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RESUMEN

La resistencia de la garrapata Rhipicephalus microplus en el ganado bovino a
ixodicidas comerciales, ha requerido el desarrollo de nuevas alternativas
farmacoldgicas para su control. Los estudios de toxicidad constituyen hoy dia una
parte muy importante del desarrollo de los nuevos farmacos. Los polinizadores son
los modelos bioldgicos utilizados para evaluar los efectos de los productos quimicos
en el ambiente. En la FES-Cuautitlan se ha disenado y sintetizado un nuevo
carbamato (etil-4-bromofenil carbamato, identificado como LQM 919) con actividad
sobre cepas de garrapatas resistentes a ixodicidas convencionales, sin embargo,
no existen estudios sobre su impacto en el ambiente, por lo que, en este estudio se
evaluaron los efectos de diferentes dosis de este nuevo carbamato sobre la
mortalidad y las alteraciones conductuales de abejas Apis mellifera. Se utilizé una
prueba de toxicidad oral aguda en abejas Apis mellifera recomendada por la OECD
(guia 213). Por triplicado, grupos de aproximadamente 20 abejas (60 en total) fueron
tratadas con diferentes concentraciones del LQM 919 (0, 0.167, 0.334, 0.668, 1.336,
2.672, 5, 10 y 20 mg/mL), como grupos testigos positivos se utilizaron abejas
tratadas con los pesticidas comerciales flumetrina (Baytril®) y propoxur (99% de
pureza). Las abejas de los grupos testigo positivo, tuvieron una mortalidad del 69-
100% y presentaron alteraciones en la conducta (incapacidad de volar, giros en
circulo en el piso, incoordinacion, incapacidad de voltearse y extension de la
probdscide). Las abejas de todos los grupos que fueron tratados con LQM 919
presentaron una mortalidad inferior al 5% y no presentaron diferencias (p<0.05) con
la mortalidad observada con el grupo de abejas que solo recibieron el vehiculo.
Nuestros resultados muestran que el carbamato LQM 919 es menos téxico para las
abejas que los pesticidas comerciales flumetrina y propoxur y que por lo tanto,
podria ser menor su impacto en el ambiente, si se usara para el control de las

garrapatas.



1. INTRODUCCION

Las infestaciones de garrapatas Rhipicephalus microplus en el ganado
bovino se encuentran ampliamente distribuidas en regiones tropicales vy
subtropicales de varias partes del mundo, incluyendo México. Una de las estrategias
utilizadas para su control es la aplicacion de ixodicidas quimicos. (Soberanes et al.,
2002). Actualmente el principal problema para el control de R. microplus es la
existencia de cepas resistentes a los ixodicidas comerciales, es por esto que se han
evaluado nuevos productos con el fin de encontrar alternativas farmacéuticas
(Alonso-Diaz et al., 2006).

El desarrollo de un nuevo ixodicida requiere no solo de la evaluacion de su
efectividad sobre las garrapatas, sino también de su posible efecto toxico en los
mamiferos sobre los que se piensa utilizar el ixodicida y sobre el potencial poder
toxico en otros organismos presentes en el ecosistema, a lo que se ha llamado

poder ecotoxico (Rivera et al., 2006).

En este trabajo se evalud el efecto sobre abejas de un carbamato que en
estudios anteriores ha mostrado una alta efectividad sobre garrapatas R. microplus.
Se utilizaron abejas por ser uno de los principales modelos biolégicos para evaluar
los efectos adversos de los productos quimicos en el ambiente; ya que tienen una

funcion preponderante en el equilibrio de los ecosistemas (OIE, 2014).

1.1 Generalidades
1.1.1 Ecotoxicologia

El ecosistema se define como el conjunto de las condiciones del ambiente,
de los organismos y de sus propias interrelaciones. El medio ambiente engloba a
todos los seres vivos del planeta, el aire, el agua y el suelo como lugar donde se

desarrolla su ciclo vital, procurando mantener un equilibrio ecolégico (Capo, 2007).

En 1974, Truhaut definié a la Ecotoxicologia como la rama de la Toxicologia

dedicada al estudio de los efectos toxicos causados por los contaminantes naturales



o sintéticos, sobre los constituyentes de los ecosistemas, considerando de forma
integral a los animales (incluyendo el hombre), vegetales y microorganismos
(Repetto, 1995).

1.1.2 Problemas de las abejas con plaguicidas

Los insecticidas son una clase particular de plaguicidas, disefados
especificamente para matar a las plagas de insectos en cultivos y ganado, o en
entornos domésticos. Matan o repelen en dosis lo bastante altas (letales), pero
también pueden tener efectos no intencionados (subletales) en insectos que no son
su objetivo, entre ellos se encuentran los enemigos naturales de las plagas y los
polinizadores (Desneux et al., 2007). A causa de su funcidon y su naturaleza
intrinseca, los insecticidas son el grupo de plaguicidas que supone el riesgo mas

directo para los polinizadores (Reyes et al., 2013).

Los insecticidas pueden inducir efectos subletales, letales y adversos en las
abejas meliferas, ya sea por contacto directo durante el tratamiento de la planta,
contacto residual con las plantas tratadas o exposicion a polen y néctar
contaminados. Los efectos subletales se pueden observar a niveles de exposicion

inferiores a los que provocan la accién insecticida (Belzunces et al., 2012).

Los efectos de los insecticidas se discuten mas en términos de mecanismos
de accion que en términos de impactos ecotoxicolégicos. La atencidn se centra en
los insecticidas neurotoxicos de las familias de organofosforados, carbamatos,
piretroides, neonicotinoides y fenilpirazoles. Los modos de accion de los
principales grupos de plaguicidas se presentan en el cuadro 1, (Belzunces et al.,
2012).



