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RESUMEN

En este trabajo se evaluo el potencial neurotéxico de dos etil carbamatos, LQM 919
y LQM 996 con efecto sobre la garrapata Rhipicephalus microplus. Los estudios se
realizaron en dos fases. En la primer fase (in vitro), a partir de AChE de cerebro y
fantasmas de eritrocitos se determin6 la cinética de actividad, la cinética de
inhibicion de actividad y se calcularon los porcentajes de reduccién de actividad. En
la segunda fase (in vivo), las ratas (n=5) fueron tratadas con 2 mg/kg de propoxur o
50 mg/kg de LQM 919 y LQM 996. Se realiz6 un estudio electrofisiologico
estimulando el nervio ciatico de las ratas tratadas con los carbamatos a diferentes
frecuencias para evaluar la amplitud, latencia, duracion y area bajo la curva de los
potenciales de accidon muscular compuestos (cMAP), se determin6 la actividad
AChE de cerebro y fantasmas de eritrocitos, se realizo la cinética de inhibicion y se
determinaron los porcentajes de reduccion de actividad. Los etil carbamatos y el
propoxur disminuyeron la Vmax sin afectar la km. Los valores de las constantes de
inhibicion (kq) fueron menores que los del propoxur, mientras que ki y ko fueron
mayores (p<0.05). La actividad de AChE disminuy6 en un 80% con propoxur en los
eritrocitos, mientras que con los etil carbamatos la reduccion fue inferior al 20%. En
el cerebro, la disminucién fue del 60% con propoxur y también fue inferior al 20%
con los etil carbamatos. El estudio electrofisiolégico mostré que el LQM 996
aumenta significativamente la amplitud y duracion de los potenciales de accion,
mientras que el LQM 919 aumenta la latencia. Ambos etil carbamatos afectaron la
transmision neuromuscular de manera diferente, pero con un impacto menor que el
propoxur. Ademas, se observaron cambios en la actividad muscular en las ratas
tratadas con carbamatos. Los estudios de neurotoxicidad mostraron que los etil
carbamatos son inhibidores débiles y de baja afinidad hacia la AChE en ratas.
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ABSTRACT

In this work, the neurotoxic potential of two ethyl carbamates, LQM 919 and LQM
996, was evaluated with effect on the tick Rhipicephalus microplus. The studies were
conducted in two phases. In the first phase (in vitro), activity kinetics, activity
inhibition kinetics and activity reduction percentages were determined from brain
AChE and erythrocyte phantoms. In the second phase (in vivo), rats (n=5) were
treated with 2 mg/kg propoxur or 50 mg/kg LQM 919 and LQM 996. An
electrophysiological study was performed by stimulating the sciatic nerve of
carbamate-treated rats at different frequencies to assess amplitude, latency,
duration and area under the curve of compound muscle action potentials (cMAPs),
brain AChE activity and erythrocyte phantoms were determined, inhibition kinetics
were performed and percentage reductions in activity were determined. Ethyl
carbamates and propoxur decreased Vmax without affecting km. The values of
inhibition constants (kq¢) were lower than those of propoxur, while ki and k2 were
higher (p<0.05). AChE activity decreased by 80% with propoxur in erythrocytes,
whereas with ethyl carbamates the reduction was less than 20%. In the brain, the
decrease was 60% with propoxur and less than 20% with ethyl carbamates. In the
brain, the decrease was 60% with propoxur and was also less than 20% with the
ethyl carbamates. The electrophysiological study showed that LQM 996 significantly
increased the amplitude and duration of action potentials, while LQM 919 increased
the latency. Both ethyl carbamates affected neuromuscular transmission differently,
but with less impact than propoxur. In addition, changes in muscle activity were
observed in carbamate-treated rats. Neurotoxicity studies showed that ethyl
carbamates are weak and low affinity inhibitors of AChE in rats.
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INTRODUCCION

La garrapata Riphicephalus microplus constituye un desafio persistente en la
industria ganadera debido a su capacidad como vector de enfermedades como
anaplasmosis y babesiosis, ademas de ocasionar considerables pérdidas
econdmicas mediante la disminucién de la produccion, dafios en la piel del ganado
y un aumento en los costos asociados con su control. La resistencia a los acaricidas
convencionales ha agravado esta situacion, restringiendo las opciones de control y
afectando extensas areas ganaderas, especialmente en regiones tropicales y
subtropicales (Prado-Ochoa et al., 2013; Revuelta et al., 2016; Rodriguez-Vivas et
al., 2006).

Investigaciones anteriores han evaluado los efectos de los carbamatos, como el etil-
4-bromofenil-carbamato (LQM 919) y el etil-4-clorfenil-carbamato (LQM 996), sobre
R. microplus. Estos compuestos han mostrado interferir significativamente con el
ciclo biolégico de la garrapata, reduciendo la oviposicion y la viabilidad de los
huevos en cepas susceptibles y en cepas resistentes a ixodicidas comerciales.
Estudios morfologicos revelaron alteraciones en los o6rganos reproductores y
huevos de garrapatas tratadas con estos carbamatos, sugiriendo su efecto
diferenciado en la vitelogénesis y viabilidad celular (Escobar-Chavarria et al., 2021;
lturbe-Requena, Prado-Ochoa, Velazquez-Sanchez, et al., 2020; Prado-Ochoa et
al., 2013, 2014).

El desarrollo de nuevos farmacos requiere de la evaluacion completa de la toxicidad
de estos compuestos. Estudios previos han evaluado principalmente la toxicidad
aguda y subcronica, genotoxicidad, citotoxicidad y ecotoxicidad (lturbe-Requena et
al., 2019b; Prado-Ochoa et al., 2016; Prado-Ochoa, Abrego-Reyes, et al., 2014). Sin
embargo, la falta de estudios especificos sobre la neurotoxicidad de estos
compuestos resalta la necesidad de una investigacion mas detallada sobre sus

posibles efectos en el sistema nervioso.
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MARCO TEORICO

Riphicephalus microplus
Generalidades

Riphicephalus microplus es la garrapata mas importante del ganado bovino en
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Pérez-Gonzalez et al., 2014a). Su
estudio es de gran importancia, ya que se considera uno de los vectores mas
importantes para la transmisién de enfermedades en el ganado bovino, tales como,
anaplasmosis, babesiosis y espiroquetosis, ademas de ocasionar un gran impacto
econdmico debido a la disminucion de la produccion lechera y ganancia de peso,
dafios a la piel, asi como el aumento en el costo del tratamiento para el control de
las infestaciones. Ademas, las interacciones de fauna silvestre y/o nociva con la
ganaderia, representan un riesgo significativo en la transmision de enfermedades,
generando complicaciones en los intentos de control de parasitos en los animales

domeésticos (Contreras et al., 2020).

El ciclo de vida de Rhipicephalus microplus es de un solo hospedador (Figura 1). El
ciclo se completa en aproximadamente cinco semanas si las condiciones de
temperatura y humedad son favorables, y hasta varios meses en condiciones menos
favorables. Las hembras pueden ovopositar entre 2,000 a 3,000 huevos que
eclosionan en dos semanas a una humedad del 70%. Las larvas anidan en la punta
de los pastos y se alimentan alrededor de cuatro dias en el hospedador para luego
mudar a ninfa aproximadamente 48 horas después. Las ninfas pueden desplazarse
en el hospedador antes de adherirse y posteriormente, se alimentan durante una
semana hasta que se converten en garrapatas adultas, las cuales, se aparean en el
hospedador. Las hembras tardan de 20 a 23 dias en alimentarse hasta saciarse y
luego se retiran para ovopositar. Este periodo de oviposicidn dura alrededor de 10
dias (Nicholson et al., 2018).

14
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Figura 1. Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus. En la parte inferior se muestran los estadios de larva, ninfa y adulto, que
se adhieren y se desarrollan en un solo hospedador (Nicholson et al., 2018).

R. microplus debe tener una pluviosidad elevada, por lo que no puede encontrarse
en zonas secas con una humedad baja. Esta garrapata esta muy extendida en los
climas mas calidos del mundo. En los trépicos, R. microplus se encuentra en el
ganado durante todo el afio. En las regiones subtropicales, tiene un ciclo estacional
(Capinera, 2008).

Control

Existen diversos métodos de control para R. microplus. Estos métodos involucran

agentes quimicos y no quimicos.

Dentro de los principales métodos de control no quimico de R. microplus se
encuentran, la seleccion de hospederos resistentes, introduccion de depredadores
naturales como algunas especies de aves y hormigas, rotacion, descanso y quema
de praderas, utilizacidn de plantas forrajeras con capacidad de repeler, atrapar u
obstaculizar a las garrapatas que buscan hospedero, asi como microorganismos
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entomopatdégenos, como hongos, bacterias y/o nematodos. Otros métodos
involucran vacunas que contienen el antigeno Bm86 que es una glicoproteina
aislada de R. microplus que se encuentra predominantemente en las células del
intestino de la garrapata (lvan Rodriguez-Vivas et al., 2014). Sin embargo, su
eficacia es limitada debido a polimorfismos en el gen codificador de cepas
geograficamente distantes por lo que han llegando a tener un efecto nulo en algunos
casos (Lagunes, 2023). Cabe mencionar que las producciones lecheras situadas en
regiones aridas y semiaridas del mundo representan un sector pequefio en
comparacion con las zonas tropicales y subtropicales, por lo que la produccion, en
eso0s casos sigue requiriendo un control intensivo de las garrapatas con ixodicidas

(Avendano-Reyes et al., 2021a).

El control quimico de R. microplus en el ganado bovino, se basa en el control
intensivo con ixodicidas, productos quimicos sintéticos pertenecientes a diferentes
clases, como piretroides, organofosforados, amidinas, lactonas macrociclicas,
fenilpirazoles e inhibidores del crecimiento y la aplicacion se da a través de
diferentes métodos, como aspersidn, inmersion, aretes en las orejas y collares
ixodicidas, productos pour-on y/o aplicacion por inyeccion (Moraes et al., 2023). La
mayoria de los ixodicidas tienen un efecto residual que protege contra la infestacion
durante varios dias después de la aplicacién. Este periodo de proteccion puede
variar segun el producto quimico que se utilice y puede verse afectado por la luz
solar, el calor, las precipitaciones, el polvo y la longitud de la capa. Lo ideal es no
asilar a los animales infestados, ya que es posible que todos los agentes patogenos
transmitidos por las garrapatas se presenten simultdneamente en la misma region
geografica, lo que significa que un programa eficaz de control de las garrapatas
debera dirigirse a varias especies de parasitos al mismo tiempo (Avendano-Reyes
et al., 2021b).
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Resistencia de R. microplus

El uso indiscriminado de los acaricidas comerciales ha sido el factor determinante
para la alta resistencia que existe en el mundo a los mismos (Contreras et al., 2020).
Lo anterior, ha dado lugar a una reduccion de la susceptibilidad de las garrapatas a

estos compuestos y al consiguiente fracaso en el control de R. microplus.

