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Resumen

Se evalud el efecto del plaguicida organofosforado diazin6n
sobre el cultivo de linfocitos de sangre periférica humana. Este
plaguicida se utiliza para el control de plagas de insectos y como
acaricida. Las aplicaciones se hicieron con dos presentaciones
distintas: una comercial de uso comun, denominado Knox Out®
y otra presentacion de grado analitico de estandar. Para la
obtencién de células se empled el método de sedimentacion de
eritrocitos. Los linfocitos aislados se incubaron en medio de
cultivo por 24, 48 y 72 h, y fueron expuestos a diferentes
concentraciones de diazinén (uM-mM). Los diferentes
tratamientos se realizaron en ausencia o presencia del mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA). Se realiz6 un primer set de barridos de
diazindn sin PHA utilizando un amplio margen de concentraciones
de 0.1 a 1 mM y un segundo set de experimentos con
concentraciones de 5 uM hasta un maximo de 50 uM, en ausencia
y presencia de PHA. Los resultados del primer set no mostraron
efectos totalmente letales sobre los linfocitos visiblemente
expuestos al microscopio. Las concentraciones del set de entre
5y 50 uM fueron las que presentaron un mayor efecto sobre los
linfocitos, disminuyendo el niumero de células viables o
estimulando la proliferaciéon sobre el control. Este resultado no
se observé con diazinon comercial y PHA, donde sélo disminuy6
el nUmero de células viables. Se visualizaron, de forma ocasional,
células con indicios de necrosis y apoptosis en los cultivos
expuestos al diazinon.
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Abstract

The effect of diazinon, an organophosphate pesticide used to
control pests such as acarine and insects, was evaluated in
cultured human peripheral blood lymphocyres. Two diazinon
presentations were used: commercially available diazinon (Knox
Out®, Mexico) and an analytical grade standard. The
lymphocytes cellular pellet was obtained by the erythrocyte
sedimentation method to obtain the mononuclear cells suspended
in plasma. The lymphocytes were incubated in culture medium
for 24, 48 and 72 h, in absence and presence of different
diazinon concentrations (uM-mM). These treatments were in
absence and presence of mitogen phytohemagglutinin (PHA).
An initial study was carried out with a broad range of diazinon
concentrations (0.1-1 mM) without PHA and since high
concentration showed no effect, a second set of experiments
was repeated using concentrations ranging from 5 until 50 pM
of both pure and commercial diazinon, in the absence or
presence of PHA. No significant effects were detected for the
concentrations between 0.1 and 1 mM. Concentrations of 5 to
50 pM drastically caused reduction of cell viability or stimulated
lymphocyte proliferation over control. Nevertheless, this effect
was not observed in the presence of diazinon and PHA, only a
decrease the quantity of viable cells was observed. Additionally,
necrotic and apoptotic cells were visualized in cultures exposed
to diazinon.

Keywords: Organophosphate pesticide, lymphocyte, cell
culture.
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Introduccion

os organofosforados son plaguicidas sintéticos formados por un atomo de fésforo unido a
cuatro de oxigeno, y en algunos casos a tres de oxigeno y uno de azufre, es decir, los
organofosforados son ésteres organicos del acido fosférico y estos actuan inhibiendo

enzimas de tipo esterasas.

Esto es debido a que una de las uniones
fosfato-oxigeno es de tipo inestable, lo que
favorece la unién con estas ultimas, logrando
que la hidrdlisis de los neurotransmisores,
especificamente la acetilcolina y la butirilcolina,
sea interrumpida. El principal blanco de los
organofosforados son las colinesterasas
(acetilcolinesterasas), dafiando asi el sistema
nervioso y el hepatico haciendo que el sustrato
de estas enzimas se acumule y produzca
diferentes sintomas al individuo expuesto. Es
por esto que son utilizados como plaguicidas
agricolas, por ser altamente efectivos contra
los insectos que atacan los cultivos en todo el
mundo.

