI 
 

ÍNDICE GENERAL ......................................................................................... Página 

1. INTRODUCCIÓN ............................................................................................... 1 

1.1 Plaguicidas Organofosforados......................................................................... 1 

1.1.1 Uso de los plaguicidas OP en México ....................................................... 3 

1.2 Toxicocinética .............................................................................................. 3 

1.2.1 Absorción ............................................................................................. 3 

1.2.2 Distribución .......................................................................................... 4 

1.2.3 Metabolismo ......................................................................................... 4 

1.3 Exposición a OP ........................................................................................... 8 

1.4 Efectos Biológicos de los Compuestos OP ..................................................... 10 

1.4.1 Carcinogenicidad ................................................................................. 13 

1.4.2 Genotoxicidad de los OP ....................................................................... 14 

1.4.2.1 Malatión ............................................................................................. 15 

1.4.2.2 DAPs .................................................................................................. 15 

1.5 Justificación ............................................................................................... 17 

1.6 Hipótesis .................................................................................................... 18 

1.7 Objetivos ................................................................................................... 18 

1.7.1 Objetivo general .................................................................................. 18 

1.7.2 Objetivos particulares ........................................................................... 18 

2. MÉTODOS ....................................................................................................... 19 

2.1 Estrategia experimental ................................................................................ 19 

2.2 Cultivo de PBMCs ...................................................................................... 19 

2.2.1 Características ..................................................................................... 19 

2.2.2 Procedimiento ..................................................................................... 19 

2.3 Cultivos de líneas celulares .......................................................................... 20 

2.3.1 Características ..................................................................................... 20 

2.3.2 Procedimiento ..................................................................................... 21 

2.4 Tratamientos .............................................................................................. 21 

2.5 Viabilidad celular por el metabolismo del MTT .............................................. 22 

2.5.1 Principio ............................................................................................. 22 

2.5.2 Procedimiento ..................................................................................... 22 

2.6 Viabilidad celular por incorporación de rojo neutro ......................................... 22 

2.6.1 Principio ............................................................................................. 22 

2.6.2 Procedimiento ..................................................................................... 23 

2.7 Formación de MN con inhibición de la citocinesis (CBMN) ............................. 23 



VII 
 

2.7.1 Principio ............................................................................................. 23 

2.7.2 Procedimiento ..................................................................................... 24 

2.8 Análisis de los Resultados ............................................................................ 25 

3. RESULTADOS ................................................................................................. 26 

3.1 Viabilidad celular por el metabolismo del MTT .............................................. 26 

3.2 Viabilidad por incorporación de rojo neutro.................................................... 28 

3.3 Ensayo de formación de MN con bloqueo de la citocinesis (CBMN) ................. 31 

3.3.1 Citostaticidad ...................................................................................... 31 

3.3.2 Genotoxicidad ..................................................................................... 31 

3.3.3 Posible mecanismo de producción de genotoxicidad ................................. 37 

3.4 Participación de los CYPs en la genotoxicidad del DMTP ................................ 39 

4. DISCUSIÓN ..................................................................................................... 43 

5. CONCLUSIONES ............................................................................................. 48 

6. PERSPECTIVAS ............................................................................................... 49 

7. REFERENCIAS ................................................................................................ 50 

8. ANEXOS .......................................................................................................... 58 

8.1 Hoja de seguridad del malatión ..................................................................... 58 

8.2 Hoja de seguridad del DMTP ........................................................................ 68 

8.3 Participaciones en congresos ........................................................................ 72 

8.3.1 Primer Coloquio Interdisciplinario 20/30 Xenobióticos y señalización. ....... 72 

 



VIII 
 

INDICE DE TABLAS                         Página 

Tabla 1. Plaguicidas OP y DAPs producidos a partir de ellos. .................................... 8 

Tabla 2. Niveles de DAPs en distintas muestras biológicas humanas. ........................ 9 

Tabla 3. Estudios que asocian la aparición de algunos tipos de cáncer con la 

exposición a OPs. ....................................................................................................... 12 

Tabla 4. Estudios que demuestran efectos genotóxicos de compuestos OP. ............. 14 

Tabla 5. Número de células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas y el NDI 

en PBMCs estimuladas, HepG2 y WRL-68 tras el ensayo de formación de MN. .... 33 

Tabla 6. Comparación entre el malatión y el DMTP en los efectos genotóxicos. ..... 37 

Tabla 7. Número de células con MN y con NPB inducidas por el malatión y DMTP 

en PBMCs estimuladas, HepG2 y WRL-68 tratadas por 48 h. .................................. 38 

Tabla 8. Número de células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas y el NDI 

en HepG2 y WRL-68 tratadas con sulconazol. .......................................................... 42 

Tabla 9. Número de células con MN y con NPB inducidas por DMTP con y sin 

sulconazol en HepG2 y WRL-68 tratadas por 48 h. .................................................. 42 

 



IX 
 

INDICE DE FIGURAS              Página 

Figura 1. Estructura los plaguicidasOP.. ....................................................................... 2 

Figura 2. Diagrama que representa la toxicocinética de los plaguicidas OP. ............... 5 

Figura 3. Mecanismo de reacción sugerido para la desulfuración oxidativa de 

compuestos OP. ............................................................................................................ 6 

Figura 4. Metabolismo general de los plaguicidas OP .................................................. 6 

Figura 5. Estructuras y constantes de ionización de los DAPs, .................................... 7 

Figura 6. Predicciones in silico del metabolismo del DMTP...................................... 17 

Figura 7. Estrategia experimental. .............................................................................. 19 

Figura 8. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de actividad mitocondrial 

MTT de PBMCs humanas (A) y PBMCs estimuladas (B), tratadas con malatión o 

DMTP ......................................................................................................................... 27 

Figura 9. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de actividad mitocondrial 

MTT de las células hepáticas HepG2 (A) y WRL-68 (B), tratadas con malatión o 

DMTP ......................................................................................................................... 28 

Figura 10. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de incorporación de RN del 

malatión o DMTP en PBMCs humanas (A) y PBMCs estimuladas (B) .................... 29 

Figura 11. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de incorporación de RN del 

malatión o el DMTP en las células hepáticas HepG2 (A) o WRL-68 (B) ................. 30 

Figura 12. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos 

por el malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en PBMCs estimuladas. ..... 34 

Figura 13. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos 

por el malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en células HepG2.. ............. 35 

Figura 14. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por 

el malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en células hepáticas WRL-68. .. 36 

Figura 15. Efecto inhibitorio del sulconazol (S, 50 µM) en la de formación de MN 

(A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por DMTP (25 µM) en células HepG2 ........... 40 

Figura 16. Efecto inhibitorio del sulconazol (S, 50 µM) en la de formación de MN 

(A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por el DMTP (25 µM) en células WRL-68 ..... 41 

Figura 17. Efecto genotóxico del DMTP y el malatión sobre células humanas. ........ 47 

file:///C:/Users/DavidSebastián/Dropbox/Tesis/Protocolos%20y%20Tesis/Protocolo%20avance/TESIS/Última%20versión/Tesis%20DSHT_MEG_BQV_corregido_formato.docx%23_Toc519599344


X 
 

ABREVIATURAS 

AChE   Acetilcolinesterasa 

BChE   Butilcolinesterasa 

BrdU   5’-bromodeoxiuridina 

CBMN  Formación de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis 

CE   Carboxilesterasa 

CYP   Citocromos 

Cyt-B   Citocalasina-B 

DAP   Dialquil-fosfatos 

DEDTP  Dietilditiofosfato 

DEP   Dietilfosfato 

DETP   Dietiltiofosfato 

DMDTP  Dimetilditiofosfato 

DMP   Dimetilfosfato 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

DMTP   Dimetiltiofosfato 

FDA   Diacetato de fluoresceína 

MDA   Malonaldehído 

MN   Micronúcleos 

N7-MedG  N7-metildeoxiguanosina 

NBud   Gemaciones nucleares 

NPB   Puentes nucleoplásmicos 

OP   Organofosforados 

PBMCs  Células Mononucleadas de Sangre Periférica 

PBS   Solución Amortiguadora de Fosfatos 

PHA   Fitohemaglutinina 

RN   Rojo Neutro 

SFB   Suero Fetal Bovino 

 



1 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Plaguicidas Organofosforados 

Los plaguicidas son un grupo amplio de compuestos químicos diseñados para controlar 

plagas de diversos tipos, por lo que existen distintos grupos, entre los que encontramos 

insecticidas, herbicidas, fungicidas y rodenticidas. Estos plaguicidas pueden 

clasificarse además de acuerdo con su ingrediente activo en: organofosforados (OP), 

carbamatos, organoclorados, derivados de carbamidas, etc. (Kapka-Skrzypczak et al., 

2011). 

Los plaguicidas OP surgieron alrededor de 1820 con las reacciones de esterificación de 

alcoholes con ácido fosfórico. Dado su alto potencial tóxico, estos compuestos se 

emplearon como agentes bélicos. Posterior a la Segunda Guerra Mundial se elaboraron 

más de 50,000 compuestos OP, y en 1970 alrededor de 200 OP estaban disponibles en 

el mercado para controlar plagas (Chambers et al., 2010). Los compuestos OP se 

encuentran entre los plaguicidas de mayor uso en el mundo, pues tienen un espectro 

amplio de aplicaciones, tanto en la agricultura como de manera doméstica y en el sector 

salud para controlar vectores de enfermedades específicas como la malaria, dengue, 

zika, chikungunya, además de ser económicos (Barr et al., 2004). Los plaguicidas OP 

se biodegradan rápidamente disminuyendo su permanencia en el ambiente 

(Soltaninejad y Abdollahi, 2009). A pesar de sus beneficios, también generan un 

potencial riesgo a la población en general y al ambiente (Kapka-Skrzypczak et al., 

2011).  

Los OP son esteres o tiolesteres del ácido fosfórico y sus derivados. La estructura 

química general comprende un átomo central de fósforo con el característico enlace 

fosfórico (P=O) o tiofosfórico (P=S) (Eleršek y Filipi 2011) (Figura 1). Normalmente, 

los grupos R1 y R2 son grupos arilo o alquilo que pueden unirse directamente al átomo 

de fosforo o a través de un átomo de oxígeno o de azufre (formando fosfatos o 

fosfotioatos). El grupo X puede referirse a halógenos, grupos alifáticos, aromáticos o 

heterocíclos. Estos sustituyentes también pueden unirse al átomo de fósforo por medio 

de un átomo de oxígeno o azufre, y son conocidos como grupos salientes, debido a que 

se liberan del átomo de fósforo cuando el compuesto OP se hidroliza por alguna 
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fosfotriesterasa o bien al interaccionar con las proteínas blanco (Sogorb y Vilanova, 

2002). 

Los plaguicidas OP inhiben la función de algunas esterasas, como la acetilcolinesterasa 

(AChE), la butilcolinesterasa (BChE) y la carboxilesterasa hepática (ali-esterasa), la 

paraoxonasa (A-esterasas) y otras esterasas no específicas (Soltaninejad y Abdollahi 

2009). De todas estas, la inhibición de la AChE representa el efecto adverso más 

importante, ya que se trata de una enzima crítica para controlar adecuadamente la 

transmisión nerviosa a órganos efectores, así como dentro del sistema nervioso central 

(Bates y Campbell, 2008). 