La resistencia esta definida como la seleccion de rasgo(s) hereditario(s)
especifico(s) en una poblacion de garrapatas debido a la exposicion de la poblacion
a un acaricida, lo que resulta en un aumento significativo en el porcentaje de la
poblacion que sobrevivira después de la exposicidbn a una dosis estandar del
acaricida utilizado segun lo recomendado (Dzemo et al., 2022). Lo anterior se
traduce en una adaptacion evolutiva consecuente a la presién de seleccion en la

exposicion excesiva a los ixodicidas que se comercializan en la actualidad.

Existen reportes en la literatura de poblaciones resistentes a casi todas las clases
quimicas disponibles en el mercado, incluyendo poblaciones multiresistentes. Sin
embargo, la supervivencia de las garrapatas puede deberse no solo a la resistencia,
sino también a fallos en la aplicacion de acaricidas. Es necesario que se tomen en
cuenta varios factores al momento de la aplicacion de los acaricidas, incluyendo la
eleccion del acaricida, la época del ano y forma de aplicacion. La aspersion con
mochila de uso agricola es uno de los principales sistemas de aplicacion de
acaricidas en ganado bovino, aunque también es necesaria la capacitacion del
personal que hace uso de esta herramienta, ya que errores de ergonomia, pueden
aumentar la posibilidad de aplicacion erronea del acaricida, reduciendo su eficacia

y causando problemas a los trabajadores de las granjas (Moraes et al., 2023).
En México, el primer caso de resistencia a los organofosforados se detecté en

garrapatas R. microplus de un rancho cerca de Tuxpan, en el estado de Veracruz,

en 1983. Poco después, la resistencia a los organofosforados, se extendié por el
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centro y el este de México. En 1986, se introdujeron en México los piretroides
sintéticos para contrarrestar los problemas de resistencia que surgieron a los
organofosforados. La resistencia a los piretroides se detectd por primera vez en
1993 y también se generalizo a lo largo del pais. Como resultado, se ha desarrollado
resistencia a ambas clases de ixodicidas en al menos 15 estados de México. El
amitraz, de la familia de las amidinas, se introdujo en 1986, de igual manera que los
prietroides, sin embargo tardé mas en presentar reportes de resistencia debido a
que su costo era muy elevado comparado con el de los piretroides. El primer caso
de resistencia al amitraz se confirmé en 2001 en Tabasco, y su uso se extendio

ampliamente en el tropico mexicano. (Rosado-Aguilar et al., 2008).

El 80% de los problemas de resistencia a los ixodicidas, se deben al mal manejo de
los productos (SENASICA, 2020). Lo ideal es lograr realizar un control integral
efectivo mediante la utilizacidon de distintas herramientas y estrategias tales como
técnicas moleculares, la distribucion espacial de la garrapata y de las poblaciones
resistentes, simulacidn de modelos, imagenes satelitales, vacunas, practicas
agronomicas (razas resistentes, rotacion de potreros) y control biolégico (hongos
entomopatdgenos, bacterias, depredadores, parasitoides, etc.). También utilizar los
productos ixodicidas so6lo cuando sea realmente necesario, seguir las indicaciones
y/o recomendaciones del fabricante para cada producto, preferentemente con
asesoramiento previo de un meédico veterinario (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

La disponibilidad futura de nuevos productos ixodicidas para ser utilizados contra
los ectoparasitos y endoparasitos, no solo se encuentra comprometida por el
progresivo aumento de los casos de resistencia y los crecientes costos de
investigacion, desarrollo y validacion, sino también una cierta falta de conocimiento

y competencia para el descubrimiento de nuevas drogas ixodicidas (FAO 2003).
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Etil-carbamatos

Generalidades

Los carbamatos son ésteres derivados de los acidos N-metil o dimetilcarbamico, los
cuales presentan propiedades oxido reductoras y son utilizados como insecticidas,
nematicidas, herbicidas y fungicidas. Los carbamatos se caracterizan por ser
productos liposolubles, de toxicidad variable tanto en humanos como animales
(Blanco et al., 2013). No obstante, aun no se ha desarrollado ningun carbamato con
actividad especifica contra garrapatas (Pérez-Gonzalez et al., 2014a).

El etil-4-bromofenil-carbamato (LQM 919) y el etil-4-clorfenil-carbamato (LQM 996),
pertenecen a un grupo de nuevas moléculas disefiadas y sintetizadas en la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM. Estos carbamatos presentan una
molécula de benzimidazol como base estructural y se sintetizaron mediante la
reaccion de arilaminas y alquilaminas con hidruro de sodio y dietilcarbonato de
benceno, seguida de purificacion por cromatografia en columna. Los carbamatos se
caracterizaron estructuralmente mediante interpretaciones de sus espectros,
resonancia magnética nuclear de hidrogeno y carbono-13 y espectrometria de

masas (Angeles et al., 2000.)
Efectos en R. microplus

Los etil-carbamatos utilizados en este trabajo (LQM 919 y LQM 996), fueron
previamente evaluados, demostrando que interfieren con el ciclo biolégico de R.
microplus, tanto en cepas suceptibles a ixodicidas comerciales como la Media Joya,
asi como en cepas resistentes como la cepa San Alfonso (resistente a
organofosforados, piretroides y amidinas) y la cepa La Mora (resistente
organofosforados y piretroides). La disminucién en la oviposicion y viabilidad de los

huevos fue notable, mostrando una eficacia sustancial al observarse una falta de
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eclosion de larvas en grupos tratados con concentraciones relativamente bajas en

comparacion con otros carbamatos estudiados (Prado-Ochoa et al., 2013).

En las garrapatas hembras repletas tratadas se observé menor desarrollo de los
ovarios, degeneracidon de ovocitos y células del pedicelo, vacuolizacion del epitelio
ovarico con picnosis y cariorexis celular y presencia de células apoptoticas. Los
resultados anteriores comprobaron que el mecanismo de accion de estos
carbamatos es diferente a la de otros carbamatos convencionales, lo que
probablemente es la causa de su eficacia sobre cepas resistentes (lturbe-Requena
et al.,, 2019b; Prado-Ochoa et al., 2014). Resulta interesante observar que estos
efectos parecen ser independientes de la inhibicion de la acetilcolinesterasa
(AChE), lo que sugiere una via de accion diferente a otros carbamatos y una baja
afinidad hacia esta enzima (Pérez-Gonzalez et al., 2014; Prado-Ochoa et al., 2013).

Antecedentes de toxicidad

Actualmente, la regulacion de sustancias quimicas que se usan como ixodicidas es
de gran relevancia a nivel mundial. La Agencia Europea de Sustancias Quimicas
(ECHA), la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE) y
la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), son las organizaciones mas importantes
responsables de establecer las directrices para la regulacion de las sustancias
quimicas. Por esta razon, resulta de gran importancia, determinar el potencial téxico

a diferentes niveles de los etil-carbamatos desarrollados.
Estudios de toxicidad oral y dérmica aguda

La via dérmica representa el mayor riesgo para el contacto humano con los
productos ixodicidas. Ademas, los habitos de acicalamiento de los bovinos podrian
representar la ingesta de los productos de los bafios garrapaticidas (Prado-Ochoa,
Gutiérrez-Amezquita, et al., 2014). Los estudios de toxicidad en ratas revelaron que

dosis elevadas administradas por via oral causaron efectos téxicos considerables,
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principalmente en el higado y el rindn. Sin embargo, la administracion dérmica no
generd mortalidad ni alteraciones notables en los 6rganos evaluados. Aunque se
registraron incrementos en enzimas hepaticas y sefales de dafo oxidativo a dosis
altas, estos efectos parecen ser menos severos en comparacién con otros
carbamatos disponibles comercialmente. A partir de este estudio, se pudo realizar
la clasificacion de los etil-carbamatos segun el sistema global de armonizacion
(GHS, por sus sliglas en inglés), en el caso de la via oral, como categoria 4 o de
baja peligrosidad. En el caso de la via dérmica, se consideraron de categoria 5 o de
muy baja peligrosidad. (Prado-Ochoa, Abrego-Reyes, et al., 2014; Prado-Ochoa,

Gutiérrez-Amezquita, et al., 2014).
Estudios de genotoxicidad

Las pruebas de genotoxicidad indicaron un potencial genotdxico, con un aumento
notable en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos, sugiriendo posibles efectos
mutagénicos o apoptoticos. Ademas, se observd una mayor inhibicion del indice
mitético en linfocitos tratados con concentraciones mas altas de carbamatos, lo que
sugiere un efecto citotoxico. No obstante, tras la suspension de la exposicion, se
evidencio que los estos efectos genotoxicos y citotoxicos regresaron a niveles
basales, lo que muestra la naturaleza reversible de estos efectos adversos (Prado-
Ochoa et al., 2016).

Estudios de ecotoxicidad

Se evalud la toxicidad de los carbamatos en Eisenia foetida mediante la exposicion
a papel filtro impregnado con diferentes concentraciones. Se observo una respuesta
dosis-dependiente de los carbamatos LQM 919, LQM 996 mostrando cambios
morfolégicos a concentraciones similares, asi como licuefaccion (muerte) y se
registro pérdida de peso en las lombrices expuestas. Las lombrices que fueron
expuestas a estos compuestos y sobrevivieron, una vez colocadas en un sustrato

libre de estos compuestos, lograron seguir con su ciclo de vida normal. Se observé
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ademas, una reduccion de la actividad de AChE tanto in vitro como in vivo en
lombrices expuestas a los carbamatos. Estos resultados muestran toxicidad de los
carbamatos evaluados hacia E. foetida, tanto en términos de mortalidad como de
impacto en la actividad enzimatica de la AChE, lo que sugiere un riesgo potencial
para los organismos del suelo expuestos a estos compuestos pero con valores de
ki (constante de reaccion bimolecular) y kq (constante de disociacion) mas bajos que
los que se obtuvieron respecto al control positivo (propoxur), incluso a
concentraciones mas bajas que éste (lturbe-Requena et al., 2019a).

Los estudios realizados en abejas no sugieren alteraciones conductuales
significativas en aquellas que estuvieron expuestas expuestas a los carbamatos. En
cuanto a toxicidad por contacto agudo, los etil-carbamatos fueron al menos 10 veces
menos letales que el propoxur. Los etil-carbamatos redujeron la actividad de la
AChE de Apis mellifera hasta un 30%. Los valores de ki y k¢ de ambos etil-
carbamatos fueron menores que los de propoxur, lo que indicé que son inhibidores
débiles y con baja afinidad hacia la AChE de A. mellifera. Con estos datos podemos
considerarlos de bajo riesgo ecotdoxico para A. mellifera. A pesar de reducir la
actividad de la AChE, su mortalidad no parece estar relacionada con dafios en el
sistema nervioso, y se clasificaron como relativamente no toxicos por via oral y
mucho menos letales que el propoxur por contacto (lturbe-Requena, Prado-Ochoa,
Mufoz-Guzman, et al., 2020).