Clase de

insecticidas

Neonicotinoides

Organofosforados

Carbamatos

Piretroides

Fenilpirazoles

Objetivo neuronal
principal

Modo de accién

Efectos

Receptor nicotinico | Agonista Hiperactivacion de
de acetilcolina las neuronas
(nAChR) colinérgicas
Acectilcolinesterasa | Inhibicién Hiperactivacion de
(AChE) las neuronas
colinérgicas
Acectilcolinesterasa | Inhibicion Hiperactivacion de
(AChE) las neuronas
colinérgicas
Canal de Na+ con|Apertura Aumento de Ia
giro de voltaje prolongada de | permeabilidad de

canales de sodio

la membrana
nerviosa

Acido

gamma-
aminobutirico
(GABA)

Canales de cloruro
activados por
glutamato

Antagonista

Antagonista

Hiperactivacion
neural

Hiperactivacion
neural

Cuadro 1. Modos especificos de accion relacionados con la actividad insecticida de los plaguicidas.
(Modificado de Belzunces et al., 2012)

Las interacciones moleculares entre los insecticidas y sus objetivos

biolégicos pueden conducir a efectos que perjudican el comportamiento y la

fisiologia. La clara distincion entre efectos conductuales y fisiolégicos podria ser

cuestionable porque los efectos de comportamiento resultantes de una alteracion

de las funciones cognitivas también podrian considerarse fisiologicos en base a las

perturbaciones metabdlicas que los indujeron (Belzunces et al., 2012).

Los insecticidas pueden influir en el comportamiento de las abejas en

relacién con los sentidos olfativos y gustativos, ya sea directamente por induccion
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de una atraccién o disuasion, o indirectamente por actuar sobre los procesos
fisiologicos involucrados en el reconocimiento del olor o en el tratamiento neural

de las senales gustativas y olfativas (Belzunces et al., 2012).

Las modificaciones del comportamiento de las abejas provocadas por los
insecticidas, pueden considerarse como resultado de una combinacion de cambios
que ocurren en los niveles neural y fisiolégico. A nivel neuronal, parece obvio que
los insecticidas neurotdxicos pueden perjudicar el funcionamiento correcto de las
células neuronales, con repercusiones en actividades fisiologicas como la
secrecion, la actividad muscular, las funciones cognitivas, la respiracion o la
digestion. Sin embargo, la accion de los insecticidas se puede ejercer a través de la
perturbacion en los programas neuronales que regulan la vida de las abejas
(Belzunces et al., 2012)

1.2 Generalidades de abejas:
1.2.1 Importancia de las abejas

Muchos de nuestros alimentos dependen en gran medida de la polinizacion
entomdfila, un servicio clave que abejas y otros polinizadores prestan al ecosistema.
Sin esta funcion esencial, llevada a cabo por insectos que transportan con eficacia
el polen de una flor a otra, aproximadamente un tercio de los cultivos que
consumimos tendrian que ser polinizados por otros medios o producirian una

cantidad de alimento significativamente menor (Kremen et al., 2007).

La apicultura en México tiene una gran importancia socioecondmica y
ecoldgica, ya que es considerada como una de las principales actividades pecuarias
generadora de divisas. Generalmente esta actividad se asocia unicamente con
produccién de miel, polen, jalea real, propdleos, sin embargo, las abejas son
fundamentales para un equilibrio del medio ambiente ya que al obtener el alimento
de las flores fomentan en las plantas la capacidad de fecundarse, actividad llamada
polinizacidn cruzada, con ésta, las plantas generan el oxigeno suficiente para la vida

y ademas, aumentan el rendimiento en los cultivos, lo que favorece un incremento



en alimentos de origen vegetal, materia prima textil, e insumos agropecuarios
(SAGARPA, 2016).

La FAO considera que de las poco mas de 100 especies de cultivos que
proporcionan el 90% del suministro de alimentos para 146 paises, 71 son
polinizadas por abejas (casi toda silvestres), y muchas otras por trips, avispas,
moscas, escarabajos, polillas y otros insectos. Una polinizaciéon insuficiente se

traduce en poca produccion de alimento (FAO, 2005).

El contacto con los polinizadores también puede ser una forma de mantener

la diversidad genética de los cultivos (FAO, 2005).

La abeja es un insecto social. Los rasgos individuales y la organizacion social
caracterizan la biologia de las abejas. La colonia debe ser considerada como un
superorganismo con caracteristicas sociales, una organizacion compleja, con
mecanismos de homeostasis, reproduccién y defensa (Vidal-Naquet, 2015). Las
colonias estan compuestas de entre 20 000 a 50 000 individuos, comprendiendo

una reina, varios miles de zanganos (en primavera) y obreras (Jean-Prost, 2007)

.La especie de abeja mas utilizada por el ser humano en polinizacion, aunque
no la unica, es Apis mellifera, principalmente por sus habitos generalistas de forrajeo

y su facilidad de manejo (Nates-Parra, 2005)

1.2.2 Taxonomia de las abejas

Las abejas pertenecen al reino Animal, a la clase Insecta, al orden

Hymenoptera y a la familia Apidae.

La familia Apidae consta de dos subfamilias: Bombinae y Apinae. La Apinae
se subdivide en las tribus Meliponini (abejas sin aguijon) y Apini (las abejas

meliferas o productoras de miel) (Ros, 2009).
La tribu Apini presenta un solo Género: el Apis, en el cual existen 9 especies:

e Apis dorsata.



e Apis laboriosa.

e Apis florea.

e Apis andreniformes.
e Apis cerana.

e Apis koschewnikovi.
e Apis negrocinta.

e Apis nuluensis.

e Apis mellifera (Jean-Prost, 2007).

