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INTRODUCCION.

El uso de los plaguicidas ha tenido entre otros resultados positivos el
mejoramiento de la salud, el mejoramiento y conservacién de las cosechas
y la erradicacién de plagés. Pero a su vez tiene consecuencias negativas
como la contaminacion ambiental, que a largo plazo serd mucho mayor el
dafio que cause, que los beneficios que a corto plazo ofrece la utilizacion
de estas sustancias 1 . Ademéas debido a sus efectos t6xicos, se han presentado

3-7,15,18 . Entre ellos se tienen antecedentes de que

trastornos a la salud
los plaguicidas dafan a las células efectoras de la respuesta inmune en el

. . 15,16 . oo
humano, como son los linfocitos T ~~°°~ , En este trabajo se analiz6 el-

efecto de los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraquat de uso frecuente

en la agricultura y en forma doméstica, sobre la incorporacidn de Timidina

radiactiva (3H-TdR) de linfocitos esplénicos murinos. Se encontrd que estos

tres plaguicidas, afectan de manera significativa la viabilidad de los linfocitos
murinos estimulados en cultivo con Concanavalina A (Con-A). Con la viabilidad
afectada consecuentemente la incorporacion de 3 H-TdR resultd también

disminuida.



ANTECEDENTES.

Desde &pocas muy antiguas el hombre aprendid que ciertos materiales de
origen vegetal le protegian del .ataque de insectos y plagas. La utilizacién
de los plaguicidas con fines agricolas empieza en 1865 y a partir de esta
fecha ha venido en aumento su produccibn y uso. A través del tiempo
y de acuerdo con las necesidades, se originaron diferentes tipos de plaguicidas
(inorgénicos y organicos). Dependiendo de su grupo quimico biodegradabilidad,
forma de accidén y segfin la plaga contra la cual estin dirigidos. Por ejemplo

insecticidas, herbicidas y fungicidas 2,3 .

Entre los plaguicidas inorgénicos se encuentran los derivados del arsénico,
que tienen baja eficiencia para las plagas, son tbxicos -para el hombre y

presentan elevada persistencia en el medio ambiente 4, Esto ha limitado su

Uuso.

A partir de }940 se utilizan con mayor frecuencia los plaguicidas orgénicos,

que se clasifican en: organofosforados, carbamatos, organoclorados y de



origen vegetal {nicotina, piretroides y otros). Algunos de ellos se aplican

y

con fines agricolas y otros son de utilidad doméstica .

Existen plaguicidas que tienen un proceso de degradacién muy lento, como
los hidrocarburos clorados que son sefialados como uno de los factores de
alteracidn ecoldgica, dado que ocasionan la muerte de especies animales
como aves y peces. Por otra parte se han hecho experimentos en ratones,
en donde se observa que ocasicnan cancer en altas dosis. También se ha
demostrado que producen cambios hormonales, conc;'etamente en la produccidn
de estrogenos. Pueden producir es;terilidad y ealteraciones en el metabolismo
del calcio, lo que afecta el desarrollo de los huesos. Igualmente originan

. - 3-5
mutaciones que provocan fallas genéticas .

El Paraquat herbicida clorado, se considera potente veneno que ocasiona dafo

renal, insuficiencia respiratoria y dafio pulmonar 6,7

.El efecto toéxico del

Paraquat se atribuye a la peroxidacibn de la membrana de las células.

Transforma el oxigeno molecular en radicales super6xido y per6xido de



hidrégeno, los cuales causan dafio a la membrana celular . Asi mismo el
Paraquat incrementa la permeabilidad del epitelio pulmonar de las ratas, lo
que favorece la absorcion de drogas. Las tasas de absorcién de las ‘drogas
se incrementan de 1.4 a 1.8 veces, después de 3 a 5 dias de la administracién

14
de Paraquat .

La accién de los insecticidas organofosforados en los vertebrados generalmente
se manifiesta como una ruptura en la transmision de los impulsos nerviosos
en el sistema nervioso central y periférico, por inhibicion de la acetil
colinesterasa, que es la enzima que regula la cantidad del neurotransmisor
R .15 . . - o .
acetilcolina . Ademéas este tipo de insecticidas causan dafio al material
genético ocasionando aberraciones cromosbémicas por accion teratogé€nica y
.. 15-18 . ‘
mutacidon . La exposicibn a E&steres organofosforados, produce un efecto

més persistente conocido como neurotoxicidad retardada 19 .

La exposiciébn prolongada a los plaguicidas en forma directa puede ser laboral,

ambiental o por mal uso de ellos. La exposicibn indirecta ocurre cuando



se ingieren residuos de los plaguicidas que quedan en los productos agricolas

de consumo.

El contacto con los plaguicidas llega a producir aplasia medular en algunos
individuos. La aplasia medular consiste en la alteracidn metabdlica y
destruccién de las cé@lulas precursoras de los eritrocitos, leucocitos y
plaquetas. Las células del tejido linfoide que participan en la respuesta

. . . . 0-23
inmune del organismo, podrian ser igualmente afectadas .