El diazindn o Tiofosfato de o,0-dietilo y de
0-2-isopropil-6-metilpirimidin-4-ilo, es de textura
oleosa, incolora e inodora y es uno de los
organofosforados mas usados en la actualidad.
En 1983, el uso del diazindn en Estados Unidos
era aproximadamente 1,180 t (Howard, 1991),
en 1990, se utilizaron 4,670 (Larkin y Tjeerdema,
2000), casi un 400 % de aumento de consumo
del producto. En la actualidad existen varios
reportes sobre los efectos del diazindn sobre
el sistema nervioso, al unirse con la
acetilcolinesterasa (Korsak y Sato, 1977; Singh
y Drewes, 1987; Sultatos, 1994; Stephens et
al., 1995; Prendergast et al., 1997; Socko et al.,
1999), sin embargo, existe poca informacion
que reporten los efectos genotdxicos del
diazinon.

En 1988, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), reportd al diazinbn como «sin
evidencia de potencial mutagénico». En
contraparte, Bianchi-Santamaria (1997)
encontré que la exposicion al diazinon favorece
la formacion de micronucleos en células
sanguineas de humano, asi como un aumento
en el intercambio de cromatidas hermanas
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(Lopez y Carrascal, 1987; Sobti et al., 1982).
De acuerdo con Roldan y Sanchez (2004) el
envenenamiento por plaguicidas inhibidores de
colinesterasas, como organofosforados vy
carbamatos, es muy comun entre los
agricultores, sobre todo en paises en vias de
desarrollo. El uso del diazinén no solo se
encuentra limitado como insecticida en cultivos,
sino también para desparasitar ganado
(principalmente bovino) y para evitar que el
ganado sea mordido por acaros e insectos
dafiinos, los cuales son vectores de
enfermedades (Wester et al., 1993; Maldonado
etal., 2003).

Los estudios hechos con diazindn como
inhibidor de enzimas del sistema nervioso,
especificamente la acetilcolinesterasa,
demuestran que presenta un riesgo para la
salud debido a su inhibicion irreversible,
pudiendo causar incluso la muerte de personas
expuestas (Davies y Holub, 1980; Gallo y
Lawryk, 1991). Existe evidencia de que el
diazinon no solo ejerce efectos anticolinérgicos,
sino también sobre otros blancos como la
sintesis de proteinas (Marinovich et al., 1996).

Se ha sugerido que puede afectar la
sintesis de ADN en células gliales y neuronas
en cultivos celulares (Qiao et al., 2001).
Flaskos et al. (2006) demostraron que el
diazinon tiene blancos especificos en el
desarrollo de las neuritas en células gliales y
neuronas. Este efecto se ve asociado a la
disrupcion de proteinas citoesqueléticas de
axones. Por tanto, la accién de diazinén no solo
es sobre la actividad colinesterasa. El objetivo
de estre trabajo es determinar el efecto nocivo
de diazindn en un sistema in vitro de linfocitos
en cultivo, y observar los efectos causados
sobre la viabilidad de las células.
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Materiales y métodos

Las células mononucleadas se aislaron de
sangre periférica de hombres adultos,
aparentemente saludables, entre 22 y 24 anos
de edad. Los sujetos no fumaban y no
consumian a menudo bebidas alcohdlicas. La
sangre se obtuvo por medio de venopuncion
con tubos BD Vacutainer® de 6 ml
heparinizados (NJ, USA), extrayendo un total
de 12 ml de sangre de la parte interior del codo
de cada donador. Las células nucleadas se
aislaron mediante la metodologia descrita por
Vermay Babu (1995), en la cual las células se
separan por medio de sedimentacion durante
un tiempo aproximado de 40 min a una
inclinacion de 45° para facilitar la separacion.
El plasma rico en linfocitos que corresponde a
la fase superior (aproximadamente 3 ml) se
transfirié a tubos tipo Falcon de 15 ml estériles
donde se lavaron por centrifugacion a 5,000
rom con otra parte igual de solucion
amortiguadora de fosfatos PBS (Na,HPO, 4.3
mM, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM y KH,PO, 1.4
mM a un pH de 7.4 en agua inyectable) con el
fin de eliminar los componentes plasmaticos.