1.2.3 Habitat

Las obreras, la reina y los machos de la colonia viven apretados en racimos
unos contra los otros, en una cavidad, arbol hueco, grieta rocosa o colmena. Alli,
las obreras construyen con cera tabiques verticales y paralelos, los panales,
recubiertos por ambas caras por pequefios alojamientos hexagonales, los alveolos
o celdillas. Utilizando la cera que secretan de sus glandulas cereras. En el interior
de la vivienda, cada individuo desempeina una tarea que permite al conjunto de la
poblacion adaptarse a las condiciones de la estacion, prosperar y multiplicarse
(Jean-Prost, 2007).

1.2.4 Morfologia

El exoesqueleto es la capa externa dura que aloja en su interior los 6rganos
blandos. El exoesqueleto es de naturaleza quitinosa, protege las tres partes en que
se divide el cuerpo de la abeja: cabeza, térax y abdomen (Fig. 2); en las dos

primeras formando cajas rigidas y la ultima en forma extensible.



Fig.1: Esquema de una abeja: Cabeza, térax y abdomen.
(Llorente, 2014).

1.2.4.1 Cabeza

En la cabeza poseen dos ojos compuestos, tres ojos simples u ocelos, dos
antenas (donde residen entre otras estructuras sensoriales, los sentidos del tacto y
del olfato) y los apéndices que rodean la boca (mandibulas, maxilas y labro, formado
por la union de un segundo par de maxilas) que constituyen un aparato bucal (Fig.
3). Las mandibulas son usadas para comer polen, trabajar la cera y realizar
cualquier labor que requiera estructuras que puedan agarrar algo. Cuando tienen
que ingerir liquidos (néctar, agua o miel), forman una estructura no permanente que
recibe el nombre de probdscide; esta estructura es un tubo que resulta de juntar las

maxilas y el labio (Padilla y Cuesta, 2003)



Fig. 2: Partes de la cabeza de una abeja obrera
(Llorente).

1.2.4.2 Toérax

El térax soporta las patas y las alas, asi como la cabeza y el abdomen, esta
compuesto por cuatro segmentos (protdérax, mesotorax, metatérax y propodeo)
intimamente unidos. Los tres primeros segmentos presentan un par de patas,
ademas el 2° y 3° poseen cada uno un par de alas, siendo las anteriores de mayor
tamano que las posteriores; las dos alas del mismo lado se pueden unir gracias a
unos ganchos (hamuli) situados en el borde anterior del ala posterior. Las patas
tienen cinco artejos; coxa, trocanter, fémur, tibia y tarso, el tarso a su vez esta
formado por un artejo grande y cuatro pequefos, finalizando el ultimo en dos ufas
y una especie de ventosa (el empodium, empleado para agarrarse a las superficies

lisas) cada par de patas presenta una serie de modificaciones.

El primer par estd dotado de una escotadura o concavidad y un pequeno
I6bulo parecido a un espoldn, que se utilizan para la limpieza de las antenas. La
tibia del segundo par cuenta con una espina que se emplea para desprender las
bolas de polen. El tercer par posee una depresion o foseta (corbicula o cestillo del
polen) empleada para el transporte del polen, asi mismo hay una fila de pelos (peine
del polen); el primer artejo de los tarsos tiene 10 filas de pelos denominados cepillos

del polen, empleados para recoger este producto (Padilla y Cuesta, 2003).



1.2.4.3 Abdomen

El abdomen contiene las principales visceras del animal, esta constituido por
9 segmentos (realmente son 10, ya que el primero se integra en el térax), de los que
6 son visibles (del Il al VII); los segmentos VIII, IX y X estan integrados en el VIl y

han cambiado su forma. El ultimo visible esta provisto de un aguijon.

Cada segmento esta formado por una placa dorsal denominada terguito y
una ventral que recibe el nombre de esternito, conectadas gracias a membranas
intersegmentales. En los esternitos 1V, V, VI y VII (segmentos visibles 3 a 6) se
localizan dos areas grandes (denominadas espejos) que se corresponden con las
glandulas cereras; la cera se segrega como liquido, pero al contacto con el aire se
solidifica formando pequefias escamas. En el segmento abdominal VII (en la parte
dorsal de la membrana que sirve de articulacidn con el terguito anterior) se situa la
glandula odorifera o de Nasanoff, que es utilizada para emitir sustancias

sefalizadoras (Padilla y Cuesta, 2003).

El aparato defensivo consta de tres partes: una vesicula que es el
receptaculo del veneno, dos glandulas productoras de este producto y un aguijon.
El aguijon de las abejas se encuentra situado en una camara localizada en el
extremo del abdomen, y exteriormente soélo sobresale su extremo filoso
(denominado lanceta). Lalanceta o aguijon esta formada por tres piezas: la superior
se denomina estilete y las inferiores lancetas (estan provistas de puas; las lancetas
de las reinas tienen menos puas y son mas pequefas que las de las obreras), en el
centro se origina una cavidad que es el conducto del veneno. (Padilla y Cuesta,
2003).



1.2.5 Comportamiento

Cada colonia de abejas tiene una reina. Su tarea mas importante es poner
huevos, de los cuales nacen las crias también llamadas larvas. Después de cinco
dias de vida la reina alcanza la madurez sexual y sale de la colmena para hacer su
vuelo de fecundacién. Al volar encuentra y se aparea con un promedio de 8
zanganos o hasta llenar la espermateca, regresa a la colmena y a la semana

empieza a poner huevos.