 

 

 

La exposición a plaguicidas OP puede ocurrir de un gran número de fuentes, como 

suelo, polvo, prendas, agua y alimentos contaminados. Aun cuando la mayoría de la 

población se encuentra expuesta, existen diferentes riesgos a la salud en relación al 

Figura 1. Estructura los plaguicidas organofosforados. Estructura general de los OP (A), los grupos 

R son sustituyentes arilo o alquilo, mientras X representa al grupo saliente. Grupos de OP 

representativos (B) (Modificado de Eleršek y Filipi, 2011; Maroni et al., 2000). 
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grado de exposición pues existen subgrupos de la población con mayor riesgo a 

presentar efectos adversos, como la población ocupacionalmente expuesta, así como 

grupos susceptibles como los niños y adultos mayores (McCauley et al., 2001). 

1.1.1 Uso de los plaguicidas OP en México 

En la actualidad los plaguicidas OP se utilizan principalmente como insecticidas en la 

agricultura y para controlar vectores en el sector salud. La demostración de los efectos 

tóxicos agudos ha llevado a la prohibición y restricción de su uso, sin embargo, aún 

existen países donde sus políticas aprueban el uso de varios de ellos. En México, el 

registro para el uso, comercialización y disposición de los plaguicidas está a cargo de 

la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación 

(SAGARPA), la Secretaría del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), 

así como la Secretaría de Salud. Sin embargo, existe poca información sobre el uso, 

consumo e inversión de estos plaguicidas. Algunos estudios señalan que los plaguicidas 

OP constituyen el 50% de los insecticidas que se emplean en México, tanto de manera 

urbana como agrícola (Quintanilla-Vega et al., 2010). De acuerdo con el catálogo de 

plaguicidas emitido por la Comisión Federal para la Protección contra Riesgos 

Sanitarios (COFEPRIS) en 2016, se encuentran aprobados 51 plaguicidas OP, 

principalmente para usarse como insecticidas en la agricultura. Este mismo documento 

enlista únicamente 19 plaguicidas prohibidos en México, de los cuales 2 son OP 

(Alatorre et al., 2016). 

 

1.2 Toxicocinética 

1.2.1 Absorción 

Los compuestos OP se pueden absorber rápidamente por todas las vías: respiratoria, 

gastrointestinal, ocular y dérmica (Figura 2). La absorción vía dérmica es lenta, pero 

puede generar un efecto adverso si la exposición es prolongada y puede empeorar si el 

agente es lipofílico y se encuentra en una formulación con un solvente y un 

emulsificante. Normalmente, esta vía de exposición ocurre en poblaciones 

ocupacionalmente expuestas al mezclar, manipular y aplicar el insecticida o bien por 
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contacto con superficies contaminadas. La exposición por vía oral es normalmente 

accidental, principalmente en niños, aunque también puede estar relacionada a intentos 

de suicidio en adultos. La exposición vía inhalatoria ocurre durante la aplicación de los 

plaguicidas OP (Kwong, 2002; Timchalk, 2010).  

1.2.2 Distribución 

Una vez dentro del organismo, los compuestos OP llegan a la circulación sistémica 

donde se distribuyen y se acumulan rápidamente en el tejido graso, hígado y riñones. 

Los fosforotioatos (P=S) son más lipofílicos que los fosfatos (P=O), por lo que se 

almacenan principalmente en el tejido adiposo (Figura 2). Los fosforotioatos se 

biotransforman a su forma activa de fosfato (P=O) por una desulfuración oxidativa 

mediada por los citocromos P450 (CYP) (Kwong, 2002). 

1.2.3 Metabolismo 

Las reacciones de biotransformación que ocurren a los compuestos OP una vez dentro 

del organismo buscan la desactivación de estos compuestos, principalmente por 

reacciones de oxidación e hidrólisis, así como la conjugación con glutatión (Sogorb y 

Vilanova, 2002). Sin embargo, estos procesos metabólicos pueden generar la 

activación de algunos compuestos OP no tóxicos a sus formas de oxón (P=O), los 

cuales son potentes inhibidores de la AChE (Sams et al., 2000). La bioactivación de 

los compuestos OP suele ocurrir por reacciones de oxidación entre las que se 

encuentran: la desulfuración oxidativa de los tiofosfatos, la oxidación del grupo sulfuro 

a sulfóxidos y sulfonas, la oxidación de grupos amidas, la hidroxilación de grupos 

alquilo, etc. Estas reacciones se llevan a cabo por los sistemas de monooxigenasas, 

principalmente por los CYPs y las flavinas monooxigenasas (Jokanovi, 2001), 

principalmente en tejidos hepáticos, aunque también se reporta en tejidos extra-

hepáticos (Timchalk, 2010). 

La desactivación de los OP se realiza mediante oxidaciones o hidrólisis de uno de los 

enlaces con el fósforo, generando grupos funcionales polares que impiden su acción 

como agente anticolinesterasa. Esta biotransformación genera, además, metabolitos 

hidrosolubles, los cuales se pueden eliminar rápidamente en la orina. Las principales 
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enzimas implicadas en la desactivación de los plaguicidas OP pertenecen al sistema de 

los CYPs, principalmente CYP1A2, CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19 y CYP2D6 

(Buratti, et al., 2005; Jokanovi, 2001), así como las carboxilesterasas (CE) y las 

fosfotriesterasas conocidas como A-esterasas, por ejemplo, la paroxonasa 1 (Jokanovi, 

2001).  

Se sabe que una vez que los OP entran en contacto con las enzimas del sistema de los 

CYPs, el átomo de azufre del compuesto OP se une al átomo de oxígeno que se 

encuentra unido al átomo de hierro del grupo hemo en el sitio catalítico de la enzima 

permitiendo llevar acabo la reacción de desulfuración oxidativa (Figura 3) (Rydberg, 

2012). Algunos autores proponen que el OP deberá unirse de manera diferente para 

permitir otro tipo de reacciones como la desalquilación oxidativa (Ptashne et al., 1971). 

En el caso de las A-esterasas y carboxilesterasas, los compuestos OP se unen a residuos 

de serina o histidina en los sitios catalíticos para la hidrólisis de los enlaces éster en las 

moléculas de los OP (Jokanovi, 2001). 

 

Figura 2. Diagrama que representa la toxicocinética de los plaguicidas organofosforados. Los 

números indican el tipo de compuesto: 1; compuesto padre, 2; Oxón, 3; metabolito específico, 

4; DAPs (Modificado de Timchalk, 2010). 
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Figura 3. Mecanismo de reacción sugerido para la desulfuración oxidativa de compuestos OP.  

El símbolo —Fe— representa el grupo hemo (Rydberg, 2012). 

 

Se describe que tanto los CYPs como las A-esterasas producen los DAPs, compuestos 

estables, sin un aparente efecto anticolinesterasa (Figura 4). Los DAPs que se forman 

dependen de los sustituyentes alquílicos del compuesto padre, así como del número de 

átomos de azufre que posea la molécula del compuesto padre (Figura 5). Como se 

presenta en la tabla 1, un mismo compuesto puede dar lugar a distintos DAPs, debido 

a las diferentes reacciones de biotransformación a las que se pueda someter, por 

ejemplo, el malatión puede producir los tres DAPs metilados: el dimetilditiofosfato 

(DMDTP), el dimetiltiofosfato (DMTP) y el dimetilfosfato (DMP), mientras que un 

plaguicida etilado como el Terbufos producirá los DAPs etilados: dietilditiofosfato 

(DEDTP), el Dietiltiofosfato (DETP) y el dietilfosfato (DEP). 

 

Figura 4. Metabolismo general de los plaguicidas organofosforados (Buratti et al., 2007).  
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1.2.4 Eliminación 

Los plaguicidas OP se metabolizan rápidamente y generan oxones, DAPs, especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y residuos orgánicos específicos de cada plaguicida. Los 

oxones a su vez se pueden hidrolizar a DAPs, los cuales son compuestos altamente 

polares, ácidos y solubles en agua, por lo que se eliminan, o bien pueden conjugarse 

con grupos sulfatos o glucorónidos (Kavvalakis y Tsatsakis, 2012; Barr et al., 2004). 

 

 

Figura 5. Estructuras y constantes de ionización de los Dialquil fosfatos, en la parte superior se 

muestran los DAPs metilados, y en la parte inferior los DAPs etilados (Duggan et al., 2003). 

 

La eliminación de los metabolitos ocurre en su mayoría por la orina, y en menor 

proporción por las heces y aire expirado. El tiempo de eliminación de los compuestos 

OP y algunos de sus metabolitos se determina por su polaridad, lo que puede favorecer 

su almacenamiento en tejidos grasos, aumentando su persistencia en el organismo 

(Vale, 1998). Algunos reportes refieren que el tiempo de vida media de los metabolitos 

de los plaguicidas OP, tales como los DAPs pueden llegar a ser igual o mayores a 100 

h en el organismo, siendo mayor que los tiempos de vida media de los compuestos 

padres. Esto aunado a su estabilidad son el motivo por el cual los DAPs se emplean 

como biomarcadores de exposición a plaguicidas OP (Tabla 2), principalmente 

evaluados en muestras de orina, aunque algunos estudios reportan su detección en otras 

matrices como cabello, sangre, fluido amniótico, meconio, leche materna, etc., tanto en 
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población general como en personas ocupacionalmente expuestas (Drevenkar, et al., 

1993; Kavvalakis y Tsatsakis, 2012; Vasilić et al., 1992). 

 

Tabla 1. Plaguicidas OP y DAPs producidos a partir de ellos. 

Plaguicida DAPa Plaguicida DAPa 

Monocrotofos DMP   Dimetoato DMP DMTP DMDTP 

Vaponite  DMP   Malatión DMP DMTP DMDTP 

Diclorvós DMP   Metidatión DMP DMTP DMDTP 

Dicrotofós DMP   Fosmet DMP DMTP DMDTP 

Mevinfós DMP   Cloretoxifos DEP DETP  

Naled DMP   Clorpirifos DEP DETP  

Tetraclorvinfós DMP   Coumafos DEP DETP  

Triclorfón DMP   Diazinon DEP DETP  

Fenclorfos DMP DMTP  Etil paratión DEP DETP  

Acefate DMP DMTP  Demetón  DEP DETP  

Clorpirifos 

metil 

DMP DMTP  Metil Paratión DEP DETP  

Fenitrotión DMP DMTP  Quinalfós DEP DETP  

Fentión DMP DMTP  Disulfoton DEP DETP DEDTP 

Metamidofós DMP DMTP  Etión DEP DETP DEDTP 

Pirimifós metil DMP DMTP  Forate  DEP DETP DEDTP 

Temefos DMP DMTP  Fosalone DEP DETP DEDTP 

Azinfos metil DMP DMTP DMDTP Terbufos DEP DETP DEDTP 
aDAP; dialquilfosfato, DMP; dimetilfosfato, DMTP; dimetiltiofosfato, DMDTP; 

dimetilditiofosfato, DEP; dietilfosfato, DETP; dietilfosfato, DEDTP; dietilditiofosfato 

(Duggan et al., 2003).  

 

1.3 Exposición a OP 

Un biomonitoreo que realizó el Centro para el Control y la Prevención de 

Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos en el año 2001 mostró que más del 90% 

de la población general presenta uno o más DAPs en la orina, indicando que las fuentes 

de DAPs en el ambiente son ubicuas. Esto puede deberse a que los residuos de los OP 

en el ambiente, ya sea en cuerpos de agua, suelos e inclusive plantas, pueden, 
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Tabla 2. Niveles de DAPs en distintas muestras biológicas humanas. 

