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RESUMEN

Los nuevos carbamatos sintéticos, etil-4-bromofenilcarbamato y etil-4-
clorofenilcarbamato, afectan parametros biolégicos y reproductivos en la garrapata
del ganado Rhipicephalus microplus. A nivel histolégico, estos carbamatos
inducen picnosis, degeneracion y vacuolizacion de las células ovaricas de las
garrapatas. No existen estudios que describan completamente el mecanismo de
accion de estos carbamatos por lo que en este trabajo se estudié su capacidad de
induccién de apoptosis en células de ovarios de R. microplus. Se utilizaron 150
hembras repletas de R. microplus. Cinco grupos de 10 garrapatas fueron tratadas
por pruebas de inmersién con 1mg/ml de etil-4-bromofenilcarbamato, 5 grupos de
10 garrapatas con 1 mg/ml de etil-4-blorofenilcarbamato y otros 5 grupos de 10
garrapatas fueron tratadas solo con el vehiculo como grupo testigo. Diez
garrapatas de cada uno de los grupos fueron diseccionadas en los dias 0, 1,3 ,5y
7 post-tratamiento (p.t.). Los ovarios fueron procesados por histologia
convencional y se realizé ensayo de TUNEL para su posterior observacion y
conteo de células apoptéticas por mm?. El nimero de células apoptéticas fue
mayor (p<0.001) a partir del dia 3 p.t. en ovarios de garrapatas tratadas con etil-4-
bromofenilcarbamato y durante todos los dias que durd el experimento en ovarios
de garrapatas tratadas con etil-4-clorofenilcarbamato, comparados con el
respectivo grupo control. Ademas, los ovocitos de las garrapatas tratadas con
ambos carbamatos, sufrieron degeneraciéon de la vesicula germinal, fragmentacion
nuclear, vacuolizacion, alteracion de la membrana celular y reduccion en el
deposito del corion. En conclusion se demostré que los carbamatos inducen un
aumento en la apoptosis de las células del ovario de R. microplus, lo que puede
explicar la inhibicién de la maduracién de los ovocitos y la reduccién en la cantidad
y viabilidad de los huevos producidos por las garrapatas expuestas a estos

carbamatos.



1. INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus se considera el principal ectoparasito
que afecta al ganado bovino (Alonso-Diaz et al., 2007). Esta garrapata es
originaria del continente asiatico, pudo ser introducida a la mayoria de los paises
tropicales a través de la importacion de ganado (Cortés et al., 2010). R. microplus
se distribuye geogréficamente entre los paralelos 32 norte y 32 sur, y tiene un
impacto negativo en la salud del ganado bovino, debido a su papel como vector
de hemoparésitos como Babesia sp. y Anaplasma sp. Ademas de generar
pérdidas econdmicas, al afectar la produccion de leche, carne y pieles (Alonso-
Diaz et al., 2006; Cortés et al., 2010). El principal método de control de R.
microplus es la aplicacion de productos quimicos ixodicidas. Existen diferentes
productos que se han utilizado para el control de garrapatas, incluyendo los
arsenicales, organoclorados, organofosforados, carbamatos, amidinas, piretroides
y lactonas macrociclicas (Soberanes-Céspedes et al., 2002). El control quimico se
ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a la apariciobn de garrapatas
resistentes a los productos mencionados, por lo que el desarrollo de nuevos
ixodicidas es una estrategia, con la cual se contrarresta dicha resistencia (Pérez-
Gonzalez et al., 2013).

1.1 Situacion de la ixodidosis por Rhipicephalus microplus en México.

En México la erradicacion de R. microplus inicio en la segunda mitad del
siglo XX, como intentos aislados de algunos estados como Sonora y Tabasco. En
1960 inici6 una campafia en Sonora que ayudo a la liberacién de 2.5 millones de
hectareas donde estaba presente este parasito. Actualmente La Campafa
Nacional contra la garrapata ha dividido al pais en tres zonas (Figura 1). La zona
libre comprende 94.4 millones de hectareas, las cuales equivalen al 47.88% del
territorio nacional. La zona de erradicacion cuenta con 1.1 millones de hectareas

agui se ubican las areas donde el parasito ha sido erradicado por efectos de la



campafa que representa el 0.57% del territorio y la zona de control que abarca
una superficie de 101.6 millones de hectareas correspondientes al 51% del pais
(SAGARPA-SENASICA, 2014).

\ 11 DEJULIODE 2014

LIBRE

B ERRADICACION

CONTROL

Figura 1. Distribucion geografica de R. microplus en México (SAGARPA-
SENASICA, 2014).

1.2 GENERALIDADES SOBRE R. microplus

R. microplus es una garrapata dura de un solo hospedero, que afecta al
ganado bovino y se encuentra distribuida ampliamente en las regiones tropicales y
subtropicales en todo mundo (Alonso-Dias et al., 2007b ; Ojeda-Chi et al., 2011).



Esta garrapata de origen asiatico fue introducida a México por el sur de los
Estados Unidos pais en que actualmente se encuentra erradicada (Bravo et al.,
2008).

1.2.1 Importancia economica.

Las pérdidas econdémicas producidas por R. microplus se dan a través de
dafios directos en los animales, asi como, en los productos derivados de dichos
animales como pieles, leche y carne. Ademas, de dafios indirectos generados por
la transmisién de agentes infecciosos como Babesia sp. y Anaplasma sp., cuyo
vector es esta garrapata. De manera extra se afladen a los gastos, los costos de
los productos quimicos utilizados en el control de dicha garrapata, la mano de
obra, el equipamiento, las pérdidas asociadas al tratamiento y el costo de
mantener bajo control las garrapatas. Las pérdidas econémicas causadas por este
parasito son tan grandes que en Australia se estiman en 100 millones de doélares
australianos por afio, mientras que en México son de 48 millones de dolares

americanos por afio (Rodriguez-Vivas et al., 2012).

México exporta cerca de 1.3 millones de cabezas de ganado en pie a los
Estados Unidos de América (EE.UU), lo que genera ganancias que oscilan entre
500 y 700 millones de ddlares por afio (Dominguez-Garcia et al., 2010), dichas
ganancias se ven severamente amenazadas debido a la aparicion de garrapatas
resistentes a los ixodicidas comerciales usados en México, por lo que las
garrapatas son cada vez mas dificiles de controlar y erradicar, esto genera un
problema para los productores y exportadores mexicanos, a los que cada vez les
es mas problematico movilizar el ganado debido a los cercos sanitarios y el
rechazo de ganado mexicano por inspectores del Departamento de Agricultura
(USDA) de los EE.UU. (George, 2008; Dominguez-Garcia et al., 2010).