Los zanganos son los machos de la colonia. La tarea de los zanganos es
fecundar a la reina virgen. Los que la fecundan mueren, esto asegura no caer en
una consanguinidad. Estan incapacitados para recoger néctar de las flores porque

tienen la lengua muy corta y carecen de aguijon (Padilla y Cuesta, 2003)

La abeja obrera, al igual que la reina, es una hembra, que no se ha
desarollado para la reproduccion. Ellas son las encargadas de efectuar todos los
trabajos dentro y fuera de la colmena, los cuales realizan de acuerdo a la edad y
desarrollo glandular. Del dia 1 al 3 limpian los panales y dan calor a los huevos y
larvas; del 4 al 12 preparan y cuidan la alimentacion de las larvas y también
producen jalea real; del 13 al 18 producen cera y construyen panales, ademas de
que estan capacitadas de ser necesaria la crianza de una nueva reina; del 19 al 20
defienden la colonia no permitiendo la entrada de insectos extrafios o abejas de
otras colonias; del 21 al 32-42 recolectan en el campo néctar, polen, agua y

propoleos para cubrir las necesidades de la colonia (SAGARPA).

La duracion de vida de la abeja obrera depende de la cantidad de trabajo que
realiza. En época de cosecha, debido al exceso de labores, vive solo unas 6

semanas. Fuera de esta época pueden vivir hasta 6 meses (SAGARPA)
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1.2.6 Ciclo de vida

Una abeja obrera nace de un huevo fecundado que la reina ha puesto en una

celdilla normal con alimento (Ritter, 2001).

El huevo es de forma alargada y ligeramente curvado, siendo en uno de sus
extremos algo mas grueso; tiene una longitud aproximada de 1.5 a 1.6 mm, un
diametro de 0.5 mm, un peso de 180ug y es de color blanco lechoso (Centro de

estudios agropecuarios, 2001).

El primer dia, el huevo esta en perpendicular al fondo de la celdilla; después
empieza a inclinarse hasta que, al tercer dia, se tiende sobre el fondo y se rompe
(Ravazzi, 2005). Emerge una larva apoda, sin alas, la cual es alimentada por las
nodrizas con abundante jalea real durante los 3 primeros dias; luego el régimen

alimenticio cambia (Centro de estudios agropecuarios, 2001).

La larva permanece en el fondo de la celda con el cuerpo curvado y poco
antes de empupar se mueve y coloca la cabeza dirigida hacia la boca de la celda.
Hila un capullo dentro del cual se aisla y al mismo tiempo las obreras cierran la
celdilla en forma plana; al transcurrir 21 dias desde la puesta, la obrera opercula la

celdilla emergiendo de la misma (Fig. 4) (Centro de estudios agropecuarios, 2001).

Fig. 3: Ciclo de vida de la abeja obrera (Gérez, 2001).
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1.3 Antecedentes de los etil-carbamatos

En el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan se disefid y sintetizé una serie de nuevos etil-carbamatos con
actividad bioldgica, a los que se estudio su actividad antibiética sobre Escherichia
coli, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Enterobacter aerogenes y Helicobacter pylori
(Bernal, 2000; Reyes Gonzalez, 2007), su actividad antiparasitaria sobre Giardia
intestinalis y, Hymenolepis nana (Jiménez-Cardoso et al.,, 2004; Bernabe-Pérez,
2007) y su actividad antimicética contra Trichophyton mentagrophytes y Aspergillus
fumigatus (Reyes-Gonzalez, 2007). Sin embargo, el principal efecto de estos
carbamatos se observo sobre cepas susceptibles y resistentes de la garrapata R.

microplus.

En estudios tanto in vivo como in vitro se observé una alta eficacia del
carbamato LQM 919 como ixodicida (lturbe-Requena, 2014; Pérez-Gonzalez et al.,
2013). La inmersion de hembras repletas de R. microplus en diferentes
concentraciones del etil-4-bromofenil carbamato afecta el ovario de las garrapatas,
interfiere en la ovogénesis y causa apoptosis en este érgano, también se ha
observado que a diferencia de otros carbamatos, su mecanismo de accion es
independiente a la inhibicion de la enzima acetil colinesterasa (Prado-Ochoa et al.,
2014b). Lo anterior sugiere que este etil-carbamato podria ser utilizado para el

control de la garrapata R. microplus.

En estudios posteriores se determind la toxicidad oral aguda y dérmica aguda
del etil-4-bromofenil-carbamato en ratas. La dosis letal 50 (DL50) oral fue de 300-
2000 mg/kg y la dérmica de >5000mg/kg, aunque se presentaron algunos signos de
toxicidad en la exposicién oral, en la exposicion dérmica no se observaron signos
de toxicidad en ninguna de las dosis empleadas. Con lo anterior se demostré que
los carbamatos evaluados son de baja toxicidad oral y dérmica (Prado-Ochoa et al.,
2014a). También se evalud la toxicidad subcrénica en ratas, en este estudio se
observaron alteraciones en algunos de los parametros evaluados como el
hematocrito, porcentaje de reticulocitos, algunas enzimas hepaticas y creatinina en

las ratas expuestas a los carbamatos y se demostrd la reversibilidad de estas
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alteraciones al suspender la exposicion a los productos. Con este estudio fue
posible determinar que la dosis sin efectos adversos observables (NOAEL) es de
12.5 mg/kg/dia (Prado-Ochoa et al., 2014c).

Finalmente, se evalud por medio de la prueba de micronucleos en sangre
periférica de rata el dafio genético in vivo producido por los carbamatos evaluados,
ademas se evalud el efecto de los carbamatos in vitro sobre la cinética de
proliferacion celular en cultivos de linfocitos humanos. Los resultados de este
estudio mostraron el bajo potencial genotéxico de los carbamatos estudiados en
algunas dosis empleadas, asi como su efecto sobre el ciclo celular (Prado-Ochoa,
2013).