Los cultivos se realizaron resuspendiendo
las células aisladas en 1 ml de medio Mc Coy
5A modificado, suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (In Vitro, S.A., México) y
antibioteicos (100 U/ml de penicilina y 100ug/
ml de estreptomicina), determinando la
viabilidad por medio de la camara de NeuBauer
o Hemocitometro, usando el método de
exclusion del azul tripano (Kaltenbach, 1958).
Para ello se mezclaron 50 ul de la solucion de
células con 50 pl del colorante azul tripano (0.4
% (p/v) y NaCl al 0.85 % (p/v)). Los linfocitos
no se dividen bajo condiciones normales de
cultivo, requiere la presencia de un mitégeno
en el medio para lograr la proliferacion celular.
La fitohemaglutinina (PHA) es una lectina
obtenida del frijol rojo (Phaseolus vulgaris) que
estimula la proliferacion de linfocitos T. En este
caso, se llevé a cabo un set de experimentos
sin PHA y otro con PHA en control y con
plaguicida. Se agreg6 al medio a una
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concentracion final de 5 pg/ml. Por ultimo, los
tubos se inocularon a una densidad celular de
1X10¢ células viables/ml (equivalente 1.0e+6
base e). Los tubos se agitaron suavemente con
la mano durante 2 s para mezclar bien los
componentes; se incubaron y monitorearon
cada 24,48y 72 h a 37 °C en una incubadora
de CO, (Fisher Scientific) con ambiente de 30
% de humedad y contenido de 5a 6 % de CO,,
Los tubos se colocaron en posicion inclinada
en la incubadora, esto con el fin de mejorar el
intercambio gaseoso y proveer las condiciones
Optimas para el crecimiento celular. Los
linfocitos Unicamente se dividen un par de
veces tras la estimulacion con PHA, por lo que
estas células no se subcultivaron.

El numero de células viables, células
totales y porcentaje de viabilidad, se calcularon
de acuerdo a la siguiente formula descrita por
Freshney (2000):

N° de células viables/ml = N° de células vivas contadas x
10,000 x factor de dilucion

N° de células totales/ml = (N° de células vivas contadas +
N° de células muertas contadas) x 10,000 x factor de dilucion

% viabilidad = (N° de células viables/N° de células
totales) x 100

Donde el numero de células se multiplica
por 10,000 dado que el volumen que
corresponde a la regién contada en el
hemocitémetro corresponde a 0.1 cm?. La
visualizacion se realizd utilizando un
microscopio de contraste de fases (Leica
modelo DME, USA) y objetivo 40X. Sélo se
utilizo el objetivo de 100X para fotografias de
células con indicios de necrosis u apoptosis.
Estas fueron tomadas utilizando una cadmara
digital (Olympus Sp 510 UZ, 7.1 mp).

Posteriormente, el efecto del plaguicida se
evalud de dos formas: plaguicida comercial de
nombre KnoxOut® 2FM (México) a una
concentracion de 2 Ib/galon (p/v), siendo
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el diazinon el ingrediente activo (23 %) y en
forma de diazinén grado analitico al 99 % de
pureza (Sigma, USA) y disuelto en agua
desionizada. Ademas se monitorearon los
efectos del diazindn en medio de cultivo en
presencia del mitégeno fitohematoglutinina
(PHA) (Sigma, USA). Con el fin de conocer en
general los efectos de las dos formas de
diazinén utilizadas, se realizaron cultivos
independientes teniendo intervalos de
concentracion entre 0.1y 1 mM. De acuerdo a
estos resultados preliminares, se selecciond
para el resto de experimentos el intervalo de
entre 5 y 50 uM en ausencia o presencia de
PHA.

Los resultados obtenidos de al menos tres
repeticiones de cultivos diferentes se
analizaron y graficaron en el programa Sigma
Plot® 8.0. Se obtuvieron las medias de cada
tratamiento, la desviacién estandar y se
determino el error estandar.