Neurotoxicidad

Definicion

La neurotoxicidad se refiere al efecto directo o indirecto de sustancias quimicas que
alteran el sistema nervioso de humanos o animales (Spencer & Lein, 2014). Si un
xenobiodtico provoca algun cambio en los neurotransmisores del individuo, estos
cambios no son resultado de un efecto neurotoxico, no obstante, si lo anterior

presenta una correlaciéon neurofisiolégica, neuropatolégica o neuroconductual,
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podria denominarse neurotoxicidad (United States Environmental Protection
Agency, 2023.). El cese de la neurotoxicidad causada por una sustancia suele estar
relacionada con la interrupcion de exposicidon a dicha sustancia y raramente
progresa en ausencia de exposicion continua, aunque igualmente puede haber un
retraso significativo entre la exposicion y la manifestacion de los efectos

neurotoxicos (Spencer & Lein, 2014).

Neurotoxicidad de carbamatos

Los plaguicidas tipo carbamatos derivados del acido carbamico, son inhibidores
de la acetilcolinesterasa produciendo carbamilacion enzimatica. (Perkins &
Schlenk, 2000). Se sabe que sus efectos neurotdxicos se deben a la inhibicion de
la acetilcolinesterasa, una enzima clave en la comunicacion nerviosa. Esta
inhibicion provoca la acumulacion de acetilcolina en los receptores colinérgicos,
generando una estimulacion excesiva en todo el sistema nervioso (Cordoba et al.,
2001). Si bien es cierto que los organofosforados y los carbamatos tienen un
mecanismo de accion similar, la diferencia principal es que los carbamatos se unen
a la acetilcolinesterasa de manera reversible y los organofosforados de manera
irreversible, lo cual genera que la exposicion incluso a pequefas cantidades del
toxico puede ser fatal y la muerte generalmente es causada por insuficiencia
respiratoria (Bonfilio, 2023).

Sistema nervioso periférico
Definicidn

Langley (1921) propuso originalmente el término "sistema nervioso autbnomo" para
describir la inervacion de practicamente todos los tejidos y 6rganos, excepto las
fibras musculares estriadas (Mayer et al., 2000). Posteriormente, se utilizé un

término mas especifico; El sistema nervioso periférico (SNP), que es una red
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compleja que comprende a los nervios espinales y craneales que transmiten las
sefales eléctricas a través de prolongaciones , denominadas potenciales de accion,
desde el sistema nervioso central (SNC) que corresponde a las neuronas eferentes
o hacia el SNC (neuronas aferentes) (Cunningham, 2014).

Clasificacidon del sistema nervioso periférico

Funcionalmente, se puede clasificar anatobmicamente a los nervios periféricos en
dos grupos que difieren segun sus componentes y sus trayectos: los nervios
cerebroespinales y los nervios simpaticos. Los nervios cerebroespinales estan
constituidos por los nervios craneales (12 pares) y el tronco nervioso esta
compuesto por fibras conductoras y tejido conectivo de sostén. Cada fibra nerviosa
o nervio periférico (Figura 2) esta envuelta por el neurilema (capa formada por
mielina), a su vez, esta se encuentra rodeado por un tipo de tejido conectivo muy
fino llamado endoneuro. Las fibras nerviosas estan reagrupadas en paquetes que
reciben el nombre de fasciculos, que estan rodeados por el perineuro, que se rodea
de la capa mas externa de tejido conectivo grueso, el epineuro, que incluye tejido

adiposo, vasos sanguineos y linfaticos (Wavreille et al., 2011a).

Motoneuronas

Las motoneuronas o neuronas motoras (Figura 3) son los nervios periféricos que se
encargan de transmitir la informacion requerida para que se de la contraccion
muscular a través de un impulso nervioso, lo cual es la suma de los potenciales de
accion de los distintos axones estimulados dentro de un nervio periférico o potencial
de acciéon muscular compuesto (cMAP) (Romero Diaz & Escamilla Chimal, 2009)
Dicha informacion se interpreta por diversos parametros como la amplitud
(proporcional al numero de axones reclutados) y a su frecuencia de repeticion. Los

nervios periféricos solo tienen un papel de transmision de los impulsos nerviosos y
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es unidireccional ya que la estimulacion se inicia en un extremo del axon y se

propaga hasta el otro extremo.

Figura 2. a. Corte histoldgico transversal de un nervio periférico (microscopia electrénica, aumento x2,000). 1. Fibra
mielinizada; 2. Fibra no mielinizada; 3. Endoneuro. b. Corte histoldgico semifino transversal de un nervio periférico con
tincion tricrémica de Masson. 1. fasciculo; 2. endoneuro; 3. red vascular intrafascicular (Wavreille et al., 2011b).

La activaciéon de las motoneuronas periféricas se produce en la médula espinal por
las motoneuronas centrales e induce un potencial de accion que se propaga por el
axon hacia la unién neuromuscular (Cunningham, 2014). La velocidad de
transmision de los potenciales de accion a lo largo de los axones esta determinada
por el diametro del axdn y la presencia de una vaina de mielina o neurilema ya que
permite acelerar la velocidad de transmision de los potenciales de accién (Michel et
al., 2017).
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Figura 3. Neurona motora con axon mielinizado. Una neurona motora estd formada por el cuerpo celular (soma) con un
ndcleo, varias prolongaciones llamadas dendritas y un largo axon fibroso que se origina en la cresta axonica. La primera
parte del axon se llama segmento inicial. Las células de Schwann forman una vaina de mielina que rodea al axdn, excepto
en su parte final y en los nddulos de Ranvier. Los botones terminales se localizan en las terminaciones nerviosas (Ganong,
2012).

Union neuromuscular

La sinapsis entre la fibra muscular con su terminacién nerviosa correspondiente, o
la union intima de estas dos membranas celulares, recibe el nombre de unidn
neuromuscular (Figura 4) o placa motora (Amadori, 2017). Esta sinapsis esta
formada por la terminal presinaptica, la hendidura sinaptica y la terminal
postsinaptica que se refiere a la membrana celular de las fibras musculares

estriadas del musculo esquelético (Garcia & Rosa, 2015).

Neurotransmisores
Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor mas abundante que existe en el
organismo. Esta compuesto de acido acético y colina, por lo que su nombre deriva
de la combinacion de estos compuestos (Jacob, 2023). Langley y Dale postularon
el concepto de neurotransmisor quimico a principios del siglo XX, pero quien merece
el mérito de haber establecido la transmision quimica como nucleo de la teoria

sinaptica es Otto Loewi, quien en 1921 demostré6 mediante un experimento, la
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existencia de un mediador quimico al estimular la inervacién autonémica del
corazén de una rana. Estos resultados fueron convincentes y se aceptaron
generalmente como prueba de que la ACh es el transmisor quimico del vago en el
corazon, el cual, fue el primer 6rgano en el que se demostro la transmision quimica
(Hallett, 1962). Podemos encontrar este neurotransmisor en los ganglios del sistema
nervioso autéonomo, uniones neuromusculares, en las sinapsis del sistema nervioso

central y en 6rganos inervados con fibras autbnomas (Jacob, 2023).

Figura 4. Microscopia electrdnica de la union neuromuscular con una célula muscular esquelética coloreada para denotar
las estructuras que lo conforman. Se observa de al axdn (canela): una de las ramas terminales del nervio inervador.
Vesiculas sindpticas (purpura): agrupadas alrededor de regiones especializadas de la membrana presindptica. Célula
muscular esquelética (verde): superficie de la célula muscular situada debajo del axén. Célula de Schwann (azul claro):
cubre la rama terminal del axon. Neurotransmisor (amarillo): ACh de la célula muscular que se han localizado utilizando
una neurotoxina que se une a ellos (alfa-bungarotoxina). Se observa una tincion densa en la membrana postsindptica y, en
parte, en los pliegues de union (T. Clark Brelje and Robert L. Sorenson 2005-2023® https://histologyguide.com/EM-
view/EM-339-neuromuscular-junction/06-photo-1.html).

Receptor de acetilcolina

La ACh es el mediador quimico responsable de la transmision fisiologica del
impulso nervioso y existen dos tipos de receptores para este neurotransmisor: el

receptor muscarinico, receptor asociado a proteinas G, que corresponde a la
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inervacion de las fibras post-ganglionares parasimpaticas a los 6rganos efectores y
de las fibras post-ganglionares simpaticas a las glandulas sudoriparas. Y el receptor
nicotinico (que contiene canales idonicos), correspondiente a neuronas
preganglionares y a las postganglionares en los sistemas parasimpaticos y
simpaticos, asi como los nervios motores al musculo esquelético (Flores Soto, 2005;
Ganong, 2012).

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChRs) son moléculas clave en la
transmision colinérgica de la placa neuromuscular, el hipotalamo, el hipocampo, asi
como otras partes del cerebro (Martin et al., 2020). Estos receptores, como su
nombre lo dice, son receptores de tipo nicotinico que pertenecen a la superfamilia
de canales ionicos, los cuales, son activados por ligandos, compuestos por
heterooligdbmeros de cinco subunidades (Figura 5) con cuatro dominios
transmembrana cada una (Figura 6). Este receptor tiene una estructura basica de
pentamero, compuesto por cuatro cadenas polipeptidicas diferentes (2a, 13,10y
1 €) La acetilcolina se une a la subunidad a, cuyo dominio de unién al ligando
presenta dos lugares de unién.

Extracellular

Intracellular

Figura 5. Receptor nicotinico de la ACh. El receptor estd compuesto por 5 subunidades: 2a, 18, 16y 1 € (Unwin, N. 2005.
J. Mol. Biol. 346: 967-989.
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Este dominio estda expuesto a la superficie extracelular y esta formado
principalmente por la region N-terminal de las subunidades a. Los cuatro dominios
transmembrana que contiene cada subunidad, M1-M4, se estructuran formando un
poro, siendo responsable de su formacion sobre todo la secuencia M2 (Morgado,
2002).

NH,

C COOH

M1 M2 M3 M4

[ ¢

Cytoplasm

Figura 6. Modelo de la estructura de una subunidad del receptor de acetilcolina. Se presentan los dominios transmembrana
M1-M4, cada una formando hélices y ambos con su region carboxilo y amino terminal que se encuentran el espacio
extracelular. (Noda, M. et al 1982. Nature 299: 793-797).

Cada receptor esta compuesto por cinco subunidades cuyo arreglo espacial delimita
un poro acuoso central insertado en la membrana. Las subunidades de estos
receptores son homdlogas ya que poseen secuencias similares y la distribucion de
sus segmentos hidrofébicos transmembranales es equivalente (Obis Ibafiez, 2014).

Las enzimas colinesterasas en los mamiferos son de dos tipos:

1. La butirilcolinesterasa (BuChE), colinesterasa plasmatica o de tipo “s”, esta
presente generalmente en forma soluble en casi todos los tejidos (principalmente
higado) y en el plasma, pero en poca concentracion en el sistema nervioso central
y periférico. Esta enzima cataliza la hidrdlisis de ésteres de colina, incluyendo
butirilcolina, succinilcolina y acetilcolina. La BuChE esta estructural vy
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funcionalmente relacionada con la AChE ya que, la BUChE hidroliza acetilcolina,
pero lo hace con menor eficacia que la AChE. Dicha enzima también es inhibida por
los plaguicidas organofosforados y carbamatos, pero sin la manifestacion de signos
clinicos (Lopez-Duran et al., 2018; Luna Gonzalez & Valencia Plata, 2008)

2. La colinesterasa verdadera, acetilcolinesterasa, colinesterasa eritrocitaria,
especifica o de tipo “e”, se encuentra unida a las membranas de las neuronas, en
las sinapsis colinérgicas (Figura 7) de la estructura neuromuscular del organismo y

en los eritrocitos (Luna Gonzalez & Valencia Plata, 2008).

