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RESUMEN 

Los compuestos organofosforados (OP) son compuestos sintéticos con efectos 

neurotóxicos agudos ya que inhiben a la enzima acetilcolinesterasa. Sin embargo, 

estudios recientes indican que los OP poseen diversos blancos moleculares, lo que 

podría explicar su participación en el desarrollo de distintas enfermedades después 

de la exposición crónica. Entre estos blancos se encuentran proteínas del 

citoesqueleto como la actina y la tubulina. Estudios in vitro muestran que los 

plaguicidas OP y sus metabolitos inespecíficos dialquilfosfatos (DAP) pueden alterar 

procesos celulares asociados con el citoesqueleto tales como la movilidad, el tráfico 

vesicular y la fagocitosis, además de alterar vías de señalización que son 

importantes en el funcionamiento correcto de las células. 

Por lo tanto, este trabajo busca evaluar el efecto del malatión (plaguicida OP) y sus 

metabolitos DAP, sobre la funcionalidad del citoesqueleto asociada a procesos 

como la movilidad (ensayo de cierre de herida) y la fagocitosis (captura de partículas 

de zimosán), en macrófagos de la línea celular RAW264.7 expuestos a 

concentraciones de 0.01-1 µM. Nuestros resultados mostraron que tanto el malatión 

como sus metabolitos dimetilditiofosfato (DMDTP), dimetiltiofosfato (DMTP) y 

dimetilfosfato (DMP), in vitro redujeron la polimerización de actina y retrasaron el 

inicio de la polimerización de tubulina a concentraciones entre 0.01 y 1 µM. En los 

macrófagos, el malatión y sus metabolitos (0.01 µM) indujeron morfologías 

alargadas, pseudópodos, filopodios y estructuras ramificadas de actina por todo el 

cuerpo celular. Cuando evaluamos el efecto sobre la migración celular, observamos 

que el DMTP y el DMP indujeron significativamente la migración celular, con efectos 

mayores a concentraciones bajas (0.01-0.1 µM) . Por otro lado, no se observaron 

efectos relevantes sobre la capacidad fagocítica. 

Estos cambios en el citoesqueleto de actina y el incremento en la migración celular 

sugirieron la participación de los DAP en la activación de las GTPasas pequeñas, 

proteínas reguladoras del re-arreglo del citoesqueleto de actina y tubulina. 

Observamos que el malatión y el DMP 0.01 µM inhibieron la actividad de la GTPasa 

RhoA, mientras que el DMTP y el DMP (0.01 µM) indujeron la actividad de Rac1 y 

Cdc42 desde los 5 min y hasta las 2 h. La inhibición química de la activación de 

Rac1 y Cdc42 previno los efectos del DMP sobre el citoesqueleto, mostrando que 

los efectos de los DAP son dependientes de la vía de Rac1 y Cdc42. Estos 

resultados sugieren que los OP metilados, especialmente el DMP, pueden interferir 

en funciones celulares asociadas al citoesqueleto a través de la activación de Rac1 

y Cdc42. Estas GTPasas podrían representar blancos moleculares no-colinérgicos 

implicados en los efectos tóxicos producidos por la exposición a los compuestos 

OP.  
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ABSTRACT 

Organophosphate compounds (OP) are synthetic substances with acute neurotoxic 

effects because of their inhibition of acetylcholinesterase. However, recent reports 

showed that OP has diverse molecular targets, which may explain its role in the 

development of diseases related to OP chronic exposure. Among these molecular 

targets, we can identify cytoskeletal proteins such as actin and tubulin. In vitro 

reports in different cell lines revealed that OP and its metabolites dialkylphosphates 

(DAP) affect cellular activities related to the cytoskeleton, such as cell motility, 

vesicular transport, and phagocytosis, in addition to the alteration of cell signal 

pathways, which are essential for the correct performance of cells. 

For that reason, this work evaluated the effect of malathion (an OP pesticide) and its 

DAP metabolites, on cytoskeleton functionality related to cellular process as motility 

(wound healing assay) and phagocytosis (zymosan particles capture), using the 

macrophage murine cell line RAW264.7 exposed to concentrations of 0.01-1 µM. 

Our results showed that malathion and its metabolites dimethyldithiophosphate 

(DMDTP), dimethylthiophosphate (DMTP), and dimethylphosphate (DMP), in vitro, 

reduced the actin polymerization and delayed tubulin polymerization at 0.01 μM and 

1 μM. On murine macrophages, malathion, and its DAP (0.01 μM) produced 

widespread morphologies pseudopods, filopodia formation, and branched actin 

structures. When we evaluated the effect on cell migration, we observed that DMTP 

and DMP significantly induced cell migration, showing the greatest induction at the 

lowest concentrations (0.01-0.1 µM). Also, no similar effects were observable in the 

phagocytosis assay. 

The changes in actin cytoskeleton and the enhanced cell migration suggested a role 

of DAP in the activation of the cytoskeleton regulation proteins, such as small 

GTPases, regulatory proteins related to the re-arrangement of actin and tubulin 

cytoskeleton. We observed that malathion and DMP at 0.01 µM inhibited the RhoA 

GTPase activity, while DMTP and DMP (0.01 µM) increased Rac1 and Cdc42 activity 

from 5 min up to 2 h. The chemical inhibition of Rac1 and Cdc42 prevented the 

effects of DMP in the cytoskeleton, showing that cytoskeleton alterations caused by 

DAP depend on the Rac1 and Cdc42 pathways. Our results suggest that methyl OP 

and its DAP, specially DMP, interfered in cellular functions related to the 

cytoskeleton through the activation of Rac1 and Cdc42 GTPases, that may represent 

non-cholinergic molecular targets that can be related to toxic effects produced by 

the OP compound exposure. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Compuestos Organofosforados 

Los compuestos organofosforados (OP) abarcan una gran variedad de ésteres y/o 

tiolésteres del ácido fosfórico. La estructura química general de estos compuestos 

consiste en un átomo central de fósforo con enlaces fosfóricos (P=O) o tiofosfóricos 

(P=S) (Eleršek y Filipi, 2011) representados de manera general con la fórmula 

mostrada en la Figura 1. Dos sustituyentes alquílicos (R1 y R2) están directamente 

unidos al átomo de fósforo o mediante enlaces con átomos de oxígeno o de azufre. 

El grupo saliente (X) puede referirse a distintos sustituyentes como grupos 

halogenados, alifáticos, aromáticos o heterocíclicos. Estos sustituyentes se liberan 

cuando la molécula se hidroliza por enzimas como las fosfotriesterasas o bien al 

interaccionar con proteínas blanco (Sogorb y Vilanova, 2002). 

 

Figura 1. Fórmula general de los compuestos OP. 

 

Los primeros OP se sintetizaron en Francia en el siglo XIX con la intención de 

desarrollar insecticidas y nuevos agentes bélicos. En la actualidad, se sintetizan 

gran variedad de compuestos OP entre los que se encuentran plaguicidas (malatión, 

paratión, diazinón, clorpirifos, etc.), agentes bélicos (somán, sarín, tabún, entre 

otros), agentes oftálmicos (ectotiofato, isoflurofato), antihelmínticos (triclorfón), 

herbicidas (tribufos, merfos), así como solventes, plastificantes, aditivos de alta 

presión para lubricantes, retardantes de flama, entre otrasotros. (Terry, 2012).   

1.1.1 Dialquilfosfatos (DAP) 

Los Dialquilfosfatos (DAP) son compuestos OP altamente polares, ácidos y solubles 

en agua, conocidos por ser productos del metabolismo de los plaguicidas OP tras 

reacciones de hidrolisis, desalquilaciones o desulfuraciones oxidativas mediadas 

P

O

O

O
O

( )

( )     al uilo, arilo, halógenos,

heteroc clos       
R1

R2

R  metilo, etilo      
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por enzimas del citocromo P450 y algunas esterasas (Figura 2) (Kavvalakis y 

Tsatsakis, 2012).  

 

Figura 2. Metabolismo general de los plaguicidas organofosforados (Buratti et al., 2007). 

De este grupo de compuestos se han identificado al menos seis compuestos DAP: 

el dimetilditiofosfato (DMDTP), el dimetiltiofosfato (DMTP), el dimetilfosfato (DMP), 

el dietilditiofosfato (DEDTP), el dietiltiofosfato (DETP) y el dietilfosfato (DEP) (Figura 

3). Algunos reportes refieren que el tiempo de vida media de estos metabolitos 

pueden llegar a ser igual o mayores a 100 h en el organismo, siendo mayor que el 

tiempo de vida media de los compuestos padres que los originan. Esto, aunado a 

su estabilidad, son los motivos por los cuales los DAP se emplean como 

biomarcadores de exposición a los plaguicidas OP, principalmente evaluados en 

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

como cabello, sangre, fluido amniótico, meconio, leche materna, entre otras, tanto 

en población general como en personas ocupacionalmente expuestas (Drevenkar 

et al., 1993; Kavvalakis y Tsatsakis, 2012; Vasilić et al., 1992). 
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Figura 3. Estructuras y constantes de ionización de los dialquilfosfatos (Duggan et al., 
2003). 

1.1.2 Efectos Biológicos 

Los compuestos OP se unen de manera covalente a los residuos de serina del sitio 

activo de las enzimas en la superfamilia de las serina hidrolasas (Lockridge y 

Schopfer, 2010) tales como la acetilcolinesterasa (AChE), la butilcolinesterasa 

(BChE) y la carboxilesterasa hepática (ali-esterasa), la paraoxonasa (A-esterasa) y 

otras esterasas no específicas (Soltaninejad y Abdollahi, 2009). La inhibición de la 

AChE representa el efecto adverso más significativo tras exposiciones agudas, ya 

que se trata de una enzima crítica para controlar adecuadamente la transmisión 

nerviosa a distintos órganos, así como dentro del sistema nervioso central. La 

acumulación de la acetilcolina provoca efectos neurotóxicos llevando a un aumento 

de la actividad secretora de algunos órganos, alteraciones en el sistema 

cardiovascular y respiratorio y conduciendo a fallas respiratorias y muerte (Bates y 

Campbell, 2008). 

Sin embargo, la exposición crónica a bajas de compuestos OP que no inhiben la 

actividad de la AChE, se asocian al desarrollo de algunas patologías como el déficit 

cognitivo, la enfermedad de Parkinson, la disfunción neurológica, la enfermedad de 

la guerra del Golfo y depresión entre otras (Lockridge y Schopfer, 2010). También 

se asocian con el incremento en la frecuencia de aparición de algunos tipos de 

cáncer como de próstata, leucemia, linfoma de no-Hodgkin, de tiroides, entre otros 
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(Band et al., 2011; Eriksson, et al., 2008; Lerro et al., 2015; Mahajan, et al., 

2006)(Band, et al., 2011; Eriksson, et al., 2008; Lerro et al., 2015; Mahajan, et al., 

2006), alteraciones embrionarias, infertilidad, asma y bronquitis (Harley et al., 2011; 

Sánchez-Peña et al., 2004; Ye et al., 2013), por mencionar algunas. La gran 

variedad de efectos a largo plazo, que se asocian con la exposición crónica a bajas 

de compuestos OP, ha llevado a sugerir que estos compuestos poseen otros 

blancos moleculares además de la AChE y otras hidrolasas que puedan contribuir 

a explicar los efectos retardados y persistentes tras la exposición crónica a OP 

(Terry, 2012). 

El grupo de Lockridge y colaboradores encontraron que algunos compuestos OP, 

entre los que se encuentran plaguicidas (clorpirifos, diclorvos, dimetoato, diazinón), 

y algunos agentes de guerra (somán, sarín) son capaces de formar aductos con 

distintas proteínas (Tabla 1). Estos estudios señalan que los OP pueden interactuar 

de manera covalente con residuos de tirosina y de lisina, además de los ya descritos 

residuos de serina, lo que altera la funcionalidad de las proteínas al bloquear o 

alterar los estados de fosforilación o acetilación (Terry, 2012). Esto afectaría a 

distintos procesos celulares entre los que se incluyen la regulación del ciclo celular, 

la remodelación de la cromatina, la replicación del ADN, la transcripción, la función 

de las proteínas chaperonas y la remodelación del citoesqueleto (Lockridge y 

Schopfer, 2010). Estudios recientes encontraron además que la formación de 

aductos en los residuos de lisinas, específicamente en los plaguicidas OP como el 

clorpirifos, diazinón y diclorvos, son capaces de generar entrecruzamientos 

isopeptídicos con residuos de ácido glutámico o aspártico dentro de la misma 

proteína. (Lockridge y Schopfer, 2023) La formación de este enlace covalente 

resulta en agregados de mayor peso molecular, principalmente identificados en la 

tubulina durante ensayos in vitro (Schopfer y Lockridge, 2018). Aunque aún no se 

ha evaluado la relevancia toxicológica de la formación de estos agregados, los 

autores sugieren que dichos agregados isopeptídicos podrían estar relacionados 

con los efectos no colinérgicos de los compuestos OP. 
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Entre las proteínas identificadas como potenciales blancos no colinérgicos de los 

compuestos OP, encontramos a la actina, la tubulina, algunas proteínas de 

filamentos intermedios (Tabla 1) y otros componentes principales del citoesqueleto.  

Tabla 1. Proteínas identificadas con aductos de OP en residuos de tirosina y/o lisina. 