En la respuesta inmune los ma;:réfagos y linfocitos son los principales
componentes celulares. Los macr6fagos desempeiian diversas funciones. Los
linfocitos se dividen en dos subpoblaciones principales: linfocitos B y T .
Los linfocitos B en presencia de un estimulo antigénico, se diferencian en
células plasmaticas que tienen capacidad para sintetizar anticuerpos. Los
linfocitos T éon las células efectoras de la respuesta inmune celular, Se
clasifican en diferentes subclases de acuerdo a su funcién: Linfocitos T

cooperadores, T citotéxicos, T supresores y NK. Cada subclase posee



marcadores de superficie caracteristicos

En relaciébn con el efecto de los plaguicidas sobre las células efectoras
de la respuesta inmune, existen al respecto diversos trabajos entre los que

iz . 25-33
se encuentran los que a continuacidon se mencionan .

El Dimetoate (éster fosférico) causa disminucién del 50 % en los linfocitos

. . . 5
de ratones tratados. Ademéas ocasiona depresidn de la respuesta inmune 2 .

El tratamiento de pollos con DDT y Mirex (organoclorados) inhibe la actividad
metabblica de sus linfocitos, los que provoca disminucidén en la produccién
. - 26 . . -
de inmunoglobulinas G (1gG) . El tratamiento con cantidades subtbxicas
de pleguicidas (DDT, Aroclor 1254, Carbaril, Paration metilico) causa

inmunosupresidén en conejos .

En relacién con la actividad fagocitica, la exposicién de ratones al Toxaféno

(clorado) disminuye la capacidad fagocitica de sus macréfagos28. Adema3s



los insecticidas clorados DDT, DDE y G-HCH inhiben la migracién de
leucocitos in vitro. La intensidad de la inhibicion es variable de un sujeto

) . . 29
a otro y de acuerdo con la sustancia examinada .

En experimentos hechos con Lindano (insecticida organoclorado} en cultives
de linfocitos por 72 horas con Fitohemagluitinina (PHA) y 3H-’I'dR, se observa
disminucién de las células blasticas 30. También se ha estudiado el efecto
del Malation (organcfosforado) scbre la sintesis de A&cidos nucléicos en
linfocitos humanos estimu.lados con PHA y se Qbsérva que en pequefias dosis
hay una mayor incorporacién de H-TdR y en altas dosis disminuye la

15,31,32

incorporacitn - Asi mismo insecticidas de origen vegetal {piretroides)

inhiben la transformacién de linfocitos murinos estimulados con Lipopolisacérido

(LPS) y Con-A 33 .

Los linfocitos tienen la propiedad de activarse en cultivo, por medio de
mitdgenos especificos o inespecificos. Entre los primeros se encuentran

los antigenos y entre los segundos las lectinas PHA, Con-A y Fitolaca {PWM).



La activacibn linfocitaria valora la capacidad funcional de los linfocitos para
proliferar despu€s de la estimulacién antigénica. Se refiere a una correlacidén
in vitro de alglin proceso in vivo que regularmente ocurre cuando un antigeno
reacciona con los linfocitos especificamente sensibilizados en el huésped.
El cultivo de linfocitos es una técnica in vitro comunmente empleada para
evaluar la inmunidad celular en los enfermos con inmunodeficiencia,

. . . 34
autoinmunidad, enfermedad infecciosa, cincer etc .

La Concanavalina A se extrae del frijol {Canavalia ensiformis} en 1919. En 1970

. . . . . 35 _. .
se identifica que se conjuga a los linfocitos =, Tiene un efecto activador

de los linfocitos T, que los induce a proliferar en cultivo 36 .

La Con-A es una proteina con peso molecular de 102,000 , se presenta como
tetramero a pH mayor de 7 y como dimero a pH menor de 6. Cada
subunidad peptidica conjuga un ion Mn y un ion Ca, la conjugacibn‘de la ConA
a sachridos requiere la presencia de los metales 35 . En estudios recientes

se muestra que la union del mitdgeno ocurre en muchos sitios de la periferia



{receptores) de la célula y llega a concentrarse en un casquete de uno de

37’3-8. Cada linfocito

los polos de la célula y es interiorizado por pinocitosis

s 7 .
tiene alrededor de 10 receptores por célula, los receptores para Con-A son

=¢-D-manopirandsidos y =<-D-glucopirandsidos 3 .

Después de la incubacién de los linfocitos con mitdgenos (Con-A y otros),
estos se unen a los receptores especificos de la superficie celular, una vez
unidos se dispara una sefial molecular en el interior de la célula que la afecta
39 - . e .
profundamente y provoca una serie de eventos bioquimicos complejos que
incluyen fenémenos relacionados con la membrana, como es el aumento en
la sintesis de fosfolipidos, aumento en la permeabilidad a cationes divalentes,
s - - o 34
activacion de la adenilato ciclasa, elevacion del AMPc , aumento en la
it e X ) . R . 40
fosforilacion de las nucleoproteinas y acetilacién de histonas . Entre la
secuencia de los cambios bioquimicos que preceden a la sintesis de DNA
se encuentran: la sintesis acelerada de RNA y proteinas, el incremento en

la actividad de enzimas tales como la timidina cinasa, la desoxicitidina cinasa

41
y la desoxicitidilato desaminasa .