Presinapsis

@—-ACh <«— CAT
~ C
K+

- ¥

Postsinapsis

Figura 7. Esquema de una sinapsis colinérgica. En la terminal presindptica, se sintetiza la ACh mediante la
acetilcolintransferasa (CAT) a partir de colina y acetil coenzima A. La AChe se acumula en las vesiculas y es liberada al
espacio sindptico. La ACh se une con receptores muscarinicos (M1 y M2) en la terminal postsindptica, traduciendo la sefial
a través de vias que involucran al adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y al inositol trisfosfato (IPs). La ACh se hidroliza por
la acetilcolinesterasa (AChE) soluble o anclada a la membrana pre- y postsinaptica. La colina se recaptura por un
transportador de alta afinidad presente en la presinapsis (Sdnchez-Chdvez et al., 2008).

La inhibicidn de la AChE esta vinculada directamente con el mecanismo de toxicidad
de los plaguicidas organofosforados (OF) y carbamatos (CB) que bloquean la accidon
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de esta enzima resultando en la acumulacion de acetilcolina enddgena y
sobreestimulacion de los receptores colinérgicos responsables de los signos
muscarinicos y nicotinicos que ocurren después de la intoxicacion aguda ya

mencionados anteriormente (Bernal-Hernandez et al., 2018).

JUSTIFICACION

Riphicephalus microplus es considerada la garrapata mas importante en las areas
tropicales y subtropicales de México y el mundo, y causa grandes pérdidas
econdmicas a la ganaderia. Se han desarrollado nuevas moléculas en la facultad
de estudios superiores Cuautitlan, UNAM, entre ellas el LQM 919 y el LQM 996, que

han demostrado tener un efecto a nivel reproductivo contra R. microplus.

Evaluar el riesgo neurotoxico potencial de los carbamatos LQM 919 y el LQM 996
es una parte fundamental para el desarrollo de nuevos farmacos enfocados a la
salud, produccion y bienestar animal, ya que se requiere confirmar que su utilizacion
no representa un riesgo para el personal que aplica los productos, para los animales
en los que sera utilizado y por lo tanto, para las personas que consuman alimentos

de origen animal.

En estudios previos se ha evaluado la toxicidad aguda y subcronica, genotoxicidad,
asi como ecotoxicidad producida por estos compuestos. Sin embargo, al ser
compuestos etil carbamatos se considera que pueden tener efectos neurotdxicos
como los que ya se conocen en otros productos carbamatos, por lo anterior, el
objetivo de este estudio se centré en evaluar el potencial neurotéxico mediante
estudios de cinética y cinética de inhibicién de actividad de AChE, asi como del
analisis de parametros electrofisiologicos de los potenciales evocados de diferente

intensidad.
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HIPOTESIS

El etil-4-bromofenil-carbamato y el etil-4-clorofenil-carbamato, propuestos para el
control de garrapatas son inhibidores débiles y de baja afinidad a la
acetilcolinesterasa en ratas, son de bajo potencial neurotdxico y no ocasionaran

alteraciones neurofisioldgicas en la unién neuromuscular.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial neurotoxico y el efecto electrofisiologico del etil-4-bromofenil-
carbamato y el etil-4-clorofenil carbamato en un modelo murino (ratas) mediante la
determinacion de la cinética de inhibicion de la acetilcolinesterasa in vitro, in vivo y

electromiografia.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar in vitro, la cinética de inhibicién de la AChE de rata, producida por
el LQM 919, LQM 996 y el propoxur.

= Determinar in vivo, la cinética de inhibicion de la AChE de rata producida por
el LQM 919, LQM 996 y el propoxur.

= Evaluar el efecto de la administracion de los carbamatos LQM 919, LQM 996
y propoxur sobre algunos parametros electrofisiolégicos en un modelo

murino (rata).
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de estudio

Este estudio se realiz6 en el laboratorio 1 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria, en el bioterio de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria y en
el laboratorio de fisiologia veterinaria de la carrera de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Compuestos utilizados

Los compuestos evaluados se presentan en la Tabla 1. El etil-4-bromofenil-
carbamato (LQM 919) el etil-4-clorfenil-carbamato (LQM 996), fueron disefados y
sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM. Estos carbamatos presentan una molécula de
benzimidazol como base estructural fueron sintetizados mediante la reaccion de
arilaminas y alquilaminas con hidruro de sodio y dietilcarbonato de benceno,
seguida de purificacion por cromatografia en columna. Los carbamatos se
caracterizaron estructuralmente mediante interpretaciones de sus espectros,
resonancia magnética nuclear de hidrogeno y carbono-13 y espectrometria de
masas (Angeles et al., 2000.) El control positivo o propoxur (2-2 (1-methylethoxyl)
phenyl methyl carbamato, 99.6% puro) fue obtenido de laboratorio Sigma-Aldrich
bajo el nombre comercial PESTANAL®.
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Tabla 1. Compuestos evaluados. Nombre, formula quimica y peso molecular de los carbamatos LQM 919, LQM 996 y
propoxur.

COMPUESTO FORMULA QUIMICA PESO MOLECULAR (g/mol)
N. 0
LQM 919 T ~ 244
(0]
Br
N. 0
LQM 996 \n/ ~ 199.63
(o]
Cl
H 0)\
PROPOXUR 209.24
o
Animales

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho clinicamente sanas de 8 semanas de edad con
un peso entre 200 y 250 gramos. Las ratas se alojaron en cajas jumbo de
polipropileno en grupos de 5 ratas. La temperatura ambiental se mantuvo en 22 + 2
°C, la humedad relativa en el 30-70% y se mantuvo un ciclo de luz/oscuridad de
12/12 horas. Las ratas fueron alimentadas con pellet de alimento comercial
balanceado y agua ad libitum. El estudio fue aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado de Animales de Experimentacion del Programa de Posgrado en Produccion
y Sanidad Animal, UNAM con clave de registro: CICUAE-FESC C 22_14.

Diseno experimental

El estudio se llevo a cabo en dos fases. La primera consistié en estudios in vitro

(Figura 8), donde a partir de AChE de fantasmas de eritrocitos y cerebro de ratas,
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se determinaron las constantes cinéticas de la AChE, se determinaron las
constantes de la cinética de inhibicion de AChE y los porcentajes de reduccion de

actividad de la enzima con diferentes concentraciones de los carbamatos.

Extraccion de la enzima de fantasmas de Estudios in
eritrocitos y cerebro de ratas vitro

[ Cinética de AChE ] [ Cinética de inhibicion de ]

la AChE

«  LQM919
Km Vmax - LQM 996
*  Propoxur (control +)
*  AChE (control -)
‘ Andlisis estadistico Constantes:

Porcentajes de
reduccion de

K; (innivicién)

d (disociacién)

actividad de
AChE

2 (carbamilacion)

<

Analisis estadistico ‘

Figura 8. Disefio experimental de la primera fase (estudios in vitro).

La segunda fase consistio en estudios in vivo (Figura 9), donde se realiz6 un estudio
electrofisiolégico que, mediante estimulos de baja frecuencia, alta frecuencia y
desvanecimiento tetanico se midio la latencia, amplitud, duracion y area bajo la
curva de los cMAP en ratas tratadas por via oral con los carbamatos. Las muestras
fueron procesadas para obtener AChE a partir de fantasmas de eritrocitos y cerebro
para determinar la cinética de AChE vy los porcentajes de reduccién de actividad

producidos por la administracién oral de los carbamatos. Todos los resultados
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obtenidos fueron analizados mediante un analisis estadistico de varianza (ANOVA)

de una via con un nivel de significancia del 95%.

20 ratas macho asignados de
forma aleatoria a 4 grupos (n=5)

LQM 919 | LQM 996 |

Estudios in
vivo

I Propoxur I Control - |

Sedacion y Anestesia

Estimulacion nerviosa

Baja Frecuencia

Alta frecuencia

a T

' Porcentajes
de reduccion
de actividad

 deAChE

Obtencion muestras

Cinética de AChE

Desvanecimiento Parametros
tetanico electrofisiolégicos

<

Analisis estadistico

Km Vmax

U

Analisis estadistico

Figura 9. Disefio experimental de la segunda fase (estudios in vivo).
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Metodologia
Obtencion de AChE

Acetilcolinesterasa de cerebro de rata. Para obtener la enzima
acetilcolinesterasa de cerebro, las ratas fueron eutanasiadas por dislocacion
cervical. Se retir6 el cerebro completo y fueron preservados dentro de un tubo con
una solucion que contenia 50 mM Tris (hydroxymethil) aminometano-HCI (Tris-HCI),
pH 7.4 y 300 mM Sacarosa y se refriger6é hasta el procesamiento de las muestras.
En el laboratorio, cada cerebro fue colocado en una superficie refrigerada y se corto
para obtener la corteza y el hipotalamo. Los tejidos fueron colocados en un tubo de
1.5ml, resuspendidos cbp 1ml con la solucion Tris-HCI-Sacarosa, y macerados en
frio con un pistilo hasta obtener una solucion homogénea, la cual fue centrifugada
a 1,000 g por 10 min a 4°C para remover los nucleos como lo describe (Tsakirisa et
al., 2000). Se separo el sobrenadante de cada muestra y éstas fueron congeladas
a -20°C. La concentracion de proteinas se determiné mediante el método (Bradford,
1976).