Proteína Péptido Referencia 

Albúmina humana NALLVRY411TKKVPQ 

AFK212AWAVAR 

K414VPQVSTPTLVEVSR 

Y411TKK414VPQVSTPTLVEVSR 

LK199CASLQK 

LAK351TYETTLEK 

(Li, et al., 2007) 

Albúmina bovina NALIVRY410TRKVPQ (Schopfer, et al., 2005) 

Albúmina de ratón NAILVRY411TQKAPQ 

YEKLGEY401GFQNAI 

(Lockridge y Schopfer, 2010) 

Alfa tubulina bovina EVRTGTY83RQLFHP 

DVNAAIATIK336TK 

LSVDY161GK163K 

LDHK394FDLMYAK 

(Grigoryan et al., 2008) 

Beta tubulina bovina EATGGK58Y59VPRAVL 

SRGSQQY281RALTVP 

SKIREEY159PDRIMN 

(Grigoryan et al., 2008) 

Beta tubulina de ratón LERINVY50Y51NEATGN (Schopfer et al., 2010) 

Transferrina humana RKPVDEY257KDCHLA 

RKPVEEY593ANCHLA 

(Li et al., 2009) 

Kinesina Humana YLVRASY157LEIYQE (Grigoryan, et al., 2009) 

Transferrina de ratón RKPVDQY257EDCY261LARIPS (Li et al., 2009) 

ATP sintasa de ratón QKILQDY431KSLQDI (Grigoryan, et al., 2009) 

Queratina 1 humana LEQQNQVLQTK211WELLQQVD

TSTR 

(Grigoryan, et al., 2009) 

Actina bovina VAPEEHPTLLTEAPLNPK113AN 

DLTDYLMK291ILTER 

EITALAPSTMK326IK 

(Grigoryan, et al., 2009) 

Cofilina 1 y 2 YALY85DATYETK (Bui-Nguyen, et al., 2014) 

 

 

1.1.3 OP y el Citoesqueleto 

Estudios in vitro demuestran que la exposición a plaguicidas OP puede alterar la 

morfología y la organización del citoesqueleto, así como modificar algunas 
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funciones que requieren de una re-organización de sus componentes. En 2001, 

Carlson y Ehrich observaron que la exposición a paratión y paraoxón en células de 

neuroblastoma SH-SY5Y, produce una disminución en el contenido de 

microfilamentos de actina y una reorganización de la proteína, cambiando de 

filamentos a señales punteadas (Carlson y Ehrich, 2001). En 2003, Cabello y 

colaboradores encontraron que la exposición a malatión (16 a 128 µg/ml) 

ocasionaba cambios morfológicos, aparición de vacuolas perinucleares, así como 

pérdida de adhesión de las células de cáncer de mama MCF-7. Estos cambios se 

explicaron por la disminución de la expresión de moléculas de adhesión como la E-

cadherina y la β-catenina, así como cambios en la distribución de los 

microfilamentos, pérdida de la señal de la faloidina conjugada con isocianato de 

tetrametil rodamina B (marcador de actina) y deformación de estructuras tipo 

lamelipodios, además de un aumento en la expresión de las GTPasas RhoA y Rac1 

(Cabello et al., 2003). 

Por su parte, Schafer y colaboradores en 2013 observaron alteraciones en la 

morfología de células dendríticas derivadas de la línea celular THP-1 tras la 

exposición a plaguicidas OP tales como dimetoato y clorpirifos, pues registraron un 

acortamiento y daño de las dendritas de estas células. Además se observó la 

reducción de la fosforilación y la actividad de proteínas implicadas en vías de 

señalización como Akt y ERK (Schäfer et al., 2013). En 2014, Bui-Nguyen y 

colaboradores encontraron que la exposición a diclorvos en células hepáticas 

humanas HepaRG generó aductos con distintas proteínas, entre las que 

encontraron actina, tubulina y cofilina. Además, encontraron que la exposición por 

4 h era suficiente para incrementar la cantidad de proteínas como actina y tubulina, 

y de manera contraria, una exposición por 24 h causaba una reducción en la 

concentración relativa de proteínas estructurales, así como de proteínas 

reguladoras del citoesqueleto. Un análisis in silico de sus resultados reveló que la 

formación de aductos de diclorvos podría afectar múltiples funciones celulares como 

la adhesión y la remodelación, la diferenciación y el transporte celular (Bui-Nguyen 

et al., 2014). El grupo de Terry y colaboradores ha reportado que la exposición a 

concentraciones nanomolares de clorpirifos, clorpirifos oxón y 
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diisopropilfluorofosfato (DFP) puede alterar el transporte vesicular en axones de 

células nerviosas de ratas. Dado que el efecto fue similar entre estos plaguicidas 

OP, los autores sugieren que a pesar de las diferencias químicas, los compuestos 

OP afectan de manera similar el transporte vesicular anterógrado (Gao et al., 2017; 

2016). 

Por otro lado, en un estudio previo describe que el metabolito dialquilfosfato 

metilado DMTP indujo la formación de micronúcleos a partir de efectos 

aneuploidogénicos (Hernández-Toledano et al., 2020), es decir, por la alteración de 

los elementos de la maquinaria de segregación cromosómica, entre los que 

destacan el citoesqueleto de tubulina y sus proteínas motoras, lo que sugiere que 

al igual que otros compuestos OP, los metabolitos DAP podrían afectar elementos 

del citoesqueleto. 

1.2 Citoesqueleto 

El citoesqueleto es una estructura dinámica que se extiende desde la membrana 

plasmática y la envoltura nuclear y tiene como función dar forma y mantener la 

organización interna de la célula, además de proveer soporte mecánico que permite 

a las células llevar a cabo funciones esenciales como la replicación, la diferenciación 

y el movimiento. El citoesqueleto se compone de distintos elementos entre los 

cuales destacan los microfilamentos de actina, los microtúbulos (MT) de tubulina y 

otras proteínas que conforman los filamentos intermedios (Ramaekers y Bosman, 

2004). 

1.2.1 Actina 

Los microfilamentos (F-actina) de aproximadamente 7 nm de diámetro, son uno de 

los tres componentes filamentosos del citoesqueleto,  los filamentos consisten 

principalmente de actina monomérica,  la cual forma un polímero helicoidal de 

moléculas de actina globular (G) y algunas proteínas de unión a actina, que en 

conjunto contribuyen a formar varios tipos de estructuras de (Ohashi et al., 2017). 

La red de microfilamentos de actina es importante para formar las estructuras 

subcelulares que participan en distintas funciones celulares tales como la forma de 
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la célula, el movimiento y el tráfico de membranas como la fagocitosis y la autofagia 

(Mostowy y Shenoy, 2015). 

1.2.2 Tubulina 

Los MT son polímeros largos formados por 13 protofilamentos asociados 

covalentemente y conformados por heterodímeros de alfa/beta tubulina que forman 

tubos huecos de aproximadamente 25 nm de diámetro (Vicente-Manzanares y 

Sánchez-Madrid, 2004). En conjunto los MT con las proteínas asociadas a 

microtúbulos (MAPs) y proteínas motoras como las dineínas y las kinesinas, 

participan en varias actividades celulares como el transporte vesicular, la formación 

del huso mitótico, la formación de cilios y la polarización de células (Ohashi et al., 

2017). 

1.2.3 Filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios son estructuras de aproximadamente 10 nm de 

diámetro. Las proteínas de estos filamentos las codifican poco más de 65 genes. 

Las proteínas están repartidas en una clasificación de 5 tipos, de acuerdo con sus 

dominios, secuencia y la estirpe celular. La queratina, la vimentina, la desmina, la 

periferina y la proteína ácida fibrilar glial, y los neurofilamentos son ejemplos de 

estas proteínas, las cuales tienen diversas funciones específicas dependiendo del 

tipo celular (Oshima, 2007). Estos filamentos no polares poseen un comportamiento 

menos dinámico que los MT, sin embargo, son estructuras móviles y flexibles que 

proveen, entre otras cosas, mecano-protección, además de regular una variedad de 

señales de crecimiento y estrés celular (Mostowy y Shenoy, 2015).  

1.2.4 GTPasas 

En el funcionamiento del citoesqueleto, además de los elementos filamentosos, 

participan proteínas reguladoras del citoesqueleto, tales como las proteínas de la 

familia de las Rho GTPasas, principalmente RhoA, Rac1 y Cdc42. Se requiere la 

activación de estas proteínas para dirigir distintos procesos celulares como la 

citocinesis, la adhesión y la motilidad, así como el tráfico vesicular, la pinocitosis y 

la fagocitosis (Collard, 1996) (Figuras 4 y 5). Las Rho GTPasas pueden encontrarse 
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en dos estados interconvertibles; un estado activo unido a GTP y un estado inactivo 

unido a GDP, funcionando como interruptores. Los cambios entre los estados unido 

GTP o GDP se regulan por inhibidores de la disociación de nucleótidos de guanina 

(GDI), proteínas activadoras de GTPasas (GAP) y factores intercambiadores de 

nucleótidos de guanina (GEF), encargados de catalizar el intercambio entre GTP y 

GDP (Biro et al., 2014). 

Una vez que se activan, las proteínas de la familia Rho pueden cumplir diversos 

papeles en la remodelación del citoesqueleto. RhoA influye directamente en la 

generación de la fuerza contráctil, vía miosina, a través de las cinasas asociadas a 

Rho (ROCK), así como en la cinética de la polimerización de actina a través de las 

forminas como mDia, necesaria para formar fibras de estrés y puntos de adhesiones 

focales. Durante la migración, favorece la maduración de sitios de adhesión 

definiendo la parte posterior de la célula, también conocida como urópodo  

(Mammoto et al., 2004). Las GTPasas Rac son moduladoras pleiotrópicas de una 

variedad de procesos celulares, incluyendo la dinámica de polimerización de la 

actina y la formación de protrusiones de tipo laminar tales como lamelipodios o 

prolongaciones temporales con filamentos de actina ramificados conocidos como 

pseudópodos, que definen el frente de la célula. La formación de estas estructuras 

ocurre vía proteínas de la familia WAVE para activar al complejo Arp2/3, implicado 

en la nucleación de actina (Biro et al., 2014) (Figura 4).  

Por su parte, Cdc42 es uno de los principales moduladores del citoesqueleto, ya 

que participa en procesos como la migración, la polarización de las células y el 

tráfico vesicular (Figura 5). Se requiere Cdc42 activa para formar lamelipodios y 

filopodios vía proteínas de la familia WASp y Arp2/3, que son necesarios para dar 

dirección durante la migración celular (Biro et al., 2014). Cdc42 también participa en 

la polaridad de la célula al contribuir en la localización del centro organizador de 

microtúbulos (MTOC) y el aparato de Golgi durante procesos como la migración y 

la fagocitosis (Ridley et al., 2003). 

Para cumplir de manera eficiente con distintas funciones celulares, se requiere de 

una regulación fina del citoesqueleto que permita la reorganización de las 
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membranas, la localización de receptores, el reclutamiento de intermediarios de 

vías de señalización, cambios en la morfología de las células, así como la inducción 

y/o inhibición de actividades celulares que lleven a la activación, la proliferación y la 

supervivencia (Vicente-Manzanares y Sánchez-Madrid, 2004). 

1.2.5 Cinasas 

Además de las GTPasas pequeñas, las cinasas de la familia Src (SFK) tienen un 

papel importante en el funcionamiento del citoesqueleto. Estas cinasas regulan vías 

de señalización río abajo de varios receptores de membrana implicados en el 

desarrollo, la adhesión y la migración celular, así como en la función de células 

inmunes. Por ejemplo, cinasas como Src, Hck, Fgr y Lyn participan en la motilidad, 

así como en la formación de la copa fagocítica y polimerización de actina en 

macrófagos (Abram, 2008; Berton et al., 2005). 

Aunque el citoesqueleto es importante en todos los tipos celulares, en algunas de 

las células como las del sistema inmune cumple mayor cantidad de funciones, ya 

que participa en más funciones esenciales como: activación, migración, la 

fagocitosis, la presentación de antígenos, secreción de citocinas,  reciclamiento de 

receptores, el tráfico vesicular y las interacciones célula-célula. 

 

Figura 4. Representación esquemática de la migración celular divida en 4 fases: la 
generación de protrusiones delanteras, adhesión celular, contracción para la generación de 
la fuerza requerida para la movilidad y la retracción del extremo posterior. MTC, centro 
organizador de MT; FA, adhesiones focales; GAP, proteínas activadoras de GTPasas; GEF, 
factor intercambiador de guanina;  (Modificado de Simon y Hilbi, 2015). 
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Figura 5. Esquema representativo del papel del citoesqueleto durante la fagocitosis 
mediada por receptores de la fracción cristalizable gamma (FcγR) y presentación de 
antígenos. Una vez reconocido el antígeno, las cinasas de la familia Src (SFK) se encargan 
de activar las GTPasas pequeñas para la formación de la copa fagocítica, la reubicación 
del centro organizador de microtúbulos (MTOC), así como de atraer MT que faciliten el 
transporte del fagosoma y la presentación de antígenos (Modificado de Wen et al., 2016). 

 

Por ejemplo, la activación de la respuesta inmune adquirida está mediada por la 

presentación de antígenos por parte de células presentadoras (APC), tales como 

los macrófagos y las células dendríticas, sirviendo como una interfaz entre ambos 

tipos de respuesta (innata y adquirida). Durante este proceso, las células requieren 

de una reorganización de sus componentes, dando una orientación y generando 

una polaridad en la célula, el aumento de la expresión de receptores para facilitar el 

reconocimiento de antígenos y células efectoras, cambios de morfología como la 

generación de estructuras celulares como lamelipodios y filopodios que permita el 

movimiento y la fagocitosis, así como del transporte vesicular durante el 

procesamiento de antígenos y secreción de citocinas. En éstos procesos los 

componentes del citoesqueleto se vuelven esenciales para mantener las funciones 

de las células inmunes (Lin y Wang, 2017). 
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1.3 Respuesta Inmune 

El sistema inmune se compone de un conjunto de células, tejidos y sus productos 

solubles que reconocen, atacan y destruyen entidades internas o externas que 

amenazan con poner en riesgo la salud de un individuo (Cruse et al., 2004). Para 

ello, el sistema inmune puede montar dos tipos de respuestas, una respuesta innata 

y la respuesta adaptativa. 

La respuesta innata no depende de una exposición previa a un antígeno. Esta 

incluye barreras físicas, moléculas del complemento, citocinas y células fagocíticas. 

Mientras que la respuesta adquirida es un mecanismo de protección contra un 

agente particular, infeccioso, patógeno, exógeno o interno alterado (antígeno). Esta 

respuesta es mediada por linfocitos T y B, después de la exposición al antígeno y 

se caracteriza por ser específica, tener memoria y capacidad de identificar entre lo 

propio y lo extraño (Mak et al., 2014). 

La renovación, la activación y la diferenciación de las células inmunes es necesaria 

para mantener un estado fisiológico inmunocompetente, ya que una alteración en 

cualquiera de sus funciones podría incrementar el riesgo del desarrollo de 

enfermedades, tales como el cáncer, la hipersensibilidad y la autoinmunidad. 