1.4 Pruebas de ecototoxicidad

Existen diversas pruebas de laboratorio para evaluar los efectos que
producen los insecticidas y otros productos quimicos en los ecosistemas. Entre
estas se encuentra la prueba de toxicidad oral aguda en abejas Apis mellifera
recomendada por la OECD en su guia 213. En este ensayo las abejas son
expuestas a diferentes dosis del producto quimico disperso en una solucion de
sucrosa al 50%. La mortalidad se registra diariamente durante al menos 48 horas,
pudiéndose extender hasta 96 horas. Las condiciones que requieren las abejas

deben de ser registradas a lo largo de la prueba (OECD, 1998).
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2. JUSTIFICACION

Las infestaciones de garrapatas Rhipicephalus microplus en el ganado bovino
se encuentran distribuidas en todo el mundo. Una de las estrategias para el control
de la infestacion es la aplicacién de ixodicidas quimicos. (Soberanes et al., 2002).
Actualmente el principal problema para el control de R. microplus es la existencia
de cepas resistentes a los ixodicidas comerciales, por lo que se ha requerido el
desarrollo de nuevas alternativas farmacolégicas para su control (Pérez-Gonzalez
et al., 2013).

Los estudios de ecotoxicidad son importantes cuando se desarrolla un nuevo
farmaco. Los plaguicidas pueden provocar danos colaterales ya que su efecto letal
o subletal puede presentarse en organismos no objetivo (como son los
polinizadores) a causa de su funcion. Los insecticidas son el grupo de plaguicidas
que supone el riesgo mas directo para los polinizadores, principalmente en las

abejas Apis mellifera (Reyes et al., 2013).

Las abejas son uno de los principales modelos biolégicos que se utilizan para
evaluar los efectos adversos de los productos quimicos en el ambiente; ya que
tienen una funcién preponderante en el equilibrio de los ecosistemas (OIE, 2014).
Muchos de nuestros alimentos dependen en gran medida de la polinizacion, un
servicio clave que abejas y otros polinizadores prestan al ecosistema. Sin esta
funcion esencial, aproximadamente un tercio de los cultivos que consumimos
tendrian que ser polinizados por otros medios o producirian una cantidad de

alimento significativamente menor (Kremen et al., 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto toxicoldgico del
compuesto etil-4-bromofenil carbamato administrado en abejas Apis mellifera para
que pueda ser utilizado como una alternativa en el control de la garrapata R.

microplus.
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3. HIPOTESIS

La ingestion del etil-4-bromofenil carbamato aumenta la mortalidad y/o produce

alteraciones conductuales en abejas Apis mellifera.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de diferentes dosis del etil-4-bromofenil carbamato

administrado por via oral a abejas Apis mellifera.

4.2 Objetivos particulares

e Comparar la mortalidad producida por la administracion oral de diferentes
dosis del etil-4-bromofenil carbamato, propoxur y flumetrina en abejas Apis

mellifera.

e Evaluar las alteraciones conductuales producidas por la administraron las

diferentes dosis del etil-4-bromofenil carbamato.

e Registrar a diferentes periodos el consumo de alimento después de la
administracion oral de diferentes concentraciones de etil-4-bromofenil

carbamato y propoxur en abejas Apis mellifera.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Ubicacién

Este trabajo se realizé en el laboratorio 1 “Inmunologia y biologia molecular de
parasitos” y en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM.
5.2 Material bioldgico

Se utilizaron abejas obreras adultas Apis mellifera, de la misma colonia, edad, libres
de enfermedades y que no se encontraban bajo ningun tratamiento. Fueron
obtenidas de la colmena #6 del apiario parcela 25 de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan.
5.3 Compuesto a Evaluar:

Se utilizo el etil 4-bromofenil carbamato, que se disefid y sintetizo por el grupo de
trabajo del Dr. Enrique Angeles Anguiano del Laboratorio de Quimica Medicinal de
la FESC (Angeles et al., 2000).

Su nombre quimico, estructura, peso molecular y clave se presentan en el siguiente

cuadro. El compuesto se identificara por su clave.

NOMBRE PESO
QUiMICO ESTRUCTURA MOLECULAR |CLAVE
(g/mol)

. . NH lo) CH
etil  4-bromofenil 3
RO 244 LQM 919
carbamato B o

Cuadro 2: Nombre, estructura y peso molecular del etil-4-bromofenil carbamato de nueva sintesis

utilizados en el proyecto.
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5.4 Prueba de toxicidad oral aguda en abejas Apis mellifera:

Esta prueba es recomendada por la OECD en su guia 213, la cual se basa
en protocolos de diversas organizaciones internacionales. Es una prueba in vitro
disefiada para conocer la toxicidad aguda por via oral de pesticidas y otros quimicos
en abejas obreras Apis mellifera (OECD, 1998). Los pesticidas se pueden probar

como ingredientes activos o como productos formulados.

A las abejas se les ofrece en diferentes concentraciones el producto a evaluar
disuelto en sucrosa al 50% durante 4 horas. Posteriormente se registra la mortalidad

alas 4, 24 y 48 horas, pudiéndose extender la duracion de la prueba hasta 96 horas.

5.5 Disefio experimental

En la Fig. 5 se muestra un esquema del disefio experimental. Se tom6 una muestra
de abejas obreras de la misma colmena (colmena #6), libres de enfermedades y
gue no se encontraban bajo ningun tratamiento, del apiario parcela 25 de la Facultad

de Estudios Superiores Cuautitlan.

. Una vez tomada la muestra las abejas se pasaron a un recipiente de plastico
transparente de 1 litro, en grupos de aproximadamente 20 individuos y fueron
alojadas en la unidad de aislamiento y bioterio de la Unidad Multidisciplinaria de la
FESC durante un dia, para adaptarlas a las condiciones experimentales. Se ofrecid
alimento ad libitum que consisti6 en una solucién de sucrosa al 50%. Se

mantuvieron con una temperatura de 26+2° C y una humedad relativa de 50-70%.

