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Resumen

Los carbamatos LQM 919 y LOM 996, son moléculas que afectan a la
garrapata R. microplus, causando mortalidad en estadios de larva y alterando
la oviposicion y eclosion cuando se aplica sobre hembras adultas. En estudios
previos, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que estos carbamatos
tienen una baja afinidad por la acetilcolinesterasa y son de baja toxicidad
aguda y subcrénica para mamiferos. Se desconoce el mecanismo de accién por
el cual actdan estas moléculas, asi como los dafios que genera sobre cultivos
celulares por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar los dafios que
generan los etil-carbamatos LQM 919 y LQM 996 sobre diversos cultivos
celulares y si existe alguna diferencia en los efectos que ocasionan en celulas
de mamifero y células de garrapata. Se evaluo el efecto del LQM 919 y LQM
996 sobre la disminucion de la viabilidad a diversos tipos de cultivos celulares
(HepG2, VERO, Bm-sus, cultivos primarios de glandula salival, intestino y
ovario de garrapata), a diversas concentraciones (0.0006 mM, 0.006 mM, 0.06
mM y 0.6 mM), utilizando la prueba de presto blue y la prueba de azul tripan.
Posteriormente, se evalu6é el efecto de la concentracién de 0.6 mM para
generar apoptosis sobre los tipos celulares anteriormente mencionados,
utilizando la técnica de TUNEL por inmunofluorescencia y deteccion de
caspasa 3 espectrofotométricamente. El presente estudio sé observa que el
LQM 919 y el LQM 996 tienen un efecto proporcional entre el aumento de la
concentracion y la disminucién de la viabilidad, la concentracion de 0.6 mM
fue la Unica estadisticamente diferente (p>0.05) con respecto a los testigos, en
todos los tipos celulares y en ambos carbamatos. En las pruebas de deteccion
de apoptosis se observo la presencia de células apoptéticas por la prueba de
TUNEL, y el aumento de caspasa 3 en la mayoria de los tipos celulares
tratados con 0.6 mM del LQM 919y el LQM 996. En este trabajo se demostro
que los carbamatos evaluados disminuyen la viabilidad de las células en
cultivo a la concentracion de 0.6 mM, ademas de que son capaces de inducir
apoptosis tanto en celulas de mamifero como en células de garrapata.
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1. Introduccion

Las garrapatas son ectoparasitos hemat6fagos que parasitan mamiferos,
pajaros, reptiles y anfibios en todas las regiones de la tierra. Estas transmiten
patdgenos que afectan a los animales y a los humanos, provocando un impacto
mundial (Anderson y Magnarelli, 2008; Barker y Murrell, 2008). Entre las
enfermedades que transmiten las garrapatas se encuentran: Borreliosis,
Anaplasmosis, Coxielosis, Ricketsiosis, Erliquiosis y Babesiosis. Las
garrapatas son importantes vectores, en transmision de enfermedades en los
humanos ocupan el segundo lugar solo despues de los mosquitos, mientras que

en los animales son el principal vector de enfermedades. (Peter et al., 2005) .

Entre las garrapatas que afectan animales Rhipicephalus microplus es la méas
importante en areas tropicales y subtropicales ya afecta al ganado bovino
generando pérdidas por més de 18 billones cada afio (Grisi et al., 2014; Prado-
Ochoa et al., 2014b). EI método mas efectivo de control de esta garrapata es el
uso de productos quimicos, sin embargo, existen reportes de la presencia de
garrapatas resistentes a los ixodicidas comerciales, por lo que la generacion de
nuevos productos es una alternativa para su control (Soberanes-Céspedes et
al., 2002; Pérez-Gonzélez et al., 2014).

Los carbamatos etil-4-bromofenilcarbamato (LQM 919) vy etil-4-
clorofenilcarbamato (LQM 996 ) son moléculas disefiadas y sintetizadas en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (Angeles et al., 2000), estos
carbamatos afectan los pardmetros reproductivos de R. microplus, causando
retraso en el desarrollo de los ovarios, formacion de vacuolas en células del
ovario, alteraciones de la vitelogénesis, generando de apoptosis en células

ovaricas, disminucion en el corion de los ovocitos y dafio de los ovocitos
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generados. Aunque el mecanismo por el cual se llevan a cabo estos fenomenos
aun es desconocido, el hallazgo de las células de los pedicelos en apoptosis y
las alteraciones morfoldgicas de los ovéaricos son indicativos la capacidad de
generar muerte celular en las células de garrapata (Prado-Ochoa et al., 2014a;
Prado-Ochoa et al., 2014b)..

El uso de células en cultivo es un método util para estudios de citotoxicidad,
asi como para entender dafio celular y mecanismo de accion de diversas
moléculas, por lo que, para el estudio de los carbamatos LQM 919 y LQM 996
el uso de diversos cultivos celulares de mamiferos y garrapata proporcionaran
informacion sobre la toxicidad, dafio celular y susceptibilidad a estos

carbamatos (Cossio-Bayugar et al., 2002; Bell-Sakyi et al., 2007).