Cuando un compuesto puede alterar una o más funciones inmunes se conoce como 

un compuesto inmunotóxico (Corsini et al., 2013). 

1.3.1 Inmunotoxicidad de los Compuestos OP 

En los últimos 30 años han surgido reportes que indican que algunos compuestos 

OP pueden afectar la respuesta del sistema inmune, provocando cambios 

histopatológicos en tejidos y órganos inmunes y alteraciones en la maduración y 

función de poblaciones de leucocitos (Galloway y Handy, 2003). 

Hermanowicz y Kossman reportaron que la exposición ocupacional a mezclas de 

plaguicidas OP estaba asociada con un aumento en la incidencia de enfermedades 

infecciosas en vías respiratorias. Así mismo, reportaron alteraciones en la 

adherencia de las células polimorfonucleares extraídas de los individuos de estas 

poblaciones (Hermanowicz y Kossman, 1984). Otro estudio señala que una pre-
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exposición a plaguicidas OP puede afectar la resolución de infecciones. En este 

caso, personas con leishmaniasis cutáneas expuestas crónicamente a clorpirifos 

tuvieron infecciones con síntomas más graves y un retraso en la curación de 

lesiones/infecciones a pesar de ser tratados con medicamentos en comparación con 

personas con la infección pero sin exposición a los plaguicidas (Al-Dawood, et al., 

2009). Así mismo, estudios in vivo e in vitro reportan los efectos de los compuestos 

OP sobre células inmunes y su actividad. En la Tabla 2 se muestran algunos de 

estos estudios. 

 

Tabla 2. Efectos de compuestos OP sobre células inmunes. 

Organismo OP Efecto en sistema inmune Referencia 

Codorniz 

Japonesa 

Malatión  ↑ morbilidad, ↓ población de 

linfocitos 

(Nain et al., 

2011) 

Humanos  Diclorvos, 

DIMP, 

DEMP 

Alteración en la vía de exocitosis,  

↓perforinas y granzimas, 

↓actividad citotóxica de NK y CTL 

(Li y Kawada, 

2006) 

Ratas 

albinas 

Malatión  

Metil 

paratión 

↓actividad fagoc tica de NK 

↓citotoxicidad dependiente 

anticuerpos 

(Zabrodskii, 

2018) 

Chilina 

gibbosa  

Azinfos 

metil 

↓ de actividad fagoc tica de 

hialinocitos 

(Herbert et al., 

2018) 

Ratones 

Balb/c 

Sarín ↓ de actividad fagoc tica de 

macrófagos peritoneales y 

pulmonares 

(Kassa et al., 

2004) 

Células 

RAW264.7 

Diazinon ↓ de actividad fagoc tica y aumento 

de expresión de MHCII y proteínas 

asociadas a presentación de 

antígenos (CD40, CD80 y CD86). 

(Ogasawara 

et al., 2017) 

 

1.3.1.1 Inmunotoxicidad de los DAP 

Existen evidencia de que los DAP pueden tener un efecto sobre las células de la 

respuesta inmune a varios niveles. Por ejemplo, Esquivel Sentíes y colaboradores 

mostraron que la exposición a DEDTP (1-50 µM), uno de los DAP etilados, 
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disminuyó la proliferación, la secreción de citocinas como la interleucina (IL)-2, la 

IL-10 y el interferón (IFN)-γ en linfocitos T CD4+ aislados de muestras de sangre 

humana. También reportaron alteración en los estados de fosforilación de proteínas 

intracelulares como ERK, JNK, p38 y SOCS3, llegando a la conclusión que la 

exposición a DEDTP puede alterar vías de señalización ocasionando que las células 

T no puedan responder a futuros retos antigénicos (Esquivel-Sentíes et al., 2010). 

En 2016, un estudio preliminar encontró que la exposición a dos metabolitos 

etilados, DETP y DEP a concentraciones de 1 a 5 µM, disminuyó la actividad 

citolítica de células NK aisladas de ratones Balb/c hembras co-cultivadas con 

células linfoides humanas K562 (Cibrian et al., 2016). Este hallazgo concuerda con 

lo reportado por Li y colaboradores quienes reportaron la disminución, dependiente 

de la concentración (0-4 mM), de la actividad citolítica de células NK humanas y 

murinas in vitro tras la exposición a plaguicidas OP como el diclorvos y el dimetoato, 

así como a subproductos de la síntesis del sarín como el DIMP y el DEMP por 4 h 

(Li et al., 2000; Li et al., 2002; Li y Kawada, 2006). 

En 2019, Medina Buelvas y colaboradores reportaron que la administración única 

del metabolito etilado DEDTP (0.01 g/kg i.p.) incrementó la concentración de IL-10 

y IL-6 en ratones C57BL/6J después de una semana de la exposición, e incrementó 

la cantidad de macrófagos antiinflamatorios M2 en ratones Balb/c tras 20 días 

después de la exposición. Además, la exposición a DEDTP también causó un 

incremento en el área y volumen de tumores inducidos en ratones C57BL/6J y 

Balb/c (Medina-Buelvas et al., 2019), sugiriendo la modificación de la respuesta 

inmune ante un reto antigénico. 

Así mismo, en el trabajo doctoral de Medina-Buelvas, se reportó que la 

administración de DEDTP (0.01 g/kg i.p.) 24 h previas a la infección parasitaria por 

Tripanosoma cruzi en un modelo murino, incrementó la carga parasitaria y el daño 

cardiaco causado por un incremento del infiltrado de células inflamatorias y la 

fibrosis. El análisis de los macrófagos peritoneales de estos ratones Balb/c mostró 

un incremento en la proporción de macrófagos M2, especialmente las 

subpoblaciones M2a, M2b y M2d (Medina-Buelvas et al., 2019b). Además, estos 
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macrófagos presentaron una disminución en la actividad fagocítica 

aproximadamente en un 50% de macrófagos M1, M2a y M2c. Mientras que el 

tratamiento con DEDTP 0.1 µM incrementó la migración celular de macrófagos 

peritoneales en un ensayo de cierre de herida tras 96 h (Medina-Buelvas, 2019). 

La presencia de efectos inmunotóxicos relacionados con las exposiciones a 

plaguicidas OP y/o sus DAP podrían indicar la presencia de blancos moleculares 

implicados en las diferentes actividades celulares que comprenden la vigilancia 

inmunológica. Para cumplir adecuadamente estas funciones, es necesario un 

citoesqueleto finamente regulado y con la capacidad de reorganizarse durante los 

procesos de activación, proliferación, diferenciación, secreción, interacciones 

celulares y fagocitosis. Dado que los elementos del citoesqueleto pueden verse 

modificados por los plaguicidas OP, resulta de interés evaluar la capacidad de los 

OP y los DAP de afectar actividades celulares, como la migración y la fagocitosis, a 

través de la evaluación de la organización del citoesqueleto. 

 

1.2 Justificación 

Además de los efectos asociados a la inhibición de la AChE, los compuestos OP, 

como plaguicidas, agentes de guerra y sus metabolitos, pueden afectar los 

componentes del citoesqueleto. Éste es un sistema complejo de fibras y proteínas 

asociadas, importantes para mantener la morfología celular, y para realizar diversas 

funciones como la migración, la fagocitosis, la división celular y el transporte 

vesicular.  

Estudios previos muestran que la exposición a diversos compuestos OP, incluyendo 

al DMTP, un metabolito dialquilfosfato, induce micronúcleos como consecuencia de 

afectaciones en la maquinaria de segregación de cromosomas. Los DAP son 

capaces de inducir efectos inmunotóxicos al disminuir la actividad citolítica, la 

secreción de citocinas, la fagocitosis y un incremento en la migración en células 

como linfocitos, células NK y macrófagos, las cuales cuentan con un citoesqueleto 

altamente dinámico. Por lo tanto, es posible que los compuestos OP como el 
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malatión y sus metabolitos DAP afecten las funciones de estas células de la 

respuesta inmune como resultado de la alteración de los elementos del 

citoesqueleto y/o sus proteínas asociadas.  

1.3  Hipótesis 

Si los compuestos OP, como el malatión y sus metabolitos DAP, impiden la 

polimerización, la organización y/o la función de microfilamentos y MT de actina y 

tubulina, entonces se disminuirán procesos celulares como la migración y la 

fagocitosis en macrófagos. 

 

1.4  Objetivos 

1.4.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto del malatión y sus DAP sobre los componentes del citoesqueleto 

de actina y tubulina de macrófagos y su asociación con la movilidad y la fagocitosis. 

1.4.2 Objetivos Específicos 

• Evaluar el efecto del malatión y sus DAP sobre la dinámica de la actina y la 

tubulina por medio de ensayos de polimerización acelular. 

• Determinar el efecto del malatión y sus DAP sobre la morfología y la 

organización del citoesqueleto de macrófagos mediante microscopía 

confocal. 

• Estudiar el efecto del malatión y sus DAP sobre las GTPasas de la familia 

Rho (RhoA, Rac1 y Cdc42) mediante ensayos de actividad (G-LISAS). 

• Cuantificar el efecto del malatión y sus DAP sobre la migración de 

macrófagos mediante el ensayo de cierre de herida. 

• Evaluar el efecto del malatión y sus DAP sobre el proceso de fagocitosis 

mediante el ensayo de captura de partículas de zimosán.  
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2. MÉTODOS  

2.1 Estrategia Experimental 

 

2.2 Línea Celular RAW264.7 

2.2.1 Características 

La línea celular RAW264.7 se compone de células murinas de tipo 

monocito/macrófago semi-adherentes establecidas a partir de líquido ascítico de un 

tumor inducido con el virus de leucemia de Abelson en ratones Balb/c machos 

(Taciak et al., 2018). Estas células mantienen la capacidad de realizar procesos 

como pinocitosis, fagocitosis, producción de óxido nítrico (NO), sensibilidad a 

agonistas de receptores Toll-like (TLR) y motilidad (Bowdish, 2016). En su 

membrana expresan marcadores de macrófagos maduros como Mac-1, Mac-2 y 

F4/80 (Leenen, Jansen y van Ewijk et al., 1986) y expresan proteínas reguladoras 

del citoesqueleto como RhoA, Rac1 y Cdc42 (Ueta et al., 2019). Se describen como 

un cultivo genéticamente heterogéneo. Los macrófagos llevan a cabo diferentes 

funciones celulares como parte de su capacidad de vigilancia inmunológica, muchas 

de ellas asociadas con la modificación constante de membranas y elementos del 

citoesqueleto, lo que permite ser un modelo para la evaluación de efectos sobre el 

citoesqueleto. 
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2.2.2 Cultivo 

Las células RAW264.7 se incubaron en medio DMEM (Dulbecc ’s M d f ed Eagle 

Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina 

(200 mM) y 1% de antibiótico-antimicótico 100X (penicilina 10,000 U/ml, 

estreptomicina 10,000 μg/ml, 9 anfotericina B 25 μg/ml) a 37 °C en cámara húmeda 

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

subcultivaron. Se removió el medio de cultivo de las células y se lavaron con 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10.1 mM 

Na2HPO4, y 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4). A la caja de cultivo se le agregó una solución 

de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) en PBS a una concentración de 5 mM, 

pH 8, temperada a 37 °C en cantidad suficiente para cubrir la superficie de la caja. 

El cultivo se incubó por 5 min, y con ayuda de una micropipeta se desprendieron las 

células. Cuando más del 90% de las células estaban desprendidas se les agregó 2 

ml de medio de cultivo y la suspensión celular se recuperó en un tubo falcon de 15 

ml, el cual se centrifugó a 420 × g por 5 min, se descartó el sobrenadante y las 

células se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo a 37 °C. El número de células 

se determinó empleando un hemocitómetro y la tinción con azul de tripano (1:1) 

para realizar el ajuste de la densidad celular requerida en cada ensayo. Las células 

se sembraron y se mantuvieron a 37 °C en condiciones húmedas con 5% de CO2. 

Las células se utilizaron durante los primeros 8 pases. 

2.3 Cultivo Celular GM03440 

2.3.1 Características 

Las células GM03440 provienen de un cultivo primario de fibroblastos humanos no 

transformados obtenidos de la biopsia de piel de la pierna de un donante masculino 

aparentemente sano. Estas células mantienen la morfología típica de los 

fibroblastos, además de mantener la formación de estructuras especializadas de 

actina como las fibras de estrés. 
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2.3.2 Cultivo 

Las células GM03440 se incubaron en medio MEM (Minimum Essential Medium) 

suplementado con 15% de SFB y 1% de aminoácidos no esenciales  (10 mM) a 37 

°C en condiciones húmedas con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 

90%, posteriormente se subcultivaron. 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-

EDTA a una concentración de 0.25 mg/ml, temperada a 37 °C en cantidad suficiente 

para cubrir la superficie de la caja. El cultivo se incubó por 2 min para despegar las 

células. Cuando más del 90% de las células estaban desprendidas se les agregó 2 

ml de medio de cultivo fresco y la suspensión celular se recuperó en un tubo de 15 

ml, el cual se centrifugó a 420 × g por 5 min, se descartó el sobrenadante y las 

células se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo a 37 °C. El número de células 

se determinó empleando un hemocitómetro y la tinción con azul de tripano (1:1) 

para realizar el ajuste de la densidad celular requerida en cada ensayo. Las células 

se sembraron y se mantuvieron a 37 °C en condiciones húmedas con 5% de CO2. 

Las células se utilizaron durante los primeros 5 pases. 

2.4 Tratamientos 

Los tratamientos se prepararon a partir de soluciones stock (0.2 M) de los 

compuestos OP: malatión, DMDTP, DMTP y DMP en dimetilsulfóxido (DMSO) y se 

conservaron a -20 °C. Para las soluciones de trabajo, las soluciones stock se 

diluyeron en medio de cultivo según fue necesario para alcanzar las 

concentraciones deseadas. Las células se trataron con malatión, o los metabolitos 

DMDTP, DMTP y DMP o DMSO al 0.05% como control del vehículo. Las 

concentraciones de los OP (0.01-10 µM) fueron elegidas a partir de las 

concentraciones encontradas en poblaciones expuestas a OP (Michalakis et al., 

2014; Tsatsakis et al., 2009). Para la inhibición de las GTPasas Rac1 y Cdc42, se 

prepararon soluciones stock de NSC23766 (94 mM) y ML-141 (122 mM) en DMSO. 

