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RESUMEN

Rhipicephalus microplus es una garrapata hematofaga, considerada como el
principal artropodo parasito de los bovinos en México, debido a las pérdidas
econOmicas que provoca este parasito en la ganaderia nacional. El uso constante e
irracional de acaricidas, ha provocado que R. microplus sea resistente a los efectos
letales de estos productos. El laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de
Pardsitos junto con el laboratorio de Quimica Medicinal, ambos de FES-Cuautitlan,
han sintetizado nuevos productos derivados del acido carbamico, los cuales fueron
evaluados in vitro en cepas susceptibles y resistentes de R. microplus, mostrando
ser eficaces en el control de R. microplus. Debido a estos resultados, se esta
evaluando la toxicidad in vivo de estos productos. El objetivo de este proyecto fue
observar y evaluar los cambios histolégicos en diferentes 6rganos de ratas cepa
Wistar producidos por la administracion oral de 4 dosis diferentes de los
carbamatos Etil (4-clorofenil) carbamato y Etil (4-bromofenil) carbamato en una
sola toma, para identificar su posible toxicidad. Los resultados histoldgicos
mostraron que el higado fue el principal érgano afectado por la administracion de
estos productos. En este Organo se observaron focos de necrosis coagulativa
modificada, hepatocitos con nudcleos altamente eucromaticos y aumento de
hepatocitos con nudcleos dobles. El producto méas toxico fue Etil (4-clorofenil)
carbamato, ya que la presencia de focos necréticos fue comun en todas las dosis.
El carbamato Etil (4-bromofenil) carbamato, presenté una menor toxicidad ya que
en este la presencia de focos necroticos se observé en hasta el grupo tratado con
la dosis de 2000 mg/kg. En los grupos tratados con las dosis inferiores (5, 50 y
300mg/kg) del producto Etil (4-bromofenil) carbamato solo se observaron
hepatocitos con nudcleos altamente eucromaticos y hepatocitos binucleados. Los
cambios histolégicos encontrados solo muestran un panorama general de la

interaccion érgano-carbamato.
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INTRODUCCION
GENERALIDADES

Los bovinos son mamiferos empleados en forma productiva por el ser humano para
la obtencion de alimentos (carne, leche y derivados). Durante esta etapa
productiva, los bovinos se enfrentan de forma cotidiana a organismos que pueden
afectar de forma directa su salud, y por lo tanto disminuir su produccién; dentro
estos organismos se encuentran las garrapatas. Debido a los dafios generados por
las garrapatas, se han desarrollado farmacos como los Carbamatos como

estrategia de control para este problema.

Las garrapatas son ectopardsitos hematdéfagos cosmopolitas, que parasitan
mamiferos, aves y reptiles. Se han adaptado a diversos nichos ecolégicos en el
planeta, forman parte de diversos ecosistemas y contribuyen al equilibrio ecolégico
natural (Dominguez et al., 2010). Estos pardsitos constituyen uno de los principales
problemas a los que se enfrenta la ganaderia, representando pérdidas econémicas
importantes, estimadas a nivel internacional en un rango que va de 13.9 a 14.7

billones de dolares anuales (Castro, 1997).

Los dafios asociados a la infestacién por garrapatas en los animales se clasifican

en:

e Dafios directos: Son los problemas asociados a la presencia de la garrapata
sobre el animal, entre estos se encuentran: anemia, disminucion en el
consumo de alimento, disminucion en la productividad del animal (leche,
carne), y dafios neurolégicos por toxinas (SENASA, 2008; Quiroz, 1984).

e Dafios indirectos: Son los problemas generados por los microorganismos
transmitidos a través de la alimentacién de la garrapata, entre los que se
encuentran: Anaplasma sp, Babesia sp, Theileria sp, Cowdria sp (Castro y
Newson, 1993; Uilenberg, 1995).

11



BIOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Las garrapatas se clasifican por su morfologia dentro de las siguientes 4 familias:
Argasidae, Ixodidae, Nutalliellidae y Laelaptidae (Anderson y Magnarelli, 2008).
Dentro de la familia Ixodidae (garrapatas duras), se encuentra la garrapata
Rhipicephalus microplus, antes Boophilus microplus, reclasificada actualmente por
su relacién filogenética (ADN mitocondrial) con garrapatas del género
Riphicephalus (Murrell et al., 2003). R. microplus es un parasito ampliamente
distribuido en el territorio nacional y se considera como el principal artrépodo
parasito de los bovinos en México (Quiroz, 1984; de Castro y Newson, 1993;
Pérez-Cogollo et al., 2010).

R. microplus presenta un ciclo biolégico de un hospedero (principalmente bovinos).
Su ciclo se divide en dos etapas, una fase parasita y una no parasita (figura 1). La
fase parasita se desarrolla sobre el bovino y consiste en el cambio de estadio por
medio de la alimentacion, de larvas a ninfas y posteriormente a adultos;
continuando con la cépula de los adultos, y finalizando con la replecion de sangre
por parte de la hembra fecundada. La fase no parasita inicia con el
desprendimiento de la hembra, seguida de la oviposicidn; y termina con la eclosion
de las larvas, las cuales pueden infestar a un nuevo huésped (Quiroz, 1984;

Anderson y Magnarelli, 2008).

Debido a los problemas originados por la infestacion del ganado por R. microplus, y
la repercusion econOmica que este padecimiento representa, se han empleado
diversas estrategias para su control, algunas de las cuales se encuentran
establecidas en la norma NOM-019-ZO0-1994 de la Campafia Nacional contra la
Garrapata Boophilus spp (Castro, 1997; SAGARPA, 1995; SENASA, 2008-2012).

METODOS DE CONTROL PARA GARRAPATAS

En la actualidad los meétodos empleados para controlar la infestacion por
garrapatas duras (ixodidosis), se dividen en control no quimico y control quimico.
Desde hace algunos afos, se ha propuesto como estrategia para el control de la

ixodidosis el control integral de parasitos. Este método se basa en la combinacion y
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utilizacion adecuada de todas las alternativas de control (quimicas y no quimicas)
disponibles en una region, con la finalidad de mantener una carga parasitaria baja
asi como disminuir la presencia de resistencia en garrapatas a los acaricidas
convencionales. Con esto se pretende prolongar la vida atil de los acaricidas
(Young et al., 1988).

Figura 1: Ciclo biolégico de R. microplus.

FASE PARASITA
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CONTROL NO QUiMICO

El control no quimico se basa en el empleo de diversas estrategias enfocadas en la

disminucién de la carga parasitaria sin el uso de productos quimicos; entre la

cuales se encuentran:

Inmunizacion: En la actualidad se conocen 2 vacunas comerciales
empleadas para el control de garrapatas (TickGard® y Gavac®). Ambas
vacunas contienen el antigeno intestinal Bm86 de R. microplus. Estas
vacunas disminuyen el numero de hembras repletas en el animal,
generando una menor cantidad de larvas en la siguiente generacion.
Recientes estudios han demostrado la efectividad de las vacunas en el
control de esta parasitosis, al disminuir el uso de acaricidas en un 67% en
los ranchos del norte de México (Castro, 1997; De la Fuente et al., 2007;
Dominguez et al., 2010).

Resistencia del huésped: Se ha visto que el ganado Bos indicus (Cebu)
presenta una mayor resistencia a la infestacion por garrapatas, en relacion
al Bos taurus (Europeo), aunque también se sabe que dentro de las razas
europeas existen grados de resistencia (Castro, 1997; Jonsson et al., 2000).
Se han propuesto como factores de resistencia el grosor de la piel, la
cantidad de grasa secretada, aumento de niveles séricos de
inmunoglobulinas y mayor secrecion de histamina entre otros. Debido a la
mayor resistencia del ganado Cebu, se han realizado cruzamientos con
razas europeas en zonas endémicas de garrapatas para disminuir las
afecciones que genera R. microplus (Wikel, 1996; Castro, 1997).

Manejo praderas: Se utilizan algunos pastos como Stylosantes spp, que
tienen capacidad de “atrapar” larvas de garrapata y asi evitar infestaciones
masivas; también se sugiere un descanso de praderas de 18 meses para
garrapatas del género R. microplus en pastizales grandes, y en praderas
pequefias se recomienda la introduccion de ganado no especifico para el

parasito como son los ovinos y caprinos, con lo cual se disminuyen las
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poblaciones de garrapatas al reducir las oportunidades de alimentacion
(Castro, 1997).

e Control Bioldgico: Investigaciones recientes han demostrado que los
hongos entomdgenos de los géneros Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana tienen un efecto favorable sobre el control de las garrapatas,
debido al aumento en la mortalidad que estos hongos generan en larvas de
los géneros Rhipicephalus apendiculatus, = Amblyomma variegatum y
Rhipicephalus decoloratus (Kaaya y Hassan, 2000).

CONTROL QUIMICO.

Consiste en la aplicacion de productos quimicos con la finalidad de matar a las
garrapatas. El uso de los primeros quimicos para el control de las garrapatas, se
remonta a décadas anteriores a 1892, en donde los productores empezaron a
controlar las infestaciones por garrapatas, aplicando mezclas de keroseno, aceite
de semilla de algoddn, aceite de pescado, petréleo y sulfuro al 10% (George et al.,
2004). Este manejo se continu6é hasta 1900, cuando en Australia se comenz6 a
utilizar como garrapaticida el arsénico, revolucionando el control de estos parésitos,
el cual fue utilizado hasta el descubrimiento de los organoclorados en 1939, siendo
el diclorodifenilcloroetano (DDT) y el hexacloridobenceno los productos mas
reconocidos de estos quimicos, aunque también existieron algunos otros como la
Cloroterpina, Ciclodieno, Toxafeno, Aldrin y Dieldrin. Los organoclorados fueron
reconocidos como los primeros acaricidas e insecticidas (Graf et al., 2004).

FAMILIAS DE PLAGUICIDAS

A partir de los afios 50 y con base en los problemas ambientales y toxicos
generados por el uso de los organoclorados, laboratorios e investigadores se
dedicaron a sintetizar nuevos quimicos empleados para el control de artrépodos,
creando diversas familias de plaguicidas, dentro de las cuales se encuentran las
empleadas para el control de garrapatas denominadas acaricidas. Muchas de estas
familias permanecen vigentes y en uso en la actualidad (George et al., 2004; Graf
et al., 2004).