En relacién con los plaguicidas que se emplearon en este trabajo se puede
sefialar lo siguiente:

METAMIDOFOS,

Nombre Quimico: 0,S-dimetil fosforoamidotioato.

Nombre Comfn: Bay 71628, Metamidofos Estrella, Monitor, MTD, Orto 9006,
Pillaron, SRA 5172, Tamabon, Tamaron.

Accidn: Insecticida, acaricida.

Propiedades Quimicas: Cristalino, PF de 46.1 °C, ficilmente soluble en agua
o etanol; menos de 1 % envkeroseno, menos de 10 % en benceno o xileno
a temperatura ambiente. Soluble en alcoholes, hidrocarburos aliféticos
clorinados; ligeramente soluble en é&ter.

Toxicidad: Dosis letal media (DLgq) oral aguda es de 19-21 mg/Kg de peso
en rata.

Aplicaciones: Para el control de ciertas larvas de lepid6pteros, &fidos, gorgojos
y mosquita blanca 42 .

Férmula: : CHyO_ O

CH, S
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Vias de Absorcién: A través de la-piel, tracto respiratorio y gastrointestinal.
La absorcién por la piel tiende a ser lenta, aumentando en temperaturas
elevadas y siendo mayor en presencia de dermatitis.

Accién Farmacolégica: Act'ﬁa como inhibidor irreversible de la enzima acetil-
colinesterasa, - permitiendo la acumulacion de acetilcolina y originando
intoxicacién en las sinapsis autdnomas y centrales y en las terminaciones
post-ganglionares de los nervios parasimpéticos y motores.

Intoxicaci6a: Los sintomas incluyen dolor de cabeza, vértigos, nerviosidad,
debilidad, visién borrosa, calambres, diarrea y opresi.én del pecho. Los signos:

Exudacién, miosis, lagrimeo, sali\;acién y secreciones excesivas del tracto
respiratorio, vOmito, cianosis, edema papilar, pérdida de los reflejos, espasmos
musculares incontrolables, convulsiones, pérdida del control de esfinteres y
coma.

Tratamiento: Administrar sulfato de atropina y oximas (2-PAM), o el toxogonin.

Respiracion artificial cuando se requiera 43

BAYGON.

Nombre Quimico: 2-(1-metiletoxi) fenol metilcarbamato.



12

Nombre Com@n: Propoxur, Aprocarb.

Otros Nombres: Bay 39007, Baygon, Blatanex, Propyon, Suncide, Unden.
Accidn: Insecticida.

Propiedades Quimicas: De color blanco a canela en cristales, PF de 91 °C.
Inestable en medios alcalinos. Se cree compatible con la mayoria de
insecticidas y fungicidas de uso comf{in excepto los de naturaleza alcalina.
Soluble en agua cerca de 0.2 % a 25 °C, féacilmente soluble en la mayoria
de solventes orgénicos polares.

Toxicidad: DLgq oral aguda de 100-200 mg/Kg de peso en rata macho. En
rata hembra la DL‘SO oral aguda es de 70-130 mg/Kg de peso.

Apljcaciones: Es particularmente efectivo contra insectos que afectan al hombre
y animales, como cucarachas, mosquitos y otros voladores. Se caracteriza
por un derrive répido, gran accibn residual y efectivo 42 .

Férmula: Es sintetizado a partir de catecol.
0 H
H |

O0~C— N—C H,

St
0-CH

CH,
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Vias de Absorcién: Puede penetrar al organismo por ingestién, inhalacién ¥y
a través de la piel.

Accién Farmacoldgica: Causa inhibicidn reversible de la acetilcolinesterasa.
Se descompone ripidamente en el organismo.

Intoxicacién: Los signos y sintomas son tipicamente semejantes a los causados
por los compuestos organofosforados, pero de duracidn més corta; comprende:
Incoordinacién muscular, taquicardia y arritmia.

Tratamiento: Si el producto es ingerido, inducir al vdmito y repetirlo hasta

S . - P 43
que sea claro. Administrar sulfato de atropina en dosis terapéuticas .

PARAQUAT.

Nombre Quimico: 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo ion; se presenta como una sal
diclorada o sal dimetil sulfatada.

Nombre Comin: Paraquat.

Otros Nombres: Cekuquat, Cris quat, Dextrone, Dexuron, Esgram, Gramonol,
Gramoxon, Gramuron, Herbaxon, Herbaxone, Paracol, Pathclear, Pillarquat,

Pillarxone.
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Accibn: Herbicida de contacto y disecante.

Propiedades Quimicas: La sal diclorada es f&cilmente soluble en agua,
escasamente en acohol, insoluble en hidrocarburos. Estable, excepto en
condiciones alcalinas. Se absorbe y es raipidamente inactivado por particulas
de! suelo. Los cristales se descomponen a 300 °C.

Toxicidad: DLgq oral aguda es de 150 mg/Kg de peso en rata. Se considera

potente tdxico.