2. Generalidades de Rhipicephalus microplus

La garrapata R. microplus es un ectoparasito hematdéfago que afecta
principalmente al ganado bovino, aunque también puede encontrarse en
animales silvestres como el venado cola blanca (Alonso-Diaz et al., 2006;
Temeyer et al., 2012). Esta garrapata afecta ganado en regiones tropicales y
subtropicales en México y el mundo. Genera dafios directos, al ejercer una
accién traumatica, toxica infecciosa y expoliatriz hematdfaga, asi como dafios
indirectos, por retraso en el crecimiento de los animales y por su papel como
vector de Anaplasma sp. y Babesia sp. (Gallardo y Morales, 1999; Alonso-
Diaz et al., 2006; Guerrero et al., 2014).
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2.1. Importancia economica

Se estima el 80 % de los bovinos en el mundo estan expuestos a ser infestados
por R. microplus. Esta garrapata tiene la capacidad de ingerir de 1 a 3 mL de
sangre durante su desarrollo, lo que en infestaciones masivas produce anemia,
disminucién de los pardmetros productivos del ganado bovino y dafio de
pieles, ademas de que puede transmitir anaplasmosis y babesiosis,
enfermedades que pueden provocar la muerte en el ganado. Lo anterior
produce grandes pérdidas econémicas a las que se les suman gastos generados
por el control y tratamiento de la garrapata (Rodrigues y Leite 2013; Guerrero
etal., 2014).

Se estima que en el 2013, en México cerca de 25 millones de cabezas de
ganado bovino estan en riesgo de ser infestadas por R. microplus, en las cuales
esta garrapata puede ocasionar la reduccion de 90.24 L de leche por animal lo
que genera pérdidas economicas cercanas a los 69 millones de dolares,
mientras que en ganado de carne, una garrapata puede generar la pérdida de
1.18 a 1.37 g por dia, que dependiendo del nimero de garrapatas en la
infestacion y la raza del animal, se pueden estimar perdidas economicas
superiores a los 504 millones de ddlares. En conjunto las pérdidas economicas
causadas por la afectacion de ganado de carne y leche en México es cercana a

los 573 millones de délares anualmente (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

2.2. Ciclo de vida.

R. microplus es un parasito mondxeno con un ciclo de vida directo el cual

presenta cuatro estadios evolutivos: huevo, larva, ninfa y adulto. El ciclo de
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vida se divide en fase no parasita, fase de encuentro como se muestra en la
figura 1 (Gallardo y Morales, 1999; Gazca, 2007)

La fase no parésita involucra varios periodos: preovoposicion, oviposicion y
eclosion. La preovoposicion es un periodo que dura de 3 a 9 dias e inicia
cuando la hembra repleta de sangre se separa del hospedero y se deja caer al
suelo, donde se refugia en un sitio protegida de los rayos del sol para iniciar la
oviposicion. La oviposicion dura entre 9 y 34 dependiendo de las condiciones
ambientales, en este periodo cada garrapata puede llegar a poner entre 1500 y
4500 huevos, posterior a esto los huevos se incuban y las larvas eclosionan de
estos en un periodo de entre 20 y 120 dias. Las larvas se mantienen de su
vitelo y por geotropismo negativo suben a lo alto de los pastos para entrar en
contacto con el hospedero, bajo estimulos como vibracion, calor y dioxido de
carbono (Gallardo and Morales, 1999; Gazca, 2007).

La fase de encuentro abarca el tiempo en el cual las larvas situadas en la
vegetacion tienen contacto con el hospedero, suben a éste y lo parasitan,
insertando su hipostéma sobre la piel del hospedero, después de un periodo de
entre 5 y 8 dias las larvas mudan a ninfas y del dia 13 al 25 es posible
encontrar garrapatas adultas sobre el hospedero, en promedio la fase paréasita
dura entre 21 a 23 dias (Gallardo y Morales, 1999; Gazca, 2007).

14
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Figura 1. Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus (Iturbe-Requena 2014).

3. Métodos de control

Los métodos de control de garrapatas se clasifican en quimicos y no quimicos,
siendo los métodos quimicos los mas utilizados (Soberanes-Céspedes et al.,
2002).

3.1. Metodos de control no quimicos
Los métodos no quimicos son aquellos que engloban las medidas para

controlar las garrapatas que no utilizan productos quimicos. Existen varias

alternativas en este tipo de control, entre las que se encuentran los siguientes:

-Uso de razas resistentes. Las razas cebuinas presentan de un 10 a 20%

menos garrapatas que el ganado de razas europeas, ya que el ganado cebuino
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presenta mayor espesor de la piel, mayor cantidad de linfocitos y mayor

liberacion de histamina (Jonsson, 2006).