Acetilcolinesterasa de fantasmas de eritrocitos de rata. La sangre fue obtenida
via intracardiaca. Los eritrocitos fueron diluidos (1:20) en solucion de KCI (0.07M,
pH 7.4) durante 15 min y posteriormente se realizaron dos lavados de KCl a 2,500
rom durante 15 min a 4°C para facilitar la hemdlisis y retirar toda la hemoglobina
posible de las muestras. Finalmente se lavaron tres veces mas con dos volumenes
de PBS a 3,000 rpm durante 10 min a 4°C. El sedimento se sonic6 (3 pulsos, 5
segundos, 50% amplitud) a intervalos de 30 segundos para obtener una matriz
homogénea. Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford y se
ajusté el contenido de proteinas a 1 pg/uL. Las alicuotas con fantasmas de

eritrocitos se conservaron a -20°C hasta su utilizacion en los ensayos.
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Cinética de AChE in vitro

La cinética de AchE se realiz6é por el método de (Ellman et al., 1961), modificado
por (Prado-Ochoa et al., 2014). Se colocaron 20 pl con 20ug del extracto de
proteinas en 200yl con de solucion amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM a un
pH de 7.5 contenido al sustrato de Yoduro de Acetiltiocolina (Sigma-Aldrich), en
diluciones dobles (de 240 x 10-6 hasta 7.5 x 10-6 M) y 0.32 mM de reactivo de
Ellman (DTNB: Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)). Se realizaron siete lecturas de
absorbancia a intervalos de 2 minutos en un lector de placas Ascent ELISA
(Labsystems) a 405 nmy 30°C. Las constantes cinéticas km (constante de Michaelis-
Menten) y Vmax (velocidad maxima) se calcularon por regresion no lineal, utilizando
algoritmos de minimos cuadrados para ajustar la funcidn de Michaelis-Menten con
el software GraphPad Prism®. Como controles negativos se utilizaron, enzima sin
sustrato y sustrato sin enzima. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

Cinética de inhibicidon de AChE

Se prepard una solucion stock de los carbamatos LQM 919 y LQM 996 (0.5 M en
alcohol etilico absoluto), propoxur (50 mM en alcohol etilico absoluto). Se realizaron
las diluciones correspondientes y se obtuvieron las siguientes concentraciones para
los carbamatos LQM 919 y LQM 996: 12.5 mM, 6.25 mM, 3.12 mM, 1.56 mM, 0.78
mM, 0.39 mM y 0 mM (testigo de alcohol etilico absoluto y buffer de ensayo, el cual
fue preparado con el reactivo de Ellman (Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)) 100
mM en PBS a un pH de 7.4 contenido al sustrato de Yoduro de Acetiltiocolina 4.8
mM (Sigma-Aldrich). Las concentraciones de propoxur fueron las siguientes: 250
mM, 50 mM, 25 mM, 5 mM, 2.5 mM, 0.5 mM y 0 mM (testigo de alcohol etilico

absoluto y buffer de ensayo).
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La cinética de inhibicion de la AChE de los carbamatos se determino con el método
de (Ellman et al., 1961), modificado para su realizacion en microplaca, descrito
anteriormente. Se colocaron 20 yl de la enzima y cinco concentraciones de cada
uno de los carbamatos a evaluar (LQM 919, LQM 996). Como control negativo se
utilizé la enzima sin inhibidor y como control positivo se utilizd propoxur. La cinética
de inhibicion se monitore6 a 30°C realizando las lecturas de absorbancia a 405 nm
durante 12 minutos a intervalos de dos minutos. Se calcularon las siguientes
constantes: constante de reaccion bimolecular (ki), constante de disociacion (kq) y
constante de carbamilacion (k2). El método utilizado para determinar las constantes
ki, ka y k2 fue el descrito por (Chen et al., 2001; Pruett, 2002). El logaritmo natural
del porcentaje de actividad residual de AChE con cada concentracion de cada
inhibidor evaluado fue graficado contra el tiempo. La constante de velocidad
aparente (k) que es la pendiente de la linea, fue determinada por regresion lineal de
los datos para cada concentracion de inhibidor. Los valores para ki, ke y ko se
determinaron por medio de graficas doble reciprocas de las constantes de velocidad
aparente (1/k) contra las concentraciones del inhibidor {1/[l](1-a)}, donde [l]=
concentracion de inhibidor y los valores de a fueron calculados de acuerdo a la
ecuacion {[S)/(km + [S])}

Los porcentajes de reduccidn de la actividad de la AChE se calcularon mediante la

siguiente ecuacion:

\%
% de reduccion de actividad de AChE = 100 - ( L x 100 )
\
Donde:
V| = Actividad de AChE para cada concentracion de inhibidor. La pendiente de la
velocidad de reaccién se crea por un aumento de la absorbancia con el tiempo.
V= Actividad de la AChE sin el inhibidor. La pendiente de la velocidad de reaccion

se crea mediante un aumento de la absorbancia a lo largo del tiempo.
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Inhibicion de actividad de AChE in vivo

En la Tabla 2 se muestran los cuatro grupos de ratas (n=5) seleccionados
aleatoriamente con su respectivo tratamiento y la dosis utilizada para cada
carbamato.

Tabla 2. Grupos experimentales.

Grupo Tratamiento Dosis

A (Control negativo) Aceite vegetal + 0.4% DMSO -

Aceite vegetal + propoxur

B (Control positivo) disuelto en 0.4% DMSO 2 me/ke
Aceite vegetal + LQM 919
k
¢ disuelto en 0.4% DMSO 50 mg/ke
D Aceite vegetal + LQM 996 50 mg/kg

disuelto en 0.4% DMSO

Se realizaron siete lecturas de absorbancia a intervalos de 2 minutos en un lector
de placas Ascent ELISA (Labsystems) a 405 nm y 30°C. Las constantes cinéticas
km Y Vmax se calcularon por regresion no lineal, utilizando algoritmos de minimos
cuadrados para ajustar la funcion de Michaelis-Menten con el software GraphPad
Prism®. Como controles negativos se utilizaron, enzima sin sustrato y sustrato sin

enzima. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicion a partir de la cinética de AChE en ratas
tratadas con los etil carbamatos y propoxur.

Estudio electrofisiolégico

Los tratamientos (Tabla 2) fueron administrados via oral mediante una sonda
metalica con ayuda de una jeringa de 3 ml que contenia 1ml de aceite vegetal dos
horas previas al ensayo electrofisiologico. Las ratas fueron sedadas con maleato de
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acepromacina (Calmivet®, Vetoquinol) via intramuscular a una dosis de 0.10 mg/kg
de peso y anestesiadas con pentobarbital sédico (Pisabental®, LaPisa) via
intraperitoneal a una dosis de 0.15 mg/kg de peso. Se rasurd con una cuchilla de
0.2 mm (andis ultraedge®) uno de los miembros posteriores 2 cm antes de la region
de la articulacion coxofemoral hasta el metatarso a favor y en contra del sentido del

crecimiento del pelo.

Se colocé a la rata en decubito dorsal y se sujetaron los miembros a una tabla de
diseccion con hilo cafiamo. Se colocé un campo de 3 x 3 cm, se incidio por la cara
medial del miembro y se separd con una pinza kelly recta a los semitendinoso y
semimembranoso en la region inguinal para exponer al nervio ciatico, el cual fue
envuelto en una vaina plastica junto con el electrodo. El tenddn, en su insercién con
el calcaneo fue sujetado con un hilo Gutterman® de 14 cm de longitud y
posteriormente cortado de tal manera que el tendon estuviera sujetado por el hilo
hacia el captor de fuerza.

Para medir las sefales electrofisiolégicas se utilizd un sistema de registro de la
actividad fisiologica digital BIOPAC® (BSLBSC-M) al cual, se conecto el captor de
fuerza al canal 1 (CH1) para registrar los cMAP, los electrodos de aguja para el
registro del electromiograma en el canal 2 (CH2) y el estimulador de voltaje en el
canal 3 (CH3). Se realizé una caracterizacion de estimulos para determinar la media
aproximada de la cantidad de voltaje necesario para causar un potencial de accién.
Durante el estudio se realizaron diez estimulos de baja frecuencia (1 a 3 Hz) con
intervalos de cinco segundos cada uno. Después se realizaron diez estimulos de
alta frecuencia (10 a 30 Hz) con intervalos de cinco segundos cada uno y finalmente
se aplicd un estimulo continuo de desvanecimiento tetanico durante diez segundos

a una frecuencia de 30 Hz.
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14.00 =

AMPLITUD

A
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115.87

116.13

Figura 10. Representacion de medicion de pardmetros electrofisioldgicos de amplitud y duracién en un potencial de accion
muscular compuesto obtenido durante el ensayo electrofisioldgico.

La amplitud fue determinada en el CH1 (gramos), midiendo pico a pico desde la

linea de base hasta el pico positivo en unidades de fuerza (Figura 10). La duracién

se midié desde la desviacion inicial hasta el cruce de la linea de base en segundos

(Figura 10). Este parametro fue determinado para los estimulos de baja frecuencia

y estimulos de alta frecuencia ya que en el caso del desvanecimiento tetanico se

realiz6 un estimulo continuo con duracion de 10 segundos.

LATENCIA

< >

16.00

15.00

grams

13.00

115.40

115.57

115.74
segundos

115.91

Figura 11. Representacion de medicion del pardmetro electrofisioldgico de latencia en un potencial de accion muscular
compuesto obtenido durante el ensayo electrofisioldgico.
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La latencia se midié desde el momento en que se dio el estimulo hasta la primera
desviacién positiva en segundos (Figura 11). Se calculd el area total bajo la curva
entre la forma de onda y la linea recta que se traza entre los puntos extremos,
expresada en términos de unidades de amplitud (gramos) multiplicadas por
segundos o unidades horizontales (Figura 12). Los parametros anteriores fueron
determinados para los estimulos de baja frecuencia, estimulos de alta frecuencia y

desvanecimiento tetanico.

14.00

AREA

115.36 115.61 115.87 116.13
segundos

Figura 12. Representacion de medicion del pardmetro electrofisioldgico de drea en un potencial de accion muscular
compuesto obtenido durante el ensayo electrofisioldgico.

A partir de los datos de amplitud (mV) durante el desvanecimiento tetanico se
calcularon los porcentajes de decremento de amplitud (Figura 13) midiendo pico a
pico desde la linea de base hasta el pico positivo o negativo del primer estimulo
equivalente al 10%, asi como el cuarto estimulo equivalente al 40%. Se utiliz6 la

siguiente ecuacion:

1er estimulo — 4to estimulo

x 100
1er estimulo
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1ER ESTIMULO 4TO ESTIMULO
(10%) (40%)

| .23 ws . w2

Figura 13. Representacion de la obtencion de los valores de amplitud de pico a pico correspondientes al primer estimulo
(10% y cuarto estimulo (40%) durante el desvanecimiento tetdnico para cdlculo de porcentaje de decremento de la amplitud
y expresada en milivolios.

Analisis estadistico

Los datos de las constantes cinéticas km Y Vmax, de las constantes de la cinética de
inhibicion, ki, ka y k2, asi como los parametros electrofisiologicos (amplitud, latencia,
duracion, area y porcentaje de decremento) se analizaron mediante analisis de
varianza de una via (ANOVA) y las diferencias entre medias se establecieron por la
prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95% utilizando el software GraphPad
Prism®.

RESULTADOS
Cinética de AChE

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la cinética de AChE de la enzima
obtenida de fantasmas de eritrocitos y cerebro de ratas, la cual se afiadié a
diferentes concentraciones de cada carbamato. En cerebro y fantasmas de
eritrocitos, sélo el propoxur redujo significativamente la Vmax (p<0.05). Sin embargo,
sblo en fantasmas de eritrocitos, el propoxur disminuyo la km respecto al grupo
control y el LQM 919 desminuyé respecto al propoxur (p<0.05).
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Tabla 3. Constantes cinéticas de AChE in vitro. Se presentan los resultados de la cinética de actividad de AChE de la enzima
obtenida de fantasmas de eritrocitos (FE) y cerebro (C) de las ratas Wistar. Los datos representan media de la Vmax y km
(%) el error estdndar. Letras diferentes representan diferencia significativa (p<0.05) respecto al grupo control negativo.

Tratamiento Fugnte Vmax km
enzima
Control negativo FE 2.515E-3 + 4.07E-4 5.387E-06 + 5.473E-07
Control negativo C 1.575E-2 + 1.062E-3 3.826E-05 + 1.911E-06

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la cinética de AChE de la enzima
obtenida de fantasmas de eritrocitos y cerebro de las ratas tratadas con 2 mg/kg de
propoxur o 50 mg/kg del LQM 919 y LQM 996. En cerebro se redujo
significativamente la Vmax €n la enzima de las ratas tratadas con los tres tratamientos
(p<0.05). En fantasmas de eritrocitos, so6lo el propoxur redujo la Vmax (p<0.05),
mientras que los etil-carbamatos y el propoxur no presentaron ningun efecto sobre

la km respecto al grupo control negativo (p>0.05).

