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Resumen 
 
El metamidofos(MET) es un organofosforado 
(OPs) de amplio espectro, cuyo uso está prohibido 
o  limitado en algunos países; sin embargo en 
México es uno de los OPsmas utilizados. 
Recientemente se ha observado que células de 
mama pueden ser blanco del efecto tóxico de 
algunos OPs, por lo cual se utilizó la línea celular 
MCF-10A para determinar si existe un daño 
citotóxico y si éste, está relacionado con la 
expresión de la proteína p53. La viabilidad celular 
se realizó mediante los métodos de rojo neutro y el 
ensayo de MTT. La expresión de p53 se realizó por 
western blot. El MET no alteró la viabilidad celular 
cuando ésta fue evaluada por el rojo neutro, sin 
embargo en el ensayo de MTT se observó que el 
metamidofos disminuye la viabilidad celular de las 
células MCF-10A a concentraciones de 10, 20, 200, 
400 y 500 mg/L durante 48 h.Además el MET 
alteró la expresion de p53. Estos resultados 
sugieren que las células MCF-10A son un blanco 
del efecto citotóxico del MET, sin embargo se 
necesitan realizar más estudios. 
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Abstract 
 
Methamidophos is an organophosphate (OP) 
broad-spectrum, which is banned or restricted in 
some countries but in Mexico is one of the most 
used OPs. MET is the effect on the brain, in 
addition to various studies show that at the 
cellular level can cause oxidative stress and DNA 
damage. Recently it has been observed that breast 
cells may be targets the toxic effect of some OPs, 
whereby the cell line MCF-10A was used to 
determine whether a cytotoxic damage and if this 
is related to the expression of p53. Cell viability 
was performed by the methods of neutral red and 
MTT assay. P53 expression was performed by 
western blot. MET not alter cell viability when it 
was evaluated by neutral red, however in the 
MTT assay it was observed that methamidophos 
decreases cell viability of MCF-10A at 
concentrations of 10, 20, 200, 400 and 500 mg / L 
for 48 h. in the western blot impaired exprsion 
p53 was observed. These results suggest that the 
MCF-10A cells are a target of the cytotoxic effect 
of MET, but more studies are needed 
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Introducción 
 

Las intoxicaciones por plaguicidas son 
reconocidas por la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) como un problema de salud pública 
y se ha estimado que se producen tres millones 
de intoxicaciones agudas cada año y entre 80 000 
a 220 000 defunciones al año (Shadnia et al., 
2005).  

El efecto tóxicos agudo de los plaguicidas 
organofosforados (OPs) ampliamente estudiado 
es la inhibición de la acetilcolinesterasa (AchE), 
sin embargo, en algunos casos los OPs pueden 
inducir estres oxidativo y alteración de genes 
pertenecientes al ciclo celular, como mecanismo 
alterno de toxicidad(Roszczenko, et al., 2012). 

En México uno de los OPs más utilizados 
es el Metamidofos (MET)(O-S-
dimetilfosforamidotioato), un insecticida-
acaricida de amplio espectro usado para el 
control de plagas en algodón, papa, lechuga, 
tabaco, etc., (SENASICA (2011; 
CICOPLAFEST 2013), sin embargo,debido a 
efectos citotoxicos mostrados, se ha prohibido en 
países como China, Gran Bretaña y Chile(Meng-
Cheng et al., 2008; Shi et al., 2008). Estudios 
realizados en el grupo de trabajo del 
“Laboratorio de Toxicología y Salud Ambiental” 

de la UAGro, han mostrado que el MET, al igual 
que otros OPs (malatión, paratión y 
metilparatión), induce estrés oxidativo y daño 
genotóxico en cultivos primarios de células 
mononucleares de sangre periférica de humanos.  

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) 
controlan diferentes procesos biológicos tales 
como proliferación y diferenciación celular y 
arresto del ciclo celular, además pueden 
desencadenar vías de señalización que conlleven 
a apoptosis (vía p53) (Valavanidis y 
Vlahogianni, 2006; Yu et al., 2008).  

Este comportamiento ya se ha observado 
en otrosOPs (Kashyap et al., 2011., Li et al; 
2012). Sin embargo, el efecto del MET sobre la 
expresión de p53 es desconocido.  