Al dia siguiente las abejas fueron privadas de alimento por un periodo de dos
horas para ofrecerles 200 puL de la mezcla que contenia el LQM 919 disuelto en
dimetil-sulfoxido (4%) a diferentes concentraciones (0.167, 0.334, 0.668, 1.336,
2.672, 5, 10 y 20 mg/mL) en una solucién de sucrosa al 50%, se utilizaron 3 grupos
de abejas por concentracion. El tiempo limite para el consumo del tratamiento fue
de 4 horas. Una vez consumidas las dosis, las abejas fueron alimentadas por el
resto del periodo de la prueba unicamente con solucién de sucrosa al 50% ad

libitum. Como testigo positivo se utilizd flumetrina (Bayticol 3% ®) y propoxur (99%
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de pureza) (0.025, 0.06, 0.12, 0.5 y 1 mg/mL). Como testigo negativo se utilizd

dimetil-sulfoxido (4%) y solucion de sucrosa al 50%.

La duracién de la prueba fue de 48 horas después de que la dosis fue

consumida y reemplazada por la solucién de sucrosa al 50%.

5.6 Parametros a evaluar

Mortalidad: Se registré a partir de las 4 horas después de iniciar la prueba,

y después a las 24 y 48 horas.

Consumo de alimento: Se registré el consumo por grupo alas 4, alas 24 y

a las 48 horas de iniciada la prueba.

Alteraciones conductuales: Se observo si las abejas presentaban
alteraciones como vueltas en circulo, incapacidad de voltearse, e incapacidad de

alimentarse.

5.7.Andlisis estadistico

Los datos de mortalidad y consumo de alimento obtenidos de estas pruebas
fueron procesados mediante un analisis de varianza de una via y para obtener
las diferencias se utilizé la prueba de Tukey, con el programa GraphPad Prism®

con un nivel de confianza del 95%.
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Fig. 4: Esquema del disefio experimental
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6. RESULTADOS
Mortalidad de las abejas

En la figura 5 se compara la mortalidad producida en grupos abejas a las que
se les administré por via oral agua con sucrosa contra la mortalidad producida en
grupos de abejas a las que se administrdé agua con sucrosa+ DMSO (ambos grupos
se utilizaron como grupos testigos negativos durante el resto del experimento). No
se observaron diferencias (p>0.05) entre ambos tratamientos. La mortalidad mayor
se observo en las abejas del grupo tratado con sucrosa+ DMSO vy fue del 3.14%,
este valor se encuentra dentro de rango de validez de la prueba de toxicidad oral

aguda en abejas (OECD-213) que requiere una mortalidad menor al 10%.

Figura 5. Porcentajes de mortalidad (*de) de abejas Apis mellifera alimentadas durante 48 horas con agua con sucrosa
y agua con sucrosa+ DMSO.
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Los porcentajes de mortalidad de abejas expuestas al LQM 919 durante 4,
24 y 48 horas fueron similares (Figuras 6, 7 y 8). Estos porcentajes fueron
comparados con el testigo negativo de agua con sucrosa+ DMSO vy los testigos
positivos de flumetrina y propoxur a diferentes concentraciones. No se observaron
diferencias (p>0.05) de mortalidad en las abejas de los grupos testigo negativo y las
abejas de los grupos tratados con diferentes concentraciones del LQM 919. La
mortalidad de abejas de los grupos testigo negativo y las abejas de los grupos
tratados con las diferentes concentraciones del LQM 919 fue menor (p<0.001) que
la mortalidad observada en todos los grupos testigo positivo. No se observaron
diferencias entre los grupos testigos positivos. En el cuadro 3 se muestra la

mortalidad a las 4, 24 y 48 horas de que inicio la prueba.

Figura 6. Porcentajes de mortalidad (*de) de abejas Apis mellifera a las 4 horas de ser expuestas a los diferentes

productos utilizados en la prueba. 1) Agua con sucrosa+ DMSO. 2) LQM 919 0.167mg/mL. 3) LQM 919 0.334mg/mL.

22



120

100

80

MORTALIDAD %

o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 7. Porcentajes de mortalidad (*de) de abejas Apis mellifera a las 24 horas de ser expuestas a los diferentes productos
utilizados en la prueba. 1) Agua con sucrosa+DMSO. 2) LQM 919 0.167mg/mL. 3) LQM 919 0.334mg/mL. 4) LQM 919
0.668mg/mL. 5) LQM 919 1.336mg/mL. 6) LQM 919 2.672mg/mL. 7) LQM 919 5mg/mL. 8) LQM 919 10mg/mL. 9) LQM 919
20mg/mL. 10) Flumetrina 30mg/mL. 11) Propoxur 0.025mg/mL. 12) Propoxur 0.06mg/mL. 13) Propoxur 0.12mg/mL. 14)
Propoxur 0.5mg/mL 15) Propoxur 1mg/mL

Figura 8. Porcentajes de mortalidad (*de) de abejas Apis mellifera a las 48 horas de ser expuestas a los diferentes productos
utilizados en la prueba. 1) Agua con sucrosa+ DMSO. 2) LQM 919 0.167mg/mL. 3) LQM 919 0.334mg/mL. 4) LQM 919
0.668mg/mL. 5) LQM 919 1.336mg/mL. 6) LQM 919 2.672mg/mL. 7) LQM 919 5mg/mL. 8) LQM 919 10mg/mL. 9) LQM 919
20mg/mL. 10) Flumetrina 30mg/mL. 11) Propoxur 0.025mg/mL. 12) Propoxur 0.06mg/mL. 13) Propoxur 0.12mg/mL. 14)
Propoxur 0.5mg/mL 15) Propoxur 1mg/mL
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MORTALIDAD