Estudio N Observaciones 
µmol/L 

DMDTP DMTP DMP 

Estudios en orina con resultados corregidos por creatinina 

Bouvier et al., 2006 12 Trabajadores con plantas (E)  0.204 0.015 - 

9 Trabajadores con mascotas (E)  0.153 - - 

20 Población general (G) 0.221 0.007 - 

Cocker et al., 2002a 917 Varios grupos ocupacionales (E)  33 - - 

Aprea et al.,2000 195 6–7 edad (G) 0.1167 0.1043 0.0141 

Heudorf y Angerer, 

2001 

1146 Población general 0-20 edad(G) 0.40270 0.5446 0.03887 

Estudios en orina 

Fenske y Leffingwel, 

1989 
20 

Trabajadores mezclando o aplicando malatión en 

huertos de cítricos (E)  

- 
10.560 16.020 

García et al., 2000 28 Periodo de aplicación (E) 1.58047 3.0258 0.47600 

6 Periodo control (G) 1.58047 3.5184 - 

Griffith y Duncan, 

1985 

594 Rociadores y cosechadores de cítricos (E)   1.13794 0.6333 1.34869 

332 Rociadores de cítricos (E) 1.01150 0.5629 0.87268 

262 Cosechadores de cítricos (E) 2.46554 1.0555 1.98337 

Lu et al., 2000 62 Familias de Agricultores (E) - 0.2814 0.03173 

14 Familias referencia (G) - 0.1407 0.0238 

Dulaurent et al., 2006 19 Adultos en área rural (G) 0.12707 0.0323 ND 

Ueyama et al., 2006 23 Adultos (G) 0.11189 0.0077 - 

25 Adultos (E)  0.14350 0.0288 - 

Estudios en meconio 

Whyatt y Barr, 2001 20 Niños (G) 101.150 ND ND 

Tsatsakis et al., 2009 38 Niños (G) 0.067-4.67 0.06-4.68 - 

 (G); Población general, (E); Población ocupacionalmente expuesta, ND; No detectado. 
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hidrolizarse, ya sea debido a la temperatura o a reacciones fotoquímicas. Por lo tanto, 

es probable que los DAPs estén presentes en el agua alimentos y plantas de consumo 

(Duggan et al., 2003), además de que puedan existir otras fuentes de exposición a OP 

y/o DAPs que no se han identificado aún. Estudios en el estado de Durango, realizados 

en agricultores de vegetales expuestos a plaguicidas OP encontraron los 6 tipos de 

DAPs en muestras de orina, siendo los DAPs etilados los más frecuentes, mientras que 

los DAPs metilados se reportaban en el 50% de las muestras y en concentraciones 

mayores a los DAPs etilados (Sánchez-Peña et al., 2004). Así mismo en el estado de 

Morelos, un estudio realizado en floricultores demostró un resultado similar, donde el 

90% de los sujetos evaluados poseían DAPs en orina, de los cuales el DMP y el DMTP 

fueron los más frecuentes, y los DAPs metilados se encontraron en mayores 

concentraciones (Blanco-Muñoz et al., 2010). Otros estudios realizados en zonas 

urbanas de Canadá han demostrado la presencia de los DAPs, principalmente los 

metilados, en las muestras de orina de adolescentes y adultos (Ye et al., 2016). 

Existen estudios que reportan haber encontrado concentraciones de DAPs en otro tipo 

de matrices, entre los que se encuentran el líquido amniótico de mujeres embarazadas 

no asociadas a exposiciones ocupacionales en donde se reportan concentraciones de 

0.32-2.8 ppb de DMP y 0.31-1 ppb DEP en (Bradman et al., 2003; Kavvalakis y 

Tsatsakis, 2012). Así mismo, al evaluar la exposición a OP durante la gestación se han 

encontrado niveles de DAPs en meconio, tanto metilados como etilados en el rango de 

0.5-739.5 ppb (Tsatsakis et al., 2009; Whyatt y Barr, 2001). Algunos estudios prueban 

que los DAPs pueden rastrearse en muestras de cabello, tanto de poblaciones 

ocupacionalmente expuestas como en la población en general, en donde se han 

reportado concentraciones de 51.2-812.9 pg/mg (Margariti y Tsatsakis, 2009; Tsatsakis 

et al., 2010). 

 

1.4 Efectos Biológicos de los Compuestos OP 

Los efectos tóxicos que se reportan por la exposición a los compuestos OP se asocian 

con la inhibición de las esterasas, principalmente la AChE, que conlleva a la 

acumulación de acetilcolina en los sitios muscarínicos y causa un aumento en las 
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secreciones, broncoconstricción, bradicardia, taquicardia y un incremento en la 

motilidad gastrointestinal, además de miosis lo que resulta en una visión borrosa. En 

los sitios nicotínicos, la acumulación de acetil colina ocasiona fasiculación muscular y 

parálisis flácida. Una exposición aguda a compuestos OP en el sistema nervioso central 

causa dolores de cabeza, insomnio, mareaos, confusión, somnolencia, convulsiones, 

coma y depresión respiratoria. Síntomas posteriores a la exposición incluyen debilidad 

muscular, dificultad para respirar y pérdida de la sensibilidad (Kamanyire y 

Karalliedde, 2004). 

Debido a que el tiempo de vida media de los compuestos OP en el organismo es corto, 

los estudios epidemiológicos e in vivo emplean las concentraciones de los DAPs para 

asociar los efectos tóxicos con la exposición a estos compuestos. Sin embargo, no se 

conocen los mecanismos de acción específicos de los DAPs que participen en los 

efectos adversos a la salud que se observan en estudios epidemiológicos. Existen 

estudios que relacionan la concentración de los DAPs con la aparición y desarrollo de 

algunas enfermedades, como el cáncer, infertilidad masculina asociada a alteraciones 

en las células espermáticas, déficit de atención y problemas de hiperactividad en niños, 

problemas respiratorios como el asma y bronquitis crónicas, problemas en el desarrollo 

que pueden implicar una disminución del crecimiento del feto, así como el tiempo de 

gestación, asociados a bajo peso al nacer, así como alteraciones hormonales en hombres 

ocupacionalmente expuestos (Blanco-Muñoz et al., 2010; Bouchard et al., 2010; 

Brown et al., 1990; Harley et al., 2011; Sánchez-Peña et al., 2004; Ye et al., 2016).  

Existen estudios epidemiológicos que sugieren que los compuestos OP presentan un 

potencial efecto mutagénico al asociar la aparición de casos de leucemias y linfomas 

no-Hodgkin con los niveles de DAPs en orina de distintas poblaciones, entre las que se 

incluyen grupos de riesgo como infantes, mujeres y personas ocupacionalmente 

expuestas (Tabla 3). (Brown et al., 1990; Cantor et al., 1992, De Roos, 2003; Kato et 

al., 2004; Soldin et al., 2009; Waddell et al., 2001). 
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Tabla 3. Estudios que asocian la aparición de algunos tipos de cáncer con la exposición 

a plaguicidas organofosforados. 

Cáncer Plaguicida Población Tipo de 

Exposición 

Referencia 

Próstata 

n = 1,516 casos 

4,994 controles 

Azinfos-Metil 

OR=1.70 

IC 95% 1.11-2.60 

Agricultores 

(Canadá) 

Ocupacional (Band et al., 

2011) 

Próstata 

n = 1,962 

Terbufos 

RR=1.29 

IC 95% 1.02-1.64 

Aplicadores 

de 

plaguicidas 

(E.U.) 

Ocupacional (Koutros et 

al., 2013) 

Linfoma de no-

Hodgkin 

n = 910 casos 

1,016 controles 

Glifosato 

OR=2.02 

IC 95% 1.10-3.71 

Hombres y 

mujeres 

(Suecia) 

Ambiental (Eriksson et 

al., 2008) 

Leucemia 

n = 21,016 

Forato 

RR= 1.53 

IC 95% 0.99-2.37 

Aplicadores 

de 

plaguicidas 

(Canadá) 

Ocupacional (Mahajan et 

al., 2006) 

Mama 

n = 30,003 

Cualquier OP 

RR=1.20  

IC 95% 1.01-1.43 

Esposas de 

agricultores 

(E.U.) 

Ambiental (Lerro et al., 

2015) 

Ovario 

n = 30,003 

Diazinon 

RR= 1.87 

IC 95% 1.02-3.43 

Esposas de 

agricultores 

(E.U.) 

Ambiental (Lerro et al., 

2015) 

Tiroides 

n = 30,003 

Malatión 

RR=2.04 

IC 95% 1.14-3.63 

Esposas de 

agricultores 

(E.U.) 

Ambiental (Lerro et al., 

2015) 
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1.4.1 Carcinogenicidad 

La carcinogénesis es un proceso que implica mecanismos de acción múltiples. Entre 

los mecanismos propuestos en la literatura se encuentra la inducción de estrés oxidante, 

la formación de aductos en el ADN, además de alteraciones epigenéticas (en genes 

supresores de tumores y oncogenes) y procesos inflamatorios, estos últimos como 

consecuencia de la exposición en etapas tempranas del desarrollo del individuo (Purdue 

et al., 2006). 

El estrés oxidante, como consecuencia del metabolismo de los plaguicidas OP, se 

considera uno de los mecanismos principales implicados en la carcinogénesis asociada 

con la exposición a plaguicidas OP. Estudios in vivo e in vitro encuentran que la 

exposición a los compuestos padres aumenta la aparición de biomarcadores de daño 

genético (8-OH-guanosina y micronúcleos (MN)), daño citotóxico (malondialdehído 

(MDA)), así como un aumento de ROS y la disminución de glutatión (Blasiak y 

Kowalik, 1999; Muniz et al., 2008). 

También se reporta que la alquilación del ADN, a causa de la exposición a plaguicidas 

OP metilados, ocurre principalmente en la guanina, en donde la N7-

metildeoxiguanosina (N7-MedG) se presenta como un aducto persistente, permitiendo 

su acumulación durante exposiciones crónicas y se presenta con mayor frecuencia en 

comparación con otros productos de la alquilación del ADN, por lo que se emplea como 

un biomarcador de exposición a agentes metilantes (Gómez-Martín et al., 2015). 

Un estudio realizado por Hreljac y colaboradores planteó además que el efecto de los 

plaguicidas OP sobre el material genético depende del tipo de compuesto OP, por lo 

que emplearon tres compuestos OP modelo: el metil paratión (fosforotionato), el metil 

paraoxón (fosfato) y el dimefox (fosforotofluoridato) como tratamiento en células 

HepG2 y observaron que los compuestos indujeron daño directo sobre el ADN, 

modificando además la expresión de genes de respuesta al daño genético como p21 

(inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 1A), MDM2 (ubiquitin ligasa E3 

regulador negativo de p53) y GADD45α (sensores de arresto celular y reparación del 

ADN). En este estudio se observó que los compuestos responsables de generar el daño 

genético son los fosforotionatos (Hreljac et al., 2008). 
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1.4.2 Genotoxicidad de los OP 

El potencial genotóxico de un compuesto es uno de los principales factores de riesgo 

para presentar efectos a largo plazo asociados con la exposición al mismo, tales como 

carcinogénesis y efectos tóxicos sobre el sistema reproductor, que se asocian con 

exposiciones prolongadas a plaguicidas (Bolognesi, 2003). Diversos estudios in vitro, 

in vivo y epidemiológicos reportan una asociación entre la exposición a compuestos 

OP y respuestas genotóxicas como aberraciones cromosómicas, formación de MN, 

intercambio de cromátidas hermanas y rompimiento de cadenas del ADN (Bolognesi, 

2003) (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Estudios que demuestran efectos genotóxicos de la exposición a compuestos 

OP. 