-Control biologico. Existen diversos microorganismos que pueden llegar a ser
patogenos para las garrapatas, como son hongos entomopatogenos (Beauveria
sp y Metarhizium sp.), bacterias (Cedecea lapagei y Enterobacter
aglomerans) y nematodos entomopatdégenos (Heterorhabditidae spp. y
Steinernematidae spp.), los cuales tienen una alta eficiencia in vitro pero
limitaciones in vivo por las condiciones medioambientales (Ojeda-Chi et al.,
2011; Rodriguez-Vivas et al., 2014).

-Tipo de vegetacion. Existen plantas forrajeras como Melinis minutiflora, que
tiene la capacidad de secretar oleorresinas voltiles en los tricomas de la hoja y
tallos que son capaces repeler larvas de garrapata. Pastos como Andropogon
gayasus Yy Brachiaria brizanta tienen vellosidades finas que pueden atrapar u
obstaculizar a las larvas de garrapatas impidiendo que estas suban a la punta
de los pastos, disminuyendo de esta manera la cantidad de larvas que infestan
al ganado (Del Hoyo et al., 2013; Fernandez-ruvalcaba et al., 2004; Wilson et
al., 1989).

-Vacunas. Actualmente existe en el mercado la vacuna Gavac® para el
control de garrapatas, ésta contiene el antigeno recombinante Bm86, el cual es
una glicoproteina expresada en células intestinales de la garrapata, por lo que
el efecto se da hasta que la garrapata ingurgita sangre del hospedero y requiere
la aplicacién periodica de la vacuna para mantener el efecto protector. En la
mayoria de los estudios la vacuna ha sido probada junto con ixodicidas y en
periodos de 8 afios ha probado disminuir el uso de estos en un 82 %.(Valle et
al., 2004; Castro-Janer et al., 2010; Cunha, Andreotti y Leite, 2011).
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3.2. Método de control quimico

El método quimico para el control de R. microplus consiste en la aplicacion de
sustancias con un efecto ixodicida, con el fin de controlar a esta garrapata
(Rodriguez-Vivas et al., 2014; Escobar-Chavarria, 2014).

En México se utilizan como ixodicidas mas de 50 productos quimicos, los
cuales de acuerdo a sus caracteristicas quimicas y mecanismos de accion se

han clasificado en los siguientes 6 grupos (Rodriguez-Vivas et al., 2014).

Organofosforados: Son esteres del acido fosférico y de sus derivados, actian
inhibiendo enzimas con actividad esterasa, la mas importante es la
acetilcolinesterasa, lo que genera una acumulacion de acetilcolina que lleva a
la alteracion del impulso nervioso, paralisis y muerte de las garrapatas
(Fernandez et al., 2010).

Piretroides sintéticos: Los piretroides son moléculas quimicas sintéticas,
analogas de la piretrinas. Estos tienen un efecto sobre el trasporte de sodio a

las membranas nerviosas, lo que lleva a parélisis y muerte (Narahashi, 1971).

Amidinas: Las amidinas son moléculas sintéticas derivadas de aminas, son
antagonistas de los receptores de octopamina en parasitos, lo que provoca una
hiper-excitabilidad de las garrapatas, seguida de la muerte (Beyer y Walter,
1987).

Fenilpirazoles: Un grupo de moléculas de accién prolongada. Estas tienen un
efecto antagonista sobre el receptor GABA, interfiriendo con los canales de
cloro de las membranas, impidiendo la transferencia de iones y la transmision

de impulsos nerviosos (Devine et al., 2008).
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Reguladores del crecimiento: Su principal exponente es el fluorazon, el cual
es un inhibidor de la quitina en los artrépodos. Esta molécula difunde en la
sangre del hospedero de donde es ingerida por el artropodo, impidiendole la
muda de larvas y ninfas, los huevos ovipositados por garrapatas adultas
tratadas no eclosionan (FAO, 2017).

Lactonas macrociclicas: Son moléculas complejas derivadas de la
fermentacion de actinomicetos. Las lactonas macrociclicas se dividen en dos
grandes familias, avermectinas e ivermectinas. Las lactonas macrociclicas
ejercen su efecto antiparasitario al incrementar la permeabilidad de la
membrana a los iones cloruro con la consecuente hiper-polarizacion y paralisis
de la musculatura del parasito con lo cual producen la muerte (Rodriguez-
Vivas et al., 2010).

4. Resistencia

El uso excesivo y desregulado de productos quimicos en el control de
garrapatas ha generado la seleccién de garrapatas resistentes a dichos
productos, las cuales son cada vez mas dificiles de controlar. La resistencia se
define como la capacidad adquirida de individuos de una poblacion que les
permite sobrevivir a dosis de quimicos que generalmente son letales para un

individuo normal (Alonso-Diaz et al., 2006).