Las soluciones stock se diluyeron en DMEM para obtener soluciones de trabajo de 

NSC23766 (25 µM) y de ML-141 (10 µM). 
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2.5 Viabilidad por Incorporación de Rojo Neutro 

2.5.1 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 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. La citotoxicidad se 

expresa como la reducción de la incorporación del RN después de la exposición al 

xenobiótico de interés en comparación con el control negativo (sin exposición al 

compuesto de interés) (Borenfreund y Puerner, 1985). 

2.5.2 Procedimiento 

Las células RAW264.7 fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una densidad de 

2x104 células/pozo. Después de 45 h de incubación con los tratamientos de 

malatión, DAP (0.01-10 µM) o NaAsO2 (20 µM) como control positivo de muerte 

celular, se retiró el medio de cultivo y los pozos se lavaron con 250 µl de PBS estéril, 

posteriormente se adicionaron 250 µl por pozo de una solución de RN (25 µg/ml 

disuelto en PBS estéril, pH 6.8) y se incubaron por 2 h más a 37 °C y 5% CO2. Al 

término de la incubación se retiró el medio de cultivo y los pozos se lavaron con 

PBS estéril. Posteriormente, se agregó 100 µl de una solución recién preparada de 

agua destilada/etanol absoluto/ácido acético glacial (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 con respecto al vehículo (DMSO 0.05%). Se realizaron tres 

experimentos independientes por triplicado para cada tratamiento. 
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2.6 Ensayo in vitro de Polimerización de Actina 

2.6.1 Principio 

Este ensayo emplea monómeros de G-actina marcados con pireno, que al 

polimerizarse y formar F-actina aumenta la cantidad de fluorescencia generada por 

el pireno. Dicha fluorescencia se registra en el tiempo utilizando un fluorómetro. La 

cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de actina 

polimerizada. 

2.6.2 Procedimiento 

Se preparó una solución amortiguadora de actina (0.15 mg/ml) (5 mM Tris HCl, pH 

8.0 y 0.2 mM CaCl2). La solución se mantuvo en hielo durante una hora para 

favorecer el desacoplamiento de los polímeros de F-actina. Posteriormente, la 

solución se centrifugó a 20854 × g a 4 °C durante 30 min. Se recuperó el 

sobrenadante y se colocó en hielo. De esta solución se agregó 100 µl por pozo en 

una placa de 96 pozos de fondo oscuro que se colocó dentro del fluorómetro TECAN 

Infinite 200 y se determinó la fluorescencia basal por 3 min a una longitud de onda 

de excitación de 365 nm y 407 nm de emisión. Transcurrido este tiempo se 

agregaron los tratamientos con los compuestos OP o DMSO al 0.05% como control 

negativo, y un control positivo de polimerización que consistió únicamente en la 

solución inductora de polimerización, el volumen final de los tratamientos fue de 10 

µl. El registro de los datos continuó por 20 min con el fin de evaluar si los 

compuestos pudieran inducir la polimerización de la actina. Posteriormente, a cada 

pozo se agregó la solución amortiguadora de polimerización (50 mM KCl, 2 mM 

MgCl2, 0.005 M carbonato de guanodina y 1 mM ATP) y el registro continuó por 100 

min más. Los resultados que se obtuvieron se graficaron y, a partir de las curvas 

que se obtuvieron, se estimaron los valores de la intensidad máxima de 

fluorescencia, la velocidad de polimerización y el tiempo medio de polimerización 

en la porción linear de las curvas, tal como está descrito en la literatura (Doolittle et 

al., 2013). Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado para cada 

condición. 
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2.7 Ensayo in vitro de Polimerización de Tubulina 

2.7.1 Principio 

Este ensayo acelular se basa en que la formación de MT (promovida por la 

presencia de iones de magnesio y guanosina trifosfato (GTP); la polimerización de 

la tubulina genera turbidez en el medio que se puede detectar por cambio en la 

absorbancia de la solución a 350 nm. 

2.7.2 Procedimiento 

Se preparó una solución de tubulina porcina en una solución amortiguadora GPEM 

(80 mM PIPES, 1 mM MgCl2 y 1 mM GTP, en 10% de glicerol) hasta alcanzar una 

concentración de 2 mg/ml. La solución se mezcló de dos a tres veces con una 

micropipeta y se conservó en hielo. En una placa de 96 pozos precalentada a 37 

°C, se colocó 5 µl de las soluciones con los tratamientos a una concentración 10X, 

así como DMSO al 0.05% como control del vehículo y 3 µM de paclitaxel como 

control positivo de polimerización de la tubulina. La placa se incubó por 1 min a 37 

°C y posteriormente se agregó 50 µl de solución de tubulina por pozo. Las 

absorbancias de las muestras se registraron inmediatamente usando un lector de 

placa de fluorescencia TECAN infinite 200 a una longitud de onda de excitación de 

350 nm y 407 nm de emisión durante 90 min, manteniendo la placa a una 

temperatura de 37 °C. Los datos se graficaron para determinar los valores de la 

intensidad máxima de fluorescencia, la velocidad de polimerización y el tiempo 

medio de polimerización en la porción linear de las curvas. Se realizaron tres 

experimentos independientes por duplicado para cada condición. 

2.8  Evaluación de la Morfológica de las Células por Microscopía de 

Fluorescencia 

2.8.1 Principio 

La microscopía de fluorescencia se basa en la iluminación fluorescente de proteínas 

u otras moléculas intracelulares con una longitud de onda definida, cercana al punto 

máximo del espectro de excitación del fluoróforo empleado y la detección de la luz 

emitida a una longitud de onda mayor (Ettinger y Wittmann, 2014). Esta técnica 
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permite la identificación de estructuras tales como los filamentos del citoesqueleto 

al marcar proteínas asociadas a este, haciendo visible su estructura, mientras que, 

otras estructuras celulares se mantienen invisibles permitiendo su evaluación 

(Herberich et al., 2010). 

2.8.2 Procedimiento 

Las células RAW264.7 se cultivaron sobre cubreobjetos redondos de 18 mm en una 

caja de 12 pozos a una densidad de 100,000 células/pozo con medio DMEM con 

0.5% de SFB suero fetal bovino durante 12 h. Las células se trataron con los 

compuestos OP a una concentración de 0.01 y 1 µM, como control negativo se 

empleó DMSO al 0.05% y como control positivo de la modificación del citoesqueleto 

se utilizó forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) a una concentración de 50 nM. 

Después de 2 h de tratamiento, las células se lavaron con PBS 1X a 37 °C en tres 

ocasiones durante 5 min y se fijaron con una solución de paraformaldehído al 4% a 

37 °C por 10 min. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X en tres 

ocasiones y se permeabilizaron con Tritón X100 al 1% durante 20 min a temperatura 

ambiente. Para teñir la tubulina, las células se incubaron con una solución 

bloqueadora de BSA al 5% y Tritón X100 al 0.1% en PBS, por una hora a 

temperatura ambiente. Las células se trataron con una solución de anticuerpo anti-

alfa tubulina (B-7, sc-5286, Santa Cruz Biotechnology) en una dilución 1:50 por 2 h 

en una cámara húmeda. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron con una 

solución de Tritón X100 al 1% por 5 min en tres ocasiones para retirar el exceso de 

anticuerpo primario. Posteriormente, las muestras se incubaron con una solución 

del anticuerpo secundario anti-ratón IgG conjugado con Alexa 488 (1:500) 

(ab150105, Abcam) y con faloidina conjugada con isocianato de tetrametilrodamina 

(TRITC) para marcar los microfilamentos de actina en una dilución 1:250. Las 

muestras se incubaron por 2 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Las 

células se lavaron en 3 ocasiones con Tritón X100 al 0.1%, y posteriormente con 

agua desionizada. A continuación, las muestras se montaron en portaobjetos con el 

medio Vectashield con DAPI (H-1200, Vector Laboratories). Los bordes de los 

cubreobjetos se sellaron con barniz de uñas transparente y las muestras se dejaron 
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secar durante al menos una hora. Se realizaron tres experimentos independientes 

por duplicado para cada condición. Las muestras se analizaron en un microscopio 

de fluorescencia Olympus BX51 para evaluar la morfología celular y se clasificaron 

las células de 10 campos aleatorios por muestra con ayuda de las herramientas 

“count/size” y “sorting tool” del software Image Pro-Plus versión 5.0. La organización 

del citoesqueleto de actina y tubulina se evaluó mediante el microscopio confocal 

TCS SP8 (Leica Microsystems), mientras que la identificación y cuantificación de 

los filopodios se realizó con ayuda del plugin FiloQuant (versión 1.0) (Jacquemet et 

al., 2017) del software ImageJ.  

2.9  Ensayo de Cierre de Herida  

2.9.1 Principio 

El ensayo de cierre de herida (“wound healing”) es un método desarrollado para 

evaluar la migración celular in vitro. Está basado en la observación de la migración 

celular hacia una herida creada en una monocapa de células. En respuesta a la 

disponibilidad de espacio libre, las células en las orillas de la herida, las cuales ya 

no se encuentran inhibidas por contacto, proliferarán y se moverán hacia el centro 

de la región libre hasta cubrir la herida (Ascione et al., 2017). 

2.9.2 Procedimiento 

Las células RAW264.7 se cultivaron en una caja de 24 pozos a una densidad de 

200,000 células/pozo en medio DMEM suplementado con 0.5% de SFB, 1% de L-

glutamina (200 mM) y 1% de antibiótico-antimicótico 100X a 37 °C en condiciones 

húmedas con 5% de CO2 por 24 h. Transcurrido este tiempo, las células fueron 

tratadas con mitomicina C (4 µg/ml) e incubadas por 2 h más. Al término de la 

incubación, se realizó la herida de manera vertical en la monocapa utilizando una 

punta de micropipeta de 200 µl, el medio se descartó y se realizaron dos lavados 

con PBS estéril. Se colocó el medio DMEM suplementado con los respectivos 

tratamientos a probar, empleando 50 nM de PMA como control positivo. Se 

identificaron y se fotografiaron dos campos de la herida por cada pozo a las 0 y 48 

h. Las fotografías se analizaron con el software ImageJ para determinar el área del 
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cierre de la herida. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado 

para cada condición. 

2.10 Ensayos de Actividad de GTPasas (G-LISAS) 

2.10.1 Principio 

El ensayo desarrollado por la compañía Cytoskeleton Inc., consiste en una técnica 

de ELISA que utiliza placas de 96 pozos que se encuentran recubiertos con una 

proteína efectora capaz de unirse a las GTPasas activas (unidas a GTP). Las 

proteínas activas presentes en los lisados celulares podrán unirse a los pozos, 

mientras que, las proteínas inactivas serán removidas durante los lavados. El grado 

de actividad de las GTPasas se calcula al comparar las lecturas entre lisados con 

proteínas activas contra aquellos que no cuenten con GTPasas activas. 

2.10.2 Procedimiento 

La evaluación de la actividad de las GTPasas RhoA, Cdc42 y Rac1 se realizó 

empleando los kits de activación G-LISA (BK124, BK127 y BK128, respectivamente) 

de la marca Cytoskeleton Inc. (Denver, CO, EE. UU.). Para ello, se sembraron 

1.5x106 células RAW264.7 en cajas p60 y se incubaron con medio DMEM 

suplementado con 0.5% de SFB por 24 h. Posteriormente, los cultivos se trataron 

con DMSO al 0.05% (vehículo), los DAP o el malatión a 0.01 μM por al menos 5 

min. Inmediatamente después, los cultivos se lavaron con PBS frío y se lisaron con 

solución de lisis fría (Tris pH7.5, MgCl2, NaCl, IGEPAL y SDS) suplementado con 

inhibidores de proteasas (pepstatina A 1 µM, leupeptina 1.5 µM, benzamidina 1 mM 

y Na-p-tosil-L-arginin metill ester (TAME) 0.4 mM). Los lisados se recuperaron en 

tubos eppendorf y se centrifugaron a 12,000 rpm (15,322 × g) por 1 min a 4 °C. Los 

sobrenadantes se recolectaron y se almacenaron a -70 °C. Las muestras se 

ajustaron con solución de lisis para alcanzar una concentración de proteína de 0.5 

mg/ml. A cada muestra se le agregó un volumen igual de solución amortiguadora 

de unión y se colocaron en la placa tratada con las proteínas de efectoras de las 

GTPasas. La placa se incubó en agitación constante en un agitador orbital a 300 

rpm por 30 min a 4 °C. Después de ese tiempo, el sobrenadante se descartó y los 

pozos se lavaron en dos ocasiones con solución de lavado. Se agregó una solución 
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reveladora de antígenos y la placa se incubó por 2 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, los pozos se lavaron y se agregaron 50 µl por pozo de la solución 

de anticuerpo anti-RhoA (1:250), anti-Rac1 (1:50) o anti-Cdc42 (1:20) según fue el 

caso. Se incubó por 45 min en agitación constante a 300 rpm. La placa se lavó 

nuevamente y se incubó con 50 µl por pozo de un anticuerpo secundario conjugado 

con HRP por 45 min en agitación a 300 rpm. Al término de este tiempo el 

sobrenadante se descartó y se agregaron 50 µl de la solución de detección de 

peroxidasa de rábano (HRP). La reacción se detuvo a los 15 min y se determinó la 

absorbancia en cada pozo usando el lector de microplacas Multiskan FC 

(ThermoFisher Scientific) usando un filtro de 490 nm. Se realizaron tres 

experimentos independientes por duplicado para cada condición. 

2.11 Ensayo de Fagocitosis por Captura de Partículas de Zimosán 

2.11.1 Principio 

El ensayo de captura de partículas consiste en el uso de partículas de zimosán, un 

peptidoglicano antigénico proveniente de la pared celular de levaduras como 

Saccharomyces cerevisiae, las cuales se encuentran marcadas con fluorescencia. 