Férmula: El Paraquat es sintetizado a partir de la piridina,

CH, N ' NCH, 2Cl

- - . . . 42
Tratamiento: Incluye la administracién repetida de catérticos ~. Cuando se in-

gieren grandes cantidades causa en el hombre progresiva y fatal neumonia 43
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Entre los plaguicidas de uso frecuente en la actualidad, se encuentran el
Metamidofos, Baygon y Paraquat. Algunos de sus efectos té6xicos estdn bien
definidos, pero se desconoce su accion sobre las células efectoras de la
respuesta inmune. Por tanto se considera importante analizar este aspecto
a nivel de la respuesta inmune celular, por medio de cultivos de linfocitos
esplénicos murinos, en presencia de Concanavalina A y en concentraciones

subtoxicas de estos plaguicidas.



HIPQOTESIS.
Los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraquat disminuyen la transformacion
blastoide de los linfocitos esplénicos murinos cultivados en presencia de

Concanavalina A.
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OBJETIVO.

Investigar el efecto de los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraquat, sobre

la sintesis de DNA en cultivos de linfocitos esplénicos murinos normales

estimulados con Concanavalina A.



MATERIAL Y METODOS.

Reactivos.

Timidina tritiada (SH-TdR) (actividad especifica de 6.7 Ci/uMol, New England
Nuclear, Boston M. A.).

Concanavalina A (Con-A) {Gibco, C5275).

Medio Esencial Minimo (MEM) (Gibco, 430-1600) adicionado al 5 % con Suero
Fetal de Ternera (SFT) (Gibco) inactivado y suplementado con: Penicilina
(100 Ul/ml),Estreptomicina (100 ug/ml), L-glutamina 2 mM, Piruvato 1 mM,
Aminoacidos no esenciales 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 5 X 155 M.

Solucién Salina Balanceada de Hanks (SSBH) adicionada con 100 Ul de Penicilina
y 0.1 mg de Estreptomicina /ml

Liquido de centelleo: PPO (Merck, 2946} 2.5 ‘g, POPOP (Sigma, P-3754)
0.4 g, Tolueno {Merck, 404168 N) 1000 ml

Azul tripano (Sigma, T9520) al 0.4 %.

Plaguicidas.

Metamidofos (Tamaron 600, Bayer).

Baygon (Baygon C, Bayer).
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Paraquat (Transquat, Transquimica).

Ratones.

Se utilizaron ratones hembras de tres meses de edad de la cepa BALB/c de

21-24 g de peso. Alojados en jaulas de polipropileno con cama de aserrin

estéril, en habitaciones con temperatura constante de 22° + 2° C. Se les

proporciond alimento comercial para roedores (Purina, México) y agua purificada

para consumo voluntario.

TRANSFORMACION _ BLASTOIDE. '

Obtencidn de linfocitos esplénicos murinos.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical. En condiciones

estériles se extrajo el bazo y se colocé en una caja de Petri estéril, con 10

ml de SSBH a 4° C. Se homogenizé el bazo con dos agujas dobladas acopladas

a jeringas de | ml sin &mbolo, en campana de flujo laminar (Veco).

" Posteriormente con una pipeta Pasteur estéril colocada en un pipeteador

automitico (Drummond Scientific Co. Broomall Pa. 19008) se disgregaron
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con agitaciébn lenta los grumos grandes. EIl lfquido con las cé€lulas de la caja
de Petri se colocd en un tubo de ensaye 13 X 150 estéril. A la caja de
Petri se le agregaron 5 ml de SSBH para remover las células residuales y*
colocarlas en el tubo de ensaye anterior. El tubo de ensaye se dej6 en reposo
por 5 minutos, en hielo, para que sedimentaran los restos tisulares. La
suspensidon celular se centrifugd a 1500 RPM por 10 minutos a 4° C. El
sobrenadante se elimind y el paquete celular se resuspendid en 15 ml de SSBH.
Este procedimiento se realiz6 dos veces. El! sobrenadante se descartd y el
paquete se resuspendid en 5 m! de MEM (pH 7.2) suplementado y adicionado
con SFT al 5 % estéril a 4° C. Esta suspensidn se diluyé 1:100. Las células

se contaron en cAmara de Neubauer, se ajustaron a 5 X lO6 células viables

por ml de MEM. La viabilidad se determind con azul tripano al 0.4 %.

Se determind la dosis Optima de Con-A para la transformacidn blastoide en

cultivos de linfocitos esplénicos murinos mediante una curva dosis-respuesta,

La dosis O6ptima obtenida fue de 0.2 ug/0.1 ml de MEM para cada cultivo,
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Cultivo de linfocitos.

Procedimiento: Los cultivos se realizaron de acuerdo con el método de
Bradley L. M..44 De los cultivos de cada ratdn se hicieron 14 grupos de
cultivos» por cuadruplicado:
1. Linfocitos esplénicos més 0.2 ml de MEM.
2. Linfocitos esplénicos mas MEM maés 0.2 ug de Con-A.
3. Linfocitos esplénicos mas 0.2 ug de Con-A més el plaguicida correspondiente
(Metamidofos, Baygon y Paraquat) en las siguientes concentraciones:
0.1, 1.0, 10 y 20 L;g/O.l ml de MEM. Est‘e grupo lo formaron doce

subgrupos (de! 3 al 14) que correspondieron a los tres plaguicidas estudiados,.

agregados a los cultivos en cuatro concentraciones diferentes.
5. . .
Se colocaron 5 X 10 linfocitos en cada pozo de las placas para cultivo
(de 96 pozos, Nunclon, Delta. Inter-med) en un volumen de 0.1 ml de MEM.