15



En la actualidad se emplean diversas familias de plaguicidas como acaricidas,

dentro de las cuales se encuentran:

e Organofosforados: Estos farmacos sintetizados a partir de 1956, se
consideran altamente téxicos tanto para los humanos como para el ganado,
debido a su mecanismo de accion, el cual se basa en la inhibicion
permanente de la enzima acetil colinesterasa. Como integrantes de esta
familia esta el Ethion, Chlorpyrifos, Chlorfenvinphos y Coumaphos (Botana,
2002; George et al., 2004; Graf et al., 2004).

e Carbamatos: Al igual que los organofosforados estos productos inhiben la
accion de la enzima acetil colinesterasa; pero con la diferencia de que esta
reaccion es reversible. Dentro de este grupo podemos encontrar al Carbaryl,
Carbofuran, Promacyl y Propoxur (Botana, 2002; George et al., 2004).

e Diformamidinas: Estos farmacos generados en el afio de 1970, acttan
como agonistas de los receptores octopaminérgicos de los artropodos,
promoviendo una alteracién en la motilidad del parasito; aunque se ha visto
gue estos productos tienen la desventaja de ser carcinogénicos. En esta
familia se encuentra el Amitraz, Clordimeform, Clorometiurom y Clenpirina
(Botana, 2002; George et al., 2004).

e Piretroides: Estos antiparasitarios sintetizados en 1973, se fijan al receptor
del GABA y del canal de CI" provocando el cierre de estos canales,
culminando con hiperexitabilidad y muerte del parasito; dentro de este grupo
se encuentra la Permetrina, Cipermetrina, Flumetrina y Alletrina entre otros.
Su desventaja se debe a que estos productos se degradan por rayos
ultravioleta y humedad (Botana, 2002; George et al., 2004).

e Lactonas macrociclicas: Estos “endectocidas”, denominados de esta forma
debido a su amplio espectro (nematodos y artrépodos), fueron desarrollados
a principios de los afios 80’s. El mecanismo de accidon de estos farmacos es
sobre canales de cloro, aumentando su permeabilidad; promoviendo una
pardlisis flacida en el parasito. Dentro de esta familia se encuentran las

Avermectinas como Abamectina, Doramectina, lvermectina, y Selamectina; y
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las Milbemicinas como Moxidectina, Milbemicina D, y Nemadectina (Botana,
2002; Graf et al., 2004).

e Fenilpirazolonas: Este farmaco actia como antagonista del GABA
fijandose al receptor del canal interno del cloro, induciendo hiperexitabilidad
del parasito. Dentro de esta familia se encuentra principalmente el Fipronilo
(Botana, 2002; George et al., 2004).

e Inhibidores de quitina: Estos productos interfieren en la sintesis y deposito
de la quitina, inhibiendo la ecdisis 0 muda del parasito generandole la
muerte por deshidratacion; en este grupo se puede encontrar al Fenoxicarb

y Fluazurén (Botana, 2002).

RESISTENCIA A ACARICIDAS

Debido al uso irracional e indiscriminado de los farmacos empleados para el control
de las garrapatas, se ha estimulado la expresion de genes y proteinas en las
garrapatas, con los cuales estos artropodos han logrado resistir los efectos nocivos
que estos productos les ocasionan (Dominguez et al., 2010). A este fendmeno se
le denomina resistencia y se ha reportado desde finales de los afios 30, cuando se
reconoce en Australia que la garrapata R. microplus es capaz de resistir los
efectos del Arsénico; a partir de ese momento se han reportado casos en los que
se demuestra la capacidad propia de los parasitos a resistir los efectos letales de
los productos empleados para su control. En el cuadro 1 se muestra el pais y el
afo en que se reportd por primera vez resistencia por R. microplus a los acaricidas

empleados (George et al., 2004).

México no ha sido la excepcion en cuanto a resistencia se refiere, en 1981 se
reportd6 por primera vez, encontrando resistencia a organofosforados en
poblaciones de R. microplus en el estado de Veracruz. A partir de esta fecha se
han identificado cepas resistencias a diversos acaricidas (amitraz, piretroides,
lactonas macrociclicas, organofosforados) en muchas regiones del territorio
nacional (Li et al., 2005; Rodriguez-Vivas et al., 2006, Aguilar-Tipacamu et al.,
2008; Pérez-Cogollo et al., 2010).
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Cuadro 1: Resistencia de R. microplus a diversos quimicos empleados en su
control; asi como el pais y afio en el que se reportd la resistencia

PRODUCTO
QuiMICO

ANO DE
DESCUBRIMIENTO

PAIS Y ANO EN EL QUE SE

DESCUBRIO RESISTENCIA

Australia, 1936; Argentina, 1936; Brasil,

Arsénico 1893 _
1948; Colombia, 1948; Uruguay, 1953.
DDT 1946 Argentina, 1953; Brasil, 1953; Australia,
1953; Venezuela, 1966; S. Africa, 1979.
_ _ Australia, 1953; Argentina, 1953; Brasil,
Ciclodieno y _
1953; Venezuela, 1966; Colombia,
Toxafeno 1947
1966;
S. Africa, 1979.
Australia, 1963; Argentina, 1964; Brasil,
Organofosforados
1963;
Y Carbamatos ,
1955 Colombia, 1967; Venezuela, 1967; S.
Africa,
1979; Uruguay, 1983; México, 1986.
o Australia, 1981, Brasil, 1995; Colombia,
Formamidinas 1975 _
2000; México, 2002.
Australia, 1978; Brasil, 1989; México,
_ _ 1994; Venezuela, 1995; Colombia,
Piretroides 1977
1997,
Argentina, 2000.
Lactonas . ,
1981 Brasil, 2001; México 2010.

macrociclicas

Tomado y modificado de George et al., 2004
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FORMAS DE RESISTENCIA

La resistencia a los ixodicidas ocurre principalmente a través de 2 vias;
detoxificacion metabdlica y cambios en el sitio de accion. La detoxificacion
metabodlica se basa en la mayor produccion de enzimas especificas para la
degradacion molecular de los quimicos empleados, dentro de las cuales se
encuentra: la familia de enzimas citocromo p450, glutation s-transferasas,
esterasas y carboxilesterasas; Este aumento enzimatico sera especifico-
dependiente de la presencia del acaricida; como ejemplo se tiene el aumento de la
enzima esterasa degradadora de Cipermetrina en la cepa Coatzacoalcos debido a

duplicaciéon del gen CzEST9 (Dominguez et al., 2010).

La resistencia a través del cambio de sitio de accion o blanco, se refiere a
modificaciones quimico moleculares en el sitio de accion del farmaco, con la
consecuente disminucion o anulacién de la efectividad que este pueda tener en
contra del parasito; como ejemplo de este tipo de resistencia se tiene la sustitucion
de los aminoacidos fenilalanina y leucina por isoleucinas, en el canal de sodio, sitio
en el que actuan los piretroides, confiriendo esta modificacién estructural del canal
de sodio la resistencia a dichos farmacos (Dominguez et al., 2010; Aguilar-

Tipacamu et al., 2008).

El desarrollo de la resistencia ya sea estructural o metabdlica se divide en 3 fases.
La primera se le denomina como fase de establecimiento y se refiere al surgimiento
de un alelo resistente en una poblacion a un cierto quimico. La segunda se le
denomina fase de desarrollo y refiere el aumento de individuos resistentes en la
poblacion por presencia de este alelo. La tercera se denomina fase de emergencia
y ocurre cuando existe una alta presién de seleccion y el alelo resistente es
altamente comun en la poblacion, lo suficiente para manifestarse (Alonso-Diaz et
al., 2006).
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CARBAMATOS

Los carbamatos son compuestos moleculares sencillos, derivados inicialmente de
la fisostigmina (Physostigma venenosum), los cuales son alcaloides de la semilla
de Calabar; sin embargo en la actualidad estos compuestos son de origen sintético
(Gupta, 2006). Los carbamatos son definidos como ésteres del acido carbamico;
estructuralmente presentan una region principal constituida por un metilcarbamato
de un fenol, con un sustituyente de caracter basico (Botana, 2002). En la figura 2

se observa la estructura general de un carbamato.

Figura 2: Estructura general de un carbamato
o}

CH3
Tomado de Botana, 2002

HISTORIA DE LOS CARBAMATOS

La historia de los carbamatos se remonta al afio de 1840, cuando fue llevada a
Inglaterra la planta Physostigma venenosum proveniente del tropico Africano, la
cual era utlizada para la caceria de brujas (Gupta, 2006). Veinticuatro afos
después (1864), se descubre que los efectos tdéxicos provocados por el haba de
Calabar son reversibles al tratar a 46 nifios intoxicados con esta semilla utilizando
como antidoto atropina, eméticos y agua caliente (Karczmar, 1998). En ese mismo
afio, investigadores aislan la fisostigmina del Calabar y es 50 afios después
cuando se le agrega un éster de acido carbamico, denominandolo como
Carbamato. En 1930 investigadores alemanes reconocen la toxicidad de los
carbamatos empleandolos como quimicos neurotéxicos en la Guerra (Karczmar,
1998; Botana, 2002; Gupta, 2006).

A partir de los afios 70 y hasta la actualidad, los carbamatos se han empleado de

diversas maneras, siendo usados principalmente como herbicidas en la agricultura,
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ectoparasiticidas en veterinaria, plaguicidas en cuidados forestales e incluso en
medicina humana para el tratamiento de algunas enfermedades degenerativas
como Alzheimer, miastenia gravis y glaucoma entre otras (Gupta, 2006; Botana,
2002).

DERIVADOS DE CARBAMATOS

En la actualidad se conocen los siguientes carbamatos: Aldicarb, Aminocarb,
Carbaryl, Carbofuran, Carbosulfan, Metiocarb entre otros; los cuales se

esquematizan en el Cuadro 2 (Gupta, 2006).

En medicina veterinaria los carbamatos mas comunes empleados para el control de
artropodos son el Propoxur y el Carbaril; los cuales se encuentran tanto en
presentacion topica como parenteral; También dentro del grupo de farmacos
empleados en veterinaria relacionados a carbamatos se encuentra el Albendazol
(*); a pesar de que este compuesto no pertenece a esta familia, este producto se
ha considerado carbamato debido a su cercana estructura quimica relacionada
con estos compuestos (Botana, 2002).

Cuadro 2: Nombre comercial, estructura quimica y nombre quimico de los
principales carbamatos empleados en la actualidad.

Nombre Comun Estructura Nombre Quimico

/ M
e \fN [ e

Aldicarb AN

(1E)-2-methyl-2-(metilpropanol-0-
| (metilamino) carbonyl) oximo.
C7H14N,0,S.

i N
Aminocarb HoC™

4-(dimetilamino)-3-(metilfenil)
metilcarbamato.
C11H16N20:.

21



Continuacion cuadro 2: Nombre comercial, estructura quimica y nombre quimico
de los principales carbamatos empleados en la actualidad.

(@)
/U\ CHs
(@] NH
1-naftil metilcarbamato.
Carbaryl
HaC CHg
o, I, 2 3-dihidro-2,2-dimetil-7-
Carbosulfan _ /ﬁ\ benzoforanil((di-butilamino) thio)
P
N N o .
v i " metil carbamato.
Hae C20H32N202S
I
HsC\NH/\O
Carbofuran oL 2,2-dimetil 1-2,3-dihidro-(-
\CH3 benzofuran-7-y) metilcarbamato.
C12H15NO3
CH,
Metiocarb HC/SIj\ o) 3,5-Dimetil-4-(metilthio)fenil
i I
CHj metilcarbamato
/
HyC o~ NA
C11H15NOLS
CHg Hsc\
Propoxur HaC™ g o\(NH 2-(1-methylethoxy)phenyl
@ \O methylcarbamate
C11H15NOs3
H
N NH
*Albendazol Y ~._ Mmetil-5-(propiltio)-2-bencimidazol-
N
AEVANE 77 nd carbamato.
C12H15N302S

Tomado y modificado de Gupta, 2006.

* Se coloca el albendazol dentro del grupo de carbamatos por su relacién quimica que

presenta con estos compuestos.




FARMACOCINETICA DE CARBAMATOS

La farmacocinética de los carbamatos al igual que la de otros compuestos, refiere
al tiempo que permanece un compuesto quimico dentro del organismo desde su
absorcion hasta su excrecion. Dentro de la farmacocinética de los farmacos se

estudia la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (Botana, 2002).