Además, pese a que uno de los blancos 
más importantes y ampliamente estudiados es el 
sistema nervioso (Scheme et al., 2009), estudios 
recientes muestran que el tejido mamario puede 
ser blanco del efecto tóxico del MET.  

Por tal motivo es importante identificar si 
el MET induce alteración en la expresión de p53, 
para conocer el mecanismo citotóxico que tiene 
este plaguicida sobre el tejido mamario. 

Metodología  
 
Cultivo celular de MCF-10ª 
 
Las células MCF-10A se sembraron en medio 
DMEM-F12 suplementado con suero fetal 
bovino al 5%, EGF (100 L), hidroxicortisona 
(250 L) e insulina (500 L), a 37°C en un 
ambiente de 5% de CO2.  

 
Los cultivos se mantuvieron por un 

periodo de 24 a 48 hrs para los ensayos 
posteriores. 
 
Tratamiento de las Células con MET 
 
El Metamidofos grado técnico con pureza del 
97,7% (Sigma-Aldrich (Seelze, GER), se 
disolvió en DMSO pureza 99,9% (Sigma-
Aldrich, Fulda, GER), el volumen final del 
disolvente es<1% en el cultivo celular. Los 
cultivos se trataron en un rango de concentración 
de 10-500 mg/L de MET por un período de 6, 12, 
24 y 48 h. 
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Viabilidad celular 
 
Ensayo de rojo neutro  
 
El ensayo de Rojo Neutro (RN) se realizó 
siguiendo la metodología de Repetto et al., 
(2008).Las células MCF-10A se cultivaron en 
placas de 96 pocillos a una densidad celular de 
25X104 células/mL, se estabilizaron duante 24 h 
y se expusieron a MET(10-500  mg/L), en un 
periodo de 6, 12, 24 y 48h.  

 
Posteriormente se agregó rojo neutro (40 

µg mL-1) y se incubaron por 3 h.Se usó DMSO 
como control de vehículo. Las densidades ópticas 
se determinaron a 540 nm, utilizando un lector de 
placas Statfax 2100 (AwarenessTechnology, 
Palm City, FL).  

 
Los experimentos se realizaron en dos 

momentos independientes por triplicado. 
 
Ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5- 
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) 
 
El ensayo de MTT se realizó de acuerdo a la 
metodología descrita por Mossman (1983), con 
algunas modificaciones.Las células MCF-10A se 
sembraron a una densidad celular de 5X104 
células/mLen placas de 96 pocillos,se 
estabilizaron 24 h y se expusieron a MET(10-500  
mg/L). 
 

Durante un periodo de 6, 12, 24 y 48h. Se 
agregó MTT  y se incubó durante 2 horas. Las 
densidades ópticas se determinaron a 540 nm, 
utilizando un lector de placas Statfax 2100 
(AwarenessTechnology, Palm City, FL).  
 

Los experimentos se realizaron en dos 
momentos independientes por triplicado. 
 
 

Determinación de p53  por Western blot 
 
Lisados proteicos 
 
Los cultivos celulares se lavaron con PBS 1X 
frío y las proteínas se obtuvieron con solución de 
lisis fría (NaCl 150 mM, Tris-HCl [pH 8] 50 
mM, 1.0 % de Triton X-100, EDTA 5 mM, 
inhibidor de proteasas y PMSF).  
 

Después de la incubación en hielo por 10 
min, se hicieron pasajes repetidos del lisado por 
una jeringa de insulina y  se centrifugó a 13,500 
rpm a 4° C por 10 min.  

 
El sobrenadante se recuperó en un tubo 

Eppendorf frío y se almacenó a -80° C hasta su 
análisis. Los lisados de proteínas se cuantificaron 
mediante Pierce BCA ProteinAssay Kit 
(ThermoScientific, USA)  de acuerdo con las 
instrucciones del fabricantes. 

 
Anticuerpos 
 
El anticuerpo monoclonal  utilizado en este 
estudio para el análisis de p53 fue  el DO-1 
(epítope en TADI, residuos 21-25 de p53) y para 
el control de carga se usó anti β-actina. Se 
utilizaron anticuerpos secundarios anti-ratón y 
antichivo conjugados con peroxidasa de rábano 
(Santa Cruz Biotechnology, USA). 