Estas partículas pueden visualizarse y cuantificarse con técnicas como citometría 

de flujo, que cuantifica la proporción de células que interactuaron y fagocitaron las 

partículas basado en la señal de fluorescencia positiva, mientras que la intensidad 

media de fluorescencia refleja la cantidad de partículas fagocitadas por célula. 

2.11.2 Procedimiento 

Se sembraron células RAW264.7 (1x105 células/pozo) en cajas de 12 pozos con 

medio DMEM suplementado con 0.5% de SFB por 4 h. Posteriormente, los cultivos 

se trataron con DMSO (vehículo), los DAP o el malatión a 0.01 μM por 2 h. 

Inmediatamente después, los cultivos se incubaron con partículas de zimosán 

previamente opsonizadas con suero de ratones Balb/c en una relación 1:10 

(células:partículas) a 37 °C por 60 min. Los cultivos se lavaron en dos ocasiones 

con PBS 1x y las células se recolectaron con una solución de tripsina/EDTA diluida 

1:2 en PBS. Las muestras se centrifugaron a 1,500 rpm (420 × g) por 5 min y se 

lavaron con PBS en dos ocasiones. Las células se fijaron con una solución de 
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paraformaldehído al 1% y azida de sodio al 0.02% y se mantuvieron en refrigeración 

hasta el momento de su análisis en un citómetro de flujo. Se cuantificaron 10,000 

eventos usando el citómetro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences) y los datos se 

analizaron con el software FlowJo V10.0.7, en el que se identificaron el porcentaje 

de células positivas a la marca de FITC y la intensidad media de fluorescencia de 

dicha población. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado para 

cada condición. 

2.12 Análisis Estadístico de Resultados 

Se realizó una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk de los resultados y análisis 

descriptivos de los resultados expresando los valores con una distribución normal 

como medias ± desviación estándar (DE). Se realizaron pruebas de ANOVA de una 

vía para determinar la significancia estadística de los datos. Posterior a esta prueba, 

se realizaron pruebas post-hoc de Bonferroni. Además, se realizó la prueba t de 

Student para comparar los tratamientos contra el control positivo o negativo, según 

el caso. Se utilizaron valores de p<0.05 para establecer la significancia estadística.  
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3. RESULTADOS 

3.1 Viabilidad por Incorporación de Rojo Neutro (RN) 

Para establecer las concentraciones de los compuestos con las cuales trabajar y 

garantizar que los efectos observados no se debieran a que los compuestos eran 

citotóxicos realizamos la evaluación de la viabilidad celular por el ensayo de 

incorporación de RN en cultivos de células RAW264.7 tratadas con el malatión y 

sus metabolitos (DMDTP, DMTP y DMP) por 48 h. En estos ensayos observamos 

que ninguno de los tratamientos presentó efectos significativos sobre la viabilidad 

celular a ninguna de las concentraciones empleadas (0.01-10 µM) (Figura 6).  

 

  

 

Figura 6. Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos OP en macrófagos murinos 
RAW264.7. Las células fueron tratadas con malatión (A), DMDTP (B), DMTP (C) y DMP (D) 
por 48 h y evaluadas por el ensayo de incorporación de RN. Los datos representan el 
promedio del % respecto al control negativo (DMSO) ± D.E. (promedio de tres experimentos 
independientes). No se encontraron diferencias significativas tomando una *p < 0.05, 
ANOVA de una vía post hoc Bonferroni, vehículo vs. tratamiento ; #p<0.05 t-Student 

vehículo vs. As (NaSO2 20 μM). 
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3.2  Polimerización de Actina 

Con el fin de evaluar la capacidad de los compuestos OP de interferir con el proceso 

de polimerización de la actina, se utilizó un ensayo in vitro de polimerización de 

actina marcada con un fluoróforo (Figura 7). Durante la primera fase del ensayo (3-

20 min), los monómeros de G-actina estuvieron en contacto con los compuestos OP 

a concentraciones de 0.01 y 1 µM y no se observó un efecto. En el minuto 20 se 

incorporó el estímulo de polimerización al agregar una solución amortiguadora que 

contenía. En esta segunda etapa, los resultados mostraron una curva sigmoidal 

representando la fase de alargamiento hasta alcanzar un estado de equilibrio 

aproximadamente a los 70 min. Con los datos de estas curvas se calcularon los 

valores de la velocidad de polimerización, la cantidad máxima de polimerización y 

el tiempo medio de polimerización que se obtuvo en cada tratamiento (Figura 8), de 

acuerdo con lo previamente reportado por Doolittle y colaboradores (2013). En estos 

parámetros se observó que, tanto el malatión como sus metabolitos disminuyeron 

la tasa de polimerización de la actina a la concentración de 0.1 µM (Figura 8A), 

mientras que, a la concentración de 1 µM, únicamente el DMTP y DMP tuvieron este 

efecto. Los DAP también disminuyeron la cantidad máxima de actina polimerizada, 

que se determinó como la intensidad máxima de fluorescencia (Figura 8B), a la 

concentración de 0.01 µM. Al incrementar la concentración a 1 µM, únicamente el 

malatión y sus metabolitos DMDTP y DMP mantuvieron esta disminución. La 

disminución de la tasa de polimerización y la cantidad de actina polimerizada por 

parte de los DAP sugieren una posible interferencia de los compuestos OP con los 

monómeros de actina disponibles, sin afectar los procesos de nucleación e inicio de 

la polimerización, mientras que, el malatión fue el único compuesto que además de 

afectar la velocidad de polimerización y la intensidad máxima de polimerización, 

retrasó el inicio de la polimerización de la actina (Figura 8C), lo que indica un nivel 

más complejo de interacción con la actina por parte del malatión respecto a los DAP.  
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Figura 7. Curva representativa del efecto de los compuestos OP sobre la polimerización de 
actina in vitro utilizando un ensayo basado en fluorescencia. Las curvas representan el 
alargamiento de los filamentos de actina (para formar actina F), por la adición de los 
monómeros de G-actina (0.15 mg/ml) en presencia de los compuestos OP a una 
concentración de 0.01 μM y estimulados con una solución amortiguadora de polimerización 
de actina (50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM carbonato de guanidina y 1 mM ATP). El control 
positivo solo incluye la solución polimerizadora. 
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Figura 8. Efecto de los DAP y el malatión (0.01 y 1 μM) sobre la tasa de polimerización (A), 
la cantidad máxima de polimerización (B) y el tiempo medio de polimerización (C) de los 
filamentos de actina en ensayos de polimerización in vitro. Los datos fueron calculados a 
partir de la porción lineal de las curvas obtenidas y los datos fueron normalizados respecto 
al vehículo (0.05% DMSO) ± D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p < 
0.05 ANOVA de una vía post hoc Bonferroni, vehículo (0) vs. tratamiento; #p < 0.05 
tratamiento 0.01 μM vs. tratamiento 1 μM; &p < 0.05 t-Student vehículo (0) vs. Control + 
(solución de polimerización). 
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3.3  Polimerización de tubulina 

De manera similar, evaluamos el efecto del malatión y los DAP (0.01 y 1 μM) sobre 

la polimerización de la tubulina mediante reporteros fluorescentes, permitiéndonos 

identificar los procesos de nucleación, elongación y equilibrio (Figura 9). En este 

caso, ninguno de los compuestos fue capaz de inducir la polimerización por sí 

mismos, y mostraron un comportamiento similar al tratamiento con el DMSO durante 

la fase de nucleación (0 a 12 min). Sin embargo, el malatión y sus metabolitos 

DMDTP y DMTP fueron capaces de retrasar el inicio de la polimerización a 

concentraciones de 1 μM (Figura 10C), sugiriendo  ue dichos compuestos 

posiblemente interfieren con el proceso de nucleación de la tubulina. El malatión, el 

DMDTP y el DMTP indujeron una disminución en la velocidad de polimerización de 

la tubulina, tanto a 0.01 como a 1 μM (Figura 10A). A pesar de retrasar y disminuir 

la velocidad de polimerización de los MT de tubulina, ninguno de los tratamientos 

afectó la cantidad máxima de tubulina en el polímero de MT polimerizado (Figura 

10B). Por su parte el DMP no presentó algún efecto significativo sobre la 

polimerización de tubulina en MT. 
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Figura 9. Curva representativa del efecto de los compuestos OP sobre la polimerización de 
tubulina in vitro utilizando un ensayo basado en fluorescencia. Las curvas representan la 
polimerización de los heterodímeros de tubulina (2 mg/ml) tratados con los compuestos OP 

a una concentración de 1 μM o paclitaxel (3 μM) como control positivo de polimerización. 
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Figura 10. Efecto de los DAP y el malatión (0.01 y 1 μM) sobre la tasa de polimerización 
(A), la cantidad máxima de polimerización (B) y el tiempo medio de polimerización (C) MT 
de tubulina durante el ensayo de polimerización in vitro. Los datos fueron calculados a partir 
de la porción lineal de las curvas obtenidas y los datos fueron normalizados respecto al 
vehículo (0.05% DMSO) ± D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05 
ANOVA de una vía post hoc Bonferroni, vehículo (0) vs. tratamiento; #p < 0.05 tratamiento 
0.01 μM vs. tratamiento 1 μM; &p < 0.05 t-Student vehículo (0) vs. paclitaxel  (3 μM). 

 

3.4 Organización del Citoesqueleto 

Debido a que los ensayos acelulares indicaron que los compuestos OP que 

utilizamos son capaces de interferir con la polimerización microfilamentos de actina 
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y MT de tubulina, decidimos evaluar el efecto de la exposición a los compuestos OP 

en la organización del citoesqueleto en un cultivo celular. 

Las células murinas RAW264.7 se caracterizan por tener una morfología redonda, 

ligeramente ahusada en cultivo. Cuando estas células se expusieron por 2 h a los 

compuestos de interés, se pudo observar que la exposición causó cambios en la 

morfología de las células, induciendo filopodios alrededor del cuerpo de la célula, 

principalmente en los polos, mientras que los MT se encontraban organizados 

desde el MTOC, que se encontraba cercano al núcleo, y se dirigieron hacia los 

extremos de las células ahusadas (Figura 11). Las células tratadas con el vehículo 

mantuvieron su morfología redondeada (62.6%), y algunas ligeramente ahusadas 

(30.9%) (Tabla 3), con el citoesqueleto de tubulina organizado desde el MTOC hacia 

la periferia y la presencia de escasos filopodios o estructuras de actina. 

Con el tratamiento con PMA 50 nM, un inductor de la proteína cinasa C (PKC) y 

activador de las GTPasas, observamos diversas morfologías caracterizadas por la 

formación de protrusiones digitiformes de gran tamaño, conformadas por el 

citoesqueleto de actina y sin modificar la distribución del citoesqueleto de tubulina 

(Figura 12 y 13); se observó una disminución en  la proporción de células redondas 

(31.1%) e incrementando la proporción de células ahusadas (58%) o con formas 

tetragonales, triangulares o irregulares con prolongaciones (11%) (Tabla 3). 

El tratamiento con malatión o sus metabolitos a la concentración de 0.01 µM por 2 

h produjo un incremento en la cantidad de células con morfología ahusada, pasando 

de 30.9% observada en el control negativo hasta un 56.2% y una disminución de la 

proporción de células redondeadas hasta un 33.5% (Tabla 3). Sin embargo, cuando 

las células se trataron con la concentración de 1 µM de los compuestos, observamos 

una menor inducción de células con morfologías ahusadas, pasando de 30.9% 

(control negativo) a un 37% en el caso del malatión y a 41% con el DMTP y el DMP. 

Además, observamos una disminución ligera en la proporción de células con otras 

morfologías (triangulares, tetragonales, etc.), predominando las células 

redondeadas (Tabla 3). La concentración de 0.01 µM de todos los compuestos 

evaluados fue la que indujo mayores cambios en la morfología de las células. 
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En cuanto a la organización del citoesqueleto, después del tratamiento por 2 h con 

malatión 0.01 µM, se pudieron observar células redondeadas con la presencia de 

filopodios, así como células ahusadas de mayor tamaño, con la formación de 

pseudópodos extensos y angostos con la presencia de filopodios, y en algunos 

casos con la presencia de urópodos de corta extensión. Además, se pudo observar 

un cambio en la organización del MTOC, localizándose frente al núcleo en dirección 

al pseudópodo hacia donde se observaron una mayor cantidad de MT, sugiriendo 

que el malatión indujo la polarización de la célula (Figura 12). 

En el caso del tratamiento con DMDTP 0.01 µM se observaron células redondeadas, 

algunas de ellas generando prolongaciones angostas hacia ambos lados de las 

células. También se observaron estructuras de actina con la presencia de filopodios 

(Figura 12). El MTOC, en todos los casos, se mantuvo en la periferia del núcleo. 

Tras la exposición a DMTP 0.01 µM, las células con morfologías redondas, y en 

algunos casos ovaladas, presentaron la formación de prolongaciones de actina en 

uno de sus polos. Así mismo, algunas células ahusadas presentaron filopodios de  
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Figura 11. Efectos sobre la morfología celular tras la exposición a OP. Micrografías de la organización del citoesqueleto de F-actina 
en las células RAW264.7 tratadas con malatión, DMDTP, DMTP o DMP 0.01 μM, DMSO (0.05%) como control negativo y PMA (50 
nM) como control positivo, por 2 h. Rojo: F-actina; azul: núcleos Escala 50 μm. 
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Tabla 3. Clasificación de la morfología celular después de la exposición a OP. 