Tabla 4. Constantes cinéticas de AChE in vivo. Se presentan los resultados de la cinética de actividad de AChE de la enzima
obtenida de fantasmas de eritrocitos (FE) y cerebro (C) de las ratas Wistar tratadas con etil carbamatos y propoxur a
diferentes concentraciones. Los datos representan media de la Vmax y km (+) el error estdndar (EE). Letras diferentes
representan diferencia significativa (p<0.05) respecto al grupo control negativo.

Tratamiento Dosis eFrl::i?r:Z Vmax Km
Control negativo — FE 2.65E-03 + 3.61E-042 1.27E-05 £ 7.90E-06
Propoxur 2 mglkg FE 1.13E-03 + 3.22E-04° 4.33E-07 + 2.11E-08°
LQM 919 50 mg/kg FE 1.56E-03 + 2.03E-04° 3.26E-06 + 8.11E-072
LQM 996 50 mg/kg FE 1.99E-03 + 4.80E-04° 1.49E-05 + 4.83E-06°
Control negativo o c 1.62E-02 + 8.10E-042 4.15E-05 + 2.95E-06°
Propoxur 2 mglkg c 1.13E-02 + 5.42E-04° 7.39E-05 + 5.77E-06°
LQM 919 50 mg/kg c 1.23E-02 * 1.62E-03° 4.70E-05 + 3.31E-06°
LQM 996 50 mg/kg c 1.00E-02 + 5.55E-04¢ 4.15E-05 + 5.05E-06°

45



Cinética de inhibicion de AChE

En la Tabla 5 se presentan los resultados de las constantes de inhibicién de AChE.
Tanto en cerebro como en fantasmas de eritrocitos, el propoxur tuvo diferencia
significativa en las tres constantes donde la constante ki fue mas alta respecto al
LQM 919 y al LQM 996. La constante ks fue mas baja respecto al LQM 919y LQM
996. La constante k2 mas alta respecto al LQM 919 y LQM 996 (p<0.05).

Porcentajes de reduccion de la actividad de AChE

La Figura 14 representa los porcentajes maximos de inhibicién de la enzima AChE
en fantasmas de eritrocitos y cerebro de ratas en ensayos in vitro e in vivo. En la
enzima AChE de fantasmas de eritrocitos, el propoxur presentd un porcentaje de
reduccion de actividad de AChE del 78.35 + 3.95 in vitro a una concentracion de
0.25 mM y 57.62 + 6.13 in vivo con dosis de 2 mg/kg. En los etil carbamatos LQM
919y LQM 996, el porcentaje de reduccion de actividad de AChE fue menor al 20%
in vitro a una concentracion de 1.25E-02 M e in vivo con dosis de 50 mg/kg.

Tabla 5. Constantes cinéticas de inhibicion de AChE. Se presentan los resultados de las constantes inhibicion de actividad
de AChE de la enzima obtenida de fantasmas de eritrocitos (FE) y cerebro (C) de las ratas Wistar Constante de inhibicion
(ki), constante de disociacion (kd) y constante de carbamilacion (k2) (+) el error estdndar. Letras diferentes representan
diferencia significativa entre los grupos (p<0.05).

Tratamiento Fuente enzima ki (M) ka (M) k2 (min™")
Propoxur FE 2755466 + 848115°% 1.34E-08 + 1.17E-09? 3.49E-02 + 7.15E-03°
LQM 919 FE 7.14 £2.43° 7.37E-05 + 1.20E-05° 1.56E-03 * 6.64E-04°
LQM 996 FE 6.21 £ 1.55° 7.61E-05 + 3.31E-06° 3.77E-04 £7.51E-05°
Propoxur 29001 £+ 31742 4.65E-07 + 3.45E-082 1.14E-02 + 9.35E-04°
LQM 919 4.45 £ 0.43° 1.79E-04 * 1.03E-05° 7.73E-04 +1.36E-04"
LQM 996 4.73 £ 0.50° 1.99E-04 * 2.34E-05° 3.43E-04 + 6.77E-05°
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Figura 14. Porcentajes de inhibicion de la actividad de la enzima AChE obtenidos mediante ensayos in vitro e in vivo en
fantasmas de eritrocitos (Ay C) ) y cerebro (B y D) de ratas. En estudios in vitro se utilizaron los etil carbamatos (919 y 996)
a la concentracion de 1.25E-02 M y el propoxur (P) a la concentracion de 0.25 mM. En estudio in vivo, las ratas fueron
tratadas con 2 mg/kg de propoxur y 50 mg/kg de etil carbamatos. Letras diferentes representan diferencia significativa

entre los grupos (p<0.05).
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Los porcentajes de reduccion de actividad de AChE in vitro a diferente concentracion
de inhibidor se presentan en la Figura 15 , donde observamos que incluso a bajas
concentraciones (0.05 mM), el propoxur inhibe notablemente la actividad de la
enzima tanto en cerebro como en fantasmas de eritrocitos. Los etil carbamatos
causaron una reduccion maxima de la actividad de un 20% incluso a la

concentracion mas alta (1.25E-02 M).
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Figura 15. Porcentajes de reduccion de actividad de AChE a diferente concentracion de inhibidor. Se presentan los
porcentajes de inhibicion de AChE (+) el error estdndar obtenida de cerebro (A, By C) y fantasmas de eritrocitos (D, Ey F) a
diferentes concentraciones del inhibidor: Propoxur (0.25 mM, 0.05 mM, 0.025 mM, 0.005 mM, 0.0025 mM, 0.0005 mM,
0.0 mM), LQM 919 y LQM 996 (1.25E-02 M, 6.20E-03 M, 3.10E-03 M, 1.56E-03 M, 7.80E-04 M, 3.90E-04 M, 0.0 M).
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Estudio electrofisiolégico

En la Figura 16 se representan las medias de los voltajes obtenidos durante la
caracterizacidon de estimulos en donde se puede apreciar que el propoxur presentd
un aumento significativo del voltaje requerido para provocar un potencial de accion

utilizado en el estimulador respecto al resto de los grupos (p<0.05).
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Figura 16. Voltaje empleado en el estimulador durante estudio electrofisioldgico. Se representan las medias de los voltajes
obtenidos mediante la caracterizacion de estimulos de ratas tratadas con carbamatos (+) el error estandar. CN: Control
negativo, P: Propoxur, 919: LQM 919, 996: LQM 996. (*) representan diferencia significativa entre los grupos (p<0.05).

En la Figura 17 se muestra la representacion de los cMAP de los diez estimulos de
baja frecuencia y en la Figura 18 los cMAP de estimulos alta frecuencia en ratas del
grupo control y ratas tratadas con etil carbamatos. En ellos se observa que en todos
los casos hubo un reclutamiento de las fibras nerviosas apreciandose el aumento

de amplitud para cada cMAP.
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Figura 17. Potenciales de accion muscular compuesto (cMAP) de los diez estimulos de baja frecuencia. Se representan los
cMAP en rata del grupo control negativo (A), ratas tratadas con propoxur (B) y etil carbamatos LQM 919 (C) y LQM 996 (D).
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Figura 18. cMAP de los diez estimulos de alta frecuencia. Se representan los cMAP en rata del grupo control negativo (A),
ratas tratadas con propoxur (B) y etil carbamatos LQM 919 (C) y LQM 996 (D).

En la Figura 19 se observa la representacion de la suma de los cMAP obtenidos en

el desvecimiento tetanico donde se observan aumentos y decrementos de amplitud.
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Figura 19. Amplitudes de desvanecimiento tetdnico. Se representan los estimulos de desvanecimiento tetdnico en rata del
control negativo (A) ratas tratadas con propoxur (B) y etil carbamatos LQM 919 (C), LQM 996 (D) mostrando la amplitud
del cMAP obtenido de un unico estimulo sostenido de 10 segundos.

Los datos de amplitud se representan en la Figura 20, donde se aprecian que tanto
en los estimulos de baja como de alta frecuencia, en ratas tratadas LQM 996, las
amplitudes fueron mayores respecto al resto de los grupos (p<0.05). Los datos de
la duracién se representan en la Figura 21, donde se puede apreciar que en ratas
tratadas con LQM 996, la duracion fue menor respecto al resto de los grupos y
ademas el propoxur disminuyo la duracién del cMAP respecto al grupo control en

estimulos de baja y alta frecuencia (p<0.05).
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Figura 20. Amplitudes de los cMAP obtenidos en el estudio electrofisioldgico en ratas expuestas a los carbamatos. Las
barras representan las medias () el error estdndar. Estimulos de baja frecuencia, B. Estimulos de alta frecuencia y C.
Desvanecimiento tetdnico.
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Figura 21. Duracion de los cMAP obtenidos en el estudio electrofisioldgico en ratas expuestas a los carbamatos. Las barras
representan las medias (+) el error estdndar. Estimulos de baja frecuencia, B. Estimulos de alta frecuencia y C.
Desvanecimiento tetdnico. CN: Control negativo, P: Propoxur, 919: LQM 919, 996: LQM 996. (*) representan diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05).

% %*
‘ * | %
* ' %
0.03 |—| ’_| 0.03 - |—| |—| 0.03
=) > =)
& 0.02- g &
g $ 0.024 § 0.02-
3 © ]
2 [ 2
£ 0.01 ] g
g0 2 § 0017
0.00- 0.00- 0.00-
CN P 919 996 CN P 919 996 CN P 919 996

Figura 22. Latencia de los cMAP obtenidos en el estudio electrofisioldgico en ratas expuestas a los carbamatos. Las barras
representan las medias (+) el error estdndar. Estimulos de baja frecuencia, B. Estimulos de alta frecuencia y C.
Desvanecimiento tetdnico. CN: Control negativo, P: Propoxur, 919: LQM 919, 996: LQM 996. (*) representan diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05).

Los datos de latencia se representan en la Figura 22 se observa que en ratas
tratadas con LQM 919, las latencias obtenidas fueron mayores respecto al resto de
los grupos en estimulos de baja y alta frecuencia (p<0.05). El area bajo la cruva se
representa en la Figura 23. En ratas tratadas con LQM 996, las areas fueron
menores respecto al resto de los grupos en estimulos de baja como de alta

frecuencia y ademas, solo en estimulos de baja frecuencia, se observo diferencia
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entre las areas obtenidas del grupo tratado con propoxur respecto al grupo tratado
con LQM 919 (p<0.05).
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Figura 23. Area bajo la curva de los cMAP obtenidos en el estudio electrofisioldgico en ratas expuestas a los carbamatos.
Las barras representan las medias (+) el error estdndar. Estimulos de baja frecuencia, B. Estimulos de alta frecuencia y C.
Desvanecimiento tetdnico. CN: Control negativo, P: Propoxur, 919: LQM 919, 996: LQM 996. (*) representan diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05).