4 horas 24 horas 48 horas
Agua con sucrosa 0 0.39 0.79
Agua con sucrosa +DMSO 0.79 1.57 3.14
0.334mg/mL  |4.61 4.61 4.61
0.668mg/mL |0 0 0
1.336mg/mL |0 0 0
LOM 919 2762mg/mL |0 0 0
5mg/mL 1.66 1.66 3.33
10mg/mL 1.61 1.61 1.61
20mg/mL 0 0 3.22
Flumetrina 30 mg/mL 89.23 100 100
0.025mg/mL | 79.74 79.74 79.74
0.06mg/mL 61.9 63.5 63.5
Propoxur 0.12mg/mL 100 100 100
0.5mg/mL 100 100 100
1mg/mL 91.66 100 100

Cuadro 3: Porcentaje de mortalidad de cada uno de los grupos de abejas Apis mellifera a las 4, 24, y 48 horas de iniciada la

prueba.
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Consumo de alimento

En la figura 9 se compara el consumo de alimento por abeja a las 4, 24 y 48
horas entre los grupos de agua con sucrosa y agua con sucrosa +DMSO que se
utilizaron como testigo negativo el resto del experimento. No se observaron

diferencias (p>0.05) entre ambos grupos.

Figura 9. Consumo de alimento (*ee) entre el testigo de agua con sucrosa y agua con sucrosa+ DMSO a las 4, 24 y 48

horas de la prueba.
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En la figura 10 se muestra el consumo por abeja durante las 4 horas de
exposicidn, ya que este es el tiempo limite para el consumo del tratamiento. El
consumo del grupo de agua con sucrosa +DMSO no mostré diferencias contra los
grupos de LQM 919 a diferentes concentraciones ni contra los grupos testigo
positivo (p>0.05).

Los grupos de LQM 919 de mayor concentracion (5, 10 y 20 mg/mL)
presentaron diferencias significativas en el consumo contra los grupos de LQM 919
de menor concentracién (0.167, 0.334, 1.336 y 2.672 mg/mL). El consumo entre los

grupos testigo positivo no mostro diferencias significativas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 10. Consumo de tratamiento (*ee) de abejas Apis mellifera 1) Agua con sucrosa+ DMSO. 2) LQM 919 0.167mg/mL.

3) LQM 919 0.334mg/mL. 4) LQM 919 0.668mg/mL. 5) LQM 919 1.336mg/mL. 6) LQM 919 2.672mg/mL. 7) LQM 919
5mg/mL. 8) LQM 919 10mg/mL. 9) LQM 919 20mg/mL. 10) Flumetrina 30mg/mL. 11) Propoxur 0.025mg/mL. 12) Propoxur

0.06mg/mL. 13) Propoxur 0.12mg/mL. 14) Propoxur 0.5mg/mL. 15) Propoxur 1mg/mL
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El consumo de alimento total durante las 52 horas de duracion de la prueba
se muestra en la figura 11. El grupo de agua con sucrosa +DMSO no presento
diferencias (p>0.05) contra los grupos de LQM 919 a diferentes concentraciones.

Los grupos testigo positivo tampoco presentaron diferencias.

Los grupos de LQM 919 de mayor concentracién (5, 10 y 20 mg/mL)
presentaron diferencias significativas en el consumo contra los grupos de LQM 919
de menor concentracién (0.167, 0.334, 1.336 y 2.672 mg/mL). EI consumo entre los

grupos testigo positivo no mostré diferencias significativas.

Figura 11. Consumo total por abeja (Xee) durante la prueba con los diferentes productos utilizados. 1) Agua con sucrosa
2) Agua con sucrosa+ DMSO. 3) LQM 919 0.167mg/mL. 4) LQM 919 0.334mg/mL. 5) LQM 919 0.668mg/mL. 6) LQM
919 1.336mg/mL. 7) LQM 919 2.672mg/mL. 8) LQM 919 5mg/mL. 9) LQM 919 10mg/mL  10) LQM 919 20mg/mL. 11)
Flumetrina 30mg/mL. 12) Propoxur 0.025mg/mL. 13) Propoxur 0.06mg/mL. 14) Propoxur 0.12mg/mL. 15) Propoxur
0.5mg/mL. 16) Propoxur 1mg/mL
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Alteraciones conductuales

Las abejas de los grupos testigo positivos murieron después de presentar
algunos signos de dafo nervioso (Fig. 12), como: incapacidad de volar, giros en
circulo en el piso, incoordinacion, incapacidad de voltearse y extension de la
probodscide. Las abejas de los grupos que recibieron las diferentes concentraciones

de LQM 919 no presentaron alteraciones conductuales aparentes.

A) B)

C) D)

Figura 12. A) Abejas tratadas con LQM 919, B) Abejas tratadas con flumetrina, C) Abejas tratadas con propoxur, D)
Abejas tratadas con propoxur
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7. DISCUSION

Uno de los problemas mas graves del uso de pesticidas es su impacto
ambiental, ya que en la actualidad la sociedad exige que los productos que se
utilizan para el control de plagas se amable con el ambiente (Rivera et al., 2006). El
desarrollo de nuevos productos requiere evaluar el efecto sobre su organismo

blanco, sobre mamiferos, incluyendo al hombre y su posible impacto ambiental.

En este contexto, se ha demostrado que el LQM 919 disminuye la oviposicion
e inhibe la eclosion de huevos de la garrapata R. microplus, tanto de cepas
susceptibles como de cepas resistentes a los ixodicidas convencionales (Pérez-
Gonzalez et al., 2013). También se determind con la prueba de toxicidad oral aguda
y dérmica aguda en ratas su toxicidad para mamiferos. La dosis letal 50 (DL50) oral
fue de 300-2000 mg/kg y la dérmica de >5000mg/kg, aunque se presentaron
algunos signos de toxicidad en la exposicidon oral, en la exposicion dérmica no se
observaron signos de toxicidad en ninguna de las dosis empleadas. Con lo anterior
se demostré que los carbamatos evaluados son de baja toxicidad oral y dérmica

para mamiferos (Prado-Ochoa et al., 2014a).