  Morfología (%) 

Tratamiento [µM] Redonda Ahusadas Tetragonal Triangular Otro 

Vehículo 0.05% 63.9 ± 3.9 29.1 ± 4.9 2.5 ± 1.7 1.7 ± 1.2 2.7 ± 1.3 

Malatión  0.01 39.3 ± 3.8a 54.9 ± 3.8a 2.7 ± 1.2 1.9 ± 0.6 1.1 ± 0.9 

DMDTP  0.01 44.8 ± 9.3a 45.3 ± 8.9a 4.2 ± 1.2 4.4 ± 1.8 1.3 ± 1.2 

DMTP  0.01 32.9 ± 3.3a 58.9 ± 4.1a 2.6 ± 0.4 3.2 ± 1.8 2.4 ± 0.9 

DMP 0.01 31.9 ± 5.5a 59.4 ± 6.2a 2.8 ± 0.9 2.8 ± 1.3 3.0 ± 1.0 

Malatión  1 59.0 ± 2.4b 37.5 ± 1.3b 1.5 ± 0.8 0.9 ± 0.7 1.0 ± 1.2 

DMDTP  1 55.1 ± 4.4  41.8 ± 4.2 1.1 ± 0.3 1.1 ± 0.5 0.9 ± 0.3 

DMTP  1 59.5 ± 2.5b 36.5 ± 1.7b 2.1 ± 0.7 1.1 ± 0.6 0.8 ± 0.5 

DMP 1 56.7 ± 4.5b 41.1 ± 3.9b 1.0 ± 0.5 0.9 ± 0.5 0.3 ± 0.1 

PMA  0.05 31.1 ± 6.9a 57.9 ± 1.8a 6.2 ± 3.1 1.9 ± 0.4 2.9 ± 2.5 

ap<0.05, ANOVA de dos vías post-hoc Bonferroni vehículo vs. tratamiento. 
bp<0.05, ANOVA de dos vías post-hoc Bonferroni 0.01 µM vs. 1 µM.  

* Se clasificaron las células presentes en al menos 10 campos por muestra (promedio de tres experimentos independientes). Los resultados se muestran 
como el porcentaje ± D.E. 
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Figura 12. Efecto de la reorganización del citoesqueleto de actina y tubulina de las 
células RAW264.7 tratadas con los compuestos OP malatión, DMDTP, DMTP y DMP 
(0.01 µM) durante 2 h. Rojo: F-actina; verde  α-tubulina; azul: núcleos. Escala 10 μm. 
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mayor tamaño y desarreglos del citoesqueleto de actina por todo el cuerpo 

celular. Al igual que en el caso del malatión, se observaron células ahusadas 

con un pseudópodo definido pero angosto, y al igual que con el malatión, el 

MTOC se encontraba dirigido hacia el psuedópodo (Figura 12). 

El tratamiento con DMP 0.01 µM indujo células con morfologías variadas, por 

una parte, se observaron células ovaladas con la presencia de prolongaciones 

de actina. En el caso de las células ahusadas se observaron pseudópodos de 

mayor tamaño rodeados de una gran cantidad de filopodios, y al igual que en 

el caso del DMTP, el MTOC se identificó orientado hacia uno de los 

pseudópodos (Figura 12).  

Aunque en todas las condiciones se observó la presencia de filopodios, fueron 

los tratamientos con DMDTP, DMP y PMA los que presentaron un incremento 

significativo en el número de estas estructuras de actina (Figura 13A). A pesar 

de esto, no se observó un incremento en el largo de estas proyecciones (Figura 

13B). 

 

Figura 13. Efecto de los compuestos OP sobre el número de filopodios por célula (A) 
y longitud de filopodios (B) formados en células RAW264.7 tratadas con malatión y 
sus metabolitos (0.01 µM) por 2 h. Los resultados se muestran como el porcentaje ± 
D.E. (promedio de tres experimentos independientes). *p<0.05 prueba t-Student 
vehículo vs. tratamiento. No existen diferencias significativas en la longitud de los 
filopodios. 
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Entre las estructuras que normalmente se describen en el citoesqueleto de 

actina, encontramos las fibras de estrés. Estas estructuras son relevantes en 

la formación de sitios de adhesión, el mantenimiento de la morfología y la 

generación de fuerzas contráctiles, principalmente, en células epiteliales 

(Tojkander et al., 2012). Sin embargo, en células con alta motilidad como los 

macrófagos RAW264.7, las fibras de estrés no se observan como las 

estructuras largas y bien organizadas ensambladas a adhesiones focales tal y 

como ocurre en células epiteliales como los fibroblastos (Pixley et al., 2023; 

Pixley et al., 2005). Por lo que para evaluar el afecto del malatión y los DAP 

sobre las fibras de estrés, se realizó la tinción del esqueleto de fibroblastos 

humanos GM03440. En estas células fue posible identificar principalmente 

fibras de estrés en células tratadas con el vehículo. Cuando estás células se 

trataron con PMA 50 nM, las células tuvieron un re-ordenamiento del 

citoesqueleto de actina, mostrando desarreglos y disminución en el número de 

fibras de estrés. Cuando las células se trataron con malatión a 0.01 µM por 2 

h no se observaron cambios importantes en la morfología o arreglo de actina 

en ellas. De manera similar, el tratamiento con DMP no modificó la morfología 

o la presencia de fibras de estrés de manera importante, pero se pudo 

identificar la inducción de filopodios a lo largo del cuerpo celular de manera 

similar a lo observado en los macrófagos RAW264.7 (Figura 14). 

 

Figura 14. Organización del citoesqueleto de actina (rojo) de fibroblastos humanos 
GM03440 tratados con DMSO (0.05%; vehículo), PMA (50 nM; control positivo), 
malatión 0.01 µM, o DMP 0.01 µM, por 2 h. Barra de escala 50 μm. 

3.5 Ensayo de Cierre de Herida 

Con la finalidad de determinar si estos cambios en la organización del 

citoesqueleto tenían una implicación fisiológica en el funcionamiento de este, 
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evaluamos la migración de los macrófagos como parámetro funcional. La 

exposición de las células RAW 264.7 a los DAP por 48 h indujo un aumento 

en la migración celular durante el ensayo de cierre de herida; el DMDTP indujo 

un aumento significativo únicamente a la concentración de 1 µM (Figura 15B), 

mientras que el DMTP y el DMP indujeron aumentos significativos respecto al 

vehículo a concentraciones desde 0.01 µM, observándose la mayor inducción 

de la migración celular con la concentración más baja utilizada de los 

compuestos OP (0.01 µM) (Figura 15C y 15D).  

 
Figura 15. Efecto de la exposición a los compuestos organofosforados malatión (A), 
DMDTP (B) DMTP (C) y DMP (D) por 48 h sobre la migración celular de macrófagos 
RAW264.7 evaluada por el ensayo de cierre de herida. Los datos representan el 
porcentaje de cierre de la herida respecto al tiempo 0 de cada tratamiento ± D.E. 
(promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05 ANOVA de una vía post 
hoc Bonferroni, vehículo (0) vs. tratamiento; #p < 0.05 t-Student vehículo (0) vs. 

Control positivo (PMA 50 nM). 
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Por su parte, el malatión no mostró efecto sobre la migración celular a ninguna 

de las concentraciones que se utilizaron (Figura 15A). Estos resultados 

sugieren que el cambio que inducen los compuestos OP sobre la organización 

del citoesqueleto tiene consecuencias sobre la función de este, al menos en 

cuanto a la motilidad de las células. 

3.6 Efecto de los OP sobre la Actividad de las GTPasas de la Familia Rho 

Entre las proteínas que participan en la regulación del citoesqueleto se 

encuentran las GTPasas de la familia Rho, las cuales tienen un papel 

importante en la formación de estructuras de actina. Para conocer si los 

efectos sobre el citoesqueleto de actina y la migración podrían deberse a 

cambios en la actividad de estas GTPasas, evaluamos su actividad en células 

RAW264.7 tratadas con malatión y sus DAP a concentraciones de 0.01 µM por 

5 min. Únicamente los tratamientos con malatión y DMP disminuyeron la 

actividad de esta GTPasa en un 25 y 28%, respectivamente (Figura 16A). En 

el caso de la actividad de la GTPasa Rac1, los tratamientos con DMDTP, 

DMTP y DMP incrementaron su actividad respecto al vehículo en 31, 44 y 40%, 

respectivamente (Figura 16B). Por otro lado, cuando evaluamos el efecto de 

los compuestos OP sobre Cdc42, únicamente se observó un incremento en su 

actividad con los tratamientos de DMTP y DMP en 20 y 10%, respectivamente 

(Figura 16C). 

Al observar que los efectos del DMP 0.01 µM sobre la morfología celular, la 

organización del citoesqueleto de actina y la migración celular fueron los más 

drásticos (Figuras 12, 15; Tabla 3) en comparación a los efectos de los otros 

metabolitos y al compuesto padre, decidimos evaluar el efecto del DMP sobre 

la actividad de las GTPasas a través del tiempo. El DMP mostró ser capaz de 

inhibir la actividad de RhoA aproximadamente 25% desde los 5 min de 

exposición, manteniendo dicho efecto por al menos 2 h (Figura 16D). Por su 

parte, la inducción de Rac1 se mantiene entre 30 y 40% desde los 5 min hasta 

las 2 h (Figura 16E). Por último, cuando evaluamos el efecto del DMP sobre 

Cdc42 se observó una pequeña inducción del 10% en su actividad a los 5 min, 
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que incrementó hasta aproximadamente 60% a los 60 min, siendo mayor la 

inducción en la actividad de Cdc42 en comparación con la actividad que se 

indujo en Rac1. A pesar de estos cambios, la inducción de la actividad de estas 

proteínas disminuyó con el paso del tiempo (Figura 16F), alcanzando niveles 

similares al control después de 2 h de exposición. Estos datos nos sugieren 

que el efecto de los OP sobre las GTPasas es transitorio y, después de iniciar 

un estímulo en las células, este podría revertirse.
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Figura 16. Efecto de los DAP sobre la actividad de las GTPasas de la familia Rho (A-C). La actividad de RhoA (A), Rac1 (B) y Cdc42 
(C) fue determinada a partir de células tratadas con el vehículo (DMSO 0.05%), malatión o los DAP (0.01 μM) por 5 min. Se utilizó una 
proteína modificada constitutivamente activa como control positivo.  Los datos fueron normalizados respecto al vehículo (DMSO) y se 
presentan como el promedio ± D.E. (promedio de tres experimentos independientes), *p < 0.05 ANOVA de una vía post hoc Bonferroni, 
vehículo (0) vs. tratamiento; &p < 0.05 t-Student vehículo (0) vs. Control Positivo (Proteína constitutivamente activa). Efecto del DMP 
(0.01 μM) (D-F) sobre la actividad de RhoA (D), Rac1 (E) y Cdc42 (F) después de 5, 15, 30, 90 y 120 min. Los datos fueron 
normalizados respecto al tiempo (0) y se presentan como el promedio ± D.E. (n=3), *p < 0.05 ANOVA de una vía post hoc Bonferroni, 
(0) vs. tratamiento.  
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3.7 Inhibición de las GTPasas Rac1 y Cdc42 

Para explorar si los efectos sobre el citoesqueleto y la migración celular se 

debían directamente a la inducción en la actividad de Rac1 y Cdc42 

procedimos a realizar la inhibición química de estas GTPasas con 

pretratamientos con NSC23766 (inhibidor de Rac1) y ML-141 (inhibidor de 

Cdc42), los cuales bloquean la activación mediada por factores 

intercambiadores de guanina (Gao et al., 2004; Hong et al., 2013). 

3.7.1 Morfología 

Se evaluó la morfología de las células pre-tratadas por 2 h con los inhibidores 

de Rac1 y Cdc42, los cuales modificaron la distribución de la morfología 

celular, disminuyendo la proporción de células redondas, pasando de 62 a 45 

y 52%, respectivamente (Tabla 4). Al realizar el pretratamiento con el inhibidor 

de Rac1 (NSC23766) y el tratamiento con DMP por 2 h, se observó una 

disminución de la inducción de las células ahusadas solamente. Por su parte, 

la inhibición de Cdc42 causada por ML-141 tuvo mayor impacto sobre los 

cambios morfológicos inducidos por el DMP, pues disminuyó la proporción de 

células ahusadas de 62 a 37%. Además, observamos que la inhibición 

conjunta de Rac1 y Cdc42 evitó los cambios en la morfología celular 

provocados por la exposición a DMP (Tabla 4). Se observó una disminución 

en los desarreglos de actina inducidos por el DMP al inhibir a Rac1, mientras 

que la inhibición de Cdc42 redujo la formación de filopodios o pseudópodos 

largos que se inducían con el tratamiento de DMP (Figura 17). 
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Figura 17.  La inhibición de Rac1 y Cdc42 previno los cambios morfológicos inducidos 
por el DMP. Organización del citoesqueleto de actina (rojo) de células RAW264.7 
después del pre-tratamiento con los inhibidores de Rac1 (NSC23766, 25 µM) o Cdc42 
(ML-141, 10 µM) y el tratamiento con DMP (0.01 µM) o el vehículo (DMSO 0.05%) por 
2 h. Barra de escala 50 μm. 

Tabla 4. Clasificación de la morfología celular después de la inhibición de Rac1 y/o 
Cdc42. 

 Morfología (%) 

Tratamiento Redonda Ahusadas Tetragonal Triangular Otro 

Vehículo 63.9 ± 3.9 29.1 ± 4.9 2.5 ± 1.7 1.7 ± 1.2 2.7 ± 1.3 

DMP 31.9 ± 5.5a 59.4 ± 6.2a 2.8 ± 0.9 2.8 ± 1.3 3.0 ± 1.0 

NSC23766 45.0 ± 4.7ab 38.3 ± 1.7b 3.8 ± 1.6 4.6 ± 1.1 8.3 ± 3.1 

ML-141  52.8 ± 3.4b  32.2 ± 3.2b 3.9 ± 0.8 5.0 ± 0.7 6.0 ± 2.3 

NSC23766+ 
DMP 

32.2 ± 0.9a 50.5 ± 6.7a 4.8 ± 3.1 4.2 ± 0.5 4.7 ± 3.0 

ML-141+DMP 48.8 ± 5.3ab 37.7 ± 3.7b 3.3 ± 0.7 4.7 ± 2.9 5.2 ± 1.8 

NSC23766+ 

ML-141+DMP 
53.2 ± 2.1b 33.0 ± 3.5b 4.0 ± 1.1 3.2 ± 0.7 6.5 ± 2.5 

ap<0.05, ANOVA de dos vías post-hoc Bonferroni vehículo vs. tratamiento. 
bp<0.05, ANOVA de dos vías post-hoc Bonferroni 0.01 µM vs. 1 µM.  
* Las células fueron clasificadas a partir de al menos 10 campos por muestra (n=3). 
Los resultados se muestran como el porcentaje ± D.E. 
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3.7.2 Migración Celular 

Al evaluar el efecto de la inhibición de Rac1 y Cdc42 sobre la migración celular 

observamos que, por sí solos, la inhibición de Rac1 o Cdc42 no afectó la 

migración celular, sin embargo, la inhibición de ambos de manera simultánea 

si generó una disminución significativa de la migración celular respecto al 

vehículo. Por su parte, la inhibición de Rac1 2 h previas al tratamiento con 

DMP 0.01 µM, también indujo un incremento significativo de la migración 

celular respecto al tratamiento con el vehículo, pero esta inducción fue menor 

a la observada únicamente con el tratamiento de DMP.  Por otro lado, la 

inhibición de Cdc42 evitó completamente el efecto del DMP sobre la migración 

celular. Así mismo, la inhibición conjunta de Rac1 y Cdc42 previas al 

tratamiento con DMP, disminuyó la migración celular respecto al vehículo 

(Figura 18). 