1.2.2 Clasificacion taxonémica

R. microplus tiene la siguiente clasificacion taxonémica: Phylum:
Arthropoda, Clase: Arachnida, Orden: Acarina, Suborden: Metastigmata, Familia:
Ixodidae. Anteriormente era conocida como Boophilus microplus pero en 2004 fue
reclasificada por su relaciéon filogenética con el género Rhipicephalus (Barker y
Murrell, 2004).

1.2.3 Morfologia

Las garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae se caracterizan por
poseer un escudo dorsal; este es completo en el caso de los machos e
incompleto en el caso de las hembras (Figura 2 A y B), lo cual permite que el
abdomen de las hembras pueda crecer lo suficiente para contener hasta dos
centimetros cubicos de sangre. Presentan dimorfismo sexual muy marcado,
siendo la hembra de un tamafio mayor que el del macho. Las larvas tienen tres
pares de patas y en su fase de ninfa y adulto tienen cuatro pares de patas
(Mehlhorn, 1988).

La estructura de la garrapata esta dividida en dos porciones, consistiendo
en el capitulo o gnatosoma y el cuerpo o idiosoma (Figura C). El gnatosoma esta
formado por dos palpos conformados por cuatro segmentos cada uno. Los palpos
se encuentran protegiendo al hipostbma que estad formado por la porcion
alimenticia, donde se encuentran un par de érganos aplanados lateralmente con
unas pequefas puntas; estos 6rganos son conocidos como queliceros, que sirven
para rasgar la piel del hospedero e introducir el hipostébma en su conjunto (Figura
2 D) (Mehlhorn, 1988).

La base del gnatosoma, que en R. microplus es de forma hexagonal esta
unida al cuerpo por una membrana flexible. El idiosoma es posterior al gnatosoma.
En la parte anterior del idiosoma se encuentran las patas y el poro genital, en la

parte posterior los espiraculos respiratorios y el ano. El orificio genital esta cerrado
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y no es apreciable en larvas y ninfas, mientras que en adultos esta abierto y visible
(Anderson et al., 2008). Las patas de la garrapata estan formadas por una serie de
secciones articuladas entre si que son: coxa, trocanter, fémur, tibia, protarso y
tarso (Figura 2 E). Las larvas tienen en el tarso del primer par de patas, un érgano
sensitivo llamado érgano de Haller, formado por una serie de pelillos que detectan
diferentes estimulos como olores, vibraciones, temperatura y quimicos (Mehlhorn,
1988).

Figura 2. Morfologia de R. microplus. A y B estructura de macho y hembra
respectivamente, C vista ventral, D secciones de las piezas bucales, E vista dorsal
del tarso. AN, Ano; CH, quelicero; CL, garra; CS vaina del quelicero; CX, coxa; E,
esofago; EM, pulvillos; FE, feston; GN, gnatosoma (capitulo): GO, abertura genital;
H, Hipostbma; PP, pedipalpos; SA, ducto salival; SC, escudo; TA, Tarso
(Mehlhorn, 1988).



La estructura del sistema genital femenino en garrapatas duras consiste en:
los ovarios tubulares simples en forma de “U” localizados en la region posterior del
cuerpo, los oviductos que son estructuras plegadas ubicados en ambos extremos,
los cuales se unen a un utero en comun. El Gtero se une con la vagina, que esta
dividida en vagina cervical y vagina vestibular. El receptaculo seminal situado en
la pared del utero tiene una conexidén con la vagina cervical. Una glandula tubular
accesoria vierte una secrecion en la union de la vagina cervical y la vagina
vestibular. Rodeando la vagina vestibular estd una glandula epitelial, conocida
como glandula lobular accesoria como se muestra en la figura 3 (de la Vega et al.,
2012).

Glandulz accesona Recentaculo

=l Owviducio QOvan
V ubular seminal I
f
Vaging Cervical Wit l
9
Glindula e iy
hibular vestbular
accesona 1

Poro genital

Figura 3. Esquema del sistema genital femenino; Vista lateral (De la Vega., 2012)

El ovario de la garrapata R. microplus estd compuesto por una pared de
células epiteliales con nudcleos redondos, los ovocitos en diferentes estados de
desarrollo estan unidos al pedicelo, el cual tienen la funciéon de generar nutrientes
para incorporarlos al ovocito durante su desarrollo. Los pedicelos estan unidos a la
pared de los ovocitos y estan compuestos por células semejantes a las de la pared

epitelial. Una vez maduros los ovocitos son liberados en el lumen del ovario y de



ahi al exterior, Saito y colaboradores en 2005 sugirieron una clasificacion para los
ovocitos segln su estado de desarrollo basdndose en la clasificacion previa
propuesta para estados de desarrollo de los ovocitos de Amblyoma cajennense.
La clasificacion de los estados de desarrollo de R. microplus se muestran a

continuacion, ademas de que se pueden visualizar en la figura 4.

Ovocito |: Se caracteriza por su pequefio tamafo redondeado, con su
membrana plasmatica relativamente delgada, ademas de que contiene una

vesicula germinal, con un nucléolo evidente.

Ovocito Il o pre-vitelogénico: Es un poco mayor que el estado de desarrollo

anterior, existe una cantidad ligera de granulos en el citoplasma.

Ovaocito Il o vitelogénico: En este estadio el ovocito es considerablemente
mas grande, posé una vasta concentracion de granulos en el citoplasma, la
vesicula germinal, se sita en uno de los polos cerca de la pared del ovocito,

ademas que de la membrana se inicia la formacion de un depdsito de corion.

Ovocito 1V: Existe la formacion de yema en el centro del ovocito proveniente
de los granulos de la periferia, la presencia de la vesicula germinal es evidente y la
deposicién de corion esta completa.