Población/Unidad 

Experimental 
Exposición 

Biomarcador de 

daño 
Referencia 

Población expuesta 

accidentalmente 

Dimetoato Rompimiento de 

cadenas de ADN 

(Larripa et al., 

1983) 

Aplicadores de 

plaguicidas 

Dimetoato, 

Fenitrotión, 

Gromor, Malatión, 

Paratión, Urea y 

DDT 

Aberraciones 

cromosómicas 

Rompimiento de 

cadenas de ADN 

(Rupa et al., 

1988) 

Linfocitos de Ratas 

Sprague Dawley 

Clorpirifos MN 

Rompimiento de 

cadenas de ADN 

(Bhaskar et al., 

1995) 

Línea celular 

HepG2 

Metil Paratión, 

Metil Paraoxón, 

Dimefox 

Rompimiento de 

cadenas de ADN 

(Hreljac et al., 

2008) 

Linfocitos humanos Diazinon MN (Muranli et al., 

2015) 
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Para evaluar la genotoxicidad de un compuesto se emplean distintos tipos de técnicas 

entre las que destacan la hibridación fluorescente in situ, la tinción diferencial del 

material genético (Hoeschst/Giemsa) en conjunto con la incorporación de 5’-

bromodeoxiuridina (BrdU), la frecuencia de formación de MN, la electroforesis de una 

sola célula (ensayo cometa), entre otras (Kapka-Skrzypczak et al., 2011). 

1.4.2.1 Malatión 

El malatión es un compuesto OP alifático introducido en 1950, es uno de los 

plaguicidas OP más viejos y es utilizado en la agricultura para distintos cultivos, 

almacenes de granos, jardines, áreas residenciales, ornamentos y en programas de 

erradicación de plagas como por ejemplo: hormigas, pulgones, orugas, moscas de la 

fruta, saltamontes, avispones, polillas, ácaros, mosquitos, escorpiones, arañas, avispas 

y gorgojos, así como ectoparásitos de ganado, caballos, cerdos, aves de corral y 

mascotas (IARC, 2017). 

Al igual que el resto de OP, el malatión después de ser bioactivado puede inhibir la 

actividad de distintas B-esterasas, como la acetilcolinesterasa generando los efectos 

neurotóxicos asociados a la exposición a OP. Además de este efecto el malatión ha sido 

estudiado por su potencial genotóxico, en estudios llevados a cabo tanto in vivo como 

in vitro. En poblaciones humas ocupacionalmente expuestas se ha observado que la 

exposición a este plaguicida incrementa el daño al ADN, la frecuencia de micronúcleos, 

la frecuencia del intercambio de cromátides hermanas, así como la presencia 

aberraciones cromosómicas en linfocitos. En cultivos celulares se ha registrado daño 

al ADN en las células hepáticas HepG2, incremento de niveles de 8-OH-guanosina en 

PBMCs, así como mutaciones en el gen HPRT y aberraciones cromosómicas en 

linfocitos T (IARC, 2017). 

1.4.2.2 DAPs 

En un estudio previo se evaluó la capacidad genotóxica de dos de los DAPs que se 

producen en la biotransformación de algunos plaguicidas OP etilados (DEDTP y 

DETP), en células mononucleadas de sangre periférica humanas (PBMCs), HeLa 

(células altamente proliferativas), WRL-68 y HepG2 (líneas celulares hepáticas 
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humanas embrionarias y transformadas, respectivamente). En este estudio se encontró 

qué tras la exposición a los DAPs, se observó un aumento en el daño al material 

genético únicamente en las líneas celulares hepáticas HepG2 y WRL-68. Así mismo, 

la adición de sulconazol, un inhibidor de las enzimas del CYP que se une 

covalentemente al átomo de hierro del grupo hemo (Balding et al., 2008), disminuyó 

el efecto genotóxico en estas células. Este estudio sugiere entonces que los DAPs 

etilados, al igual que los compuestos OP, tienen una actividad genotóxica en células 

humanas que parece estar relacionada con su metabolismo mediado por los CYPs 

(Vega et al., 2009).  

Aun cuando no hay estudios que hablen de los posibles mecanismos de 

biotransformación de estas moléculas, existen softwares predictivos que emplean 

análisis estadísticos y datos publicados en la literatura para sugerir posibles sitios en 

donde una molécula puede metabolizarse, así como las posibles enzimas implicadas en 

el proceso. La evaluación en los softwares SMARTCyp y MetaPrint2D dan como 

resultados que los átomos de azufre y fósforo en las moléculas de los DAPs metilados 

como el DMTP pueden ser susceptibles a reacciones mediadas por enzimas como el 

CYP2D6 o CYP2C (Figura 6) (Adams et al., 2011; Rydberg et al., 2010). Otro estudio 

previo demostró que la exposición a los DAPs metilados DMDTP y DMP en PBMCs, 

HeLa, HepG2 y WRL-68 indujo daño al ADN de manera concentración-dependiente 

en los 4 tipos celulares (Romero-Martínez, 2015). Sin embargo, hasta el momento se 

desconocen los mecanismos por los cuales los DAPs contribuyen en el efecto 

genotóxico de los compuestos OP. 
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Figura 6. Predicciones in silico del metabolismo del DMTP. (A) Resultado de posibles enzimas 

metabolizadoras, se muestran los parámetros de energía de unión, accesibilidad de la molécula 

y la accesibilidad por átomo en modelos 3D (2DSASA) (SMARTCyp). (B) Resultados que 

muestran la relación de ocurrencia normalizada (NOR): la probabilidad relativa de que el 

metabolismo ocurra en un sitio particular de la molécula (MetaPrint2D). 

 

1.5 Justificación 

Los plaguicidas OP son compuestos sintéticos que se utilizan para controlar plagas 

tanto en la agricultura y sector salud, como de manera doméstica. Estos compuestos se 

metabolizan rápidamente en el organismo y producen DAPs que tienen una mayor 

permanencia en el organismo que el compuesto padre. A la fecha, no se han reportado 

efectos tóxicos directamente relacionados con los DAPs. 

Los DAPs se encuentran en la orina, la sangre y el cabello de personas 

ocupacionalmente expuestas a plaguicidas, así como en la población general, sin que 

se identifique una fuente de exposición específica. La exposición crónica a los 

plaguicidas OP se asocia con el desarrollo de linfoma no Hodgkin y con ciertos tipos 

de leucemias, así como con la aparición de efectos genotóxicos en linfocitos y 

espermatozoides de personas ocupacionalmente expuestas. Otros estudios encuentran 

rompimiento de cadenas de ADN y aberraciones cromosómicas de cultivos celulares 

de hígado, además de la formación de MN en linfocitos tras la exposición a plaguicidas 

OP. A pesar de esto, se desconoce si existe o no una participación de los DAPs en este 
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proceso. Estudios previos demostraron que la exposición a DEDTP, DETP, DMDTP y 

DMP indujo un efecto genotóxico en células hepáticas, indicando la posibilidad de que 

la capacidad de los compuestos OP de producir un daño genotóxico podría estar 

mediada por los DAPs o su generación en el organismo.  

 

1.6 Hipótesis 

Si los metabolitos metilados de plaguicidas OP como el malatión son genotóxicos, 

entonces el DMTP inducirá el aumento de la frecuencia de MN en células humanas. 

 

1.7 Objetivos 

1.7.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto genotóxico del malatión y el DMTP en PBMCs y en las líneas 

celulares humanas WRL-68 y HepG2. 

1.7.2 Objetivos particulares 

• Evaluar la formación de MN generados por el malatión y DMTP en 

PBMCs y en las líneas celulares WRL-68 y HepG2. 

• Determinar la participación de las enzimas del CYP450 en el efecto 

genotóxico del malatión y los DAPs metilados. 
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2. MÉTODOS 

2.1 Estrategia experimental 

A continuación, se muestra la estrategia experimental de este proyecto (Figura 7). 

 

Figura 7. Estrategia experimental. 

 

2.2 Cultivo de PBMCs 

2.2.1 Características 

Las PBMCs son células sanguíneas que tienen un núcleo redondo, principalmente 

conformadas por linfocitos, monocitos y células dendríticas. Las PBMCs se obtienen 

de muestras sanguíneas de personas sanas y se aíslan por gradientes de densidad. En 

cultivo son células redondas no adherentes por lo que se mantienen en suspensión 

(Končarević et al., 2014). 

2.2.2 Procedimiento 

Se realizó una invitación abierta a personas del CINVESTAV para la donación libre y 

voluntaria de muestras de sangre para obtener PBMCs.  La sangre periférica se colectó 
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por venopunción, empleando una jeringa con heparina, previo consentimiento a través 

de una carta de consentimiento informado. Los procedimientos se aprobaron por el 

Comité de Bioética de Salud en Seres Humanos (COBISH) del CINVESTAV Folio 

045/2017. Las PBMCs se separaron empleando un gradiente de densidad de Ficoll 

(Histopaque) y centrifugando a 2000 rpm por 25 min. El suero se descartó y la fase con 

PBMCs se recuperó y se realizaron 2 lavados con solución amortiguadora de fosfatos 

(PBS). Posteriormente, las células se resuspendieron en 2 ml de PBS y se contaron 

mediante un hemocitómetro con la tinción de azul de tripano (1:1) para ajustar a una 

densidad de 1x106 células/ml en medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de 

Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado por calor, 1% de L-glutamina (200 mM) y 1% de 

aminoácidos no esenciales (100 mM). Las células se sembraron en placas de 96 pozos, 

colocando 200 µl por pozo (2x105 células/pozo). La placa se incubó a 37° C con CO2 

al 5%. Posteriormente, a un grupo de PBMCs se les agregó fitohemaglutinina (PHA) 

para inducir la proliferación celular, procurando tener una concentración final de 5 

µg/ml en la suspensión celular. 

 

2.3 Cultivos de líneas celulares 

2.3.1 Características 

La línea celular HepG2 se aisló de una biopsia hepática de un paciente masculino de 

15 años con carcinoma hepatocelular. Las células secretan una variedad de proteínas 

plasmáticas como albúmina, alfa-2-macroglobulina, alfa-1-antitripsina, transferrina y 

plasminógeno. Estos hepatocitos son adherentes con una morfología epitelial. Las 

células responden a estimulación con hormonas de crecimiento humanas (ECACC, 

2013b).  

Las células WRL-68 poseen una morfología similar a hepatocitos y células de cultivos 

primarios de hígado. Estas células secretan albúmina y alfa-fetoproteína y expresan 

enzimas específicas del hígado, tales como la aspartato aminotransferasa, gamma-

glutamil transpeptidasa y la fosfatasa alcalina. Son células embrionarias humanas no 

transformadas, adherentes y con morfología epitelial. Esta línea celular expresa 
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marcadores similares a las células HeLa, por lo que son indistinguibles en un perfil de 

ADN por PCR (ECACC, 2013c). 