Resultados

La exposicion de ambas presentaciones
del diazinén puro o comercial sobre células
mononucleadas causo6 efectos diferentes
sobre la viabilidad celular a través del tiempo
de incubacion, es decir, sobre el grado de
resistencia a la muerte durante el tiempo y por
la exposicion al diazindn. Estos efectos
observados en diferentes concentraciones del
diazin6n consistieron basicamente en tres
aspectos sobre la viabilidad celular: una
permanencia de células viables, la proliferacion
de viables en cultivo y otro donde el numero de
viables, disminuye por su muerte. Como
experimento inicial del trabajo sometimos a las
células al diazinén comercial Knox Out en un
margen de concentracion del plaguicida de
entre 0.1 a 1 mM con el fin de observar su
efecto de forma general (Figura 1). Respecto
a los tres tiempos de incubacion (24, 48y 72
h)alas 24y 48 h, el numero de células viables
disminuyé en la mayoria de las diferentes
concentraciones de plaguicida utilizadas, sin
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alcanzar completamente la letalidad,
exceptuando las concentraciones de 0.5 ()
y 0.750 (m) mM que no produjeron ningun
cambio de importancia sobre la viabilidad a las
24 h de incubacion. Las concentraciones de
0.1 (0) y 0.250 (w) mM disminuyeron la
viabilidad de forma moderada a intermedia con
valores cercanos a 50 % respecto de su control
proliferativo, es decir, aproximadamente entre
8.0e+5 y 6.0e+5 células/ml. La concentracion
de 1 mM (O) es la que produjo una disminucion
considerable sobre la viabilidad, situandose
entre 6.0e+5 y 4.0e+5 células viables/ml en
ambas incubaciones de 24 y 48 h. Los cultivos
de 72 h, indistintamente de la concentracion
del plaguicida, fueron mas afectados en la
viabilidad de los linfocitos incluyendo a su
control (@), observandose una mayor
disminucién de células viables respecto del
inoculo inicial del cultivo (1.0e+6 células/ml),
practicamente en mas de 50 %, situado entre
valores de 6.0e+5y 2.0e+5 células viables/ml.
Cabe sefialar que las concentraciones entre
0.250 a 0.750 mM del plaguicida mantuvieron
una viabilidad mayor que su control.

1.0e+6 - =

8.08+5 - AN

B.0e+5 4

No. Células viables/ml
-~
/
\

40845

2.0e+5 T

Tiempo (h)

Figura 1. Barrido del diazindn comercial Knox Out de 0-1 mM
sobre linfocitos en cultivo frente al tiempo en h con
el objetivo de identificar las concentraciones de
mayor afeccion de los linfocitos, donde (@)
representa el control, () 0.100, (¥) 0.250, (37)
0.500, (M) 0.750 y () 1 mM. El nimero de células
viables/ml se expresa en base e.
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De acuerdo con los datos de la gréfica
anterior, en la mayoria de tratamientos se
pueden apreciar disminuciones en el numero
de células respecto de su control en diferentes
tiempos de incubacion; se llevé a cabo un
segundo set de experimentos, utilizando
concentraciones de margen mucho menor,
entre 5y 30 uM de diazindn Knox Out, basados
en la disminucion de la viabilidad de células a
las concentraciones mas bajas, de 0.1 y 0.250
mM, con el objetivo de encontrar con mayor
detalle efectos distintos sobre la viabilidad de
las células expuestas al plaguicida en tiempo
y concentracion. Los resultados se muestran
en la Figura 2. Alas 24 h de incubacion, 5 yM
de Knox Out (o) causaron que la viabilidad
celular se mantuviera muy por encima de su
control (6.0e+5 células/ml), pero por debajo del
indculo inicial, sin embargo, a las 48 h se
mantuvo muy poco por encima de su control,
incluso las barras de error se sobreponen.

El resto de las concentraciones ensayadas
a este tiempo si mostraron disminuciones en
su viabilidad, entre 6.0e+5 hasta 2.0e+5, como
es el caso de 30 uM (m), que disminuyd su
viabilidad a este ultimo valor de 2.0e+5. Los
tiempos de incubacion de 48 y 72 h, mostraron
una tendencia a la disminucion progresiva
conforme al aumento del tiempo y del
plaguicida. El nimero de células viables/ml
descendio por debajo de sus controles y del
inoculo inicial, sobre todo a las 72 h, donde
practicamente todas las concentraciones de
plaguicida se situaron alrededor o por debajo
de 2.0e+5 células viables/ml, excepto los
controles sin plaguicida que se situaron por
encima de 4.0e+5 células/ml.