Ovocito V: es un ovocito bien desarrollado, la yema esta en granulos por

todo el citoplasma, la vesicula germinal es poco visible.
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1.2.4 Ciclo de vida

R. microplus presenta 4 estadios evolutivos: Huevo, larva, ninfa y adulto. Su
ciclo de vida tiene una fase parésita y otra no parasita, como se muestra en la
figura 5. La fase no parasita inicia cuando una hembra repleta de sangre separa
sus piezas bucales del hospedero y se deja caer al suelo, donde busca un lugar
protegido de la luz y del sol. El periodo de preoviposicion tarda entre 3y 9 dias y
el periodo de oviposicion dura entre 9 y 34 dias dependiendo de las condiciones
ambientales. Cada garrapata produce entre 1500 y 4500 huevos. Las larvas
eclosionan del huevo en un periodo de entre 20 y 120 dias, en principio se
alimentan de su vitelo el tiempo necesario para subir a lo alto del pasto y esperar a
sus hospederos (Gallardo y Morales, 1999).

La fase parasita inicia cuando la larva sube al hospedero atraida por el calor
y el CO2 que desprende, busca una zona adecuada para la implantacion,
generalmente prefiere las partes protegidas de la luz solar y los depredadores
naturales (pajaros). Inserta sus piezas bucales para comenzar a alimentarse y
entre el dia 5 y 8 muda a estadio de ninfa, después del dia 8 y hasta el dia 25 se
pueden encontrar fases adultas. En promedio 21 dias después de que la larva
sube al hospedero, las hembras ya fecundadas se ingurgitan en unas horas y se

desprenden de su hospedero para un nuevo ciclo (Gallardo y Morales, 1999).
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Figura 5. Ciclo de vida de R. microplus (lturbe-Requena, 2014).

1.3 PATOGENIA

Los mecanismos de accion patogénica de los que se vale R. microplus son

variados y genera dafios por accion traumatica, expoliatriz, toxica e inoculatriz.

La accidn traumatica corresponde a una afeccion mecanica causada por la
garrapata al perforar la piel del hospedero con las piezas bucales, lo que ocasiona
dafios en la piel, causando pérdidas econdmicas al depreciarse las pieles

afectadas (Jonsson, 2006).
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La accidn expoliatriz consiste en la succién de sangre y liquidos tisulares,
cuyo efecto lleva a una anemia. Se ha estimado que la pérdida de sangre por cada
garrapata de entre 1mL y 3 mL. La anemia es la afeccion mas evidente ya que
causa pérdida de peso; la anemia puede agravarse por accion de hemoparasitos
que producen antigenos que intervienen en la lisis de eritrocitos por accion del
sistema inmune del hospedero. Ademas, se ha sugerido que las infestaciones
masivas disminuyen el apetito de bovinos, por lo que en bovinos de leche se
produce una disminucion en su produccion de leche y en general, disminucion del

condicion de corporal de los bovinos (Jonsson, 2006).

La accion toxica es ocasionada por secrecion de sustancias quimicas por
parte del parasito, estas sustancias en la garrapata R. microplus esta dada por la
secrecion de saliva, en experimentos sobre ganado Hereford se ha demostrado
gue la concentracion de linfocitos T es menor en sangre de bovinos infestado con
garrapatas por primera vez, ademas se han detectado prostaglandinas en la saliva
de las garrapatas que actlan como vasodilatadores que evitan que la sangre de
los vasos sanguineos circundantes se coagule. Sin embargo a pesar de todos
estos mecanismos, se sabe que las durante las infestaciones se da una respuesta

inmune que es eficiente para controlar dichos ectoparasitos (Inokuma et al., 1992).

Accion inoculatriz radica en que las garrapatas pueden transmitir agentes
infecciosos como virus, bacterias, rickettsias y protozoarios. R. microplus es vector
de Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale. Estos
microorganismos son causantes de enfermedades que llevan a la anemia, baja

produccion fisica y mortalidad (Rodriguez-Vivas et al., 2010).

1.4CONTROL

Los métodos actuales para el control de las garrapatas implican el uso de
meétodos quimicos y no quimicos. El principal método de control de R. microplus

es la aplicacién de ixodicidas (Soberanes-Céspedes, 2002).
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1.4.1 Control no quimico

El control no quimico engloba todas las acciones de control para las
garrapatas que no utilizan productos quimicos, entre las que se encuentra la
seleccion de razas resistentes de ganado. Las razas de ganado Bos indicus, son
razas originarias de climas tropicales y son mas resistentes que las razas de
origen europeo Bos Taurus. La resistencia de las razas a las infestaciones con R.
microplus tiene relacion con diversos factores, como, un mayor espesor de la piel,
mayor secrecion de histamina por parte del hospedero, asi como una mayor
concentracion de linfocitos T circulantes y anticuerpos (Joonson et al., 2006; Piper
et al.,, 2009). Existen en el mercado vacunas como: TickGARD Plus® vy
Gavac® para el control de garrapatas que se basan en el antigeno recombinante
Bm86, el cual es una glicoproteina expresada en células intestinales de la
garrapata, por lo que la vacuna no tiene efecto sobre la garrapata hasta que esta
ingurgita sangre de un hospedero vacunado, La vacuna por si sola no es un
meétodo efectivo, ya que al no expresar el antigeno directamente sobre el sistema
inmune del hospedero, se debe realizar un refuerzo en un periodo de 6 a 10
meses. Anadiendo que dicha vacuna no tiene un efecto inmediato sobre animales
infestados, alcanzando rangos de efectividad de entre el 46 y 49 %. Por lo que es
necesario aplicar la vacuna junto con un ixodicida (Nijhof et al., 2007; Casquero et
al., 2011).

Otras opciones para el control, incluyen depredadores naturales tales como
hormigas de los géneros Iridomymex, Asphaenogaster y Pheidole, nematodos
como Steinernema capocapsae, y varias especies de aves como las del género
Bubulcis ibis, Buphagus Sp, Machetornis rixosa, entre otras ; la introduccién de
patdgenos como los hongos entomopatogenos del género Beuveria y Metarhizium,
en estudios con M. anisopliae en condiciones de laboratorio ha encontrado una
efectividad del 100% sobre huevos y adultos utilizando 10 8conidias/mL, sin
embargo en infestaciones naturales aplicando la misma concentracién del hongo,

la efectividad fue apenas del 46%. El uso de extractos de plantas como las del
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genero Stylosanthes vy el uso de plantas forrajeras que dificultan la infestacion de
los hospederos como Melinis minutiflora, Andropogon gayanus y Brachiaria
brizantha (Bezuidenhout y Stutterheim, 1980; Rodriguez-Diego et al., 1984;
Fernandez-Ruvalcaba et al., 2004; Alonso-Diaz et. al., 2007a; Villalobos et al.,
2010; Ojeda-Chi et al., 2011).