2.3.2 Procedimiento 

Las líneas celulares HepG2 y WRL-68 se incubaron en medio DMEM suplementado 

con 10% de SFB, 1% de amino ácidos no esenciales (100 mM), 1% de piruvato de 

sodio (100 mM) y 1% de antibiótico-antimicótico 100X a 37° C en condiciones 

húmedas con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 80%, posteriormente se 

subcultivaron, para lo que se removió el medio de cultivo de las células y se lavaron 

con PBS. A la caja de cultivo se le agregó una solución de tripsina (0.5% v/v) 

temperada a 37° C en cantidad suficiente para cubrir la superficie de la caja. El cultivo 

se incubó por 5 min, y se verificó el desprendimiento de las células mediante 

observaciones en un microscopio invertido con contraste de fases. Cuando más del 90% 

de las células estaban desprendidas se les agregó 3 ml de medio de cultivo a 37° C. La 

suspensión celular se recuperó y se centrifugó a 1500 rpm por 5 min, se descartó el 

sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo a 37 °C. El 

número de células se determinó empleando un hemocitómetro azul de tripano (1:1) 

para realizar el ajuste de la densidad celular a 12,500 células/ml en medio DMEM 

suplementado. Las células se sembraron en cajas de 96 pozos, colocando 200 µl por 

pozo (2500 células/pozo) y se incubaron a 37° C con 5% CO2 (ThermoFisher 

Scientific) para las pruebas de viabilidad y en cajas de 12 pozos (6000 células/pozo) 

sobre cubreobjetos redondos (18 mm de diámetro), previamente esterilizados para el 

ensayo de formación de MN. 

 

2.4 Tratamientos 

Se prepararon soluciones stock de DMTP y malatión 200 mM en DMSO, a partir de 

las cuales se obtuvieron diluciones para alcanzar las concentraciones en cada pozo de 

la caja de cultivo de 0.1, 1, 10, 25, 50 y 100 µM en medio de cultivo sin suplementar. 

Las líneas celulares, los PBMCs en reposo y las PBMCs estimuladas por 24 h con PHA 
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se expusieron a los compuestos por 48 h y posteriormente se cosecharon y se 

procesaron para evaluar la viabilidad celular y la frecuencia de MN. 

 

2.5 Viabilidad celular por el metabolismo del MTT 

2.5.1 Principio 

Es un ensayo colorimétrico que consiste en la conversión de bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en formazán por medio de la enzima 

mitocondrial succinato deshidrogenasa, generando un cambio de coloración del medio 

de amarillo a azul. Se asume que esta conversión sólo ocurre en células con 

mitocondrias activas, y por tanto la cantidad de formazán representa el número de 

células vivas presentes en el medio (Mosmann, 1983). 

2.5.2 Procedimiento 

Se agregaron 20 µl de una solución de MTT (5 mg/ml en PBS estéril) en cada pozo de 

los cultivos celulares y se incubaron por 4 h en el caso de las PBMCs en reposo y 

estimuladas y 2 h en el caso de las líneas celulares a 37° C y 5% CO2. Posteriormente, 

se retiró el sobrenadante y se agregaron 100 µl de DMSO a las PBMCs en reposo y 

estimuladas, y 200 µl para las líneas celulares y se agitaron por 10 min hasta disolver 

el formazán. La absorbancia se determinó en un espectrofotómetro de microplaca a una 

longitud de onda de 490 nm y 620 nm como referencia. Los valores de la actividad 

mitocondrial se ajustaron respecto al control negativo (DMSO 0.0125%), considerado 

como el 100% de actividad. 

 

2.6 Viabilidad celular por incorporación de rojo neutro 

2.6.1 Principio 

El ensayo de citotoxicidad de rojo neutro (RN) es un procedimiento basado en la 

habilidad de las células viables de incorporar y unir al colorante supravital RN. El RN 

es un colorante catiónico débil que se difunde a través de la membrana plasmática y se 

concentra en los lisosomas donde se une electrostáticamente a la matriz lisosomal 
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aniónica. Cuando las células presentan alteraciones en la superficie celular o en la 

membrana de los lisosomas, disminuye la cantidad de RN retenido en el cultivo. La 

concentración del colorante RN desorbido del cultivo celular es directamente 

proporcional al número de células vivas y la citotoxicidad se expresa como la reducción 

de la incorporación del RN después de la exposición al xenobiótico de interés. 

2.6.2 Procedimiento 

Después de 46 h de incubación con los tratamientos el medio de cultivo se retiró y los 

pozos se lavaron con 250 µl de PBS estéril y posteriormente se adicionaron 250 µl por 

pozo de una solución temperada de RN (25 µg/ml disuelto en medio de cultivo 

suplementado) y se incubaron por 2 h más a 37° C y 5% CO2. Al término de la 

incubación el medio de cultivo se retiró y los pozos se lavaron con PBS estéril. 

Posteriormente se agregaron 100 µl de una solución recién preparada de 

agua/etanol/ácido acético (49:50:1) y la microplaca se agitó por 10 min para disolver 

el RN. La absorbancia se determinó en un espectrofotómetro de microplaca a una 

longitud de onda de 540 nm. Los resultados se ajustaron respecto al control negativo 

(DMSO 0.0125%). 

 

2.7 Formación de MN con inhibición de la citocinesis (CBMN) 

2.7.1 Principio 

Durante la telofase, los residuos de cromosomas y cromosomas rezagados producto de 

un daño genotóxico o mala segregación cromosómica se envuelven por una membrana 

nuclear, dentro de la cual el material genético comienza a descondensarse de manera 

gradual hasta asumir la morfología de un núcleo en interfase, pero de un tamaño menor. 

Dado que los MN se expresan después de la división celular, el ensayo emplea un 

bloqueador de la citocinesis, la citocalasina B (Cyt-B), un inhibidor de la 

polimerización de la actina que impide la formación del anillo constrictor requerido 

para la citocinesis. De esta manera es posible evaluar las células divididas como células 

binucleadas en las cuales se determinará la presencia de MN (Fenech, 2000). El ensayo 

de CBMN además permite evaluar la frecuencia de re-arreglos cromosómicos por 
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medio de puentes nucleoplásmicos (NPB), amplificaciones de ADN y complejos de 

reparación por medio de gemaciones nucleares (NBud), así como citostaticidad por el 

índice de duplicación nuclear (NDI). 

2.7.2 Procedimiento  

Las PBMCs se trataron con malatión y DMTP (0.1, 1, 5 y 25 µM) por 72 h empleando 

como control positivo Taxol (0.01 µM) y como control negativo DMSO (0.0125%). A 

las 44 h de incubación se añadió Cyt-B (6 µg/ml), y se incubaron por 28 h más a 37° C 

para bloquear la citocinesis. Transcurrido el tiempo del tratamiento las células se 

recuperaron y se lavaron con PBS estéril, la suspensión celular se centrifugó a 1500 

rpm por 10 min, el sobrenadante se descartó y se agregó cloruro de potasio (0.075 M) 

incubando a temperatura ambiente. A los 10 min se agregó una solución de prefijado 

Metanol/ácido acético (3:5 v/v) a 4° C. La suspensión se centrifugó y el botón de 

células se lavó con metanol absoluto a -20° C por 10 min y posteriormente se fijó con 

una solución de Carnoy (metanol/ ácido acético 3:1 v/v) por 10 min. Cumplido este 

tiempo se realizaron extendidos en portaobjetos previamente lavados y desengrasados. 

Los portaobjetos se dejaron secar por 24 h. 

La tinción se realizó empleando una solución acuosa del colorante Giemsa con 

modificación de Wolbach al 10%. Las laminillas se incubaron con el colorante por 15 

min. Al término de la incubación se retiró el colorante con agua corriente y se 

sumergieron en una solución de etanol al 70%. Las laminillas se dejaron secar y 

posteriormente se evaluaron en el microscopio óptico.  

Las células HepG2 y WRL-68 se cultivaron sobre cubreobjetos redondos y se trataron 

con malatión y DMTP (0.1, 1, 5 y 25 µM) por 72 h empleando como control positivo 

Taxol (0.01 µM) y como control negativo DMSO (0.0125%). Las células se expusieron 

a Cyt-B (6 µg/ml) 44 h después del inicio de los tratamientos y se incubaron por 28 h 

más a 37° C. Una vez transcurrido ese tiempo, el medio de cultivo se retiró, se realizó 

un lavado con PBS y se agregó cloruro de potasio (0.075 M) a los cultivos y se 

incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Las células se fijaron con una solución 

de Carnoy (metanol/ ácido acético 3:1 v/v) por 10 min a 4 °C. Los cubreobjetos se 

retiraron de la caja de 12 pozos y se dejaron secar. Posteriormente las laminillas se 
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tiñeron con una solución acuosa del colorante Giemsa con modificación de Wolbach 

al 15%. Los cubreobjetos se incubaron con el colorante por 15 min. Al término de la 

incubación se retiró el colorante con agua corriente y se sumergieron en una solución 

de etanol al 70%, se dejaron secar y posteriormente se fijaron a portaobjetos con medio 

de montaje Entellan.  

El procedimiento se repitió tratando las células con Sulconazol (50 µM) más DMTP 

(25 µM) por 72 h, agregando Cyt-B (6 µg/ml) a las 44 h del inicio del tratamiento. Las 

células se procesaron de la misma manera descrita anteriormente. 

Para evaluar las muestras se cuantificaron 1000 células binucleadas por muestra y se 

identificó la frecuencia de aparición de MN, NPB y NBud, así como el número de 

células multinucleadas, siguiendo los criterios establecidos previamente (Thomas y 

Fenech, 2011) para determinar el índice de duplicación nuclear (NDI) a partir de la 

siguiente fórmula NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N, donde M1 – M4 representa el 

número de células con 1 a 4 núcleos y N el total de células viables registradas.  

 

2.8 Análisis de los Resultados 

Se realizó un análisis descriptivo de los resultados expresando los valores como medias 

± desviación estándar (DE) y análisis de varianza mediante la prueba de ANOVA de 

una vía y una prueba post-hoc de Bonferroni para comparar los niveles de tratamientos 

con los respectivos controles. La prueba t de Student se utilizó para comparar entre el 

DMTP y el DMTP con sulconazol. Por último, se realizó una prueba de ANOVA de 

dos vías para la comparación entre los efectos del malatión y el DMTP. Se utilizó un 

valor de p<0.05 para establecer la significancia estadística. Los resultados se analizaron 

utilizando los programas Microsoft Excel (2016) y GraphPad Prisma 5 (5.01).  
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3. RESULTADOS 

3.1 Viabilidad celular por el metabolismo del MTT 

Para conocer si el malatión y su metabolito DMTP generaban citotoxicidad se realizó 

el ensayo de viabilidad celular mediante el metabolismo del MTT. En las PBMCs, el 

malatión y DMTP no presentaron efectos sobre la actividad mitocondrial a ninguna de 

las concentraciones que se utilizaron (0-100 µM) (Figura 8A). Así mismo, al tratar a 

las PBMCs estimuladas con PHA, malatión ó DMTP no se observaron cambios a 

ninguna concentración (Figura 8B). Por el contrario, en las células HepG2, el DMTP 

redujo la actividad mitocondrial de manera significativa (p<0.05) a partir de la 

concentración de 25 µM, observándose además una respuesta concentración 

dependiente, mientras que, el tratamiento con el malatión aumentó la actividad 

mitocondrial en todas las concentraciones, a valores mayores del 150% respecto al 

control negativo (Figura 9A). De manera similar, en las células WRL-68, el DMTP 

disminuyó la actividad mitocondrial a partir de la concentración de 50 µM, mientras 

que el malatión aumentó la actividad mitocondrial a valores mayores que el control 

negativo (Figura 9B). Los tratamientos con el malatión sugieren un aumento de la 

actividad metabólica que pudiera deberse a una respuesta al estrés o inclusive 

proliferación de las células. Sin embargo, este efecto puede atribuirse también a una 

interacción entre el malatión o algunos de sus metabolitos con grupos reductores, como 

el DMDTP, capaces de reducir la sal de tetrazolio a formazán y por tanto generar falsos 

positivos como lo sugieren Riss et al., (2004), quienes explican que la presencia de 

compuestos con grupos reductores como -SH puede reducir las sales de tetrazolio a 

formazán. 
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Figura 8. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de actividad mitocondrial MTT de 

PBMCs humanas (A) y PBMCs estimuladas (B), tratadas con malatión o DMTP por 48 h. Los 

datos representan el promedio del % respecto al control negativo (DMSO) ± D.E. (n=3). No se 

encontraron diferencias significativas tomando una p<0.05, ANOVA de una vía post-hoc 

Bonferroni control vs. malatión o DMTP. 
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Figura 9. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de actividad mitocondrial MTT de las 

células hepáticas HepG2 (A) y WRL-68 (B), tratadas con malatión o DMTP por 48 h. Los 

datos representan el promedio del % respecto al control negativo (DMSO) ± D.E. (n=3) 

*p<0.05, ANOVA de una vía post-hoc Bonferroni del control vs. malatión o DMTP. 