Existen diversos procesos que explican de manera general los mecanismos de
resistencia, entre estos se encuentra la modificacion de la conducta del
parasito para evitar el contacto con el ixodicida o la modificacion de los

componentes del exoesqueleto para facilitar o dificultar el paso de diferentes
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moléculas, principalmente por la modificacion en la concentracion de lipidos
(Alonso-Diaz et al., 2006).

Las garrapatas pueden desarrollar mecanismos de defensa més finos, como la
resistencia metabolica, en la cual se da un aumento en la produccion de
enzimas o complejos proteicos con actividad detoxificante, como son la
glutation-s-transferasa, algunas esterasas y carboxilasas, ademas de algunos
citocromos, otro mecanismo son mutaciones en genes en los sitios blanco de
los pesticidas haciéndolos menos afines a los pesticidas o generando
modificaciones de los receptores proteicos (Alonso-Diaz et al., 2006; Araque
et al., 2014; Guerrero et al., 2014).

5. Etil-4-bromofenilcarbamato y Etil-4-clorofenilcarbamato como
alternativa para el control de la garrapata R. microplus.

El grupo de trabajo del laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan (FESC), UNAM, disefid y sintetizdé un amplio
grupo de carbamatos (Angeles et al., 2000). Estas moléculas han sido
probadas para evaluar su accidén antibacteriana sobre Escherichia coli,
Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Enterobacter aerogenes y Helicobater
pylori (Bernal, 2000) y como antiparasitarios sobre Hymenolepis nana,

Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica (Ordaz-Pichardo et al., 2005).

Prado-Ochoa et al. (2013) evaluaron 17 carbamatos sintetizados en la FESC,
como agentes ixodicidas. Entre estos los carbamatos etil-4-
bromofenilcarbamato (LQM 919) y etil-4 clorofenilcarbamato (LQM 996),
afectaron la ovipocidn de huevos hasta en un 65% y la eclosion de larvas hasta

en un 100% en pruebas in vitro. Estudios posteriores mostraron que estas
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moléculas también tienen una alta eficacia (98%) en pruebas in vivo en las que
se trataron diferentes estadios de garrapatas aislados en mangas sobre bovinos,
se observé mortalidad de larvas y ninfas ademas de la disminucion de la
oviposicion y eclosion de huevos provenientes de hembras adultas tratadas
(Iturbe-Requena, 2014).

Se realizaron pruebas de toxicologia determinando la toxicidad oral aguda y
dérmica de los carbamatos LQM 919 y LQM 996 en ratas y se calculd la dosis
letal 50 que fue 300-2000 mg/kg por via oral y mayor a 5000 mg/kg por via
dérmica, con esto se demostro la baja toxicidad de los carbamatos. En pruebas
de toxicidad subcrénica se observaron alteraciones en hematocrito, porcentaje
de reticulocitos, enzimas hepaticas y creatinina; éstos efectos fueron
reversibles al suspender el tratamiento (Prado-Ochoa et al., 2014a; Prado-
Ochoa et al. 2014b).

Al realizar estudios de genotoxicidad y citotoxicidad realizadas sobre ratas
Wistar tratadas con los LQM 919 y LQM 996, se observo que una dosis entre
12.5 y 50 mg/kg por dia durante 90 dias incrementan significativamente el
numero de microndcleos vy eritrocitos policrémicos en sangre periférica, pero
este efecto es reversible despues de 21 dias de suspender el tratamiento.
Ademas que concentraciones de 0.3 mM de carbamatos sobre cultivos de
linfocitos incrementan el nimero de células en primera division de metafase y
disminuyen el porcentaje de células en la tercera division de metafase, lo que
indica un aumento del ciclo celular o un arresto celular (Prado-Ochoa et al.,
2016)

La efectividad de los carbamatos de nueva sintesis en pruebas sobre garrapatas
susceptibles y resistentes impulsaron a evaluar el mecanismo por el cual

actdan. A diferencia de los carbamatos convencionales, el LQM 919 y el LQM
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996 tienen una baja afinidad por la acetilcolinesterasa (AChE), por lo que se
infiere que el mecanismo de accion es diferente, sin embargo en estudios
histologicos y morfolégicos se observo la disminucion del desarrollo del
ovario de hembras tratadas, ademas de alteracion en el tamafio y forma de los
ovocitos, presencia de células con nucleos picnoticos, vacuolacion del epitelio
ovarico, disminucion del corion, alteraciones ultra-estructurales y apoptosis de
células del pedicelo sugieren que estas moléculas pueden generan procesos de
peroxidacion o dafios en la estructura de algunas células de las garrapatas que
llevan a procesos de muerte celular (Escobar-Chavarria, 2014;. Prado-Ochoa
etal., 2014c).

6. Muerte celular

Existen dafios y alteraciones celulares que pueden dar indicios de muerte
celular. La muerte celular es un proceso que puede iniciar con alteraciones
reversibles que al llegar a un punto de no retorno se tornan irreversibles. El
proceso de muerte puede estar mediado por multiples fendmenos como la
activacion masiva de caspasa, pérdida del potencial de membrana, pérdida
total de la integridad de la membrana mitocondrial externa o exposicion de

fosfatidilserina (Kroemer et al., 2009).