1.4.2 Control quimico

Los primeros intentos para controlar a las garrapatas en el ganado, incluian
untar sobre el animal productos como queroseno, azufre, aceite de pescado,
petrdleo crudo y mezclas de estos. (George, 2004). Hasta 1895 se observé que
las inmersiones en soluciones de arseniatos eran efectivas en el control de R.
annulatus y R. microplus. El arsénico resulto ser muy efectivo ya que inhibe
enzimas indispensables en la respiracion celular de estos parasitos, aunque el uso
de este producto tenia complicaciones ya que era dificil determinar la dosis letal
del hospedero y la dosis efectiva para las garrapatas, con el tiempo surgieron
reportes de garrapatas resistentes a este producto en diferentes lugares del
mundo (Angus et al., 1996; FAO, 1998; George et al., 2004).

En la década de los 40°s surgieron los organoclorados, que fueron los
primeros insecticidas organicos sintetizados para el control de garrapatas. El DDT
(diclorodifeniltricloroetano) y BHC (Hexacloruro de Benceno) que se almacenaban
en el cuerpo de manera indefinida y resultaron tener efectos carcinogénicos. Estos
actian como moduladores de canales de sodio de las membranas nerviosas
(George et al., 2004; Devine et al., 2008). Después de los reportes de resistencia
a los organoclorados, los organofosforados y carbamatos fueron utilizados para el
control de garrapatas. Los organofosforados como Etion, Clorpirifos y Coumafos
son los mas utilizados a nivel mundial al igual que los carbamatos como Carbaril y
Propoxur, actlan sobre sistema nervioso central, inhibiendo la enzima
acetilcolinesterasa, por lo que en mamiferos resultan altamente toxicos (George et
al., 2004).
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Las formamidinas fueron desarrolladas en 1970, estas son antagonistas de
los receptores de la octopamina en los pardsitos, lo que provoca una hiper-
excitabilidad seguida de la muerte. Los principales farmacos que contienen
formamidinas, son Clenpirina, Clorometiuron, Clordimeform y el Amitraz (George
et al., 2004). Los Piretroides son sustancias quimicas sintéticas derivadas de las
piretrinas inestables a la luz solar. Algunos ejemplos de los primeros piretroides
son la Piretrina y el Fenvarelato. Los piretroides tienen efectos sobre el trasporte
de sodio en las membranas nerviosas (Narahashi, 1971; Rodriguez-Vivas, et al.,
2010).

Las lactonas macrociclicas son moléculas complejas derivadas de la
fermentacién de actinomicetos, estas se componen por dos grandes familias: Las
avermectinas y milbemicinas. Las avermectinas provienen del actinomiceto
Streptomyces avermitilis, mientras que las milbemicina proviene de Streptomyces
cyaneogriseus. (Rodriguez-Vivas, et. al 2010). Las lactonas macrociclicas son
activas para el control de nematodos y artropodos a dosis bajas en la mayoria de
los animales. Se absorben por todas las vias debido a su alta liposolubilidad y se
distribuyen ampliamente a luz intestinal, grasa y piel, Estas ejercen su efecto
antiparasitario al incrementar la permeabilidad de la membrana por los iones cloro
con la consecuente hiperpolarizaciéon y paralisis de la musculatura del parasito
(George, et. al 2004; Rodriguez-Vivas, et al. 2010).

Los fenilpirazoles son productos eficientes contra artrépodos, y helmintos,
se han utilizado en los ultimos afios para el control de garrapatas en América
Latina, tiene una eficiencia del 99% vy el periodo de proteccion contra reinfestacion
cubre hasta ocho semanas posteriores a la aplicacion, ademas de que tienen una
resistencia a la luz solar y al agua. Los fenilpirazoles actian como antagonistas
del neurotransmisor GABA interfiriendo con los canales de cloruro de la membrana
e interrumpiendo la transferencia de iones y por tanto la transmision de impulsos
entre células nerviosas. (George et al., 2004; Devine et al., 2008). Los inhibidores

de la quitina como fluazuron, diflubenzuron, lufenuron y flufenoxuron son utilizados
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contra garrapatas, teniendo un efecto sobre garrapatas repletas al reducir la

fecundidad cerca de cero (George et al., 2004).

1.5RESISTENCIA A IXODICIDAS

El control quimico de las garrapatas se ha vuelto ineficaz en algunas
regiones debido a la aparicion de garrapatas resistentes a los ixodicidas. La
resistencia se define como la capacidad adquirida por los individuos de una
poblacién parasita que les permite sobrevivir a dosis de quimicos que
generalmente son letales para una poblacién normal desde la aparicion del primer
caso de resistencia a arsenicatos en 1937, se ha detectado una resistencia
progresiva a los ixodicidas por parte de las garrapatas que ha impedido
controlarlas (La resistencia de R. microplus se ha descrito para organofosforados,
piretroides sintéticos, amidinas y lactonas macrociclicas, alrededor de Australia y
América Latina, asi como en otros paises a lo largo de los afios como se observa

en el cuadro 1. (Alonso-Diaz et al., 2006; Rodriguez-Viva et al., 2012).

La resistencia de las garrapatas a los acaricidas es conferida principalmente

por dos importantes mecanismos fisiol6gicos:

-Insensibilidad del sitio activo, en los piretroides por ejemplo, que actian
sobre canales de sodio, se ha identificado la llamada resistencia kdr y la super
kdr, que es generada por la mutaciones en los canales de sodio que confieren una
reducida sensibilidad neuronal a piretroides. Los organosfosforados y carbamatos
qgue son inhibidores de la AChE, an generado una resistencia, en insectos, esto
debido a mutaciones puntuales en el gen estructural que codifica la AChE, que da
como resultado la produccién de una enzima alterada. Para los fenilpirazoles los
cuales son antagonistas de GABA e interfiriendo con los canales de cloruro, se a
detectado la presencia de mutaciones del gen que codifica a GABA de Drosophila
melanogaster, por lo que se cree que existe un efecto de resistencia similar en
garrapatas. Las formamidinas también han generado resistencia, esto debido a

mutaciones en un gen putativo del receptor de octopamina.
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-Incremento en la actividad de enzimas metabodlicas tales como esterasas,
oxidasas mixtas y glutation-S-transferasa que permiten aumentar la capacidad de

destoxificacion de las garrapatas (Rodriguez-Vivas et al., 2012).