 
Western blot 
 
Treinta microgramos del lisado de proteínas 
celulares totales fueron separados por 
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 
12%.  Se usó el marcador de peso 
PageRulerPrestainedProteinLadder Plus 
(Fermentas International Inc,  Burlington, 
Ontario, Canada).  
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Las proteínas resueltas en el gel fueron 
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las 
membranas fueron bloqueadas con leche al 5% y 
TBS 1X-Tween 20  por 1 h e incubadas toda la 
noche con los anticuerpos primarios anti-p53 
(dilución 1:1000) y anti-β-actina (dilución 
1:10000), seguido de hibridación de las 
membranas con los anticuerpos secundarios 
(anti-ratón; dilución 1:10000 y anti-chivo; 
dilución 1:20000) conjugados con peroxidasa y 
la señal se detectó mediante quimioluminiscencia 
de acuerdo con las indicaciones del fabricante 
(Millipore, USA)  en un scanner  C-DiGit® Blot 
Scanner (LI-COR Biosciences-Biotechnology, 
Lincoln, NE, USA). 
 
Resultados 
 
Los resultados de la viabilidad evaluada por rojo 
neutro mostraron que el MET no afectó la 
viabilidad de las células MCF10A en 
comparación con el control DMSO  en ningún 
tiempo (Fig. 1).Sin embargo, cuando la 
viabilidad celular fue evaluada por el método de 
MTT, los resultados mostraron que el MET 
disminuyó la viabilidad celular a las 48 h en las 
concentraciones de 10, 20,100, 200, 400 y 500 
mg/L (Fig. 2). 
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Grafico  1 Grafica dosis-respuesta curso-temporal del 
MET en células MCF10A expuestas a METperiodos de 
tiempo 6, 12, 24 y 48 h., mediante el ensayo de rojo neutro, 
los resultados se muestran en medias y error estándar, cada 
ensayo se realizó por triplicado en dos momentos 
independientes. Los resultados no muestran ninguna 
diferencia significativa en comparación al control DMSO. 
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Grafico  2 Efecto del MET sobre la viabilidad celular 
expuestas a distintas concentraciones de MET durante 48 
h., mediante el ensayo de MTT. Los resultados se muestran 
en medias y desviación estándar, cada ensayo se realizó 
por triplicado. * p <0.05 con respecto al control vehículo y 
** p <0. 001 con respecto al control vehículo. 

 
El MET alteró la expresión de p53 en 

células MCF10A a partir de las 12 h de 
tratamiento a las concentraciones de 10-80 
mg/mL.Sin embargo se necesita hacer el análisis 
densitométrico de las bandas para estar seguro de 
la disminución o aumento de la proteína (Figuras 
3-5) 
 

 
Figura 1 Western blot de extracto proteico de células 
MCF-10A expuestas a diferentes concentracionde de MET 
durante 12 h. 
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Figura 2 Western blot de extracto proteico de células 
MCF-10A expuestas a diferentes concentracionde de MET 
durante 24 h. 

 
Figura 3 Western blot de extracto proteico de células 
MCF-10A expuestas a diferentes concentracionde de MET 
durante 48 h. 
 
Conclusiones 
 
El metamidofos disminuyó la viabilidad celular 
de  las células MCF-10A a concentraciones de 
10, 20, 200, 400 y 500 mg/L durante 48 h. de 
exposición cuando se evaluó con la técnica de 
MTT, pero no cuando se evaluó con la técnica de 
rojo neutro, lo cual sugiere que problablemente 
la mitocondria es el organelo blanco del MET, y 
no el lisosoma; sin embargo es necesario realizar 
mas estudios para clarificar el mecanismo 
citotóxico del MET. El metamidofos alteró la 
expresión de p53 a partir de las 12 horas de 
tratamiento a una concentración de 20 mg/mL lo 
que sugiere que el efecto sobre p53 puede estar 
relacionado con la apoptosis que se ha visto 
induce el MET, pero es necesario realizar mas 
experimentos. 
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