Una de las pruebas mas aceptadas a nivel internacional para evaluar el
impacto ambiental de un pesticida es la prueba de toxicidad oral aguda en abejas,
la cual se encuentra normalizada por la OECD en la guia 213. Segun esta guia,
para que la prueba tenga validez, se debe obtener una mortalidad de menos del
10% de las abejas de los grupos que fueron utilizados como testigo, para descartar
la mortalidad producida por un manejo inadecuado de las abejas. La mortalidad que
presentaron los grupos testigos fue menor al 3.15%, por lo que podemos concluir
que el manejo que se les dio a las abejas y las condiciones en las que se
mantuvieron durante la prueba, fueron las adecuados para hacer valido este

estudio.

La olfaccion y la gustacion representan importantes sentidos que condicionan la
vida de las abejas tanto a nivel individual como de colonia. Tanto el olfato como la
gustacion estan involucrados en la deteccion y reconocimiento de olores y sabores

necesarios para que la abeja asocie las flores con la produccién de néctar, detecte

29



y visite una fuente de alimento, reconozca individuos extrafios a la colmena, reclute
forrajeadores, logre comunicacion quimica y asegure la cohesién social de la colonia
(Belzunces et al., 2012). El aroma y la palatabilidad del alimento son los principales
factores que determinan el consumo de alimento por parte de las abejas. Algunos
olores son atractivos para las abejas (como el olor de las flores o el que desprende
de la reina), pueden reconocer el tipo de azucares en las sustancias que ingieren y
pueden analizar su concentracion, todo esto gracias a los receptores gustativos y a
las sensilas que estan situados en las antenas (Clément, 2012). En este estudio,
encontramos que la adicion de DMSO vy de las diferentes concentraciones bajas del
carbamato LQM 919 (0.167, 0.334. 0.668, 1.336 y 2.662 mg/mL) no alterd el
consumo en comparacion a cuando solo se usé agua con sucrosa durante las
primeras 4 horas del experimento. El consumo de las abejas disminuy6 en los
grupos tratados con las concentraciones mayores del carbamato LQM 919 (5, 10y
20 mg/mL) y en los grupos testigo positivos. Lo anterior sugiere que las altas
concentraciones del carbamato LQM 919, flumetrina y propoxur modifica el aroma
y la palatabilidad del alimento ofrecido y que por lo tanto disminuyera el consumo
de alimento. En contraste, el consumo disminuy6 en abejas de los grupos tratadas
con las concentraciones mayores de LQM 919 (5mg/mL, 10mg/mL y 20mg/mL), con
flumetrina y con las diferentes concentraciones de propoxur (0.025mg/mL,
0.06mg/mL, 0.12mg/mL, 0.5mg/mL y 1mg/mL).

La forma mas directa de evaluar un pesticida es medir su efecto sobre la
mortalidad de los individuos de una especie expuestos a diferentes concentraciones
del pesticida. En este trabajo, nosotros observamos que la mortalidad producida por
la ingestidon de las diferentes concentraciones del carbamato LQM 919 en los tres
periodos evaluados, fue menor al 5% y no presento diferencias (p<0.05) con la
mortalidad observada en los grupos testigo negativo. En contraste, la ingesta de
flumetrina y diferentes concentraciones de propoxur fue muy alta, llegando a ser
hasta del 100% en las concentraciones mayores. Lo anterior muestra claramente
que el carbamato LQM 919 es menos téxico para las abejas que la flumetrina y el

propoxur.
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Los organofosforados y algunos carbamatos, como el carbaril y el propoxur,
actuan para inhibir reversiblemente la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en el
sistema nervioso de las garrapatas. Los insecticidas inhibidores de la
acetilcolinesterasa (carbamatos y organosfosforados) actuan sobre el sistema
nervioso de los insectos al inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), la
enzima que inactiva el neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis del sistema
nervioso central de los insectos. Los piretroides son insecticidas neurotéxicos que
ejercen su efecto insecticida al prolongar la fase abierta del canal de sodio
(Naumann et al., 1994). En este estudio, las abejas que fueron expuestas a las
diferentes concentraciones del carbamato LQM 919 no presentaron signos
nerviosos, lo que sugiere un mecanismo de accion diferente a la inhibicion de la
enzima acetil colinesterasa. Una observacién similar fue observada en garrapatas
tratadas con LQM 919 en donde también se concluy6 que el mecanismo de accion
del LQM 919 es independiente a la inhibicion de la enzima acetil colinesterasa
(Prado-Ochoa et al, 2014b).

La alta efectividad sobre garrapatas R. microplus y la baja toxicidad del
carbamato LQM 919 en abejas sugiere que estos carbamatos pueden ser utilizados
en forma efectiva para el control de garrapatas con un bajo impacto medio

ambiental.
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8. CONCLUSION

La mortalidad producida en abejas tratadas con cualquiera de las
concentraciones utilizadas del etil-4-bromofenil carbamato fue menor al 5% y no

presento diferencias (p<0.05) con la mortalidad observada con los testigo negativo.

La mortalidad producida en abejas tratadas con flumetrina y el propoxur fue
del 61.9-100% y fue mayor (p<0.05) que la mortalidad observada con los testigo
negativo o con los grupos tratados con LQM 919.

No se presentaron alteraciones conductuales a las abejas a las que se les

administraron diferentes dosis del etil-4-bromofenil carbamato.
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