Cuadro 1. Reportes de resistencia de R. microplus a diferentes ixodicidas
en distintos paises del mundo (George et al., 2004; Coure et al., 2007; Castro et
al., 2012; Miller et. al 2013; Reck et al. 2014).

Tipo de ixodiciday afio de Reportes de resistencia
introduccién
Arsénico (1893) Australia, 1936; Argentina, 1936;

Brasil, 1948; Colombia,1948; Uruguay,
1953; Venezuela. 1966.

DDT (1946) Argentina,  1953; Brasil, 1953;
Australia, 1953; Venezuela, 1966)

Organofosforados y  Carbamatos | Australia, 1963; Argentina, 1964;

(1946) Brasil, 1963; Colombia, 1967;
Venezuela, 1967; Uruguay, 1983;
México, 1986

Formamidinas (1975) Australia, 1978; Brasil, 1989; México,

1994: Venezuela, 1995; Colombia,
1997; Argentina, 2000.

Piretroides(1977) Australia, 1981, Brasil, 1995;
Colombia, 2000

Lactonas macrociclicas (1981) Brasil, 2001; México. 2010.

Fluazuron (1990) Brasil (2014)

Fipronil (1993) Uruguay, 2007 ;Brasil ,2012;
Mexico,2013

1.5.1 Resistencia en México.

En la Campafna Nacional de erradicacion de la garrapata en México que
abarco los afios 1974 a 1984, la familia de ixodicidas mas utilizados fueron los
organofosforados, entre ellos el Coumafds, Clorpirifés, Clorfenvinfos, Diazindn y

Etion. Esto dio lugar a la aparicién de casos de garrapatas resistentes en el pais, y
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el primero fue en un rancho en Tuxpan, Veracruz en 1983. (Rodriguez- Vivas et
al., 2012). Posteriormente los piretroides sintéticos fueron introducidos y
empleados en México en 1986 y la resistencia a estos se detectd por primera vez
en 1993. En afios posteriores se realizaron reportes de garrapatas resistentes a
otros productos como amitraz en 2002 (Rodriguez- Vivas et al.,, 2012) e

ivermectinas en 2010 (Pérez-Cogollo, 2010).

1.6 CARBAMATOS

Los carbamatos son compuestos organicos, derivados del &cido
carbamico, (Figura 6), estos compuestos tienen la formula general que se muestra
en el recuadro de abajo, donde R= alcohol, oxima o fenol y Ri= hidrégeno o grupo
metilo. (Fukuto, 1990)

OH

Il
R-O-C-N-R1

Figura 6. Estructura quimica general de
los carbamatos

Los carbamatos se extrajeron de la planta Pysostigma venenosum (frijol de
calabar). Algunos carbamatos como los N-metl-carbamatos tienen afinidad sobre
enzimas esterasas, entre ellas la acetilcolinesterasa (AChE), esta enzima tiene la
funcion de catalizar la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina, un
neurotransmisor encargado de terminar la sefial de impulso nervioso en las

sinapsis. Al inhibir la AChE causa pardalisis y muerte (Fukuto, 1990).

Los carbamatos pueden ser clasificados en tres tipos A) derivados de
esteres carbamatos, comunmente utilizados como insecticidas (Lannante,
Carbofuran, Dimetan, Carbaril, Oxamyl, Propoxur, etc.); B) derivados del acido
tiocarbamico, utilizados como fungicidas (Benomyl, Carbendazim) y C)
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carbamatos propiamente dichos empleados como herbicidas (Molinate). Todos
con las mismas caracteristicas. Se degradan por oxidacion y sus metabolitos son
hidrosolubles (Fukuto, 1990).

1.7NUEVOS CARBAMATOS EN ESTUDIO PARA EL CONTROL DE R.

microplus.

Nuestro grupo ha probado el efecto de los carbamatos etil-4-
bromofenilcarbamato vy etil-4-clorofenilcarbamatos , los cuales son estructuras con
una similitud a los benzimidazoles, sobre R. microplus, dichos carbamatos fueron
sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Estos
afectan los pardmetros reproductivos de R. microplus, disminuyendo la oviposicién
e inhibiendo la eclosion de larvas de los huevos. Los huevos producidos por las
garrapatas repletas tratadas, con estos nuevos carbamatos fueron de apariencia
oscura, seca, opaca y no viables (Prado-Ochoa et al., 2014a). Estos nuevos
carbamatos tienen un mecanismo de accion independiente de la enzima AChE
(Prado-Ochoa et al., 2014a), y resultaron ser de baja toxicidad en pruebas de
toxicidad aguda y subcrénica (Prado-Ochoa et al., 2014b y Prado-Ochoa et al.,
2014c).

No se ha descrito el mecanismo de accién de estos nuevos carbamatos,
aunque en estudios histolégicos y morfolégicos se observd disminucién del
desarrollo del ovario en las garrapatas repletas tratadas con los dos nuevos
carbamatos anteriormente mencionados, ademas de alteracion de la
vitelogenesis, degeneracion de células del ovario, alteracion en la forma y tamafio
de los ovocitos, vacuolizacion de células del epitelio ovarico, células con nucleo
pinoticos, disminucion del tamafio de los ovocitos, fragmentacion nuclear y
alteracion en la membrana estas alteraciones son caracteristicas de procesos
apoptoticos, que pueden sugerir parte del mecanismo de accion de los
carbamatos (Prado-Ochoa et al., 2014a). Actualmente la mayoria de los ixodicidas
comerciales tienen un efecto larvicida. La muerte o paralisis de las larvas de R.

microplus impide que estas lleguen a los bovinos para el inicio de la fase parasita.
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El estudiar un producto con un mecanismo de accion distinto como puede ser la
inhibicién del desarrollo reproductivo de la garrapata a través de la induccion de
procesos de apoptosis, puede abrir una nueva posibilidad de estrategias de control

de garrapatas.
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2 HIPOTESIS
Los nuevos carbamatos  Etil-4-bromofenilcarbamato y  Etil-4-

clorofenilcarbamato incrementan los procesos de apoptosis en células ovaricas de

Rhipicephalus microplus
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3 OBJETIVOS
3.20bjetivo General:

Determinar la presencia de células apoptoticas, en el ovario de hembras
adultas de R. microplus, inducidas por el tratamiento con dos nuevos carbamatos

inhibidores de la reproduccion.