Se agregaron a los cultivos estimulados 0.2 ug de Con-A en 0.1 ml de MEM.

Los cultivos se incubaron a 37° C en una atmésfera de 5 % de CO2 y 60 %



22

de humedad. A las 48 horas de incubacién los cultivos se pulsaron con
1 uCi de 3H—TdR/10 ul, en campana de flujo laminar. Los cultivos se

incubaron nuevamente por 18-24 horas.

Cosecha de los cultivos.

A las 72 horas de incubacidon se retird la placa de cultivo de la estufa y se
colocd6 en hielo triturado. Las cé&lulas de cada pozo se resuspendieron
cuidadosamente por agitacion con una pipeta Pasteur corta, colocada en el

pipeteador automético. Las células de cada pozo se depositaron en recténgulos

de papel filtro del N2 2 de 4 X 3 cm (Ederol). Los papeles se doblaron a
la mitad y se identificaron con l&piz. Cada papel fue sostenido sobre una pla.
ca de cellogel por medio de una aguja. Se hizo un lavado de cada pozo y
las cé&lulas residuales se depositaron en el papel correspondiente. Los papeles
se dejaron secar al' aire. Ya con las células adheridas y completamente secos,
se lavaron dos veces consecutivas por inmersidn en &cido tricloroacético (Baker

Analized, 0414) al 5 % a 4° C en agitacién c.dnstante por 5 minutos.

Inmediatamente se lavaron por inmersién en metanol absoluto (Baker Analized,



23

9070-60) a 4° C. Se dejan secar., Se recortaron en pequeftos trozos y se
colocaron en viales. A cada vial se le agregaron 5 ml de liquido de centelleo.
Inmediatamente los viales se colocaron en la oscuridad en cuarto frio por 30
minutos. Despuds se colocaron en el contador de centelleo liquido (Packard)
para la determinacién del material radiactivo incorporado. Los resultados

se expresaron en cuentas por minuto {cpm).

Pruebas de  viabilidad.

La viabilidad de los linfocitos se determind por' medio de la exclusion del
colorante azul tripano al 074 %. Las condiciones de los cultivos fueron las
mismas que las usadas para los experimentos de transformacién blastoide,
con la excepcién de que no se incluyd el pulso de:3 H-TdR a los cultivos.

Las pruebas se realizaron para cada uno de los catorce grupos.

Procedimiento.
Cada cultivo se homogenizé cuidadosamente con una pipeta de 1 ml estéril

colocada en el pipeteador automético {en campana de flujo laminar), se tomd
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0.1 ml de la suspensién de linchitos, en un tubo estéril con 0.1 ml de azul
tripano. Se mezcld perfectamente la suspensifm y se deposité una alicuota
en la cimara de Neubauer. Se contaron 100 células para cada grupo en
microscopio de luz (Zeiss) y se diferenciaron las c&lulas viables, que no
incorporaron el colorante, de las no viables que se tifieron de color azul.

Las pruebas se realizaron a las 24, 48 y 72 horas de cada cultivo.

Anélisis de los  resultados.
Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de la prueba "t" de

"Student”.
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RESULTADOQOS.

Pruebas de viabilidad.

La viabilidad de los linfocitos esplénicos murinos cultivados por 24 horas,
se\ muestra en la Tabla 1 y Figura 1. En ellas se observa que los linfocitos
cultivados sin estimulo mitogénico (grupo 1), tuvieron una viabilidad = del
84 * 13 %. Los cultivos estimulados con Con-A (grupo 2) tuvieron
88 + 6 % de viabilidad. Los cultivos de linfocitos estimulados con Con-A
y que ademés se les agregb Metamidofos (grupos 3-6), mostraron una
viabilidad disminuida, en comparacién con los cultivos que no estuvieron en
presencia de plaguicida (grupo 2). Esta disminucién fue significativa solo eﬁ
los grupos 5 y 6. Los cultivos de los grupos 7-10 que estuvieron en contacto
con el Baygon, mostraron una disminucidn eséadisticamentev significativa en
las cuatro concentraciones empleadas. El efecto fue m&s notorio cuando se
agregaron 10 y 20 ug de Baygon. En relacion con los grupos del 11 al 14
que se cultivaron en presencia de Paraquat, sblo mostraron disminucién

significativa (p 0.025 y 0.001), cuando se 'agregaron respectivamente 1 y

20 ug de este plaguicida.



TABLA 1. VIABILIDAD DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS MURINOS
ESTIMULADOS CON CON-A CULTIVADOS EN PRESENCIA DE PLAGUICIDAS

- DURANTE 24 HORAS.