 

Figura 18. Efecto de la inhibición de Rac1 y Cdc42 en la migración celular inducida 
por DMP. La migración se determinó durante el ensayo de cierre de herida con células 
RAW264.7 pretratadas con el inhibidor de Rac1 (NSC23766, 25 μM) y/o el inhibidor 
de Cdc42 (ML-141, 10 μM) durante 2 h y tratamientos con el vehículo o DMP (0.01 
μM) por 48 h. Los resultados se muestran como el porcentaje ± D.E. (promedio de 
tres experimentos independientes) *p<0.050, prueba t-Student vehículo vs. 
tratamiento; #p<0.05 DMP 0.01 μM vs. tratamiento. 
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3.8  Fagocitosis 

Debido a que encontramos efectos importantes en la funcionalidad del 

citoesqueleto relacionada con la movilidad celular, decidimos evaluar otra 

función de los macrófagos que también depende del citoesqueleto, la 

fagocitosis, que es relevante en el procesamiento y presentación de antígenos. 

Al evaluar el efecto de la exposición a los compuestos OP sobre la fagocitosis, 

observamos que los tratamientos con malatión y sus tres metabolitos DAP, a 

concentraciones de 0.01 µM por 2 h, disminuyeron el número de células 

capaces de fagocitar partículas de zimosán en aproximadamente 10% (Figura 

19A). Sin embargo, en las células que mantuvieron su capacidad fagocítica, 

no se observaron cambios en la cantidad de partículas fagocitadas (Figura 

19B), indicando que el efecto de los compuestos OP sobre este parámetro es 

mínimo y probablemente de poca relevancia biológica.  

 

Figura 19. Efecto de los DAP en la fagocitosis. (A) Porcentaje de células positivas a 
zimosán marcado con FITC y (B) la intensidad media de fluorescencia (IMF) de 
células RAW264.7 tratadas con malatión o sus DAP (0.01 μM) por 2 h o citocalasina 
B (Cyt-B, 5 µg/ml) por 1 h como control negativo. Los resultados se muestran como 
el porcentaje ± D.E. (promedio de tres experimentos independientes) *p<0.050, 
prueba t-Student vehículo vs. tratamiento. 

 

Por otro lado, al evaluar el efecto del DMP a la concentración de 1 µM, 

observamos un ligero incremento en el número de células fagocíticas (~10%) 

(Figura 20), que probablemente también tenga poca relevancia biológica en el 

proceso de iniciar una respuesta de antígenos en los macrófagos por sí solo. 
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Sin embargo, el co-tratamiento de DMP y PMA 50 nM, disminuyó de manera 

significativa la población de células que fagocitaron en alrededor de 50%, pero 

presentó una diferencia estadísticamente significativa respecto al tratamiento 

de PMA solo. 

 

Figura 20. Porcentaje de células positivas a zimosán marcado con FITC de células 
RAW264.7 tratadas con DMP (1 μM) y/o PMA (50 nM) por 2 h. Los resultados se 
muestran como el porcentaje ± D.E. (promedio de tres experimentos independientes) 
*p<0.050, prueba t-Student vehículo vs. Tratamiento; #p<0.050, prueba t-Student PMA 

vs. DMP+PMA. 
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Tabla 5. Resumen de efectos del malatión y sus DAP sobre el citoesqueleto 

  Compuesto OP 

Modelo Parámetro Malatión DMDTP DMTP DMP 

In
 v

it
ro

 

Polimerización de 

Actina 

↑ 33% Tiempo ½ de 

Polimerización 

↓ 44%Tasa de 

Polimerización 

↓ 44%Tasa de 

Polimerización 

↓ 8% F-actina 

↓ 53% Tasa de 

Polimerización 

↓ 19% F-actina 

↓ 42%Tasa de 

Polimerización 

↓ 18% F-actina 

Polimerización de 

Tubulina 

↓ 17% Tasa de 

Polimerización 

↑ 10% Tiempo ½ de 

Polimerización 

↓ 20% Tasa de 

Polimerización 

↑ 12% Tiempo ½ de 

Polimerización 

↓ 27 % Tasa de 

Polimerización 

↑ 16% Tiempo ½ de 

Polimerización 

Sin cambio 

R
A

W
2

6
4

.7
 

Morfología ↑ 25% ahusada ↑ 16% ahusada ↑ 30% ahusada ↑ 30 % ahusada 

Citoesqueleto actina 

↑Pseudópodos ↑Pseudópodos ↑Pseudópodos 

↑Filopodios 

Desarreglo de actina 

↑Pseudópodos 

↑Filopodios 

Desarreglo de actina 

Migración Sin cambio ↑ 82% (1 μM) ↑ 151% (0.01-0.1 μM) ↑ 125% (0.01-1 μM) 

Fagocitosis ↓ 9% (0.01 μM) ↓ 8% (0.01 μM) ↓ 11% (0.01 μM) ↓ 6% (0.01 μM) 

GTPasas 

↓ 25% RhoA ↑ 31 %Rac1 ↑ 44% Rac1 

↑ 20% Cdc42 

↓ 28% RhoA 

↑ 40% Rac1 

↑ 10% Cdc42 

% de cambios respecto al vehículo
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4. DISCUSIÓN  

La exposición a compuestos OP se asocia a una gran cantidad de efectos 

tóxicos, de los cuáles, los efectos neurotóxicos son los más descritos. Sin 

embargo, diversos estudios han identificado diferentes blancos moleculares de 

estos compuestos que podrían explicar el desarrollo de enfermedades que se 

asocian con la exposición a los compuestos OP que no son de índole 

neurotóxica. Reportes previos sugieren la acción de los compuestos OP sobre 

los elementos del citoesqueleto, entre los que encontramos a la actina, 

tubulina, queratina y proteínas asociadas como la kinesina o la cofilina (Terry, 

2012).  

En este estudio, encontramos que el plaguicida metilado malatión y sus 

metabolitos DAP interfieren con la dinámica de polimerización de la actina. Sin 

embargo, los efectos no son iguales entre los cuatro compuestos. El malatión 

(0.01 µM) es capaz de retrasar el inicio de la polimerización y de disminuir la 

velocidad de polimerización de actina, lo que sugiere que el malatión es capaz 

de alterar el proceso de nucleación de actina al interaccionar con los 

monómeros de actina sin afectar la disponibilidad de monómeros 

polimerizables en el medio de reacción. Estudios previos han mostrado que el 

malatión es capaz de formar aductos en proteínas como la albúmina y la AChE, 

en residuos de lisina y serina, respectivamente (Kalashnikova y Rubin, 2023; 

Yamagishi et al., 2021). La formación de estos aductos parece estar mediada 

por la transformación del malatión a su metabolito oxidado, el malaoxon, 

permitiendo la unión del grupo fosfato a los residuos de aminoácidos. La falta 

de enzimas que pudieran catalizar esta conversión en el estudio in vitro 

explicaría que el malatión no interaccione covalentemente con los monómeros 

de actina, permitiendo la formación total de los microfilamentos de actina. 

Por otro lado, los DAP, DMDTP, DMTP y DMP podrían tener alguna interacción 

con los monómeros de actina disminuyendo la cantidad de actina libre 

polimerizable, lo que explicaría la disminución en la velocidad de 

polimerización y de la cantidad de microfilamentos formados. Reportes previos 
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muestran que los compuestos OP pueden generar aductos en distintos 

residuos de aminoácidos de la actina, como los residuos de lisina, serina y 

tirosina (Bui-Nguyen et al., 2014; Grigoryan et al., 2009; Schopfer et al., 2010). 

Estos residuos son de importancia pues son sitios en los que se realizan 

modificaciones post-traduccionales como la fosforilación, la acetilación, la 

sumoilación y la ubiquitinación, entre otras, las cuales permiten estabilizar los 

microfilamentos de actina, así como la unión de proteínas específicas que 

regulan el citoesqueleto de actina (Varland et al., 2019).  

Se ha reportado también que la modificación química en residuos específicos 

de los monómeros de actina puede interferir con su proceso de polimerización. 

Por ejemplo, la modificación del residuo de tirosina 53 inhibe el proceso de 

polimerización (Bender et al., 1976), debido a que este residuo se encuentra 

en el subdominio 2 en el asa de la DNAsa I, una región que está implicada en 

las interacciones entre monómeros de actina, por lo tanto, es un aminoácido 

que únicamente se encuentra expuesto en la forma de G-actina, afectando 

únicamente a los monómeros libres en el medio de reacción. Este residuo en 

particular ha sido identificado como un sitio de formación de aductos en los 

estudios con compuestos OP que incluyen al compuesto DFP, a los pesticidas 

clorpirifos y diclorvos; el metabolito CPO; y a los agentes de guerra sarín y 

somán (Schopfer et al., 2010), lo que podría explicar los efectos observados 

con los tratamientos de los DAP. La formación de estos aductos, también 

llamada organofosforilación, ocurre por reacciones de sustitución nucleofílica 

entre grupos hidroxilos o aminos y el átomo de fósforo central de los OP 

(Gearhart et al., 2007; Grigoryan, et al., 2009a; 2009b). Además, la presencia 

de grupos electronegativos en el grupo saliente de los compuestos OP parece 

incrementar su reactividad y la capacidad de generar aductos (Bedford y 

Robinson, 1972), por lo que, los DAP, al carecer de grupos electronegativos, 

podrían tener una menor afinidad por estos sitios. A pesar de esto, se ha 

reportado que la presencia de aminoácidos con cargas positivas, como lisina, 

argininas o histidina cerca de aminoácidos hidroxilados como la tirosina, puede 

favorecer la deprotonación del grupo hidroxilo incrementando la reactividad de 
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estos sitios (Schopfer et al., 2010), lo que podría favorecer las interacciones 

con moléculas menos reactivas como los DAP, explicando los efectos sobre la 

polimerización de la actina. 

Al igual que con la actina, los DAP también son capaces de modificar la 

polimerización de la tubulina. Tanto el malatión como sus metabolitos DMDTP 

y DMTP (1 µM) son capaces de retrasar y disminuir la velocidad de 

polimerización de la tubulina, lo que sugiere una interferencia durante los 

procesos de nucleación. Algunos reportes han identificado que los compuestos 

OP son capaces de formar aductos en más de 20 residuos de los 

heterodímeros de tubulina, siendo los residuos Y83 y Y281 los más reportados 

(Grigoryan et al., 2009a; Onder et al., 2018). Estos residuos solo se encuentran 

disponibles en la forma libre de la tubulina, ya que la mayoría se encuentran 

en sitios de interacción con otros monómeros, por lo que se vuelven 

inaccesibles en un microtúbulo ya formado (Grigoryan et al., 2009b). Es 

posible que tanto el malatión como el DMDTP y el DMTP pudieran interactuar 

con estos residuos de los heterodímeros durante su estado libre, alterando la 

nucleación y retardando el proceso de polimerización de la tubulina. El 

metabolito DMP en cambio, no mostró tener efectos significativos sobre la 

tubulina a diferencia del resto de DAP. La diferencia podría deberse a la 

ausencia de átomos de azufre en la molécula que podría ser importante para 

la interacción entre el DMDTP o DMTP y la tubulina. 

Aunque la cantidad máxima de tubulina polimerizada no se vio afectada, es 

posible que la exposición a los compuestos OP pudiera resultar en MT 

defectuosos o poco estables. Un reporte previo mostró que la exposición al 

metabolito OP clorpirifos oxon (CPO) era capaz de afectar el ancho y el largo 

de los MT, estos defectos provocaron que el CPO generara colapsos de los 

MT a altas concentraciones (100 µM). Este estudio además mostró que incluso 

a bajas concentraciones (5 µM) se producían defectos en los MT disminuyendo 

su ancho o largo, pero sin colapsar sus estructuras (Grigoryan y Lockridge, 

2009). Las diferencias en el ancho de los MT podrían deberse a cambios en el 
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número de protofilamentos presentes en los MT, como resultado de 

alteraciones durante la fase de nucleación (Rai et al., 2021). Se requeriría de 

la evaluación de la estructura de los MT para evaluar esta posibilidad. Además, 

esta alteración en los MT podría impactar en otras funciones celulares 

dependientes de la restructuración del citoesqueleto de tubulina, como el 

proceso de división celular. Un estudio previo mostró que la exposición a 

concentraciones más altas de DMTP (25 µM) fue capaz de inducir la formación 

de micronúcleos en células hepáticas sin incrementar marcadores de daño 

directo al ADN, lo cual sugirió que la inducción de micronúcleos pudo deberse 

a una mala segregación cromosómica a consecuencia de alteraciones en la 

maquinaria mitótica (Hernández-Toledano et al., 2020), de la cual los MT son 

parte esencial.  

A pesar de observar este efecto sobre la polimerización de la actina y la 

tubulina, no observamos colapsos en las estructuras del citoesqueleto como 

los reportados previamente en la literatura, en donde observó una 

reorganización completa de la actina, cambios morfológicos importantes y el 

colapso de la estructura celular en células de cáncer de mama MCF-7 y células 

de neuroblastoma SH-SY5Y expuestas a malatión (96-775 µM, 2 días) o metil 

paratión (1 mM, 12-24 h), respectivamente (Cabello et al., 2003; Carlson y 

Ehrich, 2001). Estas diferencias podrían deberse a las altas concentraciones 

y mayores tiempos de exposición utilizados en estos estudios. Por otro lado, 

en nuestro estudio de polimerización de actina in vitro, únicamente se 

consideraron los monómeros de actina, dejando de lado proteínas reguladoras 

que pudieran incrementar su estabilidad, o bien, proteger los sitios de unión a 

los OP (Hohmann y Dehghani, 2019). 