Los primeros criterios utilizados para identificar la muerte celular fueron
morfologicos, algunas de las alteraciones celulares asociadas a la muerte
fueron: dafio en la membrana celular, formacion de vacuolas en toda la célula
y lisis celular. Actualmente la identificacién bioquimica y molecular son la
manera propuesta por el comité de nomenclatura de muerte celular para
identificar y clasificar la muerte celular (Kroemer et al., 2009; Galluzzi et al.,
2012).
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6.1. Tipos de muerte celular
Existen diversos mecanismos de muerte celular, a continuacion, se muestra la

clasificacion de los tipos de muerte celular mas relevantes:

Apoptosis: EI termino apoptosis deriva del griego apoptosis y hace referencia
a la caida de las hojas de los arboles en el otofio; este término fue acufiado por
Kerr, Willie y Currie en 1972, quienes describieron los aspectos morfologicos
de la muerte celular. La apoptosis es un proceso mediado por caspasas que son
cistein-proteasas con un sitio de corte en residuos de aspartato, dicho proceso
se caracteriza por la retraccion de pseudopodos, reduccion del volumen celular
(Picnosis), condensacion de la cromatina y fragmentacién nuclear. EXisten
sub-clasificaciones para la apoptosis, dependiendo la via por la cual se lleve a
cabo (Kam y Ferch, 2000; Elmore, 2007; Kroemer et al., 2009).

La apoptosis extrinseca es ampliamente usada para definir procesos de
apoptosis desencadenados por sefiales externas que activan receptores
especificos en la membrana de las células. La apoptosis extrinseca es iniciada
por la union de ligandos como CD95 y CD95-Ligando (FAS/FASL), Factor de
Necrosis Tumoral y Factor de Necrosis Tumoral -relacionado con el ligando
inductor de apoptosis (TNF-a/TRAIL). La unién ligando receptor genera una
modificacion en una porcion conservada de los receptores, llamados dominios
de muerte, lo cual promueve el reclutamiento de proteinas intracelulares que
llevan a la auto-catélisis y activacion de la pro-caspasa 8 o de la pro-caspasa
10 (Elmore, 2007; Galluzzi et al., 2012).

La apoptosis intrinseca puede ser desencadenada por una gran cantidad de
condiciones que incluyen dafio al ADN, estrés oxidativo, exceso de Ca*? en el
citosol, hipoxia, radiacion, acumulacion de proteinas mal plegadas en el

reticulo endoplasmico y otras. Las vias de sefializacion que llevan a apoptosis
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por via intrinseca son amplias y heterogéneas, sin embargo todas convergen en
la mitocondria donde se da una pérdida del potencial de membrana y
permeabilidad de la membrana mitocondrial, esto se regula por proteinas pro-
apoptdticas y anti-apoptoticas (Elmore, 2007; Galluzzi et al., 2012). La
permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria es el punto de no
retorno en la apoptosis intrinseca; fenomeno mediado por proteinas pro-
apoptoticas formadoras de poros de la familia BCL-2, como BAK y BAX o
puede ser resultado de un fendmeno conocido como transicion de
permeabilidad mitocondrial, que se origina en el espacio intermembranal
debido a la apertura de un complejo multiproteico conocido como complejo
del poro de transicion de permeabilidad. Independientemente del modo en el
que inicie la permeabilizacién de la membrana externa de la mitocondria, se
afecta el potencial de membrana, cesa la sintesis de ATP, se liberan al
citoplasma: las proteinas del factor inductor de apoptosis y endonucleasa G,
citocromo C y especies reactivas de oxigeno, lo que amplifica la sefial de
apoptosis. El citocromo C participa con APAF-1 y dATP en la formacion del
apoptosoma, que activa la caspasa 9 que a su vez activa a la caspasa 3 que es
la caspasa efectora. El factor inductor de apoptosis y la endonucleasa G
permean al nicleo en donde fragmentan al ADN, independientemente de las
caspasas (Elmore, 2007; Kroemer et al., 2009; Galluzzi et al., 2012).

Necrosis: Por afios la necrosis ha sido definida como un proceso de muerte
accidental, desregulado; sin embargo, reportes recientes sugieren que la
necrosis es un proceso de muerte celular que juega un papel en multiples
procesos fisiologicos y patoldgicos. Existen multiples factores que inducen
necrosis, entre los que se encuentran la induccién de alquilacién por dafio en

el ADN, excito-toxinas, el ligando a receptores de muerte bajo ciertas
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circunstancias, cuando se inhiben caspasas (en especial la caspasa 8) con ARN
o farmacos provocan que algunas proteinas como las RIP1 y RIP3 no se

degraden, las cuales llevan a la muerte por necrosis (Kroemer et al., 2009).