Absorcion: Los carbamatos en general presentan una buena absorcion, las
principales vias son: tracto respiratorio, mucosa ocular, piel y tracto gastrointestinal
(Botana, 2002; Gupta, 2006).

Distribucion: Los carbamatos y sus metabolitos se difunden hacia todas las partes
del cuerpo, dividiéndolo en 7 compartimentos, los cuales son: piel, tejido adiposo,
tejidos alta perfusion (riidn, bazo), tejidos baja perfusion (hueso, musculo),
diafragma, cerebro e higado. Como se aprecia en la Figura 3, dependiendo de la

via de entrada sera la cinética del farmaco (Botana, 2002; Gupta, 2006).

Metabolismo: En general los carbamatos se hidrolizan por CarbE, formando a-
naftol y acido metil carbamico, el cual se degrada en monometylamina y COZ2; el a-
naftol se conjuga con sulfatos o glucuronatos. Dependiendo del carbamato seran
las enzimas empleadas para su metabolismo. El metabolismo de los carbamatos se
basa en 2 fases dependiendo de las enzimas involucradas en los procesos.
e Enzimas de fase 1: Aqui se encuentran 3 variedades de enzimas relevantes;
La 1° es la familia de enzimas p450, actuando principalmente la CYP3A5 y
CYP2B6 dependiente de monoxigenasa; El 2° tipo representa a las A
esterasas (Arilesterasa, la cual actua sobre metabolitos principalmente), y B
esterasas (CarbE, BuchE, AchE ) y C esterasas (acetil esterasas, de poca
importancia en carbamatos); y el 3° tipo refiere al grupo FMO, principalmente
la Flavino monooxigenasa. La actividad principal de este tipo de enzimas
(fase 1) es la de modificar la polaridad de los carbamatos y sus metabolitos,
volviéndolos ligeramente hidrosolubles.
e Enzimas de fase 2: Se encuentran principalmente las enzimas glutation

transferasa, glucuronil transferasa y sulfonil transferasa. La actividad
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principal de estas enzimas es hidrosolubilizar al carbamato y su metabolito
para poder excretarlo (Botana, 2002; Gupta, 2006; Abass et al., 2009 y
2010).

Figura 3: Cinética del farmaco dependiendo la via de entrada

Hpe = Ee HEp e wm

EXPOSICION DERMICA
S

- 5 A - 5
Farmaco A N Metabolito A
W N G N
\ Piel s G R > Sangre = e
— ; R E » . R
> Tejido Adiposo b #  Tejido Adiposo > E

2| Lenta perfusitn > v ; > Lenta perfusion -
v
s{  Ripida perfusién 2| E T >  Ripida perfusion  —— E
> Diafragma s N E 5 Diafragma s N
0 R 0
5 Cerebro 5§ I 5 Cerebro > g
N Higado A f 5 Higado ) A

b
¢
Intestino Rinda
— 5| Excrecion /
Estomago Metabolito
Exposicion Oral

Tomado y modificado de Gupta, 2006
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Excreciéon: Los productos derivados del metabolismo de los carbamatos se
eliminan por la orina principalmente, aunque se ha encontrado también excrecion a
través de bilis (Botana, 2002; Gupta, 2006).

Figura 4: Metabolismo general de los carbamatos

OH

N—CH; —> H.N——CH,
/
0 H

a-naftol
_J\ ,Chs OH

Carbaryl O hll ﬂ 5

. b B-Esterasas =

Y

J\ on CYP 450 0 [on]ugadu
3
0~ N J\ /" OH Oé

a-naftol
glucuronizado/sulfatado

1-Maftil N-hidroxil
Metil carbamato

A-Hidroxil 1-Maftil
n-Metil carbamato

Tomado y modificado de Gupta, 2006
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FARMACODINAMIA DE CARBAMATOS (MODO DE ACCION)

Los carbamatos son farmacos que se unen a la fraccion éster de las enzimas
esterasicas, tales como son la acetil colinesterasa (AchE), butiril esterasa (BuchE)
y carbamil esterasa (CarbE), inhibiendo su actividad enzimética (Figura 5). El
principal efecto que se ha encontrado de estos enlaces farmaco-enzima ha sido al
inhibir la AchE, provocando un mayor efecto del neurotransmisor acetil colina (Ach),
generando una sinapsis prolongada (Botana, 2002; Pope et al., 2005; Gupta,
2006).

TOXICIDAD

Los padecimientos generados por el uso de carbamatos tanto en animales como en
humanos se han clasificado en 2 tipos; por una parte la toxicidad de dicho farmaco
se asocia a los efectos generados por la inhibiciébn sobre las enzimas esterasas
principalmente AchE, y por otra parte se ha asociado toxicidad derivada del

metabolismo de los carbamatos (Pope et al., 2005; Gupta, 2006).

La toxicidad derivada de la inhibicion de la enzima AchE por los carbamatos,
provoca una acumulacion de los niveles de Ach, la cual genera una estimulacién de
los receptores colinérgicos de forma prolongada y persistente irrumpiendo el
equilibrio de la sinapsis. Esta afeccion en la neurotransmision genera diversas
signologias; las cuales dependeran del sitio en donde se encuentre el dafio; zona
preganglionar de nervios simpdaticos/parasimpaticos, zona postganglionar de
nervios parasimpaticos, union neuromuscular esquelética o sinapsis dentro del
SNC (Pope et al., 2005).

Dentro de los principales signos mostrados en una intoxicacién por carbamatos se
encuentra el denominado sindrome de SLUDGE (por sus siglas en ingles), en el
cual se presenta: ptialismo/sialorrea (S), epifora (L), incontinencia urinaria (U),
diarrea (D), contraccion gastrointestinal (G) y emesis (E); en menor proporcion se
ha observado bradicardia, broncorrea, taquicardia, tremor muscular, somnolencia,

convulsiones y coma (Socrates y Guimaraes, 1995; Gupta, 2006).
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Por otra parte se encuentra la toxicidad derivada del metabolismo de los

carbamatos la cual se lleva a cabo principalmente en el higado debido a la gran

concentracion de enzimas esterasicas y de la familia P450; aunque también puede

haber dafio en los eritrocitos, cerebro y diafragma dado la presencia en menor

cantidad de las enzimas esterasicas y dafio renal por la presencia de enzimas de

conjugacion como sulfoniltransferasa (Gupta, 2006; Ozden et al., 2009). También

se ha encontrado que el metabolismo del carbaryl disminuye la actividad energética

de la célula actuando sobre la mitocondria (Moreno et al., 2007).

Histologicamente se han observado los dafios provocados por el metabolismo de

los carbamatos encontrando cambios asociados en higado y rifion.

Higado: Se ha visto que el Metiocarb provoca cambios degenerativos
moderados, congestion de sinusoides hepaticos y presencia de colagena
alrededor de las venas (Ozden et al.,, 2009); que el Carbofuran produce
degeneracion albuminosa, degeneracién vacuolar grasa, hiperplasia de
células de Kupffer y conductos biliares, asociado a necrosis severa (Brkic et
al., 2008); y que el Carbaryl induce congestion severa con hemorragia,
macrocitosis, aumento en la basofilia del citoplasma, asociada a nucleos
altamente eucromaticos, presencia de focos con degeneracién hepatocelular
y cuerpos de Councilman (células aumentadas de tamafio con un halo
blanco perinuclear y un citoplasma ligeramente eosindfilo) principalmente en
el espacio porta y las venas centrales (Munglang et al., 2009).

Rifidn: Se ha encontrado que el Metiocarb provoca un acortamiento de las
vellosidades de los tubulos proximales, exudacion citoplasmatica al lumen
tubular, degeneracion albuminosa moderada ademas de presencia de
colagena en tubulos proximales necréticos; también se observo aumento del
espacio entre el glomérulo y la capsula de Bowman (Ozden et al., 2009); el
Carbofuran produce degeneracion albuminosa, edema intertubular,
dilatacion de los tubulos proximales ademas de la presencia de cilindros
hialinos (Brkic et al., 2008).
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En el laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos junto con el
laboratorio de Quimica Medicinal, ambos ubicados en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, han desarrollado y sintetizado nuevos productos derivados
del acido carbamico (carbamatos) destinados al control de garrapatas. Estos
productos fueron evaluados in vitro a través de la técnica de inmersion de hembras
adultas, en cepas susceptibles, resistentes (San Alfonso y La Mora) y de campo de
R. microplus. Los resultados obtenidos de esta evaluacibn mostraron que los
carbamatos sintetizados con clave LQM 996, LOM 917, LQM 914, LQM 904, LOM
906 y LQM 919 fueron los Unicos que disminuyeron el porcentaje de oviposicién y
eclosion en forma significativa tanto en cepas susceptibles como resistentes. Los
productos Etil (4-clorofenil) carbamato (clave LQM 996) y Etil (4-bromofenil)
carbamato (clave LQM 919), resultaron ser los mas eficaces, esto al presentar las
concentraciones de inhibicion de la eclosién (CIE) 99 mas bajas con respecto de
los otros carbamatos eficaces. Los valores de inhibicion de la eclosién 99 del
carbamato Etil (4-clorofenil), fueron los siguientes: Cepa susceptible CIEgy=0.279
mg/ml; Cepa San Alfonso CIEge=0.589 mg/ml; Cepa La Mora ClEgy=0.452 mg/ml y
Cepa de Campo ClEge=0.477 mg/ml. Los valores de inhibicion de la eclosion 99 del
carbamato Etil (4-bromofenil), fueron los siguientes: Cepa susceptible CIE¢y=0.687
mg/ml; Cepa San Alfonso ClIEgy=0.668 mg/ml; Cepa La Mora ClEge=0.703 mg/ml y
Cepa de Campo ClEge=0.687 mg/ml (Prado, 2009; Pérez, 2010).
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JUSTIFICACION

Debido a la resistencia generada por las garrapatas, resulta de suma importancia la
introduccién de nuevos farmacos para su control. (Cambridge University Press,
2004). El protocolo de investigacion de farmacos de nueva sintesis, para el uso en
padecimientos animales segun la OECD y CDER, incluye la investigacion in vitro e
in vivo de posibles alteraciones (toxicidad) a nivel tisular, celular y genético,

inducidas por la administracion del farmaco en forma aguda, subaguda o cronica.

El laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos junto con el
laboratorio de Quimica Medicinal, ambos ubicados en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan han desarrollado y sintetizado nuevos productos derivados
del acido carbamico (carbamatos) destinados al control de garrapatas. Estos
productos fueron evaluados in vitro en cepas susceptibles y resistentes de R.
microplus. Algunos de estos productos resultaron ser eficaces en el control de este
parasito, al disminuir de forma significativa la oviposicidbn y eclosion de este
parasito tanto en cepas susceptibles como resistentes a los acaricidas
convencionales (Prado, 2009; Pérez, 2010). Sin embargo, no se conocen los

efectos secundarios de la administracion oral de dichos carbamatos en mamiferos.

Por lo anterior, en este proyecto se pretende evaluar los cambios histoldgicos en
cerebro, cerebelo, corazén, pulmén, higado, rifidn, estbmago y musculo de ratas
cepa Wistar, producidos por la administracion oral de 5, 50, 300 y 2000 mg/kg de
Etil (4-clorofenil) carbamato y Etil (4-bromofenil) carbamato; (carbamatos de nueva

sintesis), en una sola aplicacion (toxicidad aguda).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar los cambios histolégicos en cerebro, cerebelo, higado, rifidon, estbmago,
musculo esquelético, pulmén y corazon de ratas cepa Wistar, asociados a la
administracion oral de 4 dosis (5, 50, 300 y 2000 mg/kg) de dos nuevos carbamatos

(Etil [4-clorofenil] carbamato y Etil [4-bromofenil] carbamato).