3.3 Objetivos particulares:

1.-Estandarizar la técnica de TUNEL, empleando un kit comercial en cortes

histoldgicos de ovarios de hembras adultas de R. microplus.

2.- Evaluar en diferentes dias pos-tratamiento, la presencia y distribucion de
células apoptéticas en el ovario de hembras adultas de R. microplus, tratadas con

los nuevos carbamatos.

3.- Comparar el numero de células apoptéticas en ovarios de hembras adultas de

R. microplus, tratadas con los nuevos carbamatos y hembras no tratadas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.2 Ubicacion.

Este trabajo fue desarrollado en el laboratorio 1 de Inmunologia y Biologia
Molecular de Paréasitos, de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, en la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAM.

4.3 Carbamatos.

Los carbamatos fueron sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM usando como base moléculas de bencimidazoles. Los
carbamatos fueron sintetizados por reacciones aril- y alquilamidas con hidruro de
sodio y dietilcarbonato de benceno. Después fueron purificados por cromatografia
en columna y posteriormente recristalizados (Angeles et al., 2000). Para la
realizacion de este trabajo, los carbamatos fueron empleados en su forma

cristalina con una pureza del 99%.

Peso molecular

Estructura
= _—~NH_ O CH,
e O 244

PN 199.63

Etil-4-clorofenilcarbamato

Figura 7. Estructura y pesos moleculares de los carbamatos evaluados. (Angeles
et. al., 2000)
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4.4Cepa de garrapatas.

Se utilizaron garrapatas adultas R. microplus pertenecientes a la cepa
“Media Joya” la cual es susceptible a amidinas, piretroides y organofosforados. La
cepa fue donada por el Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud
Animal, de la SAGARPA y ha sido mantenida hasta la fecha en la FES-Cuautitlan
por infecciones sucesivas en bovinos Aberdeen Angus.

4 5Técnica de Inmersiéon de Adultas.

Se seleccionaron 150 hembras repletas de R. microplus, con base en la
integridad de sus piezas bucales. Antes de los ensayos las garrapatas fueron
lavadas, secadas y pesadas. Se prepararon soluciones de 1mg/ml de cada
carbamato en 4% de dimetilsulfoxido (DMSO). Se formaron 15 grupos de 10
garrapatas cada uno, 5 de esos grupos fueron sumergidos en una solucion de etil-
4-bromofenilcarbamato, 5 grupos mas fueron sumergidos en una solucion de etil-
4-clorofenilcarbamato y 5 grupos fueron sumergidos en una solucién de DMSO 4%
(grupo testigo). La inmersion en cada una de las soluciones duro 30 minutos.
Después de cada inmersion, las garrapatas se extrajeron de la solucién y se
secaron, posteriormente se colocaron en cajas Petri y se incubaron en una estufa
entomoldgica a 28 + 2°C con una humedad relativa de 80 a 90% (Drummond et
al., 1967). Las garrapatas de un grupo sumergidas en cada carbamato fueron
diseccionadas los dias 0, 1, 3, 5 y 7 pos-tratamiento (p.t.). Cinco grupos de
garrapatas sumergidas en una solucién de DMSO al 4% y diseccionadas en los

mismos dias p.t. fueron utilizadas como testigos (Prado-Ochoa et al., 2013).
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4.6 Preparacion de cortes histoldgicos.

Antes de la diseccion, las garrapatas de cada grupo fueron
insensibilizadas usando refrigeracion a 4 °‘C durante 20 minutos. Se realiz6 un
corte con bisturi por la parte dorsal, desprendiendo la cuticula y los ovarios
fueron separados con pinzas de punta fina auxiliados de un microscopio
estereoscopico. Los ovarios se lavaron con solucion salina de fosfatos (PBS) y se
fijaron en una solucion de formol al 10% (Freitas et al., 2007). Posteriormente los
ovarios se deshidrataron en una serie de alcoholes (50%, 70%, 85%, 95% vy
100%), una mezcla de etanol-xilol 50-50, finalmente xilol al 100%, se embebieron

en parafinay se realizaron 3 cortes seriados de 5 um de cada muestra.

4.7 Prueba de TUNEL.

La prueba de TUNEL es una técnica que se basa en la identificacion de
fragmentacion de DNA, por adicion de nucle6tidos marcados con biotina en sitios
donde el DNA presenta rupturas caracteristicas de procesos apoptoticos, esto con
ayuda de una enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal. Para este trabajo se
utilizé el kit DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System (Promega labs). Antes del
ensayo, los cortes histolégicos fueron desparafinados por inmersién en xilol y
rehidratados en una serie de soluciones decrecientes de alcohol. Se lavaron los
cortes en NaCl 0.85% durante 5 minutos y posteriormente se realizé otro lavado
por inmersion en PBS. Los cortes se fijaron en una solucién de formol al 10%,
posteriormente fueron tratados con 100uL de solucién de proteinasa K 20ug/mL
durante 10 minutos, se agreg6 una mezcla de nucleétidos biotinilados, la enzima
desoxinucleotidil transferasa recombinante, se cubrio el tejido con el Cuverslip
proporcionado por el kit y se mantuvieron en una camara humeda por 90 minutos.
Transcurrido el tiempo se removid el Cuverslip y se realizaron 3 lavados con
solucion SSC 20X y posteriormente 3 lavados con PBS. La actividad de
peroxidasas endogenas fue bloqueada con peréxido de hidrogeno al 0.03% en
PBS vy se agregaron 100 pyL de una solucién de estreptovidina 1:500 durante 30

minutos en una camara humeda. Finalmente se agregaron 50 pL de una solucion
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de diaminobencidina en buffer sustrato 20X y peréxido de hidrégeno. El revelado
se desarrollé bajo un microscopio 6ptico hasta la aparicion de marcas (Freitas et
al., 2007). Los tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina por 3 minutos y

montados en forma permanente con resina para su estudio.