El porcentaje de decremento de amplitud se representa en la Figura 24, en la cual,
se puede observar disminucion del porcentaje de amplitud de los grupos tratados

respecto al grupo control pero no fue estadisicamente significativa (p>0.05).
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Figura 24. Porcentaje de decremento de amplitud del cMAP durante el desvanecimiento tetdnico. Los porcentajes se

representan como las medias (+) el error estdndar. CN: Control negativo, P: Propoxur, 919: LQM 919, 996: LQM 996. No se
presentd diferencia significativa entre grupos (p>0.05).
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En la Figura 25 se muestran la representacion del las amplitudes obtenidas del

electromiograma durante el desvanecimiento tetanico con los carbamatos LQM 919,

LQM 996 y propoxur. Se observa un patrén de decremento en el grupo control y un

patrén de decremento-incremento con variacion de la amplitud en los grupos de

ratas tratadas con propoxur y etil carbamatos.
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Figura 25. Representacion del patrén decremento-incremento del electromiograma obtenido a través de estimulos de

desvanecimiento tetdnico en rata del grupo control (A), y ratas tratadas con propoxur (B), LQM 919 (C) y LQM 996 (D).
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DISCUSION

Una forma para determinar del potencial neurotoxico de un compuesto esta basada
en la inhibicion de la reaccion entre la enzima AChE y su sustrato mediante técnicas
colorimétricas que aportan resultados cuantitativos (Badawy, 2020). Las enzimas
colinesterasas de vertebrados son codificadas por dos genes distintos: la
colinesterasa verdadera o acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7), y la colinesterasa
plasmatica o butirilcolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8). La AChE presenta actividad
elevada especifica en el cerebro y los tejidos nerviosos, asi como en las membranas
de los musculos y los eritrocitos. La BChE esta presente en otros tejidos, como el
higado y después de ser sintetizada es secretada al plasma (Sanchez-Chavez et
al., 2008). Por lo tanto, no hay relacion alguna entre la distribucion de ambas
colinesterasas en los tejidos. En el presente trabajo, se utilizaron dos fuentes de
enzima, la AChE de cerebro para evaluar la neurotoxicidad en SNC y AChE de
fantasmas de eritrocitos para evaluar la neurotoxicidad a nivel de las uniones

neuromusculares.

La inhibicion de la actividad de AChE se ha tomado como un biomarcador sensible
para evaluar los efectos neurotoxicos de los plaguicidas sobre organismos objetivo
y no objetivo en diferentes ecosistemas (Yadav et al., 2017). Los compuestos
organofosforados y carbamatos tienen como mecanismo de accion la inhibicidon de
la AChE en el sistema nervioso, siendo esta inhibicion competitiva y reversible en el
caso de los carbamatos mientras que en los organosfosforados es no competitiva e
irreversible (Yolima Nitola et al., 2016); sin embargo algunos carbamatos como el
carbofurano reducen significativamente la actividad de la AChE por un mecanismo
de inhibicion no competitivo ya que se reduce la velocidad maxima de reaccion
(Vmax) sin modificar la afinidad de la enzima por su sustrato (km). Gupta et al. (2016.)
sugieren que lo anterior se debe a que la AChE de cerebro de rata contiene al menos
un residuo de serina en el sitio catalitico carbamilado por el carbofurano causando

esta inhibicién de tipo no competitiva. En el presente estudio, tanto el propoxur como

56



los etil carbamatos ocasionaron una disminucion del valor de Vmax (p<0.05) y no
hubo diferencias entre los valores de kn (p>0.05) en la enzima de cerebro de las
ratas tatadas, sin embargo en la enzima extraida de fantasmas de eritrocitos sélo el
propoxur produjo una reduccion en la Vmax (p<0.05). Estos resultados sugieren que
estos carbamatos pueden generar reacciones de inhibicion de tipo irreversible sobre
la AChE de cerebro como sucede en el caso del carbofurano (Keifer & Firestone,
2007), se requieren mayores estudios para esclarecer este efecto.

Un criterio para evaluar el poder inhibitorio de una sustancia quimica sobre la AChE
es la determinacion de la constante de reaccion bimolecular (k;); valores elevados
de esta constante indican un mayor poder inhibitorio (Yi et al., 2006). De Souza et
al., (2018) evaluaron los efectos de distintos carbamatos, entre ellos, el carbaril y el
propoxur sobre la AChE de Crassostrea rhizophorae donde observaron que el
carbaril presentaba un valor de ki mayor que en el propoxur, lo cual indicé un mayor
poder inhibitorio a concentraciones milimolares. Yi et al., (2006) también
investigaron sobre la AChE de cerebro de Carassius auratus y encontraron que la
ki del carbofurano fue mayor que los otros tres carbamatos probados mostrando que
el potencial inhibitorio de AChE en cerebro, el carbofuran fue el carbamato con
mayor poder inhibitorio. En este estudio, los valores de ki de los carbamatos LQM
919 y LQM 996 fueron significativamente menores que los del propoxur (p<0.05), lo
que indico un menor poder inhibitorio de estos carbamatos sobre la AChE de

fantasmas de eritrocitos y cerebro de ratas.

Los carbamatos que reaccionan con la AChE forman un complejo reversible en la
ahora enzima carbamilada. La constante de carbamilacidon (k2) refleja la tasa de
formacion del complejo enzima-inhibidor (lturbe-Requena, Prado-Ochoa, Mufioz-
Guzman, et al., 2020). Se ha reportado que la velocidad de carbamilacién del
propoxur es menor que otros carbamatos como el carbofuran (Yi et al., 2006). En
este estudio, se observo que los valores de ko fueron significativamente superiores

para el propoxur en comparacion con los etil carbamatos LQM 919 y LQM 996,
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demostrando que la tasa de formacion o carbamilacion de este complejo es mayor

en el propoxur.

La constante de disociacion (kq) indica la afinidad del inhibidor por la AChE y es
inversamente proporcional a la ki, valores mas pequefos de kq resultan en una
mayor afinidad por la AChE (Patil et al., 2019). En este estudio, también se observo
que los etil carbamatos presentaron una kq mas alta (p<0.05) respecto al propoxur,
lo que indico que la afinidad del propoxur por la AChE de rata es mayor que la de
los etil carbamatos. En estudios previos se determind la cinética de inhibicion de
LQM 919, LQM 996 y propoxur en AChE de R. microplus, E. foetida 'y A. mellifera
donde se encontraron resultados similares en relacion a las constantes k;, kq y k2
(Iturbe-Requena et al., 2019a; Iturbe-Requena, Prado-Ochoa, Mufioz-Guzman, et
al., 2020; Pérez-Gonzalez et al., 2014Db).

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima crucial en el sistema nervioso,
responsable de la degradacion del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis. En
mamiferos, se ha identificado que esta enzima presenta tres variantes, generadas
a partir de modificaciones postraduccionales de un mismo gen, y que se expresan
bajo ciertas condiciones fisiologicas (Sanchez-Chavez et al., 2008) y esto podria
provocar pequefias variaciones de suceptibilidad a los pesticidas entre las
diferentes especies de mamiferos. Ruppert et al. (1983) estudiaron cambios de
comportamiento y actividad de ACh de ratas en cerebro y fantasmas de eritrocios.
Tanto el carbaril como el propoxur produjeron una inhibicién rapida y de corta
duracion de la ACh ya que dentro de los 15 minutos posteriores a la inyeccion
intraperitoneal, se encontrd la maxima inhibicidn de la enzima, correspondiente a la
maxima disminucién de la actividad motora. La actividad de ACh cerebral se redujo
en un 42% con carbaril (16 mg/kg) y en un 53% con propoxur (2 mg/kg). La actividad
de la ACh en fantasmas de eritrocitos se redujo en un 46% de con ambos

carbamatos.
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Estudios previos en R. microplus demostraron que los etil-carbamatos reducen la
actividad de AChE en menos del 40%, mientras que el propoxur la inhibe en un
99%. En estudios de ecotoxicidad, se observd que los etil-carbamatos redujeron la
actividad de la AChE de Apis mellifera hasta en un 30%, siendo estos carbamatos
al menos 10 veces menos letales que el propoxur. Sin embargo, en Eisenia foetida,
la actividad de la AChE se redujo en un 100% tanto con los etil carbamatos como
con el propoxur (lturbe-Requena et al., 2019b; lturbe-Requena, Prado-Ochoa,
Munoz-Guzman, et al., 2020; Prado-Ochoa et al., 2014). En estudios como el de
(De Vita et al., 2016), se encontrd que el carbaril y otros nuevos carbamatos pueden
reducir hasta en un 90% de la actividad de AChE de anguila eléctrica a

concentraciones milimolares.

Las diferencias observadas en relacion a la reduccion de actividad de la AChE que
producen los LQM 919 y LQM 996 entre las especies previamente reportadas
subrayaron la importancia de determinar la reduccion de actividad de AChE en
mamiferos. Por lo anterior, en el presente estudio se determinaron los porcentajes
de reduccidn de la actividad de AChE de ratas tanto in vitro como en ratas tratadas
por via oral con los etil carbamatos o el propoxur. El propoxur, tanto en los estudios
in vitro (0.25 mM) como en las ratas tratadas (2 mg/kg) inhibi6é hasta en un 80% la
actividad de la AChE mientras que, el LQM 919 y el LQM 996 tanto in vitro (6.25 M)
como en ratas tratadas (50 mg/kg) produjeron un porcentaje de reduccion de
actividad de AChE menor al 20%.

Lo anterior indico una menor suceptibilidad de las ratas a sufrir efectos neurotéxicos
por la exposicion al LQM 919 o LQM 996 que al propoxur y también una menor
suceptibilidad comparado con las otras especies reportadas. Sin embargo, se
remarca la importancia de estudiar la reduccién de actividad de AChE en diferentes
especies debido a la variacién que se presenta.

Un biomarcador importante de la neurotoxicidad ocasionada por la administracion
de un compuesto es la evaluacion de los efectos producidos a nivel de la placa
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neuromuscular. Los estudios electrofisiolégicos son una técnica esencial para
cuantificar la funcion nerviosa periférica debido a su fiabilidad, reproducibilidad y
objetividad. Los estudios de conducciéon nerviosa miden la funcidn nerviosa
periférica directamente sin sesgo subjetivo y sin contaminacién por las vias del

sistema nervioso central (Bril et al., 1998).

Al utilizar estimulos de baja frecuencia, la contraccion muscular se puede
caracterizar por una baja capacidad de generacion de fuerza y una alta resistencia
a la fatiga. Cuando se requiere mayor fuerza y contracciones mas rapidas, las
unidades motoras reclutadas son fatigables (Guzman-Mufoz & Guillermo Méndez-
Rebolledo, 2018). Por anterior en el presente estudio, los estimulos se realizaron a
diferentes frecuencias (1-3 y 10-30 Hz).