A pesar de la ausencia de colapsos en la morfología celular causada por los 

compuestos OP, la presencia de distintas morfologías y arreglos en el 

citoesqueleto de actina tras la exposición a los OP sugiere un efecto sobre las 

proteínas reguladoras del citoesqueleto, como las GTPasas, ya que 

observamos la formación de lamelipodios (regulados por la GTPasa Rac1); un 
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incremento en la formación de filopodios, así como la reorientación del MTOC 

(regulado por Cdc42). La formación de urópodos en las células alargadas 

(regulado por RhoA) característicos de células en proceso de migración, se 

observaron con los tratamientos con DMTP y DMP. Al mismo tiempo, el 

incremento en la actividad de las GTPasas puede significar un aumento en 

algunas funciones celulares, como la migración celular, tal como ha sido 

reportado con otros compuestos como la doxorrubicina (Liu et al., 2019).  

Al evaluar los efectos que tienen los compuestos OP sobre las GTPasas, 

observamos que Rac1 y Cdc42 presentaron un incremento significativo 

después de los tratamientos con DMTP y DMP, mientras que RhoA se vio 

inhibida con DMP y el malatión. En el caso de Rac1, el DMP indujo su actividad 

rápidamente y de forma sostenida al menos durante 2 h. Mientras que, la 

inducción en la actividad de Cdc42 tomó hasta 1 h en alcanzar su nivel máximo 

y disminuyó con el tiempo. Distintos procesos de regulación negativa podrían 

explicar esta caída en la activación de Cdc42. Por ejemplo, el DMP podría 

catalizar la transición de su forma activa a su forma inactiva unida a GDP 

(Bishop y Hall, 2000). Mientras que, en el caso de Rac1, esto podría llevar más 

tiempo. A pesar de la caída que se observó en la actividad de Cdc42, los 

cambios dependientes de su activación (la formación de filopodios y la 

polarización celular) aún son observables después de las 2 h. 

De la misma manera que la inducción de estructuras de actina, el efecto del 

DMTP y DMP sobre la migración celular disminuyó al incrementar la 

concentración de estos DAP. Este efecto puede estar relacionado al rol dual 

de Rac1. Por un lado, la activación de Rac1 induce la formación protrusiones 

de actina, tales como lamelipodios, que favorecen la migración celular; así 

mismo, Rac1 también se encarga de reclutar proteínas de andamio tales como 

la proteína IQGAP1. Esta proteína activadora de GTPasas está asociada con 

el complejo β-catenina – E-cadherina, bloqueando sus interacciones con el 

citoesqueleto de actina. Sin embargo, el reclutamiento de IQGAP1 por Rac1, 

permite la interacción de actina con estas proteínas, incrementando las 
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interacciones célula-célula y limitando la migración celular (Marei & Malliri, 

2017). De esta forma, el incremento en la concentración de los DAP podría 

ocasionar una activación mayor de Rac1 y el reclutamiento de IQGAP1, 

favoreciendo las uniones intercelulares. Al mismo tiempo, la interacción con 

IQGAP1, estabiliza la forma activa de Rac1, lo que explicaría la activación 

sostenida observada con el DMP. 

La regulación de la actividad de RhoA también es importante para el arreglo 

del citoesqueleto y la migración celular. Nuestros resultados muestran que el 

DMTP no modifica la actividad de RhoA, mientras que el DMP la inhibe 

significativamente. Aunque estos datos podrían sugerir que RhoA no es 

esencial para mediar los efectos del DMTP y el DMP sobre la migración celular, 

en la literatura se ha descrito que la deleción de RhoA es capaz de incrementar 

la migración celular de macrófagos murinos en ensayos de quimiotaxis 

bidimensional, sin afectar la direccionalidad, aunque el tamaño de la célula se 

incrementa debido a la incapacidad de retraer la parte trasera del cuerpo 

celular durante la migración (Königs et al., 2014). La falta de retracción del 

urópodo podría explicar el alargamiento de las células tratadas con malatión y 

DMP; al mismo tiempo este fenómeno podría haber contribuido en la inducción 

de la migración celular en conjunto a la inducción de pseudópodos y filopodios 

mediados por Rac1 y Cdc42 por parte de DMP. Mientras que la falta de 

inducción de migración por parte del malatión podría deberse a la falta de 

activación de Rac1 o Cdc42. 

Además de la migración celular, la fagocitosis también es un proceso dinámico 

que requiere de la coordinación de la actividad de las GTPasas, Rac1 y Cdc42 

que se encuentran activas durante el proceso de la formación de la copa 

fagocítica y que después deben disminuir su actividad, favoreciendo la 

activación de RhoA para internalizar el fagosoma (Kim et al., 2017). La 

activación de Rac1 provocada por los DAP (DMDTP, DMTP y DMP) podría 

obstaculizar la formación y el cierre del fagosoma, causando una 

internalización deficiente, tal como lo observado en fibroblastos que expresan 
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una forma constitutivamente activa de Rac1 (Nakaya et al., 2008). En el caso 

del malatión, la inhibición de RhoA podría alterar el cierre del fagosoma 

resultando en una disminución de la fagocitosis tal como la reportada en 

macrófagos doble negativos de RhoA (Kim et al., 2012), y similar a lo reportado 

en neutrófilos expuestos a malatión (Zabrodskii, 2018). 

Con la finalidad de verificar que los efectos debidos a los tratamientos con 

DMTP y DMP estuvieran mediados por la activación de Rac1 y Cdc42, 

inhibimos químicamente su activación mediada por los factores 

intercambiadores de guanina (GEFs). La inhibición de Rac1 y/o Cdc42 resultó 

en la disminución de los efectos sobre la morfología y la migración inducidos 

por el DMP, siendo la inhibición de Cdc42 la que tuvo una mayor protección 

contra el DMP. Se ha descrito en la literatura que Rac1 es indispensable en 

los procesos de migración celular, especialmente por la formación de las 

protrusiones del citoesqueleto de actina que permiten el avance del cuerpo 

celular en células epiteliales, como las células HeLa, HEK293, AT2 o Hepa 1-

6 durante ensayos de migración celular (Desai et al., 2008; Katoh et al., 2006; 

Ridley, 2015; Zhou et al., 2021). Sin embargo, en este caso observamos que, 

inclusive en condiciones normales, la inhibición de Rac1 no disminuyó la 

capacidad de migración celular.  

Reportes previos han mostrado que la deleción de Rac1 y Rac2 en macrófagos 

murinos derivados de médula ósea puede impactar en la morfología celular, 

especialmente en la formación de estructuras de F-actina que contribuyen a la 

migración celular, tales como podosomas, sin embargo, estos cambios no 

tuvieron un impacto significativo en la migración celular (Wells et al., 2004; 

Wheeler et al., 2006). Lo anterior podría deberse en parte a mecanismos 

compensatorios activados por Cdc42, la cual es capaz de activar efectores de 

Rac1, como el complejo Arp2/3 a través de la activación de WASp, implicados 

en la polimerización de la actina y la consecuente formación de lamelipodios. 

Este mecanismo podría explicar por qué la inhibición de Rac1 no fue suficiente 

para revertir los efectos del DMP y, además, por qué la inhibición de ambas 
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GTPasas sí causa una disminución en la capacidad de migración celular, aun 

sin el tratamiento con DMP, mostrando, además, que Cdc42 resulta importante 

en el control de la morfología y migración celular en los macrófagos 

RAW264.7, como previamente se ha establecido (Johnson, 1999; O’Neill et 

al., 2016). De manera similar se ha reportado que la inhibición de Cdc42 es 

capaz de reducir la velocidad de migración en células epiteliales (Wojciak-

Stothard y Ridley, 2003), lo que podría deberse a su implicación en el proceso 

de polarización celular, y no solo en la polimerización de actina.  

Debido a que el bloqueo de la interacción entre las GTPasas y sus GEFs 

previno los efectos del DMP, es probable que el blanco molecular se encuentre 

río arriba. Reportes previos sugieren que algunos plaguicidas OP, incluyendo 

al malatión, tienen la capacidad de activar a PKC, tanto de manera directa 

como de manera indirecta, a través de la vía de la fosfolipasa C gamma (PLC-

γ) y la acumulación de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (Esquivel-

Sentíes et al., 2010; Niijima et al., 1999). La activación de PKC resulta en la 

inducción de la migración en otros tipos celulares a través de la activación de 

la GTPasa Rac1, esto tras la activación de otras tirosina cinasas como 

Src/CrK/Cas (Nomura et al., 2007). 

Por lo anterior, cabe la posibilidad de que el incremento en la migración de los 

macrófagos pueda deberse a que el DMTP y el DMP activen a PKC o alguna 

de sus vías río abajo, resultando en la activación de tirosinas cinasas 

responsables de la activación de los GEFs y consecuentemente de Rac1 y 

Cdc42. La similitud de los DAP con los grupos fosfatos podría ser responsable 

de la interacción con proteínas como las cinasas, mientras que la acción del 

malatión podría estar mediada por la presencia de su grupo saliente lipofílico, 

permitiéndole actuar con proteínas cercanas a las membranas tales como la 

fosfolipasa C. 

Nuestros resultados muestran que el malatión y cada uno de los DAP poseen 

diferentes mecanismos de acción sobre la dinámica, la organización y la 

función del citoesqueleto, mediados por la activación de las GTPasas Rac1 y 
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Cdc42.  En este caso, los metabolitos DMTP y DMP tienen los efectos más 

notorios sobre el citoesqueleto (Tabla 5). Estos metabolitos son los 

compuestos más oxidados (producto de la desulfuración oxidativa) y los DAP 

metilados más abundantes que se encuentran en muestras de seres humanos 

(Krieger y Dinoff, 2000; Michalakis et al., 2014; Ock  et al., 2020).  

El DMTP es el metabolito más abundante (aprox. 50%) que se encuentra en 

seres humanos después de una exposición a plaguicidas como el malatión 

(Krieger y Dinoff, 2000). Sin embargo, el metabolismo no es la única fuente de 

los DAP en el organismo, ya que también pueden encontrarse DAP en 

alimentos contaminados, como en algunas frutas, por lo que se pueden ingerir 

directamente, representando una fuente importante de exposición, dado que 

pueden absorberse casi en su totalidad. Una vez en el organismo, el DMTP 

puede originar DMP, incrementando la presencia de este último metabolito 

(Chen et al., 2013; Krieger et al., 2012). 

Aunque las concentraciones de los compuestos OP que se utilizaron en este 

estudio son bajas en comparación con las de otros estudios in vitro, estas 

concentraciones son más cercanas a las encontradas en la orina en la 

población general (0.02 - 60 µM), mientras que, las concentraciones en 

muestras de sangre de poblaciones expuestas ocupacionalmente a los 

compuestos OP pueden encontrarse en un rango de 0.53 a 0.73 µM 

(Michalakis et al., 2014). Por lo tanto, los efectos que encontramos en este 

trabajo podrían estar presentes en las poblaciones humanas con exposición 

crónica a compuestos OP, la cual tiene asociación con el desarrollo de 

distintas enfermedades. Por ejemplo, se ha reportado que un incremento en la 

migración celular está relacionada con el desarrollo de cáncer y de algunas 

enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Tsai et al., 2017), que 

además están asociadas con la exposición a compuestos OP (Meyer et al., 

2017).  

Además de las modificaciones encontradas en la migración celular, es 

importante considerar que la modificación en la activación de las proteínas 
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como las GTPasas después de la exposición a los DAP, podría significar la 

identificación de potenciales nuevas rutas de señalización blanco de los OP. 

Esto a su vez, puede ser de ayuda para entender los efectos no colinérgicos y 

la modificación de funciones celulares reportadas por la exposición a 

plaguicidas OPs y sus DAP, y al mismo tiempo ser de utilidad para la 

determinación de la contribución de los DAP en la toxicidad de los compuestos 

OP.  
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5. CONCLUSIONES 

• El malatión y sus DAP interfieren directamente con la polimerización de 

actina y tubulina, causando una disminución en la formación de F-actina 

y retrasando la formación de MT en un sistema in vitro. 

 

• Los DAP, especialmente el DMTP y DMP, indujeron la formación de 

pseudópodos y filopodios, además de la polarización de las células 

RAW264.7 a través de la activación de las GTPasas pequeñas Rac1 y 

Cdc42.  

 

• Los metabolitos DMTP y DMP indujeron un aumento en la migración 

celular a ba as concentraciones (0.01 a 0.1 μM) y la inducción 

provocada por el DMP es dependiente de la activación de Cdc42 y 

Rac1. 

 

• La exposición a compuestos OP modifica el citoesqueleto a través de 

diferentes mecanismos moleculares que implican la vía de las 

GTPasas, siendo los metabolitos más oxidados y abundantes los que 

poseen mayores efectos sobre el citoesqueleto.  
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6. PERSPECTIVAS 

• Identificar si los DAP son capaces de formar aductos de manera directa 

con las moléculas de actina y tubulina a través de espectrometría de 

masas. 

 

• Identificar los posibles blancos moleculares de los DAP río arriba de las 

GTPasas a través de la identificación de la activación de proteínas como 

GEFs, tirosina cinasas, como aquellas de la familia Src o receptores 

membranales, como RTK o GPCR. 

 

• Evaluar si los efectos sobre el citoesqueleto y la activación de las 

GTPasas pueden modificar otras actividades de los macrófagos, como 

el procesamiento de antígenos y la presentación antigénica, a través de 

ensayos de activación de células T. 

 

• Determinar si los efectos sobre microfilamentos y las GTPasas ocurre 

en otros tipos celulares y células humanas. 

 

• Evaluar el efecto de la exposición crónica a DAP sobre el estado de las 

GTPasas y la actividad de los macrófagos. 

 

• Evaluar el efecto de las mezclas de DAP sobre la regulación de las 

GTPasas y el citoesqueleto y la función de los macrófagos en sistemas 

in vitro. 
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