La necrosis ha sido caracterizada en microscopia electronica, por la aparicion
de organelos hinchados en el citoplasma y perdida de la membrana plasmaética
de las células. Mientras que bioquimicamente, en la necrosis hay una
disminucién en la produccion de energia, se pierde la integridad de la
membrana celular, se destruye el ADN de forma aleatoria, se genera un
proceso de estimulacion del sistema inmune por parte de las celulas que
mueren y se libera el factor de crecimiento derivado de hepatoma. En el
proceso de necrosis estan involucradas proteasas no caspasas como las
efectoras de la autolisis de la célula entre las que se encuentran la catepsina y

la calpaina (Zong y Thompson, 2006).

Autofagia: Es un proceso que no siempre culmina en muerte celular;
considerado como mecanismo celular de defensa inmune de células frente a
patdgenos 0 como un mecanismo de reciclaje de componentes celulares con
fines de obtener nutrientes. El proceso de autofagia como muerte celular esta
ligado a la generacion masiva de autofagosomas que lisan los organelos
celulares (Deretic et al., 2015; Galluzzi et al., 2012).

Catéstrofe mitdtica: Es un proceso de muerte celular que es desencadenado
por aberraciones en la mitosis 0 en fases subsecuentes. Después de las
aberraciones mitoticas, las células frecuentemente exhiben alteraciones
nucleares como microndcleos y multindcleos, que son considerados como
marcadores de catastrofe mitdtica. La muerte celular en la catastrofe mitotica
puede desencadenar procesos de apoptosis o de necrosis, por lo que

estrictamente no es un mecanismo de ejecucion de muerte celular, pero dadas
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sus caracteristicas especificas del momento en el que se da este suceso, se

clasifica dentro de los procesos de muerte celular (Galluzzi et al., 2012).

6.2 Técnicas de deteccion de apoptosis

Existen diversos mecanismos de deteccion de muerte celular, en particular
para la deteccidn de apoptosis. Las descripciones morfoldgicas de los procesos
de muerte celular son la manera mas econémica y utilizada para la descripcion
de apoptosis(EImore, 2007). Recientemente se han validado diversas técnicas
bioquimicas y moleculares para deteccion de apoptosis, entre las que se
encuentran técnicas de estimacion de fragmentacion de ADN, deteccion de
componentes membranales o intracelulares caracteristicos de la apoptosis
(Elmore, 2007; Sharma et al., 2012).

La identificacion de fragmentacion de ADN se puede medir por la técnica de
TUNEL, por el uso de anticuerpos o por el uso de sondas, con esto se busca
probar la integridad del ADN. La medicion de Anexina V es una técnica
ampliamente usada para evaluar la presencia de fosfolipidos en la membrana
(fosfatidilserina) la cual se expresa en el lado exterior de la membrana en
procesos de apoptosis tempranos. Finalmente, la deteccion de moléculas
caracteristica de la cascada de apoptosis como la deteccion de caspasas. En la
figura 2 se resumen los métodos de deteccion de apoptosis (Sharma et al.,
2012).
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Morfologia
Microscopia electronica
-Microscopia campo claro

-Microscopia confocal

Cambios en la

1 membrana

-Deteccidn de anexina V

Técnicas de deteccion
de apoptosis.

Fragmentacion de
ADN

-TUNEL
-Hibridacion in situ

-Uso de anticuerpos

Deteccion de
proteinas
-Deteccion de Capasa 3

-Deteccion de proteinas
apoptoticas

Figura 2. Técnicas de deteccion de apoptosis. Modificado de Sharma et al. (2012)

7. Cultivos celulares

El término cultivo celular hace referencia al crecimiento y mantenimiento de

células de un érgano, tejido o derivadas de estos, manteniéndolas in vitro bajo

condiciones de presion, humedad, temperatura y nutricion constantes, ademas

libres de patogenos. Una caracteristica importante de los cultivos celulares es

la conservacion de las propiedades fisiologicas, bioguimicas y genéticas de las

células que se cultivan (Castafio, M. E., y Zapata, 2016)

7.1. Tipos de cultivos

Existen diferentes clasificaciones para los cultivos celulares, las cuales

consideran el tipo de crecimiento que tienen las células, asi como el origen y

tiempo que se pueden mantener in vitro.
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Cultivos primarios
Son cultivos derivados directamente de un organo o tejido, que conservan las

caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de estos. Los cultivos primarios
suelen ser inicialmente heterogéneos (conformados por una mezcla de células
que conformaban el tejido), pero bajo procesos de seleccidn se puede llegar a
obtener un tipo celular especifico. Los cultivos celulares primarios se pueden
mantener in vitro por un tiempo finito, aunque se pueden manipular bajo un
proceso de trasformacion y asi mantenerlos indefinidamente en cultivo

(Cossio-Bayuggar et al., 2011).