4.8 Conteo de células apoptaoticas.

Los tejidos fueron observados en un microscopio (Olympus TL4) acoplado
a un sistema de captura y analisis de imagenes (Image Pro premier,
MediaCybernetics labs.). En cada muestra, se evalud la distribucion de las células
apoptoticas, se conté el nimero de micrémetros contenidos en 10 campos de
tejido, contando por triplicado. Los datos fueron expresados como la media del

numero de células apoptdticas por mm?2.
4.9 Andlisis Estadistico.
El nUmero de células apoptéticas en los diferentes dias p.t. fue analizado

por ANDEVA factorial (tratamiento X tiempo) y las diferencias entre medias fueron

establecidas por la prueba de Fisher con un nivel de confianza del 95%.
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Figura 8. Disefio Experimental para la determinacion de apoptosis en células

ovaricas de hembras de Rhipicephalus microplus tratadas con carbamatos
inhibidores de la reproduccion.
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5 RESULTADOS

El ndmero de células apoptoticas fue mayor (p< 0.001) a partir del dia 3 p.t.

en el epitelio ovarico de las garrapatas tratadas con etil-4-bromofenil-carbamato

que en los ovarios del grupo control (Figura 7).
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Figura 9. Media (xEEST) del nimero de células apoptoéticas en epitelio ovarico de

garrapatas Rhipicephalus microplus en diferentes dias pos-tratamiento con el etil-

4-bromofenilcarbamato.

Un asterisco (*) indica diferencia significativa (p<0.001) entre los grupos de cada

dia pos-tratamiento.
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El nidmero de células apoptoticas fue mayor (p< 0.001) en todos los dias p.t.
en el epitelio ovarico de garrapatas tratadas con etil-4-clomofenil-carbamato

comparandolos con los ovarios de garrapatas grupo control (Figura 8).
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Figura 10. Media (tEEST) del numero de células apoptéticas en epitelio ovéarico
de garrapatas Rhipicephalus microplus en diferentes dias pos-tratamiento con el

etil-4-clomofenilcarbamato.

Un asterisco (*) indica diferencia significativa (p<0.001) entre los grupos de cada

dia pos-tratamiento.
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En las muestras histolégicas observamos el ovario de la garrapata R.
microplus, este estd compuesto de un lumen delimitado por pequefias células
epiteliales con nucleos redondeados, a las que estan unidos ovocitos en diferentes

estados de desarrollo por pedicelos.

En los ovarios de las garrapatas del dia O pt. se observaron ovocitos en
estadios de desarrollo | y Il en la escala usada por Saito y colaboradores en 2005,
tanto para las muestras de las garrapatas testigos como las de garrapatas tratadas
con ambos carbamatos, no se apreciaron alteraciones morfolégicas que indicaran
dafos. Para el dia 1 p.t. se observaron células apoptéticas (positivas a la prueba
de TUNEL) y vacuolas en tejido epitelial del ovario de las garrapatas tratadas con

el Etil-4-clorofenilcarbamato (figura 11).

En para las muestras del dia 3 p.t. la mayoria de las células apoptéticas se
observaron en los pedicelos de ovarios de garrapatas tratadas con ambos
carbamatos, ademas de la presencia de vacuolas en epitelio ovarico. En los
ovocitos se observd fragmentacion en el nucléolo, degeneracion en la vesicula
germinal y vacuolas aunque ningun ovocito presento marca positiva a prueba de
TUNEL (Figura 12).

El dia 5 p.t. los ovarios de las garrapatas tratadas con ambos carbamatos
presentaron vacuolas de gran tamafio en células epiteliales, deformacion de
ovocitos, disminucién en la deposicion del corién en los ovocitos y presencia de
nacleos picnéticos. Se observaron células apoptoéticas en el epitelio ovarico de

garrapatas tratadas y no tratadas con los carbamatos.

Las muestras del dia 7 p.t. en los ovarios de las garrapatas tratadas con
ambos carbamatos se encontraron ovocitos detenidos en su desarrollo, con poca
deposicion de corion, y gran presencia de vacuolas de diferentes tamafos, se
observa un mayor nimero de células con picnosis y dafio en la membrana en

ovocitos (Figura 13).
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Figura 11. Ensayo de TUNEL en ovarios de hembras repletas de R. microplus
después de 1 dia p.t. con dos diferentes carbamatos. A, ovocitos de hembras
testigo; B, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
clorofenilcarbamato; C y D, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
bromofelilcarbamato. ll= ovocito II, lll= ovocito Ill, ep= epitelio ovarico, cap=

cuerpo apoptotico, dn= nucléolo dafiado, v= vacuola.
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Figura 12. Ensayo de TUNEL en ovarios de hembras repletas de R. microplus
después de 3 dia p.t. con dos diferentes carbamatos. A, ovocitos de hembras
testigo; B, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
clorofenilcarbamato; C y D, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
bromofelilcarbamato. ll= ovocito Il, lll= ovocito Ill, ep= epitelio ovarico, cap=

cuerpo apoptotico, v=vacuola.
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Figura 13. Ensayo de TUNEL en ovarios de hembras repletas de R. microplus
después de 7 dia p.t. con dos diferentes carbamatos A, ovocitos de hembras
testigo; B, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
clorofenilcarbamato; C, ovocitos de hembras tratadas con 1mg/mL de etil-4-
bromofelilcarbamato. II= ovocito I, 1ll= ovocito Ill, V= ovocito IV, V= ovocitos V,
ep= epitelio ovarico, cap= cuerpo apoptotico, nd= nucleo degenerado, v= vacuola.
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6 DISCUSION

La accion de algunos carbamatos como insecticidas se debe a que estos
pueden bloquear la actividad de esterasas como quimiotripsina,
acetilcolinesterasa, carboxilesterasa y paroxonas entre otras, lo que produce
pardlisis y muerte (Fukuto, 1990). Los nuevos etil-carbamatos, etil-4-
bromofenilcarbamato y etil-4-clorofenilcarbamato, afectan la reproduccion de R.
microplus de manera independiente a la inhibicion de la acetilcolinesterasa.
(Prado-Ochoa et al., 2014). Los resultados de este estudio muestran que uno de
los efectos de los carbamatos es la induccién de apoptosis en las células del
ovario lo que puede estar directamente relacionado a su capacidad inhibitoria de la

reproduccion.