Grupos Plaguicida % de Viabilidad Prueba "p"
n=3 ug/0.1 mI b DE "t
84 13 2 vs 1 NS
2. Con-A 88 6
METAMIDOFOS
3. 0.1 72 9 2 vs 3 NS
4. 1.0 63 4 2 vs 4 <0.065
5. 10.0 63 21 2 vs 5 N3
6. 20.0 65 18 2 vs 6 NS
BAYGON
7. 0.1 55 12 2 vs 7 <90.025
8. 1.0 39 17 2 vs 8 <0.010
9. 10.0 42 7 2 vs 9 0.001
10. 20.0 13 5 2 vs 10 0.001
PARAQUAT .
i1, 0.1 79 14 2 vs 11 NS
12. 1.0 68 7 2 vs 12 <«0.025
13. 10.0 58 23 2 vs 13 NS
14, 20.0 23 8 2 vs 14 0.001

" n: NGmero de ratones.
X: Promedio.
DE: Desviacion Esténdar.
"p": Probabilidad.
NS: No significativo.
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En la Tabla 2 y Figura 2, se muestra la viabilidad de los linfocitos esplénicos
murinos cultivados por 48 horas. Se observa que los linfocitos cultivados
sin estimulo mitogénico (grupo 1), tuvieron una viabilidad del 58 * 6 %. En
los cultivos con Con-A (grupo 2) la viabilidad fue del 60 * 4 %. Los cultivos
de linfocitos estimulados con Con-A y que ademé&s se les agregbd Metamidofos
{grupos 3-6), presentaron una viabilidad significativamente disminuida (p 0.005
y 0.001) los grupos 5 y 6 en comparacién con los cultivos que no estuvieron
en contacto con plaguicidas (grupo 2). Los cultivos de los grupos 7-10 que
estuvieron en presencia de Baygon presentaron disminucién en la viabilidad.
En los grupos 8 9 y 10 la disminucién fue estadisticamente significativa
{(p 0.050, 0.005 y 0.001). El fendmeno fué m&s claro en el grupo 10, donde
se agregaron 20 ug de Baygon. En los grupos del 11 al 14 que se cultivaron
en presencia de Paraquat, sbélo presentaron disminucién estadisticamente
significativa p 0.025 y 0.001 los grupos 13 y 14, en los que el plaguicida tuvo

una concentraciéon de 10 y 20 ug respectivamente.

En relacién con la viabilidad de los linfocitos esplénicos murinos cultivados



TABLA 2. VIABILIDAD DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS MURINOS
ESTIMULADOS CON CON-A CULTIVADOS EN PRESENCIA DE PLAGUICIDAS
DURANTE 48 HORAS.

Grupos Plaguicida % de Viabilidad Prueba "p"
n=3 ug/0.1 ml X + DE et
1. meeeee- 58 6 2 vs 1 NS
2. Con-A 60 4
METAMIDOFOS
3. 0.1 61 21 2 vs 3 NS
4, 1.0 59 14 2 vs 4 NS
5. 10.0 32 7 2 vs 5 <0.005
6. 20.0 _ 28 4 2 vs 6 0.001
BAYGON
7. 0.1 67 7 2 vs 17 NS
8. .o 43 11 2vs 8 0.050
9. 10.0 32 7 2 vs 9 <0.005
10. 20.0 : 11 6 2 vs 10 0.001
. PARAQUAT
11, 0.1 60 14 2 vs 11 NS
12. 1.0 62 17 2 vs 12 NS
13. 10.0 34 13 2 vs 13 0.025
14. 20.0 29 4 2 vs 14 0.001

n: Nfimero de ratones.
X: Promedio.

DE: Desviacifn Estandar
"p": Probabilidad.

NS: No significativo.
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por 7? horas, los resultados se muestran en la Tabla 3 y Figura 3. Los
linfocitos cultivados sin estimulo mitogénico (grupo 1), preseataron .una
viabilidad del 45 ¢+ 9 %. En los cultivos de linfocitos estimulados con
Con-A (grupo 2) la viabilidad fue de 68 = 5 %, Los linfocitos estimulados
con Con-A a los que édemés se les agregd Metamidofos (grupos 3-6) mostraron
disminucién de la viabilidad estadisticamente significativa los grupos 3, 3 y
6 (p 0.0025, 0.005 y 0.050). Los cultivos de los grupos 9 y 10 que estuvieron
en contacto con 10 y 20 ug de Baygon por 72 horas, mostraron una
disminucién estadisticamente significativa (p 0.001). Entre los grupos del 11
al 14 que se cultivaron en presencia de Paraquat, sblo los grupos 13 y 14

tuvieron disminucidn significativa de s viabilidad p 0.025 y 0.005, A estos

cultivos se les agregaron 10 y 20 ug de Paraquat respectivamente.

Entre los plaguicidas empleados, el compuesto que resultd mias tdxico
sobre la viabilidad de los linfocitos murinos cultivados, fue el Baygon.
Aunque en algunos grupos de cultivos (7 al 10) que estuvieron expuestos al

Baygon durante 24, 48 y 72 horas, no se presenté disminucién de la viabilidad



TABLA 3. VIABILIDAD DE LOS LINFOCITOS ESPLENICOS MURINOS
ESTIMULADOS CON CON-A CULTIVADOS EN PRESENCIA DE PLAGUICIDAS
DURANTE 72 HORAS.