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Describir los cambios producidos por la administracion de los farmacos
sobre cerebro, cerebelo, higado, rifiébn, estbmago, musculo esquelético,
pulmon y corazon.

¢ Identificar el 6rgano més afectado por la administracion de los carbamatos.

e Determinar cual de los dos carbamatos es el que genera menor cantidad de
cambios histopatoldgicos (menos toxico), y cual genera mayor cantidad de

cambios histopatolégicos (mas toxico).
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HIPOTESIS

La administracién oral de los carbamatos evaluados no producira cambios

histoldgicos en los 6rganos muestreados de las ratas cepa Wistar tratadas.
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MATERIAL Y METODOS
UBICACION.

El presente proyecto se desarrolld en el laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular de Parasitos de la Unidad de Investigaciéon Multidisciplinaria de la FES-
Cuautitlan. Los animales fueron mantenidos dentro de la Unidad de Aislamienti y
Bioterio de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria y los cortes histolégicos se

realizaron en el laboratorio de patologia de la misma Facultad.

MATERIAL BIOLOGICO.

Se utilizaron 46 ratas de la cepa Wistar (machos) con un peso de 170 a 200g. Las
ratas fueron adquiridas en el Bioterio del CINVESTAV-IPN (Zacatenco, D.F.). Las
ratas fueron mantenidas en jaulas con viruta especiales para su alojamiento, se les
proporcioné agua purificada y alimento comercial (pellets marca LabDiet®) ad
libitum. Las jaulas fueron mantenidas en un cuarto dentro del bioterio, el cual
contaba con ambiente controlado. Se realizaba limpieza de las mamilas

contenedoras de agua diario y la limpieza de las jaulas cada tercer dia.

CARBAMATOS A EVALUAR.

Los carbamatos utilizados en el presente trabajo fueron disefiados y sintetizados en
la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan, UNAM, usando como base la
estructura de los benzimidazoles. Estos se sintetizaron usando aril y alquil aminas
con hidruro de sodio y dietilcarbonato de benceno; se purificaron mediante
cromatografia en columna y se recristalizaron. Su estructura fue elucidada
mediante las técnicas comunes de espectroscopia (Angeles, 2000). Los

compuestos utilizados se muestran en el Cuadro 3.

Estos productos no fueron solubles en agua por lo que previo a su administracion
se tuvieron que diluir con 1ml de Dimetil Sulfoxido (DMSO); como vehiculo se
utilizé 1ml de Aceite de maiz. En total se aplicaron 2ml de tratamiento via oral por

animal. Los ml totales administrados a cada animal (2ml) se basaron en los
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reglamentos establecidos por la OECD para la investigaciéon de toxicidad oral
aguda de nuevos productos (OECD, guideline-420).

Cuadro 3: Nombre quimico, estructura, peso molecular y clave de los carbamatos
usados en el modelo experimental.

PESO

NOMBRE CLAVE
QuiMICO ESTRUCTURA Moé_;r(r:\glliAR CARBAMATO
Etil (4- /@/N%O\/cm
clorofenil) o ° 199.63 LQM 996
carbamato
Etil (4- NHYO\/CHs
bromofenil) By o 244 LQM 919
carbamato

DISENO EXPERIMENTAL

Ya ubicadas las 46 ratas dentro del bioterio de la UIM de FES Cuautitlan, se
separaron en grupos (Experimental y Testigo). Los grupos experimentales
constaron de 5 ratas cada uno, y los grupos testigo de 3 ratas respectivamente. En
total se formaron 8 grupos experimentales (4 grupos para cada carbamato) y 2

grupos testigo (Aceite y DMSO).

Los ratas se mantuvieron la primer semana sin recibir tratamiento (carbamatos),
por motivos de aclimatacién. Pasado este tiempo se inicié el experimento.

Las ratas de los primeros 4 grupos experimentales fueron tratadas con 4 dosis
diferentes de Etil (4-clorofenil) carbamato (5, 50, 300 y 2000 mg/kg).
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Las ratas de los 4 grupos experimentales restantes recibieron las mismas dosis de
Etil (4-bromofenil) carbamato. Un grupo control recibié aceite de maiz y el otro
grupo control recibié aceite de maiz y DMSO. La dosificacion de los grupos se
muestra en el cuadro 4. Las dosis fueron tomadas de los lineamientos establecidos
por la OECD para la investigacion de nuevos farmacos en toxicidad oral aguda
(OECD, guideline-420).

Cuadro 4: Dosificaciones de los grupos en el disefio experimental

Grupo Namero de Dosis Carbamato Mililitros
grupo

Experimental 1 5 mg/kg LQM 996 2
Experimental 2 50 mg/kg LQM 996 2
Experimental 3 300 mg/kg LQM 996 2
Experimental 4 2000 mg/kg LQM 996 2
Experimental 5 5 mg/kg LQM 919 2
Experimental 6 50 mg/kg LQM 919 2
Experimental 7 300 mg/kg LQM 919 2
Experimental 8 2000 mg/kg LQM 919 2

Testigo 9 - Aceite Maiz 2

Testigo 10 - DMSO/Aceite Maiz 2
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Durante 14 dias se reviso si existia modificacion en el aspecto y/o comportamiento
de los animales posterior a la medicacion. Pasados los 14 dias de revision, se
realizé el sacrificio de los animales por medio de la técnica de dislocacién cervical.
Ya muertos se colectaron 2ml de sangre por medio de puncion cardiaca y se
procedid con la necropsia. Durante la necropsia se anotaron en una bitacora los
cambios macroscopicos aparentes encontrados en los organos colectados. Se
tomaron muestras de tejido de Corazén, Pulmén, Higado, Estémago, Rifion,
Musculo Esquelético, Cerebro y Cerebelo y se conservaron en formol al 10%. Los
tejidos colectados se procesaron para obtener cortes histologicos y se tifieron con
Hematoxilina-Eosina. Los cortes fueron analizados microscOpicamente y los
cambios histoldgicos fueron reportados. En la figura 5 se muestra el procedimiento

del disefio experimental.

TECNICA DE ELABORACION DE PREPARADOS HISTOLOGICOS.

Los tejidos fijados en formol al 10% se lavaron con agua destilada para eliminar el
fijador. Posteriormente se deshidrataron en diferentes concentraciones de alcohol
etilico, comenzando con el alcohol al 60% y efectuando una deshidratacion de
forma gradual hasta llegar al alcohol al 100%. Después la muestra se sumergio en
xilol, para posteriormente embeberla en parafina liqguida a 60°C y formar cubos.
Con un micrétomo, se realizaron 20 cortes histologicos (5 um) seriados de cada
organo, de los cuales se tomaron los cortes 1, 5, 10, 15 y 20 para evaluacién. Los
cortes se montaron en portaobjetos previamente identificados. Posteriormente, las
laminillas se colocaron en la platina térmica para su secado. Para finalizar se
realizo la tincion de la laminilla con hematoxilina-eosina y se montaron con resina
sintética (Gartner, 2001).

EVALUACION DE PREPARADOS HISTOLOGICOS.

La revision de las laminillas se realizé por una sola persona de forma sistematica
utilizando el microscopio compuesto de campo claro, la seleccion de los

preparados fue de forma aleatoria. Todas las alteraciones encontradas se anotaron
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en una bitacora para su posterior analisis, indicado localizacion y severidad de la
lesion; se tomaron microfotografias de los principales cambios.

ANALISIS DE RESULTADOS

La evaluacion de los preparados histopatolégicos se hizo de manera cualitativa. Se
identificaron las lesiones de los érganos evaluados y se presentaron en una tabla,
en doénde se indico la incidencia y severidad de las lesiones observadas. Se
compararon los cambios entre los grupos tratados y los grupos testigos. Con esto
se determind la posible toxicidad de los carbamatos Etil (4-clorofenil) carbamato y

Etil (4-bromofenil) carbamato, a nivel tisular.
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FIGURA 5: Disefio experimental.
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RESULTADOS

ANALISIS MACROSCOPICO (NECROPSIAS)

GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO CON ETIL (4-CLOROFENIL) CARBAMATO

Dosis 5 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema difuso
en pulmones de moderado a severo en todo el grupo. En una rata del grupo se

observé congestidn difusa moderada en cerebro y cerebelo.

Dosis 50 mg/kg: Los cambios patoldégicos encontrados estuvieron presentes
Gnicamente en el pulmén, en el cual se encontraron petequias multifocales y

edema de moderado a severo en las 5 ratas del grupo (100%).

Dosis 300 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema
difuso en pulmones de moderado a severo en las cinco ratas del grupo (100%). Se
encontro congestion difusa moderada en el higado de dos ratas del grupo (40%).

Dosis 2000 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema
difuso en pulmones de moderado a severo en las cinco ratas del grupo (100%). Se
encontré congestion difusa moderada en el higado de cuatro ratas del grupo (80%).
En estbmago y ciego se encontré congestion difusa moderada y dilatacién en 2
ratas del grupo (40%).

GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO CON ETIL (4-BROMOFENIL) CARBAMATO

Dosis 5 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema difuso
en pulmones de moderado a severo en todo el grupo. En una rata del grupo se

observo congestion difusa moderada en cerebro y cerebelo.

Dosis 50 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema difuso

en pulmones de moderado a severo en las cinco ratas del grupo (100%).
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Dosis 300 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema
difuso en pulmones de moderado a severo en el 100% del grupo. En una de las

ratas (20%) se observo la presencia de abscesos caseosos en un 20% del pulmon.

Dosis 2000 mg/kg: Se observo la presencia de petequias multifocales y edema
difuso en pulmones de moderado a severo en todo el grupo. En higado se encontré
congestion difusa moderada a severa en tres ratas del grupo (60%). En estbmago y
ciego se encontré congestion difusa moderada y dilatacion en una rata del grupo

(20%). Una rata del grupo (20%) presentd congestidon en la corteza renal.

GRUPO TESTIGO TRATADO CON ACEITE DE MAIiz

Se observé la presencia de petequias multifocales y edema difuso moderado en
pulmones de las tres ratas del grupo (100%). En cerebro y cerebelo se observo
congestion difusa moderada en un individuo (33%) del grupo. Una rata del grupo

presento congestion en estbmago.

GRUPO TESTIGO TRATADO CON DMSO (DIMETIL SULFOXIDO)

Se observé la presencia de petequias multifocales y edema difuso moderado en
pulmones de las tres ratas del grupo (100%). Dos ratas del grupo presentaron

congestion difusa moderada en cerebro y cerebelo.
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ANALISIS MICROSCOPICO (HISTOLOGIA)

LESIONES MICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS GRUPOS
EXPERIMENTALES TRATADOS CON ETIL (4-CLOROFENIL) CARBAMATO.
Durante la revision de los cortes de los grupos tratados con Etil (4-clorofenil)
carbamato se observd que el 6rgano mas afectado por la administracion de este
producto fue el higado, esto debido a que fue el Unico 6rgano que presento
cambios histologicos diferentes a los encontrados en los grupos testigo. Todos los
demas oOrganos que presentaron cambios patolégicos, fueron similares a los
encontrados en los grupos testigo, variando solo en la severidad de la lesion. Los
resultados de los grupos testigo se resumen en el cuadro 5 (aceite de maiz) y en el
cuadro 6 (aceite de maiz y DMSO).