Lineas celulares
Son células con caracteristicas genéticas y morfoldgicas diferentes a las

células de las que derivaron y son mantenidas en pases continuos. Pueden ser
resultado de la transformacién de un cultivo primario, aisladas de tejido
embrionario o aisladas de tumores. Estas lineas celulares pueden crecer y
propagarse indefinidamente (Cossio-Bayuggar et al., 2011), en su mayoria han
sido probadas bajo diversos protocolos para determinar sus caracteristicas

particulares (Kaur y Dufour, 2012).

7.2. Diferencias entre cultivos primarios y lineas celulares
Los cultivos primarios no tienen alteraciones genéticas que modifiquen las

caracteristicas originales de las células, lo que los hace excelentes modelos
para pruebas de toxicologia, evaluacion de metabolitos, generacion de
vacunas, etc. Sin embargo, el uso de cultivos primarios implica riesgos como
la reproducibilidad de pruebas al ser los cultivos generados constantemente, el
tardado tiempo de division y la variabilidad que se genera derivada del

donador del tejido del cual provienen las células.
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Por su parte las lineas celulares representan un grupo homogéneo de células
gue bajo las mismas condiciones se comportan de forma similar, lo que
aumenta la reproducibilidad de las pruebas realizadas con estos, los protocolos
estandarizados para aprovechar las caracteristicas de cada linea celular y su
corto tiempo de replicacion la vuelven ideales para pruebas de toxicidad,
modelos de investigacion, produccion biotecnoldgica y generacion de tejidos
sintéticos. Las lineas celulares también cuentan con desventajas como la
pérdida de algunas funciones del tejido original, la generacion de mutaciones
espontaneas debido a la alta replicacion y transformacion de su genoma (Kaur
y Dufour, 2012). En la tabla 1 se muestran las principales diferencias entre

cultivos primarios y lineas celulares.

Tabla 1. Principales diferencias entre los cultivos primarios y las lineas celulares.

Propiedades Cultivos Primarios Lineas celulares

Tiempo de vida y | Finita (limitada a un bajo | Infinita cuando se maneja

proliferacion ndmero de divisiones | adecuadamente (alto numero
celulares) de divisiones celulares

Variabilidad La variabilidad puede | Minima variabilidad

depender de los donadores y
del protocolo de generacion.

Integridad genética

Similar a la del tejido del que
se extrajo.

Se pueden generar mutaciones
a medida que se dividen las
células.

Relevancia biologica (cercania | Caracteristicas similares a las | Pueden perderse

al modelo in vivo) del tejido del que derivan las | caracteristicas  del  tejido
celulas. original.

Facilidad de uso Requiere optimizar las | Buena si estan establecidos los
condiciones del cultivo vy | protocolos para la linea
manejarlo cuidadosamente. celular.

Tiempo de uso

Requieren méas tiempo y se
obtienen menos células.

Se requiere poco tiempo para
tener un abundante nimero de
células.

7.3. Cultivos de mamifero

Los cultivos de tejidos iniciaron a finales del siglo XIX, cuando en 1885
Wilhem Roux mantuvo células de embrion de pollo en solucién salina, desde
este momento se dieron avances en el desarrollo de medios de cultivo,
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técnicas de esterilizacion y métodos de aislamiento de células. En la
actualidad se cuenta con lineas celulares de méas de 150 especies animales y
cerca de 4000 derivadas de tejidos humanos (ATCC, 2017).

Células VERO: Es una linea celular derivada de rifidn del mono verde
(Cercoplthecus arthiops), fueron depositadas en The Global Bioresource
Center (ATCC) por Hann y Rhim en 1962. Estas son células con morfologia
epitelial y son adherentes. Las células vero requieren de Medio Minimo
Esencial de Eagle’s suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), a 37°
C y 5% CO,, Estas células se han utilizado para el estudio de verotoxinas, para
pruebas de toxicidad, para realizar transfeccion, para el mantenimiento y
estudio de diversos virus y micoplasma, etc. (ATCC, 2017).

Células HepG2: Son células derivadas de carcinoma hepatocelular que afecto
a un hombre caucéasico de 15 afios, fue tipificada en 1983. La linea celular
cuenta con morfologia epitelial y no es tumorigenica. Para su mantenimiento
necesita de Medio Minimo Esencial de Eagle’s suplementado con 10% de
SFB, a 37° C y 5% CO,. Esta linea celular produce una gran cantidad de
proteinas y es ampliamente utilizada para procesos de transfeccion (ATCC,
2017).

7.4. Cultivos de garrapata
La generacion de cultivos celulares de artrépodos es un avance que permite el

estudio de enfermedades transmitidas por vectores. Existen méas de 40 lineas
celulares derivadas de 13 garrapatas duras. Estos cultivos son ampliamente
utilizados para el estudio de interaccion de enfermedades trasmitidas por
garrapatas. Los usos de cultivos celulares de garrapata se han incrementado y
en la actualidad sirven como modelos para el estudio de enfermedades,

evaluacion de procesos fisioldgicos de artropodos y estudios de fenomenos de
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resistencia a ixodicidas (Cossio-Bayuggar et al., 2002; Bell-Sakyi et al.,
2007h).