Grupos Plaguicida % de Viabilidad Prueba "p"
n=3 ug/0.1 mi % + DE et
1. cemeeeee- 45 9 2 vs 1 0.005
2. Con-A 68 5
METAMIDOFQOS
3. 0.1 48 7 2 vs 3 <0.025
4. 1.0 54 9 2 vs 4 NS
5. 10.0 36 9 2 vs 5 0.005
6. 20.0 38 19 2 vs 6 0.050
BAYGON
7. 0.1 73 11 2 vs 7 NS
8. 1.0 68 5 2 vs 8 NS
9. 10.0 22 6 2 vs 9 0.001
10. 20.0 13 2 2 vs 10 0.001
PARAQUAT
11. 0.1 79 4 2 vs 11 NS
12, 1.0 64 4 2 vs 12 NS
13. 10.0 48 7 2 vs 13 <0,025
14. 20.0 37 5 2 vs 14 <£0.005

n: Nimero de ratones.

X. Promedio.

DE: Desviacidon Esténdar.
"p": Probabilidad.

NS: No significativo.
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celular. Esto ocurrié6 en el grupo 7 a las 48 horas de cultivo y los grupos
7 y 8 a las 72 horas en los cuales las concentracidn del Baygon fue de
0.1 y 1.0 ug respectivamente. En cambio a las 24 horas, en todas las
concentraciones el Baygon afectd la viabilidad celular {(grupos 7-10). En los
grupos 7 y 11 de los cultivos a las 72 horas se observd un aumento en la
viabilidad en relacidn con el resto de los grupos de cultivo con plaguicidas

y sin ellos.

Transformacidon  Blastoide.

En las Tablas 4, 5 y 6 y en la Figura 4, se muestran los resultados de la
incorporacidén de 3H-TdR por los linfocitos esplénicos murinos, estimulados con
Con-A y en presencia de'los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraguat.
En todos los casos en donde los plaguicidas se agregaron en concentraciones
de 10 y 20 ug, se observd disminucién de la incorporacién de 3H-TdR, al
compararse con los resultados de los cultivos del grupo 2 que recibi el
estimulo de Con-A, en ausencia de plaguicida. Cuando se usd Metamidofos

en los grupos 5 y 6, la diferencia tuvo un valor estadistico de p 0.02 y 0.01.



34-TdR POR LINFOCITOS ESPLENICOS

TABLA 4. INCORPORACION DE
MURINOS ESTIMULADOS CON CON-A, EN PRESENCIA DEL PLAGUICIDA
METAMIDOFOS.
Grupos Metamidofos X cpm Prueba "p"
n=4 ug/0.1 mi + DE et
| 3,170 2 vs | 0.001
1,159
2, Con-A 71,129
11,031
3. 0.1 69,621 2 vs 3 NS
9, 447
4. 1.0 68,546 2 vs 4 NS
20,524
5. 10.0 39,978 2 vs 5 0.025
16,285
6. 20.0 19,882 2 vs 6 0.010
13,980

n: Nimero de ratones.

%: Promedio.

DE: Desviacién Estandar.
"p": Probabilidad.
cpm: Cuentas por minuto.

NS: No significativo.



TABLA 5. INCORPORACION DE 3H-TdR POR LINFOCITOS ESPLENICOS

MURINOS ESTIMULADOS CON CON-A, EN PRESENCIA DEL PLAGUICIDA
BAYGON.

"on

Grupos Baygon X cpm Prueba P
n=4 ug/0.1 ml + DE "
1.  =ee--- 3,170 2 vs 1 0.001
1,159
2. Con-A 71,129 -
11,131
7. 0.1 68,085 2 vs 7 NS
15,687
8. 1.0 55,148 2 vs 8 NS
18,386
9. 10.0 1,760 2 vs 9 0.001
' 320
10. 20.0 1,828 2 vs 10 0.001
445

n: Namero de ratones.

X: Promedio.

DE: Desviacibn Esté&ndar.
"p": Probabilidad.

cpm: Cuentas por minuto.
NS: No significativo.



TABLA 6. INCORPORACION DE 3H-TdR POR LINFOCITOS ESPLENICOS
MURINOS ESTIMULADOS CON CON-A, EN PRESENCIA DEL PLAGUICIDA

PARAQUAT.

LJ

Grupos Paraquat X cpm Prueba p
n=4 ug/0.1 ml t DE "
.  eeeeee- 3,170 2 vs 1 0.001
. 1,159
2. Con-A 71,129
11,031
11. 0.1 71,794 2 vs 11 NS
16,631 )
12. 1.0 74,017 2 vs 12 NS
12,994
13. . 10.0 16,253 2 vs 13 0.001
4,124
14. 20.0 1,582 "2 vs 14 0.001
316

n: NGmero de ratones.

X: Promedio.