Las lesiones observadas durante la revisién de las laminillas del grupo 1 tratado
con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato se resumen en el cuadro 7, en este se
reportan los cambios patolégicos encontrados en los 6rganos revisados de manera
individual. En este grupo se observé que el higado del 60% de las ratas del grupo
presentod citoplasma granular (Degeneraciéon albuminosa) en todo el parénquima y
presencia de focos de células con citoplasma de color ligeramente mas basdfilo
(Foto 1); los nucleos de los hepatocitos se vieron altamente eucromaticos
(lamados asi por presentar un patron de cromatina muy fina dando al nucleo una
apariencia blanquecina), ademas se encontraron aumentados en numero los
conductos biliares (3 a 4) del espacio porta (EP). El 40% restante presentd de igual
forma degeneracion albuminosa, células con citoplasma de color mas basofilo y
nacleos altamente eucromaticos (Foto 2), ademas de encontrarse focos en forma
moderada de hepatocitos con ndcleos de color basofilo liso homogéneo (Foto 3 y
4), también se encontré degeneracion vacuolar leve y aumento en el nimero de

conductos biliares (3 a 4) del EP.

Las lesiones observadas en el grupo 2 tratado con 50 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 8. En este grupo se observo en el higado del
80% de las ratas la presencia moderada de degeneracion albuminosa y nudcleos
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altamente eucromaticos de manera difusa en él parénquima. También se
observaron hepatocitos con ndcleos de color basdfilo liso homogéneo (Foto 5 y 6)
distribuidos multifocalmente y de forma moderada, ademas de encontrar
degeneracion vacuolar leve y aumento en el niumero de conductos biliares (3 a 4)
del EP; en el 20% restante solo se observd degeneracion albuminosa y nucleos
altamente eucroméaticos en forma moderada sobre todo el corte; ademas aumento
en el numero de conductos biliares (3 a 4) del EP, degeneracion vacuolar multifocal

moderada y congestion moderada.

Las lesiones observadas en el grupo 3 tratado con 300 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 9. En este se observo que el higado del 50%
del grupo presenté degeneracion albuminosa difusa asociada a nucleos altamente
eucromaticos, también se observaron hepatocitos con nucleos de color basofilo liso
homogéneo distribuidos multifocalmente y de forma moderada, congestidon difusa
moderada y degeneraciéon vacuolar multifocal moderada, 25% presento
degeneracion albuminosa y nucleos altamente eucrométicos en forma difusa
severa, aumento en el nimero de conductos biliares (3 a 4) del EP, congestion y
degeneracion vacuolar leve. En el otro 25% solo se observaron hepatocitos con
nacleos basdfilo liso homogéneo (Foto 7) distribuidos en forma difusa y de forma
moderada, congestion difusa severa, degeneracion vacuolar multifocal moderada y
aumento en el numero de conductos biliares (3 a 4) del EP. Cabe mencionar que

en este grupo “n” equivale a 4 (n1=25%) ya que 1 de los individuos murié por la
noche, encontrandose en la mafiana con severos cambios postmortem. Por este

motivo no se pudieron obtener muestras para histologia.

Las lesiones observadas en el grupo 4 tratado con 2000 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 10. En este grupo se observo que el higado
del 100% de las ratas present6 en forma difusa degeneracién albuminosa asociada
a nucleos altamente eucromaticos (Foto 8), ademas de presentar hepatocitos con
nacleos de color baséfilo liso homogéneo (Foto 9 y 10) distribuidos multifocalmente
y de forma moderada, degeneracion vacuolar multifocal leve, aumento en el

namero de conductos biliares (3 a 4) del EP y congestion difusa moderada. Cabe
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mencionar que todas las ratas pertenecientes a este grupo murieron en un periodo

menor a 24 hrs post tratamiento.

En el cuadro 11 se resumen las lesiones observadas en los 4 grupos tratados con
Etil (4-clorofenil) carbamato y las observadas en ambos grupos testigos. En este
cuadro se aprecia en primera instancia la presencia de hepatocitos con nucleos
altamente eucromaticos desde la dosis mas baja en todas las ratas del grupo,
observando este cambio histolégico en la misma frecuencia (100%) en todos los
grupos dosificados. También se aprecia en este cuadro como la presencia de focos
de hepatocitos con nucleos basoéfilo homogéneos (focos necréticos) va en aumento
conforme a la dosis. Esta lesion se encuentra en 2 ratas del grupo (40%) tratado
con 5 mg/kg, en 4 ratas del grupo (80%) tratado con 50 mg/kg, en 4 ratas del
grupo (100%) tratado con 300 mg/kg y en 5 ratas del grupo (100%) tratado con
2000 mg/kg. Cabe mencionar que una de las ratas del grupo tratado con 300 mg/kg
de Etil (4-clorofenil) carbamato presentd en forma difusa moderada estos
hepatocitos con nucleos basoéfilo homogéneos, evidenciando una necrosis difusa

severa.

LESIONES MICROSCOPICAS OBSERVADAS EN LOS GRUPOS
EXPERIMENTALES TRATADOS CON ETIL (4-BROMOFENIL) CARBAMATO.
Durante la revision de los cortes de los grupos tratados con Etil (4-bromofenil)
carbamato, se observd que los 6rganos afectados fueron el higado y el rifién. En
las tres primeras dosis (5, 50 y 300 mg/kg) el higado fue el Unico érgano que
presentd cambios patolégicos. En la dosis de 2000 mg/kg se observaron cambios
tanto hepaticos como renales. Todos los demas 6rganos que presentaron cambios
patolégicos fueron similares a los encontrados en los grupos testigo, variando solo

en la severidad de algunos cambios histolégicos.

Las lesiones observadas en el grupo 5 tratado con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 12. En este grupo se observo en el higado de
1 rata degeneracién albuminosa asociada a nucleos altamente eucromaticos,
ademas de encontrarse hepatocitos con nucleos de color basofilo liso homogéneo

distribuidos multifocalmente y degeneracion vacuolar multifocal leve (Foto 11y 12).
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Las lesiones observadas en el grupo 6 tratado con 50 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 13. En este se observo que el higado del 20%
del grupo presentdé degeneracion albuminosa y citoplasma ligeramente grisaceo
(Foto 13) asociada a nucleos altamente eucromaticos, congestion difusa leve,
aumento en el niumero de conductos biliares (3 a 4) del EP y degeneracién
vacuolar periacinar focal leve (Foto 14).

Las lesiones observadas en el grupo 7 tratado con 300 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 14. En este grupo se observo en el 100% de
las ratas la presencia de degeneracion albuminosa difusa asociada a nucleos
altamente eucromaticos (Foto 15), congestion difusa leve, aumento en el nimero

de conductos biliares (3 a 4) del EP, aumento de células binucleadas (Foto 16).

Las lesiones observadas en el grupo 8 tratado con 2000 mg/kg de Etil (4-clorofenil)
carbamato se resumen en el cuadro 15. En el higado del 60% del grupo se observo
hepatocitos con citoplasma grisaceo y degeneracion albuminosa (Foto 17) difusa
asociada a nucleos altamente eucromaticos, ademas de presentar nucleos de color
basofilo liso homogéneo (Foto 18) distribuidos multifocalmente y de forma
moderada, congestion difusa moderada, degeneracién vacuolar, y aumento en el
namero de conductos biliares (3 a 4) del EP. El higado del 40% restante presentd
degeneracion albuminosa asociada a nucleos altamente eucroméaticos, aumento
de hepatocitos binucleados (>6 por campo), aumento en el numero de conductos
biliares (3 a 4) del EP, congestion y degeneracién vacuolar difusa leve. En rifion se
observd en el 40% de las ratas una coloracién blanquecina sobre la corteza en
forma zonal severa, el citoplasma se observa granular y los nlcleos de esta zona
se aprecian ligeramente picnéticos (necrosis coagulativa), también se encontré

congestion leve (Foto 19 y 20).
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En el cuadro 16 se resumen las lesiones observadas en los 4 grupos dosificados
con Etil (4-bromofenil) carbamato y se comparan con las observadas en ambos
grupos testigos. En este cuadro se aprecia como la incidencia de hepatocitos con
ndcleos altamente eucromaticos asi como la presencia de hepatocitos con ndcleos
basofilo homogéneo es baja en los primeros dos grupos, encontrando solo a una
rata por grupo con estos cambios. Se observa como la presencia de hepatocitos
con nucleos altamente eucromaticos en la totalidad del grupo se da hasta la dosis
de 300 mg/kg, encontrando en la misma dosis un aumento de hepatocitos con
doble ndcleo en todo el grupo. La presencia de hepatocitos con nudcleo baséfilo
homogéneo se observa hasta el grupo tratado con 2000 mg/kg encontrdndose este

cambio en tres ratas del grupo.
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CUADRO 5: Cambios histologicos encontrados en el grupo control tratado con aceite de maiz.

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DV; C; ACB. DA; C; GIT. NI. SCP. SCP. SCP. CM. C.
2 DV; ACB. DA; C; GIT. NI C. SCP. SCP. CM. SCP.
3 DV; C; ACB. DA; C; GIT. NI C. SCP. CyEP. SCP. C.

Higado: DV=Degeneracion vacuolar; C=Congestion; ACB=Aumento de nimero de conductos biliares.
Rifi6n: DA=Degeneracion albuminosa tubular; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares.

Pulmoén: NI=Neumonia intersticial.

Corazon y musculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patolégicos aparentes; C=Congestion.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; C y EP=Congestion y edema perivascular; SCP=Sin cambios
patoldgicos.

Estdmago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 6: Cambios histologicos encontrados en el grupo control tratado con DMSO.

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 ACB. DA; C. NI. C. SCP. CyEP. CM. C.
2 C; ACB. DA; C; GIT. NI. C. SCP. SCP. CM. C.
3 ACB. DA; C. NI. SCP. SCP. SCP. CM. SCP.

Higado: C=Congestion; ACB=Aumento de nimero de conductos biliares.

Rifidn: DA=Degeneracién albuminosa tubular; C=Congestion; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares.
Pulmon: NI=Neumonia intersticial.

Corazdén y muasculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; C y EP=Congestion y edema perivascular; SCP=Sin cambios
patoldgicos.

Estdmago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 7: Cambios histologicos encontrados en el grupo experimental tratado con 5mg/kg de etil (4-clorofenil)
carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DA; NE; ACB. DA. NI. SCP. SCP. CM;CyEP; CM. SCP.
2 DA; NE/NH; ACB; DV. DA;C. NI; C;H. SCP. SCP. CyEP. CM. C.
3 DA; C;NE/NH; ACB; DV. DA; C;H. NI. C. SCP. CM;CyEP. CM;CyEP. C.
4 DA; NE; ACB. DA; C; H. NI. C. SCP. SCP. SCP. SCP.
5 DA; NE; ACB. DA; C; H. NI. C. SCP. SCP. SCP. C.

Higado: DA=Degeneracion albuminosa; C=Congestion; NE=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nucleos basofilos homogéneos;
ACB=Aumento de nimero de conductos biliares; DV=Degeneracion vacuolar.