Las herramientas para la deteccion de apoptosis cada vez son mayores,
como: Deteccion de cambios morfolégicos, estimacion de fragmentacion de DNA,
técnicas de deteccidn de proteinas involucradas en el la apoptosis y deteccién de
marcadores de membrana indicadores de apoptosis, entre otros. Aunque la
técnica mas utilizada es la deteccibn de cambios morfoldgicos en primera
instancia y posteriormente la confirmacién con otra técnica (Sharma et al., 2012).
En estudios previos Prado-Ochoa y colaboradores (2014a) reportaron dafios
morfolégicos en células de ovarios de garrapatas tratadas con los nuevos etil-
carbamatos que fueron sugerentes a procesos apoptoticos, por lo que en este
trabajo se realizaron estudios utilizando la técnica de TUNEL para confirmar
procesos apoptoéticos. La prueba de TUNEL es una técnica que se basa en la
identificacion de fragmentacion de DNA, por adicion de nucle6tidos marcados con
biotina en sitios donde el DNA presenta rupturas caracteristicas de procesos
apoptoticos, esto con ayuda de una enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal.
Para la prueba de TUNEL utilizamos el kit DeadEnd™ Colorimetric TUNEL
System (Promega labs) con el que previamente Freitas y colaboradores en 2007
realizaron la deteccién de apoptosis en R. microplus, lo que junté a los hallazgos
morfolégicos encontrados en los ovarios de las garrapatas demuestra la eficacia

del uso de este método para la deteccidén de apoptosis en garrapatas.
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La apoptosis es un proceso normal en todos los organismos, algunos
estudios han reportado que en el nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans
es necesaria la muerte por apoptosis de algunas de sus células para su desarrollo
a la fase adulta (Elmore, 2007). En las garrapatas R. microplus la apoptésis es un
proceso de involucién normal de diferentes érganos como glandulas salivales,
ovarios y singangliones después de la oviposicion. Freitas y colaboradores en
2007 observaron un aumento de células apoptéticas en diversos érganos de
garrapatas R. microplus sin ningun tratamiento, durante el periodo de
preoviposicion, en los ovarios el numero de células apoptdticas aumento
linealmente a las 48 y 72 horas, en dicho estudio las células en apoptosis no
fueron ovocitos si no en epitelio ovéarico. Nuestros resultados mostraron una
tendencia positiva del nimero de células en apoptosis en el ovario. Los ovarios de
garrapatas tratadas con carbamatos y los ovarios de las no tratadas presentaron
un aumento lineal en diferente proporcién en el numero de células apoptoticas

hasta el fin del experimento como se observa en las figuras 9 y 10.

Existen numerosos farmacos que pueden inducir apoptosis, la mayoria
disefiados como terapias para distintos tipos de cancer, entre ellos, algunos
derivados de imidazoles pueden inducir apoptosis 0 senescencia celular
(Gangavaram et al. 2014). En este estudio se observé un mayor nimero (p<0.001)
de células apoptéticas en los ovarios de garrapatas tratadas con él Etil-4-
bromofenilcarbamato (Figura 9) a partir del dia 3 p.t. y desde el dia 0 p.t. en
garrapatas tratadas con Etil-4-clorofenilcarbamato (Figura 10), en relacién a las
garrapatas no tratadas, lo que muestra la induccion de apoptosis en epitelio
ovarico de garrapatas, puede ser parte del mecanismo de accion de los dos

nuevos etil-carbamatos, moléculas similares quimicamente a los benzimidazoles.

Los ovocitos estan unidos a la pared de la células epiteliales del ovario por
una estructura conocida como pedicelo, este se encarga de sostener y
proporcionar nutrientes a los ovocitos (Saito et al., 2005). En este estudio se
observd la presencia de células apoptoticas en la mayoria de los pedicelos

ovaricos de las garrapatas tratadas con ambos carbamatos, ademas de
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vacuolizacion del tejido epitelial, la presencia de células del epitelio ovarico y
pedicelos con nudcleo picnétoco. Los pedicelos tuvieron marcas de apoptosis
desde los primeros dias pos-tratamiento en las garrapatas tratadas con ambos
carbamatos. Lo anterior sugiere que la falta de desarrollo observado en los
ovocitos de las garrapatas expuestas a ambos carbamatos puede deberse a una
deficiencia en la nutricion de los mismos mas que a la afectacién directa del

ovocito por los carbamartos.

Prado-Ochoa et al. (2014) observaron que en los ovarios de las garrapatas
tratadas con los carbamatos  etil-4-bromofenilcarbamato y  etil-4-
clorofenilcarbamato, presentaban dafios morfolégicos como la falta de deposiciéon
de corion, deformidad de ovocitos, vacuolizacion y degeneraciéon de la vesicula
germinal. En este estudio, en los ovocitos de las garrapatas tratadas no se
encontraron marcas positivas a la prueba de TUNEL, sin embargo, fue evidente
la presencia de vacuolas citoplasmaticas de diversos tamafios y cambios
degenerativos inducidos por los carbamatos. Lo anterior sugiere la existencia de
otros efectos en los ovocitos que disminuyen su funcionalidad, como pueden ser
alteraciones en el citoesqueleto, procesos autofagicos o procesos involucrados de

la eliminacién de toxicos.

Los resultados de este estudio sugieren que la apoptosis es un proceso
normal en las células del ovario de R. microplus, como observo Freitas y
colaboradores 2007, Sin embargo la apoptosis aumento significativamente por la
accion de los nuevos carbamatos estudiados, estos procesos de apoptosis
aparentemente afectan la nutricibn de los ovocitos lo cual posiblemente esté
relacionado a su falta de desarrollo, ademas se observd evidencia de otras

alteraciones que podrian estar relacionadas con la afectacion del citoesqueleto.
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7 CONCLUSIONES

Los carbamatos etil-4-bromofenilcarbamato y etil-4-clorofenilcarbamato inducen
apoptosis en células del ovario de R. microplus, principalmente en las células del

pedicelo lo cual puede alterar la nutricion de los ovocitos.

Existen alteraciones morfolégicas como la vacuolizacion del citoplasma y las
alteraciones de la membrana de ovocitos de R. microplus sugerentes de otros

efectos de los carbamatos sobre los ovocitos.
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