Estas mismas condiciones se repitieron en
presencia del mitégeno fitohematoglutinina
(PHA). Los resultados obtenidos mostraron que
no hubo diferencias importantes con respecto
a la evaluacion con Knox Out sin PHA, excepto
por el hecho de que el nimero de células con 5
MM de plaguicida no fue mayor al numero de
células de los cultivos control (datos no
mostrados).
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Figura 2. Cultivos de linfocitos en barrido de diazindn comercial
Knox Out a concentraciones mas bajas (5-30 uM)
respecto de las utilizadas en la Figura 1 sobre
linfocitos en cultivo frente al tiempo en h. Donde (@)

es el control, (O) 5, (¥) 10, (%) 15, y (M) 30 pM
del plaguicida. En el eje de las abcisas se expresa
en numero de células viables/ml.

La Figura 3 muestra la evaluacion del
efecto del diazindn grado analitico de estandar
a una concentraciéon de 5-50 yM. Se observo
que al tiempo de incubacion de 24 h, las
concentraciones de 10, 15y 30 pM si
presentaron valores de viabilidad alrededor del
indculo inicial (1.0e+6 células/ml), sin embargo,
las concentraciones de 5 (0) y 50 M (o)
produjeron una disminucion del numero de
células viables/ml respecto a su control, que
se situa en aproximadamente 8.0e+5 células/
ml, principalmente 50 uM con alrededor de
6.0e+5 células/ml. A las 48 y 72 h las células
sin plaguicida tendieron a disminuir, pero se
mantuvieron en valores cercanos a 6.0e+5
células/ml. Alas 48 h de incubacion 5y 10 uM
de diazindbn mantuvieron valores de viabilidad
cercanos a su control, el resto de
concentraciones tuvieron valores de
disminucion del nimero de células viables/ml
entre 6.0e+5 y 4.0e+5 células/ml, sobre todo
50 uM de diazindn que rebaso estos limites. A
las 72 h de incubacién practicamente se
observo una disminucion generalizada de la
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viabilidad celular, excepto 5 y 15 uM, que se
mantuvieron alrededor del control. Los valores
de viabilidad mayor a menor se situaron entre
6.0e+5y 2.0e+5 células viables/ml.

1.0e+6

B8.0e+5 4

6.0e+5 4

No. Células viables/ml

4.0e+5 4

2.0e+5

o 20 40 60

Tiempo (h)

Figura 3. Exposiciéon de diazinén puro en grado estandar en
barrido sobre los cultivos de linfocitos a las
concentraciones de entre 5-50 uM, donde (@) es el

control, (O) 5, (¥) 10, (%) 15, (M) 30 y (O) 50 uM
del plaguicida.

En el siguiente experimento se repitieron las
anteriores condiciones con diazindn puro
incluyendo de PHA en los medios (Figura 4).
Los controles proliferativos de los tiempos de
24,48 y 72 h (@) se situaron en niveles mas
elevados de células/ml que en experimentos
anteriores debido a la estimulacién causada por
el mitégeno PHA. Los dos primeros tiempos
tuvieron valores de 1.5e+6 células/ml, mientras
que a las 72 h se obtuvo un valor mas elevado
de alrededor de 1.7e+6 células/ml. Alas 24 h
las células tratadas con diferentes
concentraciones de diazindén tuvieron un
aumento de la proliferacion, sobre todo la
concentracién de 5 yM (Q) alcanzando un
umbral que sobrepaso las 2.0e+6 células
viables/ml. Sélo la concentracion de 15 uM (%)
se situd ligeramente por debajo del control (@).
Esta tendencia comenzé a disminuir a las 48 h,
y a situarse por debajo del control de 72 h.
Dentro del analisis microscépico de las células
en cultivo, se pudo apreciar que algunas de ellas
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tenian indicios de muerte por necrosis y
apoptosis (Figura 5).

No. Células viables/ml

V] 20 40 60
Tiempo (h)

Figura 4. Efecto del diazindn grado analitico de estandar en
barrido y el agente mitdgeno PHA sobre la viabilidad
de linfocitos de sangre periférica de humano frente
al tiempo en h, donde (@) es el control, (Q) 5,

(%) 10, (7 )15, (M) 30y (0) 50 uM del plaguicida.