Rifion: DA=Degeneracién albuminosa tubular; C=Congestion; H=Hemorragia; GIT=Granulos intracitoplasmaticos
tubulares.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial; C=Congestion; Hemorragia.
Corazdén y musculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; C y EP=Congestion y edema perivascular; SCP=Sin cambios
patolégicos.

Estdmago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 8: Cambios histologicos encontrados en el grupo experimental tratado con 50mg/kg de etil (4-
clorofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DA; NE/NH; DV. DA; C. NI. SCP. SCP. CyEP. CM. SCP.
2 DA; NE/NH; DV; C; ACB. DA; C. NI. SCP. SCP. CyEP. CM. SCP.
3 DA; NE/NH; DV. DA; C. NI. H. SCP. CM. CM. SCP
4 DA; NE/NH; DV. DA; C. NI. C. SCP. CyEP. CM; C y EP. C.
5 DA; NE; C; ACB. DA; C; NB. NI. SCP. SCP. CM. CM; Cy EP. SCP.

Higado: DA=Degeneracion albuminosa; NE=Hepatocitos con nlcleos altamente  eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nucleos basofilos
homogéneos; DV=Degeneracion vacuolar; C=Congestion; ACB=Aumento de nimero de conductos biliares.
Rifion: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; NB=Nucleos blancos.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial.

Corazon y muasculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; H=Hemorragia; C=Congestion.

Cerebroy cerebelo: C y EP=Congestion y edema perivascular; CM=Congestion meningea.

Estdmago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 9: Cambios histologicos encontrados en el grupo experimental tratado con 300mg/kg de etil (4-
clorofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 NO SE OBTUVIERON MUESTRAS.
2 DA; NH; ACB; C. DA; C. NI. C. SCP. CyEP. SCP. SCP.
3 DA;NE; DV; ACB; C. DA; C; GIT; NC. NI. SCP. SCP. SCP. CyEP; CM. C.
4 DA;NE/NH; DV; C. DA; C; GIT. NI. C. SCP. SCP. CM. C.
5 DA; NE/NH;DV;C. DA; C; GIT. NI. SCP. SCP. CyEP. CM,;CyEP. SCP.

Higado: DA=Degeneracién albuminosa; NE=Hepatocitos con ndcleos altamente  eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con ndcleos altamente eucrométicos y focos de hepatocitos con nucleos basofilos
homogéneos; NH=Hepatocitos con ndcleos basofilos homogéneos; DV=Degeneracién vacuolar; C=Congestion;
ACB=Aumento de nimero de conductos biliares.

Rifdén: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares;
NC=Necrosis coagulativa.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial.
Corazon y muasculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.

Cerebro y cerebelo: C y EP=Congestion y edema perivascular; CM=Congestion meningea; SCP=Sin cambios
patologicos aparentes.

Estdmago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 10: Cambios histolégicos encontrados en el grupo experimental tratado con 2000mg/kg de etil (4-

clorofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1  DA;NE;NH; DV; ACB; C.  DA; C; GIT. NI; H. SCP. SCP.  SCP. SCP. C.
2 DA; NE; NH; DV; ACB; C. DA; C; GIT. NI. SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.
3 DA;NE;NH; DV; ACB; C. DA;C; GIT; DV.  NI; H. SCP. SCP.  SCP. SCP. SCP.
4 DA;NE;NH;DV; ACB;C.  DA;C; GIT. NI; H. SCP. SCP.  SCP. SCP. SCP.
5 DA;NE;NH; DV; ACB;C.  DA; C; GIT. NI. SCP. SCP.  SCP. SCP. SCP.
Higado: DA=Degeneracion albuminosa; NE=Hepatocitos con nuacleos altamente eucromaticos;

NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nlcleos baséfilos
homogéneos; DV=Degeneracion vacuolar; ACB=Aumento de numero de conductos biliares; C=Congestion.

Rifidn: DA=Degeneracién albuminosa tubular; C=Congestién; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares;

DV=Degeneracion vacuolar.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial; H=Hemorragia.

Corazdén y musculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patologicos aparentes.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.

Estdmago: C=Congestion; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.



CUADRO 11: Muestra la comparacion de los principales cambios histologicos encontrados en higado de los grupos
experimentales tratados con Etil (4-clorofenil) carbamato y los grupos control tratados con aceite de maiz/DMSO.

Is

Gpo. 5mg/kg Gpo. 50mg/kg Gpo. 300mg/kg Gpo. 2000mg/kg Gpo. Maiz | Gpo. DMSO
Lesion Individuos Individuos Individuos Individuos Individuos | Individuos

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3
C / / e/ /V/ P /J / P|* P P P P|P P P P P|/ /J P|/] P /
DA P p P P P|P P P P P|* / P P P|P P P P P|P P P|P P P
DV / p P / /J|P P P P /J|* P P P P|P P P P P|P P P|/ [ [/
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Gpo.=Grupo; T.=Testigo; C=Congestion; DA=Degeneracion albuminosa; DV=Degeneracién vacuolar;
ACB=Aumento de nudmero de conductos biliares; NE=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nucleos basofilos homogéneos;
NH=Hepatocitos con nucleos basofilo homogéneos (necrosis difusa severa); P=Presente; /=Ausente; *=No
muestreado.
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CUADRO 12: Cambios histologicos encontrados en el grupo experimental tratado con 5mg/kg de Etil (4-bromofenil)
carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DA; C; ACB. DA; C. NI. C. SCP. SCP. CM. SCP.
2 DA; C; ACB. DA; C. NI SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.
3 DA; C; ACB. DA; C. NI. C. SCP. SCP. SCP. SCP.
4 DA;NE/NH;DV. DA; C. NI SCP. SCP. SCP. CM. SCP.
5 DA; C; ACB. SCP. NI SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.

Higado: C=Congestion; ACB=Aumento de numero de conductos biliares; DA=Degeneracion albuminosa;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nucleos basofilos homogéneos;
DV=Degeneracion vacuolar.

Rifdén: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial.

Corazén y musculo esquelético (MEE): C=Congestion; SCP=Sin cambios patologicos aparentes.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; SCP=Sin cambios patoldgicos.

Estémago: SCP=Sin cambios patologicos aparentes.



CUADRO 13: Cambios histoldgicos encontrados en el grupo experimental tratado con 50mg/kg de Etil (4-
bromofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DA; NE; C; ACB; DV. DA; C. NI. SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.
2 DA; C; ACB. DA; C. NI C. SCP. SCP. SCP. SCP.
3 DA; C; ACB. DA; C. NI; H. SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.
4 DA; C; ACB. DA; C. NI. SCP. SCP. SCP. SCP. SCP.
5 DA; C; ACB. DA; C; NB. NI. C. SCP. SCP. CM. C.
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Higado: DA=Degeneracién albuminosa; NE=Hepatocitos con nlcleos altamente eucromaticos; C=Congestion;
ACB=Aumento de nimero de conductos biliares; DV=Degeneracion vacuolar.

Rifidn: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; NB=Nducleos blancos.

Pulmon: NI=Neumonia intersticial; H=Hemorragia.

Corazén y musculo esquelético (MEE): SCP=Sin cambios patologicos aparentes; C=Congestion.
Cerebro y cerebelo: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; CM=Congestion meningea.

Estémago: SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 14: Cambios histolégicos encontrados en el grupo experimental tratado con 300mg/kg de Etil (4-
bromofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON CORAZON MEE CEREBRO CEREBELO ESTOMAGO
1 DA;NE; CB; ACB; C. DA; GIT. NI C. SCP. CM. CM. C.
2  DA; NE; CB; ACB; C. DA; C. NI. C. SCP. SCP. SCP. SCP.
3 DA;NE; DV; CB; ACB; C. DA; C; GIT. NI. C. SCP. SCP. SCP. SCP.
4 DA;NE; CB; ACB; C. DA; C; GIT. NI. C. SCP. CM; CyEP. CM. SCP.
5 DA;NE; DV; CB; ACBC. DA; C. NI. C. SCP. CM,; CyEP. CM. SCP.

Higado: DA=Degeneracion albuminosa; NE=Hepatocitos con ndcleos altamente eucromaticos;
DV=Degeneracion vacuolar; CB=Hepatocitos con doble nucleo (>6/campo); ACB=Aumento de nimero de
conductos biliares; C=Congestion.

Rifion: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares;
NC=Necrosis coagulativa.

Pulmdn: NI=Neumonia intersticial.
Corazdén y musculo esquelético (MEE): C=Congestion; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.

Cerebro y cerebelo: CM=Congestion meningea; C y EP=Congestion y edema perivascular; SCP=Sin cambios
patologicos aparentes.

Estdmago: SCP=Sin cambios patologicos aparentes; C=Congestion.
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CUADRO 15: Cambios histologicos encontrados en el grupo experimental tratado con 2000mg/kg de Etil (4-
bromofenil) carbamato

HIGADO RINON PULMON  CORAZON MEE CEREBRO  CEREBELO ESTOMAGO
1  DA; NE/NH; DV; ACB; C. DA; C; GIT. NI. C. SCP. SCP SCP. C.
2 DA; NE; CB; DV; ACB; C. DA; C; GIT. NI. SCP. SCP. SCP SCP. C.
3  DA;NE/NH; DV; ACB; C.  DA; CCB; NC. NI. SCP. SCP. SCP SCP. SCP.
4 DA; NE/NH; ACB; C. DA; CCB; NC. NI C. SCP. SCP SCP. SCP.
5  DA;NE; CB; DV; ACB; C. DA; C; GIT. NI. SCP. SCP. DN. SCP. C.

Higado: DA=Degeneracion albuminosa; NE=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nucleos baséfilos
homogeéneos; CB=Hepatocitos con doble ndcleo (>6/campo); DV=Degeneracion vacuolar; ACB=Aumento de
numero de conductos biliares; C=Congestion.

Rifidn: DA=Degeneracion albuminosa tubular; C=Congestion; GIT=Granulos intracitoplasmaticos tubulares;
CCB=Corteza renal con citoplasma blanquizco; NC=Necrosis coagulativa

Pulmon: NI=Neumonia intersticial; H=Hemorragia.
Corazon y muasculo esquelético (MEE): C=Congestion; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.

Cerebro y cerebelo: C y EP=Congestion y edema perivascular; DN=Degeneracion neuronal; CM=Congestién
meningea; SCP=Sin cambios patoldgicos aparentes.

Estdmago: C=Congestion; SCP=Sin cambios patolégicos aparentes.
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CUADRO 16: Comparacion de los principales cambios histolégicos encontrados en higado de los grupos
experimentales tratados con etil (4-bromofenil) carbamato y los grupos control tratados con aceite de maiz/DMSO.