En el presente estudio, se analizaron los parametros fisioldgicos de amplitud,
duracion, el area bajo la curva y latencia del cMAP en ratas tratadas con 2 mg/kg
de propoxur o 50 mg/kg de LQM 919 o LQM 996. Una contraccion muscular maxima
genera el reclutamiento de casi el 100% de la cantidad de unidades motoras para
activar al musculo. Esto indica que la amplitud es equivalente al porcentaje de
activacion del musculo. En este estudio se utilizaron estimulos supramaximos
capaces de activar un potencial de accidn mediante una caracterizacién de
estimulos. Es por lo anterior que a diferentes fecuencias, el valor de la amplitud no
debe atribuirse de inmediato a los cambios en el reclutamiento de las unidades
motoras ya que la amplitud de la sefial también se puede ver influida por el potencial
de cada fibra muscular, la sincronizacion de las descargas y la fatiga. El parametro
de duracion indica el tiempo comprendido desde el inicio de la activacidén muscular
hasta que vuelve a su estado de reposo, por lo que el valor del area bajo la curva
esta estrechamente relacionado con la amplitud y la duracion. Por lo tanto
amplitudes mas altas con duracién prolongada darian como resultado un aumento
del area bajo la curva del potencial de accion muscular compuesto (cMAP) y la
latencia se refiere al tiempo que tarda el musculo en activarse al recibir una sefal
en SNC (Moritani et al., 2004).
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Se realizo una caracterizacion de estimulos para determinar el voltaje necesario
para producir un potencial de accion. La administracion de propoxur demandd un
voltaje significativamente mayor en el estimulador en comparacion con el grupo
control y los grupos tratados con LQM 919 y LQM 996 (p<0.05). Los pesticidas
organofosforados y carbamatos interactuan directamente con los receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR), causando su supresion y ademas afectan a
estos receptores independientemente de la inhibicion de la AChE (Chang et al.,
1988; Smulders et al., 2003). Los efectos sobre los NAChR neuronales contribuyen
al aumento de toxicidad de algunos carbamatos y estos efectos pueden provocar
cambios a largo plazo en el sistema nervioso. Por lo anterior y de acuerdo a los
resultados de este estudio, se infiere que debido a que el propoxur es un inhibidor
potente y de alta afinidad a la AChE, fue necesario aumentar el voltaje para producir
un potencial de accion, lo que a su vez incremento la liberacién de neurotransmisor
por estimulacion cuantal de la ACh, generando un bloqueo mas marcado en
comparacion con el grupo control y los grupos tratados con LQM 919 y LQM 996.

En los parametros analizados se observaron aumentos significativos en la amplitud
de los cMAPs en el grupo tratado con LQM 996 respecto al resto de los grupos
(p<0.05). Estudios similares, como el de Corbel et al. (2019), demostraron que la
aplicaciéon de DEET (N,N-diethyl-meta-toluamide), un repelente de insectos con
accién sobre la AChE, produjo un aumento de la amplitud en los potenciales de
accion, un efecto que fue mas pronunciado con concentraciones mas altas. Este
fenobmeno se ha observado previamente con anticolinesterasicos como los
carbamatos, reflejando cambios en la actividad de la transmision sinaptica. Este
grupo de investigadores también demostré que el DEET prolongaba unas tres veces
la constante de tiempo de decaimiento de los potenciales sinapticos (duracion del
potencial de accion) en las regiones de la placa terminal de la fibra muscular. En el
presente estudio se observo una diferencia significativa de la duracion en el grupo
tratado con propoxur respecto al grupo control (p<0.05). Este hallazgo concuerda

con otros estudios sobre inhibidores de la AChE, que permiten que la ACh persista

61



en la hendidura sinaptica y active repetidamente los receptores nicotinicos de ACh
de la placa terminal (Colovic et al., 2013; Flores Soto, 2005; Smulders et al., 2003).

Aunque la amplitud so6lo fue significativamente mayor en el grupo tratado con LQM
996 debido a la facilitacion de la ACh, este grupo mostré un decremento significativo
en la duracién en comparacion con los demas grupos (p<0.05), lo que podria indicar
una mayor capacidad de contrarrestar el efecto por una menor afectacion del dafio

a nivel de la membrana plasmatica de la fibra muscular.

Las ratas tratadas con LQM 919 presentaron un aumento significativo en la latencia
respecto al resto de los grupos (p<0.05), lo que podria estar relacionado con lo
mencionado anteriormente. Este retardo podria explicar la tendencia a la
disminucién de la amplitud, aunque no significativa del LQM 919 respecto a los otros
grupos (p>0.05) observada en ese parametro. Ademas, se ha descrito que el
aumento de la concentracion de calcio (Ca*?) resulta en un aumento de la liberacion
de neurotransmisor, lo que genera un aumento de la amplitud, aumento de la

duracion y disminucion de la latencia (Moreno et al., 2005).

En las ratas tratadas con etil carbamatos LQM 919 y LQM 996 se observd una
disminucién del area bajo la curva de los potenciales de accion respecto al grupo
control (p<0.05), siendo mas notable en el grupo tratado con LQM 996, indicando
una alteracién en la transmisidon nerviosa bajo los efectos de estos compuestos.
Estas diferencias en los parametros electrofisiol6gicos sugieren que, aunque ambos
etil-carbamatos afectan la funcién neuromuscular, el LQM 996 tiene un impacto mas
pronunciado en la amplitud y duracion de los estimulos, mientras que el LQM 919
afecta mas la latencia.

(Duez et al., 2010) durante su estudio observaron que la amplitud y el area bajo la
curva se ven afectados debido al aumento de actividad eléctrica generada por
hipertrofia en pacientes que entrenaban en comparacién con los que no entrenaban,

mostrando un incremento significativo tanto de la amplitud como del area bajo la
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curva en comparacion con los no entrenados (p<0.05). Este aumento de la actividad
eléctrica y la reduccién de las amplitudes del potencial de accion podria indicar una
pérdida en el numero de unidades motoras, una disminucion de fibras musculares
activadas o un cambio en la excitabilidad de las fibras musculares, siendo este
ultimo el comparativo respecto a los resultados obtenidos por la inhibicidon de la
AChE. Sin embargo, nuestros resultados mostraron una disminucion del area bajo
la curva (p<0.05) en los etil carbamatos respecto a los demas grupos, lo que podria
significar que, aunque existe alteracion en otros parametros, la actividad eléctrica o
el flujo de electrones circulantes durante el potencial de accidn no se ven afectados,
especialmente en los estimulos de baja frecuencia en comparacion con los de alta
frecuencia. La disminucion de la duracion podria explicarse por la entrada masiva
de sodio (Na*), llevando la membrana de vuelta a su potencial de equilibrio a traves
de la hiperpolarizacién inducida por la entrada de potasio (K*), que debe alcanzar
su potencial de equilibrio para contrarrestar los efectos del Na* (Nicholls et al.,
2012). Estos efectos podrian influenciar la duracion y el area bajo la curva, lo que
concuerda con los resultados obtenidos en este estudio.

Durante el desvanecimiento tetanico, no se observaron diferencias significativas en
los parametros electrofisiolégicos de amplitud, latencia y area bajo la curva tanto
con estimulos de baja frecuencia y como de alta frecuencia (p>0.05) sin embargo
se presento un patron claro de decremento-incremento (Figura 25), este patron es
de gran interés para explicar los procesos de transmisién neuromuscular (Bhatt et
al., 2007). Los patrones decremento-incremento de las ratas tratadas con propoxur
o con los etil-carbamatos mostraron una tendencia al aumento del porcentaje de
decremento. Este patron podria explicarse debido a la inhibicion inicial de la enzima
AChE, que, con estimulos de alta frecuencia, lleva a una acumulacion exacerbada
de ACh en la hendidura sinaptica. Sin embargo, dado que la inhibicion de los
carbamatos es principalmente reversible, la accidn inhibitoria sobre la AChE puede
disminuir con el aumento en la liberacion de ACh. Segun (Lorenzoni et al., 2010), el

sindrome intermedio (IMS) se caracteriza por una disfuncion sinaptica de la
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transmision neuromuscular. Se cree que el sindrome intermedio es el resultado de
un exceso persistente de acetilcolina (ACh) debido a la inhibicion de la AChE. La
velocidad de conduccién nerviosa no se ve afectada pero la estimulacion nerviosa
unica evoca un cMAP repetitivo. El patrén de decremento-incremento se produce
inicialmente en respuesta a la estimulacién de alta frecuencia (20 Hz y 30 Hz) y se
puede observar como inicialmente con la estimulacion de alta frecuencia cambia a
una combinacion de incremento decreciente y desvanecimiento repetitivo. Este
patron se observd a las dos horas de la administracidén de los etil-carbamatos o el
propoxur, se requieren mayores estudios para determinar si el IMS puede ser

ocasionado por la administracion de estos carbamatos.

Durante el analisis de los parametros de este trabajo, en el grupo control negativo,
la acumulacion de ACh ante estimulos repetitivos de alta frecuencia no puede ser
hidrolizada eficientemente por la AChE, lo que, junto con otros mecanismos como
el agotamiento de las reservas de Ca?" y la disminucion de ATP, genera fatiga
muscular. Al administrar inhibidores de la AChE, se bloquea temporalmente la
degradacion de ACh, resultando en una acumulacion prolongada de esta en la
hendidura sinaptica. Esto lleva a una recuperacién temporal de la funcién muscular,
pero con contracciones repetidas, eventualmente se podria generar fatiga muscular
(Guzman-Mufoz & Guillermo Méndez-Rebolledo, 2018).

Los resultados de los estudios electrofisiolégicos, combinados con los estudios
previos sugieren que la administracion de carbamatos y otros inhibidores de la
AChE tiene efectos complejos sobre la transmision neuromuscular, incluyendo
patrones de decremento-incremento que reflejan cambios en la acumulacién de
ACh y la actividad de la AChE.
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CONCLUSIONES

Durante este estudio, tanto el propoxur como los etil carbamatos disminuyeron
significativamente la Vmax sin afectar a la km, indicando que los etil carbamatos
presentan capacidad de generar reacciones de inhibicion irreversible, aunque

menos potentes que el propoxur.

Los resultados obtenidos de las constantes de inhibicion de actividad in vitro e in
vivo sugieren que el propoxur es un inhibidor mas potente y con mayor afinidad
hacia la AChE que los etil carbamatos LQM 919 y LQM 996, los cuales fueron
clasificados como inhibidores débiles y de baja afinidad.

El estudio electrofisiolégico mostré que el LQM 996 aumenta significativamente la
amplitud y duracién de los potenciales de accion, mientras que el LQM 919 aumenta
la latencia. Ambos etil carbamatos afectaron la transmision neuromuscular de
manera diferente pero con un impacto menor comparado con el propoxur. Ademas,
se observaron patrones de decremento e incremento en la actividad muscular en
las ratas tratadas con carbamatos, lo que sugiere una posible acumulacion de
acetilcolina en la hendidura sinaptica. Estos hallazgos muestran la variabilidad de
efectos de los inhibidores de la AChE en la funcion neuromuscular y destacan la
importancia de evaluar multiples parametros electrofisiolégicos para comprender

completamente su impacto.

Con lo anterior, se concluye que los etil carbamatos LQM 919 y LQM 996,
propuestos para el control de garrapatas, presentan un bajo potencial neurotoxico
en ratas. Dado que son inhibidores débiles y de baja afinidad a la AChE, se
considera que su administracion no representan un riesgo significativo para el

sistema nervioso central ni para las uniones neuromusculares de ratas tratadas.
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