La distribucion y aparicion de estas
celulas no fue regular, encontrandose
principalmente en cultivos expuestos con
diazinon Knox Out y con diazinén puro en
presencia de PHA. Este tipo de dafios no fue
muy frecuente, por ello, no se reporté un
numero significativo dentro de los conteos.

Figura 5. Fotografia de la imagen de linfocitos tratados con
diazinon puro en grado estandar durante 24 h,
vistos con el objetivo 100X, en un microscopio
optico de contraste de fases (Leica, USA), donde
a) muestra una célula con rasgos tipicos de muerte
por necrosis y b) célula con rasgos de muerte por

apoptosis.
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Discusiones

Los resultados de los experimentos
obtenidos con las presentaciones de diazinén
puro y comercial Knox Out, mostraron un
comportamiento distinto respecto a sus
controles. En el caso de las células tratadas
con ambas presentaciones de diazindn de
forma individual como en presencia de PHA,
mostraron con el paso del tiempo un
comportamiento natural, ya que a las 72 h
disminuyé el numero total de células. Sin
embargo, las tendencias observadas en las
curvas obtenidas del numero de células fueron
diferentes a las obtenidas en los controles,
aumentando o disminuyendo su viabilidad.

El efecto obtenido entre el diazindn puro y
el comercial Knox Out fue distinto a pesar de
que el compuesto activo es el mismo, esto
debido tal vez a que los disolventes del diazindn
comercial son los que afectaron en cierta
medida las células tratadas. El disolvente
utilizado para el Knox Out es desconocido por
motivo de patente del producto, no obstante
conocemos que su concentracion es 23 %. Las
estimulaciones de la divisidn celular inducidas
por el diazinén puro en presencia de PHA (Figura
4), asi como en el caso de la concentracion de
5 uM de Knox Out (Figura 2) donde se
encontraron el mayor numero de células
respecto de sus controles (no del indculo inicial),
no han sido previamente reportadas. Cabe
destacar en este segundo caso, que dada la
ausencia de PHA, se trate de una resistencia a
la muerte mas que de una proliferacién, ya que
la concentracion de 5 yM no supera en numero
de células al inoculo inicial (Figura 2).

Por lo anterior, se puede pensar que la
interaccion del plaguicida se da en dos formas
distintas: a) que las células a esta
concentracion se ven protegidas por algun
mecanismo aun desconocido, b) el diazinon
estimula la division celular a esta concentracion,
y por ello se encuentra una mayor cantidad de
células con respecto a los controles, es decir,
que esté actuando como un agente mitdgeno.
Los efectos del diazindn sobre la proliferaciéon
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celular solo han sido determinados en un
trabajo, el cual fue realizado por Paraoanu et
al. (2005) en el que determinaron que el
diazindn disminuye el crecimiento celular en
células retinales de gallina, siendo la
concentracion de 80 uM la mas dafiina para las
células. Se ha demostrado que los
organofosforados tienen efectos sobre la
viabilidad y la proliferacién en células gliales
cuando se han manejado concentraciones
micromolares (Guizzetti et al., 2005; Caughlan
etal., 2004; Qiao et al., 2001; Cao et al., 1999).
Estudios in vivo apoyan el hecho de que los
organofosforados disminuyen el numero de
células. El trabajo de Garcia et al. (2002)
demostrd que la exposicion a diferentes dosis
de clorpirifos disminuyo6 la expresion de
marcadores de proteinas en astrocitos. Roy et
al. (2004) determinaron una disminucion en las
células gliales cuando fueron expuestas al
clorpirifos.