Gpo. 5mg/kg Gpo. 50mg/kg Gpo. 300mg/kg Gpo. 2000mg/kg Gpo. Maiz | Gpo. DMSO
Lesion Individuos Individuos Individuos Individuos Individuos | Individuos

1 2 3 4 5/1 2 3 4 5|1 2 3 45|/1 2 3 45|11 2 3|1 2 3
C p PP/ /|P P P P P|P P P PP|lP P P P &P|/) [/ P|/J P /
DA p Pp P P PP P P P PP P P P P|lP P P P P|P P P/ P P P
ov [/ / /P /) /4 1 |1 P [P PR /PP PR
ACB p Pp P P PP P P P PP P P P P|lP P P P P|P P P/ P P P
Ne // / / /P /7 / /P P P PP/ P /S P
NE/NH |/ / / ?p [/ / /) /7 /P S PP SN
AL A A A A A A A A A A A |
c |/ / /[ /7 /S S e P PP/ P P

Gpo.=Grupo; T.=Testigo; A.=Aceite; C=Congestion; DA=Degeneracion albuminosa; DVV=Degeneracién vacuolar;
ACB=Aumento de namero de conductos biliares; NE=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos;
NE/NH=Hepatocitos con nucleos altamente eucromaticos y focos de hepatocitos con nicleos basofilos homogéneos;
NH=Hepatocitos con nucleos baséfilo homogéneos; CB=Hepatocitos con nucleo doble (>6/campo); P=Presente;

/=Ausente.




MICROFOTOGRAFIAS
DESCRIPCION MICROFOTOGRAFIAS

Foto 1.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x. En la parte inferior izquierda de la
imagen se observa la presencia de un foco de hepatocitos con nucleos basofilos
homogéneo. En la vena porta se aprecia congestion leve y los sinusoides se

observan ligeramente dilatados (»).

Foto 2.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincidn utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En la parte superior de la imagen
se observa un hepatocito con degeneracion albuminosa y doble nucleo basdfilo
homogéneo (*). En la parte inferior se aprecian algunos nucleos altamente

eucromaticos (»).

Foto 3.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincidn utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: Se observa del lado izquierdo de

la imagen un foco severo de hepatocitos con el nacleo baséfilo homogéneo.

Foto 4.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En esta imagen se observa la
degeneracion albuminosa y los nudcleos basoéfilos homogéneos en los hepatocitos

en mayor aumento, también se aprecia congestion leve en los sinusoides.

Foto 5.- Higado de rata tratada con 50 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: Se observa del lado izquierdo de
la imagen un foco moderado de hepatocitos que presentan un nucleo basdfilo liso

homogéneo.

Foto 6.- Higado de rata tratada con 50 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En esta imagen se observa el
limite de la zona de lesion. Se puede apreciar del lado inferior izquierdo

hepatocitos con nacleos baséfilo liso homogéneos. Del lado superior se observan
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los hepatocitos con degeneracion albuminosa y degeneracion vacuolar leve. Los

sinusoides se encuentran distendidos y con congestion leve.

Foto 7.- Higado de rata tratada con 300 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: En esta imagen se observan los
hepatocitos con nuacleos basofilo liso homogéneo de manera difusa severa.
También se aprecia congestion moderada de los sinusoides y del espacio porta

en forma difusa.

Foto 8.- Higado de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: En esta imagen se observan los
nacleos basofilo liso homogéneo de los hepatocitos de manera difusa moderada
cercanos a la vena central, la cual se observa dilatada al igual que los sinusoides

lo que indica un cuadro congestivo moderado.

Foto 9.- Higado de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En esta imagen se observan los
hepatocitos con degeneracién albuminosa moderada; algunos hepatocitos
presentan nucleos altamente eucromaticos (») cercanos al espacio porta. También

se observa congestion en el espacio porta.

Foto 10.- Higado de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-clorofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En esta imagen se observan los
ndcleos basofilo homogéneos de los hepatocitos, en el citoplasma se observa
degeneracion albuminosa moderada; los sinusoides son poco aparentes. También

se observa congestion leve.

Foto 11.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: Se aprecia del lado izquierdo de
la imagen un foco de hepatocitos con nucleos basofilo liso homogéneo. Del otro
lado de la imagen se aprecian los hepatocitos altamente eucromaticos, los cuales
se observan con puntos blancos en el nucleo (»). También se puede observar

congestién difusa severa.
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Foto 12.- Higado de rata tratada con 5 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En este acercamiento se
observan los hepatocitos con nucleos altamente eucrométicos (»), también se
aprecia un aumento en el nimero de hepatocitos con nucleos picnéticos dobles

(*), ademas de congestion moderada.

Foto 13.- Higado de rata tratada con 50 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: Se observa del lado inferior
izquierdo de la imagen un foco de hepatocitos con citoplasma grisaceo y nucleo

levemente basofilo liso homogéneo (»). También se observa congestion leve.

Foto 14.- Higado de rata tratada con 50 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: En esta imagen se aprecia

dilatacion de los sinusoides hepaticos y congestion leve.

Foto 15.- Higado de rata tratada con 300 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: En esta imagen se observa la
presencia de nucleos altamente eucromaticos (»), ademas de observarse

congestion moderada difusa.

Foto 16.- Higado de rata tratada con 300 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En esta imagen se observa una
gran cantidad de hepatocitos con nucleos dobles; algunos de éstos se observan
ligeramente azules (»). También se puede observar congestion moderada y

degeneracion albuminosa moderada.

Foto 17.- Higado de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 10x: Se puede observar de lado
izquierdo superior un foco de hepatocitos con ndcleo basofilo liso homogéneo y
citoplasma de color azul grisaceo (»). También se puede observar congestion

moderada en este foco de lesion.

Foto 18.- Higado de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;

Tincién utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En este acercamiento se
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observan hepatocitos con nucleo basofilo liso homogéneo con el citoplasma azul
grisaceo (»). Se aprecian algunos nucleos altamente eucromaticos (*), ademas de

células con nucleos dobles.

Foto 19.- Rifidn de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: Se observa del lado izquierdo de
la imagen una zona de la corteza renal de color eosinofilo homogéneo, que
corresponde a tubulos contorneados tanto proximales como distales, los cuales se

aprecian hinchados y en algunas zonas se pierde el detalle celular.

Foto 20.- Rifidn de rata tratada con 2000 mg/kg de Etil (4-bromofenil) carbamato;
Tincion utilizada Hematoxilina-Eosina; Vista 40x: En este acercamiento se observa
el citoplasma de una coloracion morado grisaceo de las células epiteliales que

conforman los tubulos renales con sus nucleos picnoéticos.
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MICROFOTOGRAFIAS
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DISCUSION

La infestacion del ganado por garrapatas del género R. microplus es uno de
los principales problemas a los que se enfrenta la ganaderia. El control de esta
parasitosis es el principal reto al que se enfrentan médicos veterinarios y
ganaderos, utilizando como principal estrategia de control, el uso de acaricidas.
Debido al uso indiscriminado de estos productos, se ha presentado un aumento de
garrapatas que resultan resistentes a los efectos que estos quimicos les provocan,

generando resistencia a la mayoria de los farmacos empleados en la actualidad.

El laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos junto con el
laboratorio de Quimica Medicinal, ambos de FES-Cuautitlan, han desarrollado y
sintetizado nuevos productos quimicos (carbamatos) destinados al control de las
garrapatas. Estos productos fueron evaluados in vitro en cepas susceptibles y
resistentes de R. microplus, algunos de los cuales mostraron ser eficaces para el
control de este parasito al disminuir de forma significativa la oviposicion y eclosion

del parasito.

En el laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos se
estan realizando las pruebas de toxicologia in vivo de los carbamatos Etil (4-
clrorofenil) carbamato y Etil (4-bromofenil) carbamato, los cuales mostraron tener
un efecto positivo en el control de R. microplus in vitro. Como parte de las pruebas
de toxicidad oral aguda, en el presente trabajo se analizaron los cambios
histol6gicos de diversos organos de rata (corazon, pulmén, higado, estbmago,
rifidn, masculo esquelético, cerebelo y cerebro), asociados a la administracion de
los carbamatos; Etil (4-clorofenil) carbamato y Etil (4-bromofenil) carbamato, en 4
dosis diferentes (5, 50, 300 y 2000 mg/kg), administrados de forma oral en 1 sola

aplicacion.

Los resultados obtenidos de los grupos experimentales se compararon con
los obtenidos con los grupos testigo para determinar si el cambio histopatolégico
se debia a la interaccion con los carbamatos. Los pulmones de todas las ratas
tanto de los grupos experimentales como testigos presentaron neumonia
intersticial, que vari6 de moderada a severa. Probablemente esta neumonia es el
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resultado de una infeccion por virus y/o Mycoplasma spp. adquirida durante el
transporte de las ratas al bioterio o en el mismo bioterio. Hay que tomar en cuenta
que las ratas se encontraban en un lugar nuevo para ellas, lo que supone un
estrés constante que pudo agravar las infecciones pulmonares. Pese a esto no se
observaron lesiones adicionales o que las lesiones en los grupos tratados fueran
mayores, por lo que podemos suponer que los carbamatos evaluados no tienen un

efecto importante en los pulmones.

Los principales cambios histolégicos observados en corazén, estomago,
cerebro y cerebelo; fueron de tipo vascular: congestion y hemorragia. Debido a
gue estos cambios se encuentran presentes en todos los grupos (testigo y
experimental), no se asociaron a la administracion de los carbamatos. Los
cambios vasculares encontrados en los drganos pertenecientes al Sistema
Nervioso Central (cerebro y cerebelo), posiblemente se deben al método de
eutanasia de las ratas (dislocacion cervical). En esta técnica se hace presion
sobre la regién del cuello y se jala de la base de la cola hasta desnucarla. Esta
presion aplicada en la zona del cuello, afecta el flujo sanguineo, provocando
congestién en los vasos sanguineos ubicados en la cabeza; por este motivo la
presencia de congestibn meningea en cerebro y cerebelo no se considerd

patolégico.

La hemorragia y congestion encontrada en el corazon puede ser atribuida a
la puncion cardiaca para la coleccion de sangre inmediatamente después de la
dislocacion del animal (cada rata fue puncionada por lo menos 2 veces antes de
colectar la sangre), motivo por el cual estos cambios no se consideraron
asociados a la administracion de los productos. Por ultimo, la presencia de
congestion en estbmago se le atribuye a un proceso de hiperemia activa que
generalmente se observa durante la digestion; esto se corroboro al encontrar en
la necropsia alimento en el estbmago. Este cambio encontrado durante la revision

no se considerd patolégico derivado de la administracion del farmaco.

En rindn se observaron cambios histolégicos parecidos, tanto en grupos

experimentales como grupos testigo. En este érgano se observd principalmente
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degeneracion albuminosa, la cual se debe a un aumento de liquido intracelular
generado por cuadros de hipoxia; cabe mencionar que este tipo de lesiones son
muy frecuentes en cualquier animal muerto. En el caso de la congestion renal
leve, como todos los grupos la presentaron, no se le atribuye al carbamato, esta

puede deberse a una deshidratacion leve que hace mas evidentes a los eritrocitos.

El Gnico cambio observado en rifion asociado a la administracion de estos
guimicos se encontrd en los integrantes numero 2 y 3 del grupo tratado con Etil (4-
bromofenil) carbamato, a una dosis de 2000 mg/kg. En estos se observo en los
tubulos contorneados de la corteza renal; focos de necrosis coagulativa, con el
citoplasma de color morado-grisaceo; cabe recordar que todos los miembros de
este grupo murieron en menos de 24 hrs post tratamiento. Este cambio indica una
posible toxicidad derivada de la eliminacion de este producto por orina (previo
metabolismo en higado) o toxicidad derivada del metabolismo de este carbamato
en el rindn. Cambios histolégicos similares fueron encontrados en la corteza renal
por Brkic et al, 2007, al evaluar la toxicidad subcrénica de Carbofuran (25, 100 y
400ppm) administrado en el agua de bebida en ratas. Posiblemente, la necrosis
observada en la corteza renal esté relacionada a la estructura del producto Etil (4-
bromofenil) carbamato. El grupo de Tada et al. encontrdé que el tiabendazole en
dosis de 1000 mg/kg generd necrosis tubular en el 20% de las ratas evaluadas.
Cabe recordar que los carbamatos aqui evaluados poseen una amplia relacién

estructural con la de los bencimidazoles.