 

3.2 Viabilidad por incorporación de rojo neutro 

Debido a que la prueba de MTT podría enmascarar los efectos de toxicidad del 

Malatión decidimos realizar otra prueba de viabilidad utilizando la incorporación del 

rojo neutro bajo las mismas condiciones de cultivos y tratamiento. De la misma manera 

que en el ensayo de MTT, las PBMCs y las PBMCs estimuladas no presentaron efectos 
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citotóxicos significativos tras el tratamiento con los compuestos OP (Figura 10), y en 

este caso los tratamientos con el malatión o el DMTP tampoco afectaron la viabilidad 

de las células hepáticas HepG2 y WRL-68 a ninguna de las concentraciones que se 

utilizaron (Figura 11).  

 

Figura 10. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de incorporación de RN del malatión 

o DMTP en PBMCs humanas (A) y PBMCs estimuladas (B), tratadas por 48 h. Los datos 

representan el promedio del % respecto al control negativo (DMSO) ± D.E. (n=3). No se 

encontraron diferencias significativas tomando una p<0.05, ANOVA de una vía post-hoc 

Bonferroni control vs. malatión o DMTP. 
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Figura 11. Evaluación de la citotoxicidad por el ensayo de incorporación de RN del malatión 

o el DMTP en las células hepáticas HepG2 (A) o WRL-68 (B), tratadas por 48 h. Los datos 

representan el promedio del % respecto al control negativo (DMSO) ± D.E. (n=3). No se 

encontraron diferencias significativas tomando una p<0.05, ANOVA de una vía post-hoc 

Bonferroni control vs. malatión o DMTP. 

 

Sabiendo que las concentraciones del malatión y DMTP que se utilizaron no producían 

efectos citotóxicos, la genotoxicidad encontrada en las células expuestas a estos OP no 

se debería a procesos de muerte celular, y considerando además que la acumulación de 

daños en el ADN podría tener consecuencias biológicas importantes en una célula 

viable, se procedió a escoger un rango de concentraciones (0-25 µM) que tuvieran 
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importancia biológica para la evaluación de la genotoxicidad, de acuerdo con las 

concentraciones de DAPs encontradas en orina de poblaciones expuestas reportadas en 

la literatura (Bouvier et al., 2006; Cocker et al., 2002b; Fenske y Leffingwel, 1989; 

García et al., 2000).  

3.3 Ensayo de formación de MN con bloqueo de la citocinesis (CBMN) 

3.3.1 Citostaticidad 

La evaluación de la genotoxicidad y de efectos citostáticos del malatión y del DMTP 

se realizó por el ensayo de formación CBMN en las PMBCs estimuladas y en las 

células HepG2 y WRL-68. Tras la exposición a los compuestos OPs no se observaron 

efectos citostáticos significativos en ningún tipo celular de acuerdo con el índice de 

duplicación nuclear (Tabla 5), indicando un estado proliferativo de las células viables 

que completaron al menos una división nuclear, la cual es necesaria para la 

identificación de MN, NPB y NBud en el ensayo CBMN.  

3.3.2 Genotoxicidad 

Cuando se evaluó la genotoxicidad en las PBMCs estimuladas se observó una 

tendencia concentración-dependiente, siendo únicamente a 5 y 25 µM de ambos 

tratamientos que generaron un aumento significativo en la frecuencia de MN respecto 

al control (Figura 12A), sin presentar diferencias entre el efecto del malatión y del 

DMTP (p=0.8471, tabla 6). La frecuencia de NPB y NBud en estas células mostró una 

tendencia a incrementar dependiente de la concentración con el tratamiento del 

malatión, aunque fue únicamente significativo a la concentración más alta (25 µM) 

respecto al control, mientras que el DMTP no presentó diferencias respecto al control. 

Se observó además una diferencia significativa entre el efecto que produjo la 

exposición al malatión y el DMTP a 25 µM en la inducción de NPB y NBud (p=0.0003, 

tabla 6) (Figuras 12B y 12C). 

Cuando se expusieron las células HepG2 a los compuestos OP, el aumento en la 

frecuencia de MN fue significativo a todas las concentraciones que se utilizaron y se 

observó que el DMTP presentó un comportamiento dependiente de la concentración y 

a partir de 5 µM fue significativamente mayor que el efecto del tratamiento con 
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malatión (p<0.001, tabla 6) (Figura 13A). En el caso de los NPB, el tratamiento con el 

malatión indujo un aumento significativo a partir de 1 µM, sin observarse diferencias 

significativas entre los tratamientos del DMTP y malatión (p = 0.1728, tabla 6) (Figura 

13B). En cuanto a las NBud inducidas por los OP, el tratamiento con el malatión solo 

indujo un aumento significativo de NBud a 1 µM, mientras que el DMTP mostró 

aumento a las concentraciones más altas (5 y 25 µM) (Figura 13C). No se observaron 

diferencias entre los tratamientos (p = 0.3685, tabla 6). 

Al tratar a las células WRL-68 con los compuestos OP se observó un aumento en la 

frecuencia de MN que fue significativo a todas las concentraciones con ambos 

tratamientos, donde el DMTP presentó una tendencia concentración-dependiente, pero 

esta vez sin presentar diferencia con el malatión (Figura 14A). Así mismo, el malatión 

presentó un aumento significativo en la inducción de NPB a todas las concentraciones 

utilizadas, sin mostrar una respuesta dependiente de la concentración. De manera 

contraria, el DMTP no generó un aumento significativo en la frecuencia de NPB 

(Figura 14B). Por otro lado, no se observaron diferencias en la inducción de NBud 

respecto al control con ninguno de los tratamientos de OP (Figura 14C). Cabe 

mencionar que la frecuencia de inducción de MN, NPB y NBud en las células HepG2 

y WRL-68 resultó mayor en comparación a la frecuencia observada en las PBMCs 

estimuladas, lo que podría indicar que el efecto genotóxico del malatión y el DMTP es 

dependiente de condiciones metabólicas presentes en las células hepáticas. 

  



33 
 

Tabla 5. Número de células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas y el NDI en 

PBMCs estimuladas, HepG2 y WRL-68 tras el ensayo de formación de micronúcleos.  

Células Compuesto 

No. Células 

Mononucleadas 

No. Células  

Multinucleadas NDI 

PBMCs + 

PHA 

DMSO 508 ± 24.6 41 ± 17.8 1.62 ± 0.05 

Malatión (µM)    
0.1 617.3 ± 135.7 37.3 ± 8.4 1.50 ± 0.13 

1 549.6 ± 108.1 40.7 ± 10.4 1.57 ± 0.11 

5 512.2 ± 122.1 42.8 ± 5.6 1.62 ± 0.12 

25 570.7 ± 34.50 49.2 ± 8.1 1.58 ± 0.06 

DMTP (µM)    
0.1 591.3 ± 145.7 28.2 ± 7.3 1.49 ± 0.16 

1 566.8 ± 166.9 37.3 ± 17.4 1.55 ± 0.16 

5 602.33 ± 90.8 43 ± 19.9 1.53 ± 0.15 

25 554 ± 127.2  32.7 ± 12.3 1.55 ± 0.16 

Taxol 0.01 µM 649.8 ± 136.7 33.83 ± 10.2 1.45 ± 0.11* 

HepG2 

DMSO 61.3 ± 9.3 12.3 ± 2.3 1.97 ± 0.01 

Malatión (µM)    
0.1 148.2 ± 3.2 18.2 ± 5.8 1.87 ± 0.04 

1 124.7 ± 18.9 18.2 ± 6.4 1.93 ± 0.03 

5 237.8 ± 143.9 17.5 ± 3.8 1.82 ± 0.13 

25 217.8 ± 128.1 15.5 ± 3.9 1.83 ± 0.11 

DMTP (µM)    
0.1 157.7 ± 90.8 16.5 ± 7.4 1.89 ± 0.07 

1 168.0 ± 32.1 17.5 ± 9.0 1.88 ± 0.02 

5 131.8 ± 30.2 15.3 ± 5.5 1.91 ± 0.03 

25 148.7 ± 93.8 17.3 ± 5.5 1.90 ± 0.09 

Taxol 0.01 µM 45 ± 8.7 20.3 ± 2.5 2.02 ± 0.01 

WRL-68 

DMSO 51 ± 3.9 12.2 ± 49 1.99 ± 0.01 

Malatión (µM)    
0.1 230.8 ± 29.7 15.3 ± 3.3 1.81 ± 0.03* 

1 216.2 ± 69.5 16.8 ± 3.1 1.83 ± 0.07* 

5 171.2 ± 18.5 16 ± 1.5 1.88 ± 0.02* 

25 151.2 ± 53.5 17.3 ± 3.8 1.90 ± 0.05 

DMTP (µM)    
0.1 177.7 ± 29.9 16 ± 1.5 1.87 ± 0.02* 

1 135.7 ± 4.0 18.3 ± 3.8 1.92 ± 0.00 

5 152.5 ± 28.6 13.8 ± 2.0 1.89 ± 0.02 

25 180.2 ± 29.9 14.8 ± 1.0 1.86 ± 0.02* 

Taxol 0.01 µM 55 ± 16.9 13.5 ± 5.2 1.98 ± 0.02 

*p<0.05 tratamiento vs. DMSO, ANOVA de una vía pos hoc Bonferroni. aNDI, índice 

de duplicación nuclear. 
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Figura 12. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por el 

malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en PBMCs estimuladas. Los datos representan 

la frecuencia en 1000 células binucleadas ± D.E. (n=3), ANOVA de una vía post-hoc 

Bonferroni, ap<0.05 DMSO (0) vs. malatión, bp<0.05 DMSO (0) vs. DMTP, cp<0.05 malatión 

vs. DMTP; #p<0.05, prueba t-Student DMSO (0) vs. Taxol (T). 
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Figura 13. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por el 

malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en células hepáticas HepG2. Los datos 

representan la frecuencia en 1000 células binucleadas ± D.E. (n=3), ANOVA de una vía post-

hoc Bonferroni, ap<0.05 DMSO (0) vs. malatión, bp<0.05 DMSO (0) vs. DMTP, cp<0.05 

malatión vs. DMTP; #p<0.05, prueba t-Student DMSO (0) vs. Taxol (T). 
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Figura 14. Frecuencia de formación de MN (A), NPB (B) y NBud (C) inducidos por el 

malatión, DMTP o Taxol (T, 0.01 µM) por 48 h en células hepáticas WRL-68. Los datos 

representan la frecuencia en 1000 células binucleadas ± D.E. (n=3), ANOVA de una vía post-

hoc Bonferroni, ap<0.05 DMSO (0) vs. malatión, bp<0.05 DMSO (0) vs. DMTP, cp<0.05 

malatión vs. DMTP; #p<0.05, prueba t-Student DMSO (0) vs. Taxol (T). 
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Tabla 6. Valor p de la comparación entre malatión y DMTP en los efectos genotóxicos. 