DE: Desviacidn Esténdar.
"p": Probabilidad.

cpm: Cuentas por minuto.

NS: No significativo.
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Con el Baygon en los grupos 9 y 10 la diferencia tuvo un valor de p 0.001.
Al igual que cuando se agregb6 Paraquat en los grupos 13 y 14. EI Metamidofos

y Baygon agregados a los cultivos de linfocitos en. concentraciones de 0.1

3 H-TaR,

y 1.0 ug/0.1 ml provocaron disminucién en la incorporacién de
la disminucidn no fue significativa. EIl Paraquat en las mismas concentraciones

e . - . 3
origin6 un incremento en la incorporacion de ~ H-TdR, este efecto fue mas

notorio cuando se agregd 1.0 ug
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DISCUSION.

Los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraquat en concentraciones de 10 y
20 ug, tuvieron un efecto citotdxico sobre los linfocitos murinos estimulados
en cultivo por Con-A. Dicho efecto se observd por la disminucién en la
viabilidad celular después de 24, 48 y 72 horas de iniciados los cultivos.
En la mayoria de los casos la disminucién de la viabilidad fue estadisticamente
significativa, al comparse con los cultivos estimulados con Con-A en ausencia
de plaguicida. Estos resultados concuerdan con los informados por Walter y

16

cols . quienes encontraron que el insecticida Malatién agregado en cultivos
de linfocitos humanos en concentraciones de 50 y 70 ug/ml indujo disminucién

significativa en la viabilidad de los linfocitos en cultivo.

El Metamidofos, Baygon y Paraquat disminuyeron la incorporacién de 3H-TdR
por los linfocitos esplénicos murinos estimulados en cultivo con Con-A cuando
fueron agregados en concentracién de 10 y 20 ug. La disminucién fue mucho
més notoria cuando se empled el Baygon a estas concentraciones, en el grupo

9 (1,760 * 320 cpm) y en el grupo 10 (1,828 : 445 cpm) en comparacion
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con 71,129 cpm que fueron los resultados de! grupo 2 cuyos linfocitos fueron
estimulados con Con-A. Asi mismo al agregar 20 ug de Paraquat se encontrd
también una importante disminucién de la incorporacién de 3H-TdR en el grupo
14 (1,528 + 316 cpm). Un resultado similar fue descrito por Czajkowska y
15 . - s - . .
cols. quienes estudiaron el efecto del Malatién sobre la sintesis del DNA

en cultivos de linfocitos humanos estimulados con PHA.

El Paraquat en concentraciones de 0.1 y 1.0 ug agregados a los cultivos de
linfocitos ocasionaron unn ligero incremento en 'la sintesis de DNA. Este
resultado es similar al encoptrado 'por Czajkowska y cols. quienes demostraron
que dosis, de 10 ug/ml adicionado a los cultivos de linfocitos provocé un
incremento en la sintesis de DNA. Chung y cols.4t5 estudiaron el efecto de
" dosis bajas de los insecticidas DDT y Dieldrin sobre la sintesis de &cidos
nucléicos en células HelLaS. Demostraron que dosis de 0.5-10 ppm incrementaron
el contenido total de DNA y RNA, este efecto lo atribuyen a que dichos
insecticidas en bajas dosis probablemente estimulan las enzimas participantes

en la sintesis de esas macromoléculas mientras que altas dosis la inhiben.



32

En cambio el Metamidofos y el Baygon en concentraciones de 0.1 y 1.0 ug
no aumentaron la sintesis de DNA, Esto probablemente se debe a las

caracteristicas propias de cada plaguicida.

En este trabajo se observd que la exposicion de los linfocitos esplénicos
murinos de ratones normales a concentraciones crecientes de los plaguicidas
Metamidofos, Baygon y Paraquat, disminuyeron  significativamente su
transformacién blastoide al cultivarse en presencia de Con-A. Este fendmeno
aparentemente se debi® mé&s al dafno en la viabilidad que al trastorno en la
prueba de transformacién blastoide, puesto que la disminucién que se observd
en esta propiedad de los linfocitos, se presentd conforme ocurrid la muerte
celular. Por lo tanto debe tomarse este resultédo como una prueba méas de
la .toxicidad de los plaguicidas, lo que de =alguna manera indica que Ila
exposicion a ellos puede ocasionar trastornos importantes sobre las células
efectoras de la respuesta inmune, como son los linfocitos T. Aunque existen
reportes en los que se refiere un efecto supresor de algunos plaguicidas sobre

las células efectoras de la respuesta inmune de los animales expuestos tanto



in vivo

25,27,28
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como en experimentos in vitro

a diversos plaguicidas.
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CONCLUSIONES.
Los plaguicidas Metamidofos, Baygon y Paraquat tuvieron un efecto t&xico
sobre los linfocitos esplénicos murinos cultivados in vitro en presencia de

Con-A.

La viabilidad y la incorporacién de H-TdR de los linfocitos murinos resultaron

disminuidas significativamente cuando se agregaron a los cultivos los plaguicidas

Metamidofos, Baygon y Paraquat, en concentraciones de 10 y 20 ug.

El plaguicida mas téxico fue el Baygon.
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