En higado se encontraron cambios histoldgicos similares a grupos testigo y
grupos experimentales, las cuales fueron degeneracion albuminosa, aumento en
el numero de conductos biliares (3 a 4) por espacio porta y degeneracion vacuolar
leve. Por otra parte se observaron cambios histologicos presentes solo en los
grupos experimentales, por lo que se asociaron a los carbamatos administrados.
Estos cambios observados en los grupos experimentales fueron hepatocitos con

citoplasma ligeramente eosinéfilo y nucleos altamente eucromaticos, hepatocitos
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con nucleos basofilos homogéneos, y aumento de hepatocitos con doble nucleo

(>6 por campo).

La degeneracion albuminosa, al igual que en rifidn se debe a un aumento
de liquido intracelular generado por cuadros de hipoxia. La hiperplasia de
conductos biliares se observdé como caracteristica comun de todos los animales
usados en el presente proyecto; este cambio puede deberse a la genética de la
cepa propia de los animales procedentes del bioterio del CINVESTAV. Por ultimo
la degeneracion vacuolar puede estar relacionada a factores nutricionales,

hormonales o metabdlicos como lo propone Greaves (1990).

La presencia de hepatocitos con nlcleos altamente eucromaticos sugieren
un aumento en la actividad metabdlica del hepatocito a través de una mayor
actividad de sintesis por parte del nucleo, motivo por el cual la cromatina se ve
mas fina dando un aspecto blanquecino en el corte histolégico. La presencia de
ndcleos altamente eucromaticos también fue reportada por Munglang et al., 2009,
al evaluar el higado de ratas tratadas con Carbaryl a dosis de 200 mg/kg,
administrado de forma intraperitoneal, 5 veces a la semana por 30 dias; este autor
también reporta la presencia de cuerpos de Councilman, lesion que no fue
observada en nuestros grupos experimentales. Abass et al., 2009 y 2010,
demostraron que el carbosulfan es biotransformado en el higado de diversos
mamiferos incluyendo el humano, aumentando la expresion de enzimas
relacionadas al citocromo P450 de los microsomas hepaticos. Tos-Luty, 2001,
encontré un aumento en la cantidad de reticulo endoplasmico liso, al evaluar la
toxicidad del Carbaryl en ratas administrado via dérmica. Posiblemente este
aumento de la actividad nuclear observada en nuestros grupos experimentales
puede estar relacionado a la expresion de enzimas destinadas al metabolismo de

los carbamatos utilizados como lo encontro el grupo de Abass.

La presencia de hepatocitos con nucleo basofilo liso homogéneo sugiere un
dafio irreversible del nucleo y del hepatocito, debido a que se ha perdido la
estructura normalmente descrita para el ndcleo del hepatocito. Estos hepatocitos

con nucleos baséfilo homogéneos indican una posible variacién de la necrosis
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coagulativa como es definida por Robbins (1967), McGavin et al (2007); ya que el
citoplasma observado en estos hepatocitos se aprecia granular eosinéfilo y el
ndcleo tiene un aspecto de picnosis pero se encuentra aumentado de tamafio;
Sternberg (1997), denomina este nucleo baséfilo homogéneo como el inicio de un
dafio irreversible (necrosis). La variacion de la necrosis coagulativa encontrada en
los grupos experimentales, posiblemente se deba a una inhibicién de la actividad
de la mitocondria por parte del carbamato, anulando la produccion de ATP con lo
que se genera muerte celular. Moreno et al. encontré que el Carbaryl en altas
dosis tiene un efecto depresor en la cadena respiratoria a nivel mitocondrial

afectando el funcionamiento celular y desencadenando la muerte.

El aumento de hepatocitos binucleados puede ser indicativo de una lesion a
nivel nuclear generada por la presencia de este carbamato, o un aumento en la
actividad mitética en el hepatocito como mecanismo de adaptacion (hiperplasia)
para sustituir los hepatocitos necrosados. El grupo de Brkic et al, 2007, reporté un
aumento de nucleos dobles en el hepatocito como parte de la regeneracién celular
del 6rgano, al evaluar la toxicidad subcrénica de Carbofuran (25, 100 y 400ppm)

administrado en el agua de bebida en ratas.

Con base en los cambios histoldgicos reportados en los grupos tratados con
5, 50 y 300 mg de ambos carbamatos, se encuentra al producto Etil (4-bromofenil)
carbamato, como el menos toxico. Esto debido a que la presencia de hepatocitos
con un metabolismo aumentado y la presencia de regeneracién celular, se
observo todos los animales del grupo tratado con 300 mg/kg y solo en uno de las
ratas de los grupos tratados de las dosis menores (5 y 50 mg/kg); ademas de
presentar focos necréticos en una proporcion muy baja. El Gnico grupo tratado con
este carbamato que presentd focos necréticos mas severos fue el de 2000 mg/kg
(ratas que murieron a las 24 horas del tratamiento). Posiblemente los focos
necroticos observados en este grupo se deban a una saturacién de las enzimas
encargadas del metabolismo de este producto, por lo que se presentd un exceso
de carbamato el cual generd estas lesiones. Por otra parte el producto Etil (4-

clorofenil) carbamato resultdé ser el mas toxico, ya que desde la dosis mas baja (5
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mg/kg) se observo la presencia de focos necroticos, lesion que aumentd conforme
a la dosis, encontrando en un integrante del grupo tratado con 300 mg/kg necrosis
severa del higado al observarse en su totalidad la presencia de nucleos basdfilo

homogéneos.

Debido a que en los grupos tratados con Etil (4-clorofenil) la presencia de
focos necréticos fue comun a todas las dosis y no se encontré la presencia de
macréfagos tisulares (células de Kupfer) aumentados, presencia de tejido de
reparacién y aumento de figuras mitéticas, se puede sugerir que el metabolismo y
excrecidon es mas lento, lo cual genera una mayor permanencia en el tejido,
provocando una mayor presencia de focos necroticos. Posiblemente si se hubiera
extendido el periodo de vida de los animales se hubieran encontrado cambios
histoldgicos relacionados con la reparacién y cicatrizacion del érgano, como los
reportados por Brkic et al, 2007, el cual encontré presencia de tejido conectivo
cercano a la vena porta, al evaluar la toxicidad subcrénica de Carbofuran (25, 100

y 400ppm) administrado en el agua de bebida en ratas.

Los focos necréticos encontrados en el parénquima hepatico no se
relacionaron especificamente a un vaso sanguineo (Vena Porta o Vena Central)
como lo menciona Greaves, 1990, por lo que no se puede diferenciar si el dafio
generado por estos carbamatos se deben a la estructura inicial adquirida por
absorcion intestinal, encontrandose la lesion asociada al espacio Porta; si el dafio
es generado por algin metabolito liberado durante su metabolismo encontrandose
la lesion asociada a la vena central; o si estos focos necréticos se deben a ambas
situaciones. Lo que si se pudo apreciar, es que el grupo tratado con Etil (4-
clorofenil) carbamato presento un aumento de focos necroticos derivado del
aumento de la dosis. Esto posiblemente indica que parte de la toxicidad de este

carbamato se debe a la estructura inicial adquirida post absorcion.

A pesar de encontrar lesiones necroticas en el parénquima hepatico de los
grupos experimentales principalmente en los grupos tratados con Etil (4-clorofenil)
carbamato, faltan pruebas para determinar el grado de lesion del hepatocito como
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son la medicion de enzimas hepaticas (aspartato aminotransferasa, alanino

aminotransferasa, gamma glutamil transpeptidasa) en sangre.

Los carbamatos evaluados, no se clasificaron como productos de alta
toxicidad. Esto basandose en los lineamientos establecidos por la OECD #33, en
la cual establecen la toxicidad aguda de nuevos productos, dividiéndola en 5
categorias, siendo la categoria uno la mas téxica y la cinco la menos toxica.
Ambos carbamatos se encuentran en la categoria 4, drogas de baja toxicidad en la
evaluacion oral aguda, ya que ambos productos presentaron una letalidad al 100%

en la dosis mayor empleada en el experimental (2000 mg/kg).

Los resultados obtenidos en este trabajo al evaluar los cambios histol6gicos
generados por la administracion de los carbamatos Etil (4-clorofenil) carbamato y
Etil (4-bromofenil) carbamato, solo muestran un panorama general sobre los
cambios celulares existentes en los diferentes érganos expuestos a la toxicidad de
estos productos. Los principales cambios asociados a estos carbamatos,
principalmente el del producto Etil (4-clorofenil) carbamato, sugieren un dafio
hepatico, asi como un aumento de actividad por parte del hepatocito para

metabolizarlo.

Los cambios histoldgicos presentados en este trabajo, asociados a la
administracion de estos carbamatos, forman parte de la evaluacién de la toxicidad
oral aguda (1 sola dosificacion); faltando la evaluacion de los cambios celulares y
genéticos inducidos por la administracion de estos productos. Para poder utilizar
estas moléculas como posible alternativa en el control de R. microplus falta
determinar la toxicidad derivadas de una aplicacion subcronica y cronica, asi como
terminar de evaluar las toxicidades agudas (oral y dérmica), para poder tener
presente cuales son los efectos negativos que estos carbamatos pudieran
generar. Después de terminar estas evaluaciones toxicoldgicas, se deben realizar
las mismas sobre los bovinos, especie a la cual va dirigida el uso de estos

productos.
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Como se puede apreciar, falta mucho trabajo para determinar por completo
la toxicidad de estos carbamatos, para poder emplearlos en un futuro como
posibles alternativas para el control de infestaciones por garrapatas en el ganado.
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CONCLUSIONES

Los productos Etil (4-bromofenil) carbamato y Etil (4-clorofenil) carbamato,
administrados de forma oral en aplicacion unica a dosis de 5, 50, 300 y
2000 mg/kg, no generaron cambios histopatologicos asociados en cerebro,
cerebelo, estbmago, musculo esquelético, y corazén de ratas cepa Wistar
tratadas.

El principal 6rgano afectado por la administracion de ambos carbamatos fue
el higado, ya que en este se observaron la mayor cantidad de cambios
histopatolégicos.

El producto Etil (4-bromofenil) carbamato, resultd ser el producto menos
toxico, esto debido a que los cambios histopatoldgicos se presentaron hasta
el grupo tratado con 2000 mg/kg.

El producto Etil (4-clorofenil) carbamato fue el producto mas téxico, debido
a que desde la dosis mas baja (5mg/kg), se observé la presencia de focos
necréticos en el higado; encontrando necrosis difusa severa en 1 miembro
del grupo tratado con 300 mg/kg.

La dosis de 2000 mg/kg en ambos carbamatos resulté ser letal para todas
las ratas tratadas. En el grupo tratado con Etil (4-clorofenil) carbamato, se
observé necrosis multifocal hepatica en el 100% del grupo; en el grupo
tratado con Etil (4-bromofenil) carbamato la necrosis hepéatica se observé
de tipo multifocal en el 60% del grupo y necrosis zonal en rifién en el 40%
del grupo respectivamente.
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