Otros trabajos demuestran que el diazinén
interactua no solo en la inhibicién de las
acetilcolinesterasas, sino posiblemente sobre
otras proteinas que participan en el desarrollo
(Flaskos et al., 2006; Axelrad et al., 2002;
Richards et al., 1999). Con respecto a los
resultados obtenidos, el diazinén puede tener
efectos sobre proteinas especificas, sobre todo
las involucradas en los procesos celulares de
divisién e incluso proteinas involucradas en
procesos de muerte celular. Asimismo, los
organofosforados, incluyendo al diazinoén,
pueden inducir la apoptosis y necrosis celular
en linfocitos de sangre periférica de humano y
tejidos linfaticos (Das et al., 2006; Song et al.,
2002) asi como en tejidos neurales humanos
(Abou-Donia, 2003; Kim et al., 1999) al igual
gue necrosis en células embrionarias de la
retina del pez Oryzias latipes (Hamm et al.,
1998) en células de la retina de gallina
(Paraoanu et al., 2005) y en neuronas corticales
primarias de rata (Caughlan et al., 2004). Sin
embargo, la aparicion de células muertas por
necrosis y apoptosis no puede ser directamente
atribuida a la presencia del diazinon, ya que
como lo describen Song et al. (2002), la
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presencia de eritrocitos en los cultivos de
linfocitos inducen la expresion del factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a por sus siglas
en inglés). De igual forma, ellos mencionan
que las células mononucleadas de sangre
periférica de humano, estimuladas con el
mitdbgeno PHA presentan niveles mas altos de
INF-gamma y TNF-a. Es importante
mencionar que en los controles manejados en
presencia y ausencia de PHA, no se
encontraron células con necrosis o apoptosis,
aunque esto no significa que no hubiese
celulas con estas caracteristicas, sin
embargo, estas morfologias solo fueron
encontradas en presencia del plaguicida.

En este trabajo las células muertas por
apoptosis y necrosis se encontraron
principalmente en los cultivos expuestos al
Knox Out, en cultivos en presencia de Knox
Out/PHA y en menor cantidad en los cultivos
con diazindn puro no comercial. Por tanto, los
efectos necroticos en cultivos se pudieran
atribuir a compuestos en los que se encuentra
disuelto el diazindn en el plaguicida comercial
Knox Out, la presencia de PHA, tal como ha
sido propuesto por Song et al. (2002) y en
menor medida al diazindn de la muestra
compuesta. Pese al hecho de no encontrar
con frecuencia células con necrosis u
apoptosis en el analisis microscopico
realizado sobre los cultivos expuestos al
diazindn grado analitico de estandar, no se
descarta la posibilidad de que el diazinén
cause necrosis u apoptosis, ya que se
encontraron indicios en ambas
presentaciones. El estudio realizado por Das
et al. (2006) sobre linfocitos humanos usando
cuatro organofosforados distintos
(Monocotrofos, profenofos, clorpirifos y
acefato) demostré que estos inducen tanto
necrosis como apoptosis, por lo que no se
debe descartar que las células encontradas
con indicios de apoptosis y necrosis en la
observacion microscoépica, en realidad haya
sido por efecto del diazinon.
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Conclusiones

Las concentraciones de diazindn
comercial en el intervalo de 0.1 a 1 mM,
evidenciaron que en su mayoria causaron la
disminucion del numero de células viables/ml
con respecto a los controles manejados,
principalmente a las 48 y 72 h de incubacion.

Cinco uM de diazindn comercial produjeron
un aumento de la viabilidad celular a las 24 h
de incubacién, pero por debajo del inéculo
inicial y la viabilidad se mantuvo similar al
control de 48 h. El resto de concentraciones
de diazindn utilizadas en los diferentes tiempos
de incubacién, causaron la disminucion del
numero de células viables.

El diazindn de grado analitico de estandar
produjo un aumento de la viabilidad con varias
concentraciones ensayadas, principalmente a
las 24 h de incubacion, en comparacion con la
version comercial del plaguicida. El perfil de las
curvas de viabilidad a las diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion fue
distinto a los tratados con la presentacion
comercial.

Los cultivos con diazindn de grado analitico
de estandar con PHA, presentaron un aumento
considerable sobre el numero de células
viables, principalmente a las concentraciones
menores, rebasando considerablemente al
inoculo inicial.

Ambas presentaciones de diazindn, grado
comercial y grado analitico de estandar,
produjeron efectos sobre la viabilidad celular,
ya sea aumentando o disminuyendo el nimero
de células mononucleadas en cultivo. El tiempo
de exposicién y la concentracion fueron un
factor determinante en los efectos observados,
exceptuando el dafio por necrosis u apoptosis.
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