 PBMCs+PHA HepG2 WRL-68 

MN 0.8471 <0.0001* 0.0385* 

NPB 0.0003* 0.1728 0.0030* 

NBud 0.0003* 0.3685 0.7926 

*p<0.05, ANOVA de dos vías malatión vs. DMTP. 

 

3.3.3 Posible mecanismo de producción de genotoxicidad 

De acuerdo con lo reportado por Thomas y Fenech en 2003, se realizó el cálculo de la 

relación NPB/MN, para sugerir un posible modo de acción del malatión y del DMTP 

(Tabla 7). Este método sugiere que valores cercanos a 1 indicarían un mecanismo de 

acción genotóxica relacionado con daños clastogénicos, mientras que valores cercanos 

a 0 indicarían una mayor participación de daños por efectos aneuploidógenos. En el 

caso de las PBMCs estimuladas, los valores que se obtuvieron en los tratamientos con 

el malatión fueron cercanos a 1, sugiriendo que existe un efecto principalmente 

clastogénicos del malatión, mientras que los valores que se obtuvieron con el DMTP 

se encontraron entre 0.5 y 1, sugiriendo un componente tanto clastogénico como 

aneuploidogeno en su modo de acción genotóxica. Este índice ha sido utilizado 

únicamente en las PBMCs y líneas celulares linfoblásticas, sin embargo, decidimos 

calcular este índice para observar que ocurriría en las células hepáticas HepG2 y WRL-

68. La relación NPB/MN con los tratamientos con malatión se encontró entre 0.5 y 1, 

indicando la participación de ambos componentes, tanto clastogénicos como 

aneuploidógenos, siendo predominante el primero, mientras que, con el tratamiento 

con el DMTP, los valores se encontraron entre 0 y 0.5, indicando un componente 

aneuploidógeno predominante en su genotoxicidad, de manera similar a las PBMCs. 

 

 

 



38 
 

Tabla 7. Número de células con MN y con NPB inducidas por el malatión y DMTP en 

PBMCs estimuladas, HepG2 y WRL-68 tratadas por 48 h.   

Células Compuesto MN NPB NPB/MN 

PBMCs + PHA 

DMSO 6.3 ± 1.6 6.3 ± 2.3 1.00 ± 0.25 

Malatión (µM)    
0.1 6.16 ± 0.8 7.3 ± 1.4 1.20 ± 0.09 

1 7.5 ± 0.9 9.2 ± 1.0 1.30 ± 0.09 

5 11.7 ± 0.6* 11.7 ± 1.5 1.00 ± 0.14 

25 12.3 ± 1.3* 14.7 ± 1.9* 1.20 ± 0.21 

DMTP (µM)    
0.1 6.8 ± 0.6 7.2 ± 3.4 1.00 ± 0.56 

1 8.7 ± 1.3 6.0 ± 0.5 0.70 ± 0.09 

5 10.5 ± 0.5 7.8 ± 2.4 0.76 ± 0.27 

25 12 ± 1.8* 7.8 ± 1.3 0.67 ± 0.19 

Taxol 0.01 µM 28.5 ± 4.2* 16.8 ± 6.5* 0.58 ± 0.16 

HepG2 

DMSO 5 ± 2.8 5.2 ± 1.7 0.69 ± 0.20 

Malatión (µM)    
0.1 17.3 ± 4.3* 13.3 ± 3.8 0.80 ± 0.21 

1 22.2 ± 2.9* 18.5 ± 6.1* 0.88 ± 0.36 

5 19.5 ± 2.0* 17.3 ± 2.8* 0.90 ± 0.15 

25 24.8 ± 3.2* 18.8 ± 1.0* 0.76 ± 0.05 

DMTP (µM)    
0.1 18.0 ± 1.8* 13.0 ± 3.0 0.72 ± 0.11 

1 28.5 ± 2.8* 14.2 ± 5.3* 0.51 ± 0.23 

5 35.8 ± 1.3* 15.2 ± 5.8* 0.42 ± 0.15 

25 42.3 ± 3.2* 15.5 ± 3.8* 0.37 ± 0.11 

Taxol 0.01 µM 87.3 ± 2.5* 30.7 ± 4.0* 0.35 ± 0.05* 

WRL-68 

DMSO 6.8 ± 3.6 5.0 ± 1.8 0.76 ± 0.13 

Malatión (µM)    
0.1 20.5 ± 4.4* 15.7 ± 4.5* 0.72 ± 0.29 

1 23.5 ± 7.2* 17.7 ± 2.3* 0.81 ± 0.12 

5 27.3 ± 9.7* 17.8 ± 5.1* 0.67 ± 0.16 

25 27.7 ± 1.0* 17.3 ± 1.3* 0.63 ± 0.02 

DMTP (µM)    
0.1 23.3 ± 2.0* 11.0 ± 3.0 0.48 ± 0.17 

1 26.8 ± 2.3* 10.5 ± 2.3 0.39 ± 0.08* 

5 31.5 ± 4.0* 11.3 ± 5.0 0.36 ± 0.17* 

25 37.0 ± 4.0* 14.5 ± 4.3* 0.39 ± 0.12* 

Taxol 0.01 µM 73.3 ± 9.5* 29.0 ± 8.8* 0.36 ± 0.07* 

*p<0.05, ANOVA de una vía pos hoc Bonferroni tratamiento vs. DMSO. aMN, 

células con MN; bNPB, células con NPB. 
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3.4 Participación de los CYPs en la genotoxicidad del DMTP 

Para conocer si la genotoxicidad del DMTP dependía de la actividad metabólica 

mediada por las enzimas del CYP450, como se sospecha por referencias previas (Vega 

et al., 2009), las células hepáticas HepG2 y WRL-68 se trataron con DMTP (25 µM) 

en co-tratamiento con nitrato de sulconazol (50 µM) como inhibidor inespecífico de la 

actividad de los CYPs. La inhibición de los citocromos resultó en la disminución 

significativa de la frecuencia de formación de MN inducidos por el DMTP en las 

células HepG2 (Figura 15A). Por lo contrario, se observó una disminución en la 

frecuencia de NPB y NBud que no fue diferente a las inducidas por el control (Figura 

15B y 15C). 

De igual forma, en las células WRL-68, el DMTP en co-tratamiento con el sulconazol 

redujo la frecuencia de MN de manera significativa (Figura 16A); sin embargo, no se 

observaron diferencias en la frecuencia de NPB y NBud en el co-tratamiento respecto 

al tratamiento con el DMTP (Figuras 16B y 16C). Estos resultados sugieren la 

participación de enzimas del sistema de los CYP450 en la formación de MN en las 

células HepG2 y WRL-68. 

Adicionalmente a los efectos en la genotoxicidad del DMTP, el sulconazol disminuyó 

la tasa de replicación de las células HepG2 y WRL-68 de manera significativa (Tabla 

8), tanto en el tratamiento únicamente con sulconazol como en el co-tratamiento. Sin 

embargo, de acuerdo con Fenech y colaboradores (2000), el valor obtenido en el NDI 

refiere a que parte de las células completaron al menos un ciclo celular permitiendo 

evaluar los biomarcadores de daño genotóxico. Esto nos llevó a evaluar además el 

cociente NPB/MN para establecer si el sulconazol había afectado el modo de acción 

del DMTP. Los valores del cociente obtenido por exposición del DMTP y el sulconazol 

indican un componente clastogénico (0.77 y 0.99 en células HepG2 y WRL-68 

respectivamente) en el daño al ADN en comparación con los valores del tratamiento 

únicamente con DMTP que indican un componente aneuploidógeno (0.37 y 0.39 en 

células HepG2 y WRL-68 respectivamente) (Tabla 9) sugiriendo un cambio en el modo 

de acción o bien la disminución en el componente aneuploidógeno atribuida al DMTP. 
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Figura 15. Efecto inhibitorio del sulconazol (S, 50 µM) en la de formación de MN (A), NPB 

(B) y NBud (C) inducidos por el DMTP (25 µM) en las células hepáticas HepG2 expuestas por 

48 h. Los datos representan la frecuencia en 1000 células binucleadas ± D.E. (n=3). *p<0.05, 

prueba t-Student DMTP (25 µM) vs. sulconazol+DMTP (S+25 µM). 
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Figura 16. Efecto inhibitorio del sulconazol (S, 50 µM) en la de formación de MN (A), NPB 

(B) y NBud (C) inducidos por el DMTP (25 µM) en las células hepáticas WRL-68 expuestas 

por 48 h. Los datos representan la frecuencia en 1000 células binucleadas ± D.E. (n=3) 

*p<0.05, prueba t-Student DMTP (25 µM) vs. sulconazol+DMTP (S+25 µM). 
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Tabla 8. Número de células mononucleadas, binucleadas, multinucleadas y el índice de 

duplicación nuclear (NDI) en células HepG2 y WRL-68 tratadas con sulconazol. 

Células Compuesto 

No. Células 

Mononucleadas 

No. Células  

Multinucleadas NDI 

HepG2 

DMSO 61.3 ± 9.3 12.3 ± 2.3 1.97 ± 0.01 

Sulconazol 50 µM 429.5 ± 82.3 8.2 ± 3.4 1.60 ± 0.08* 

DMTP 25 µM 148.7 ± 93.8 17.3 ± 5.5 1.90 ± 0.09 

DMTP 25 µM + 

Sulconazol 50 µM  
553.2 ± 31.3 9.0 ± 0 1.47 ± 0.02* 

WRL-68 

DMSO 51 ± 3.9 12.2 ± 49 1.99 ± 0.01 

Sulconazol 50 µM 435.2 ± 14.8 10.2 ± 3.2 1.59 ± 0.01* 

DMTP 25 µM 180.2 ± 29.9 14.8 ± 1.0 1.86 ± 0.02* 

DMTP 25 µM + 

Sulconazol 50 µM  
370.2 ± 29.5 6.8 ± 2.4 1.65 ± 0.03* 

*p<0.05, ANOVA de una vía pos hoc Bonferroni tratamientos vs. DMSO. aNDI, índice de 

duplicación nuclear. 

 

 

Tabla 9. Número de células con MN y con NPB inducidas por DMTP con y sin 

sulconazol en células HepG2 y WRL-68 tratadas por 48 h.   

Células Compuesto MN NPB NPB/MN 

HepG2 

DMSO 5 ± 2.8 5.2 ± 1.7 1.40 ± 0.24 

Sulconazol 50 µM 7.3 ± 0.8 8.5 ± 1.5 1.24 ± 0.33 

DMTP 25 µM 42.3 ± 3.2 15.5 ± 3.8 0.37 ± 0.11 

DMTP 25 µM + 

Sulconazol 50 µM  
12.3 ± 2.2 9.5 ± 2.5 0.77 ± 0.09* 

WRL-68 

DMSO 6.8 ± 3.6 5.0 ± 1.8 0.76 ± 0.13 

Sulconazol 50 µM 9.2 ± 1.8 10.7 ± 2.0 1.22 ± 0.46 

DMTP 25 µM 37 ± 4.0 14.5 ± 4.3 0.39 ± 0.12 

DMTP 25 µM + 

Sulconazol 50 µM  
14.2 ± 2.0 14.0 ± 0.5 0.99 ± 0.18* 

*p<0.05, t -Student DMTP vs. DMTP + Sulconazol. aMN, células con MN; bNPB, células 

con NPB. 
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4. DISCUSIÓN 

Los plaguicidas OP son compuestos sintéticos de amplia distribución a los que se 

asocian una gran cantidad de efectos tóxicos, entre los que destacan los efectos 

neurotóxicos y el desarrollo de enfermedades tales como cáncer. A la fecha, la mayoría 

de los estudios contempla únicamente a los compuestos padres y sus oxones como 

principales causantes de los efectos adversos, dejando de lado al resto de los 

metabolitos, los cuales se consideran como compuestos no reactivos, y por lo tanto no 

tóxicos. 

Los pocos estudios que evalúan los efectos de los DAPs, considerados los metabolitos 

finales de la biotransformación de los plaguicidas OP, muestran que estos compuestos 

pueden llegar a tener efectos citotóxicos (Lima y Vega, 2005), inmunomoduladores 

(Esquivel-Sentíes et al., 2010) y genotóxicos (Vega et al., 2009). 

En este estudio determinamos que el metabolito metilado DMTP es genotóxico, tanto 

en células no transformadas (PBMCs) como en células hepáticas transformadas 

(HepG2) y células hepáticas embrionarias (WRL-68), esto a través del aumento en la 

frecuencia de formación de MN (formación de fragmentos acéntricos de cromosomas 

y/o mal segregación cromosómica), de NPB (generación de cromosomas dicéntricos) 

y de NBud (amplificación del ADN). Algunos reportes indican que el DMTP es el 

metabolito más abundante del malatión (40-50%), una vez que entra en el organismo 

(Krieger y Dinoff, 2000), por lo que es posible que gran parte del daño al ADN inducido 

por la exposición al malatión se deba en gran medida al DMTP formado. 

El modo de acción del malatión para producir daño al ADN no es claro aún, pero se 

sugiere que puede deberse al aumento de estrés oxidante, o bien a través de la 

formación de aductos (Bedford y Robinson, 1972; Imamura y Talcott, 1985; 

Lukaszewicz-Hussain, 2010; Ojha y Srivastava, 2014). De acuerdo con el índice 

NPB/MN calculado en este estudio, se sugiere que el daño asociado al malatión es 

principalmente de tipo clastogénico, lo cual concuerda con estudios que reportan la 

formación de MN sin cinetocoro en PBMCs tras la exposición al malatión, 

demostrando que en su mayoría correspondían a MN formados por fragmentos 

acéntricos de cromosomas (Titenko-Holland et al., 1997). Esto sugiere a que el modo 
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de acción de los plaguicidas OP es por medio de la ruptura del ADN, debido al estrés 

oxidante o los aductos generados tras el metabolismo de los OPs (Cicchetti y Argentin, 

2003; Cicchetti et al., 1999) generando fragmentos acéntricos, cromosomas dicéntricos 

y amplificación del ADN en respuesta al daño, que se observan como un aumento en 

la frecuencia de MN, NPB y NBud, respectivamente. 

Por otro lado, al evaluar el índice NPB/MN del DMTP observamos que el tipo de daño 

inducido es principalmente de tipo aneuploidógeno, indicando que este metabolito 

podría actuar de manera indirecta al alterar la función de algunas enzimas o proteínas 

de la maquinaria mitótica, generando MN por efectos aneuploidógenos y explicando 

por qué no se observan aumentos significativos en la inducción de marcadores de daño 

debido a efectos clastogénicos como los NPB y NBud tras la exposición al metabolito. 

Algunos reportes indican que los compuestos OP tienen la capacidad de unirse a 

proteínas como la tubulina, inhibiendo su polimerización para formar microtúbulos por 

medio de la fosforilación de residuos de tirosina (Jiang et al., 2010). También se ha 

reportado la inhibición de la actividad de proteínas asociadas al movimiento de 

componentes intracelulares como la kinesina y la dineína (Terry & Jr, 2012); lo que 

produciría errores en la separación de los cromosomas durante la mitosis y generaría 

aneuploidías, como las descritas en células espermáticas de personas ocupacionalmente 

expuestas a plaguicidas OP (Padungtod et al., 1999; Recio et al., 2001).  

La diferencia en el tipo del daño que cada compuesto produce podría explicarse por la 

presencia de los distintos metabolitos del malatión (maloxón, malatión mono- y 

Diácido, etc.) (Buratti et al., 2007), los cuales podrían tener distintos blancos 

moleculares asociados a la generación de efectos clastogénicos como la producción de 

ROS, mientras que el DMTP y el resto de los DAPs que se forman inducirían efectos 

aneuploidógenos, que en conjunto corresponderían al daño total producido por la 

exposición al compuesto padre. 

De la misma manera que como se demuestra con el DEDTP y DETP (Vega et al., 

2009), la genotoxicidad del DMTP se observa en mayor proporción en las células 

hepáticas, sugiriendo que este efecto de los DAPs es dependiente de las condiciones 

metabólicas de la célula. Aun cuando el metabolismo de los DAPs no se ha dilucidado, 
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se sugiere que estos pueden ser sustratos de enzimas del sistema de los CYPs, llevando 

a cabo reacciones tales como desulfuración oxidativa o desalquilación (Buratti et al., 

2005; Rydberg, 2012) para producir otro metabolito, probablemente otro DAP (Vega 

et al., 2009), y a su vez intermediarios altamente reactivos capaces de interaccionar con 

otras biomoléculas para producir un efecto genotóxico. Este metabolito secundario y/o 

intermediario podría formarse a través de CYPs implicados en el metabolismo de los 

compuestos OP, tales como el CYP3A4, CYP2D6, CYP1A2, etc. (Choi et al., 2006; 

Sams et al., 2000), siguiendo una ruta de biotransformación similar a la de los 

plaguicidas OP durante la desulfuración oxidativa (Rydberg, 2012) para generar un 

posible intermediario altamente reactivo, capaz de unirse a sus moléculas blanco. 

De acuerdo con nuestros resultados, la inhibición de la actividad de los CYPs en las 

células hepáticas mediante el uso del sulconazol resulta en una disminución importante 

de la actividad genotóxica del DMTP, que a su vez se refleja en el índice NPB/MN y 

demuestra la participación de las enzimas del CYP en la generación de los efectos 

citotóxicos de los DAPs. Considerando que en las células hepáticas adultas el CYP más 

abundante es el CYP3A4 (Hakkola, et al., 1998), esta enzima podría ser un potencial 

candidato responsable del metabolismo del DMTP. En el caso de las células WRL-68, 

estas poseen el CYP3A7 (Lacroix et al., 1997), una forma embrionaria del CYP3A4, 

motivo por el cual las células podrían responder de manera similar que las HepG2. 

Mientras que, en las PBMCs, el CYP3A4 se encuentra en menor abundancia (Lee et 

al., 2010), explicando porque se observó una respuesta diferente por la exposición a 

los compuestos OPs. Sin embargo, la respuesta que se observó con el tratamiento del 

malatión puede deberse a la participación de otros CYPs u otras enzimas, o bien a que 

el malatión pudiera tener mecanismos de acción diferentes que no dependieran de una 

activación por parte de enzimas del CYP450, como la fosforilación de proteínas.  

Por otro lado, se pudo observar que la inhibición de los CYPs en las células HepG2 y 

WRL-68 no generó una disminución en la inducción de NPB o NBud, asociados a re-

arreglos cromosómicos debido al rompimiento del ADN y amplificación del material 

genético por procesos de reparación (Thomas y Fenech, 2011), respectivamente, por lo 
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que es probable que exista otro mecanismo de genotoxicidad de los DAPs 

independiente de los CYP, capaz de generar daño sobre el ADN. 

Basándonos en nuestros resultados podemos sugerir que el DMTP, y probablemente el 

otros DAPs, son compuestos con efectos tóxicos dependientes de su bioactivación en 

el organismo, por lo cual no deben ser considerados únicamente como biomarcadores 

de exposición a los plaguicidas OPs. Cabe mencionar que la formación de MN en 

células humanas se considera un biomarcador de daño importante, ya que su presencia 

está asociada con aberraciones cromosómicas y procesos de inestabilidad genética que 

se observan durante el desarrollo de distintos tipos de cáncer (Bonassi et al., 2007). En 

la actualidad existen estudios que reportan una asociación entre la exposición a OPs 

con un aumento del riesgo a desarrollar cáncer de próstata, pulmón, leucemia, linfoma 

de no-Hodgkin, entre otros (Band et al., 2011; Eriksson et al., 2008; Lerro et al., 2015; 

Mahajan et al., 2006), sin embargo, estos estudios no contemplan la participación de 

sus metabolitos. Considerando que los DAPs tienen tiempos de vida media mayores en 

el organismo que los compuestos padres (Vasilić et al., 1999), su presencia en todo tipo 

de poblaciones y que poseen efectos genotóxicos, sería de utilidad tener en cuenta la 

participación de estos los DAPs en las evaluaciones epidemiológicas, principalmente 

en los estudios en poblaciones ocupacionalmente expuestas que presentarían un mayor 

riesgo al desarrollo de cáncer.  
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Figura 17. Efecto genotóxico del DMTP y el malatión sobre células humanas. 
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5. CONCLUSIONES 

 

• El malatión y el DMTP a las concentraciones empleadas no producen efectos 

citotóxicos ni citostático en PBMCs ni en las células hepáticas HepG2 y WRL-

68. 

 

• La exposición a malatión y su metabolito DMTP causa efectos genotóxicos en 

leucocitos (PBMCs), y en mayor medida en las células hepáticas (HepG2 y 

WRL-68). 

 

• El malatión causa efectos principalmente de tipo clastogénico, mientras que el 

DMTP tiene efectos aneuploidógenos, por lo que es probable que tengan 

distintos mecanismos y blancos moleculares.  

 

• La genotoxicidad del DMTP se relaciona con la actividad metabólica de las 

células y la actividad de las enzimas del CYP450. 

 

• Debido a sus tiempos de vida media en el organismo y su efecto genotóxico en 

células humanas, los DAPs pueden considerarse como compuestos 

potencialmente tóxicos y no únicamente como biomarcadores de exposición a 

los plaguicidas OP. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

• Elucidar los posibles blancos moleculares de los compuestos OP y DAPs para 

producir daño al ADN, mediante la identificación de aductos en el ADN o de 

unión a proteínas como la tubulina. 

 

• Determinar los mecanismos de acción implicados en la generación de la 

genotoxicidad de los DAPs, identificando la presencia de fragmentos o 

cromosomas completos en los MN inducidos, así como la generación de ROS. 

 

• Identificar el o los CYPs y otras enzimas como las esterasas implicadas en la 

genotoxicidad de los DAPs, mediante el uso de inhibidores específicos. 

 

• Identificar la presencia de metabolitos secundarios o intermediarios reactivos 

por la exposición a DAPs, mediante el reconocimiento de moléculas marcadas 

en sistemas in vitro. 

 

• Evaluar la participación de todos los metabolitos de los OP en la genotoxicidad 

asociada a la exposición a OP. 

IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. (s. f.). 

Some organophosphate insecticides and herbicides. 
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8. ANEXOS 

8.1 Hoja de seguridad del malatión 
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8.2 Hoja de seguridad del DMTP 
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8.3 Participaciones en congresos 

8.3.1 Primer Coloquio Interdisciplinario 20/30 Xenobióticos y señalización 

celular.  

Hernández Toledano David, Estrada Muñiz Elizabet, Vega Loyo Libia. Evaluación de 

la genotoxicidad de los Dialquil-fosfatos metilados Dimetil Tiofosfato (DMTP) y 

Dimetil ditiofosfato (DMDTP) en células humanas. Realizado del 3 al 5 de agosto del 

2017 en Tequisquiapan, Querétaro, México. 