Linea celular embrionaria de R. microplus
Actualmente existen diversas lineas celulares derivadas de garrapatas, la

mayoria son generadas a partir de embriones. Entre las lineas celulares
derivadas de R. microplus se encuentran la BME-CTV-4, BME-CTV-5, BME-
CTV-6, BmVIII-SCC, Bm-Sus, etc. La mayoria son mantenidas con un medio
de cultivo compuesto por medio Leivobitz-15 (L-15), Medio Minimo Esencial
con sales de Hank’s (MEM), 20% de SFB vy caldo tripsina fosfato, a 28 °C y
5% CO;, (The Pirbright Institute, 2017; Holman, 1981; Cossio-Bayugar y
Miranda-Miranda 2007).

Cultivos primarios de glandula salival, intestino y ovario.
Los cultivos primarios de garrapata se generan a partir de érganos de garrapata

adulta sin repletar (glandulas salivales, intestino y ovario). Las células de estos
6rganos son disgregadas enzimaticamente. Las células son mantenidas en un
medio de cultivo compuesto L-15, MEM, 20% de SFB y caldo tripsina
fosfato, a 28 °C y 5% CO,. Los cultivos primarios tienen un tiempo minimo de
20 dias para diferenciarse y una duracién promedio de 4 semanas (Mosqueda
et al., 2008; Cossio-Bayuggar et al., 2011).
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8. Justificacion

El método quimico es el mas eficaz para el control de R. microplus, aunque el
uso excesivo de estos productos género una alta presion para seleccionar
garrapatas con resistencia a diferentes familias de ixodicidas comerciales, esto
en conjunto a la ineficacia de los métodos de control bioldgico, ha creado la
necesidad del desarrollo de nuevos productos eficaces para el control de las
garrapatas. Los nuevos etil-carbamatos desarrollados y probados en la FES-
Cuautitlan son una alternativa para el control de garrapatas, los carbamatos
LQM 919 y LQM 996 tienen una eficacia superior al 99% tanto en pruebas in
vitro como in vivo sobre garrapatas susceptibles y resistentes a
organofosforados, amidinas y piretroides (Pérez-Gonzalez et al., 2014; Prado-
Ochoa et al., 2013; Iturbe-Requena, 2014). El mecanismo de accion de estos
carbamatos es independiente de la inhibicion de las acetilcolinesterasas, por lo
que no genera resistencia cruzada con otros carbamatos o con
organofosforados, ademas, de ser de baja toxicidad en mamiferos (Prado-
Ochoa et al.,, 2014a). Estudios previos realizados por nuestro grupo han
mostrado que estos carbamatos afectan el desarrollo de ovocitos de hembras
repletas y les producen dafios sugerentes de apoptosis. Se desconoce si dafios
similares se pueden presentar en otros tipos celulares de las garrapatas o en
células de mamiferos, por lo que en este estudio se pretende evaluar si estos
carbamatos pueden inducir procesos de apoptosis en células embrionarias, de
glandulas salivales, intestino y ovarios de garrapatas y en células de

mamiferos mantenidas en cultivos celulares.
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9. Hipdtesis

Debido a que los carbamatos LQM 919 y LQM 996 producen in vivo dafio a
células de ovario de garrapata y son de baja toxicidad para mamiferos,
entonces el grado de dafio celular in vitro producido por los mismos

carbamatos es mayor en células de garrapata que en células de mamiferos.
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10. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de dos etil-carbamatos de nueva sintesis sobre la viabilidad y
la induccion de procesos apoptoticos en diferentes tipos celulares de R.

microplus y de mamiferos mantenidos en cultivos celulares.
Objetivos particulares

%+ Obtener y mantener cultivos primaros de glandulas salivales, intestino y
ovarios de R. microplus.

% Medir la viabilidad de las células de los cultivos primarios de R.
microplus, células de la linea HepG2, VERO y Bm-sus en presencia de
los etil-carbamatos.

¢ Determinar si los etil-carbamatos evaluados inducen apoptosis en las
celulas de los cultivos primarios de R. microplus, HepG2, VERO y Bm-

Sus.
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11. Materiales y métodos

Etil-carbamatos

Los carbamatos que se utilizaron en este proyecto fueron sintetizados en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM usando como base
moléculas de bencimidazoles. Los carbamatos fueron sintetizados por
reacciones aril- y alquilamidas con hidruro de sodio y dietilcarbonato de
benceno. Después fueron purificados por cromatografia en columna y
posteriormente recristalizados (Angeles et al., 2000). Para la realizacion de
este trabajo, los carbamatos fueron empleados en su forma cristalina con una
pureza del 99%. En la tabla 2 se muestran los carbamatos empleados para esta

investigacion.

Tabla 2. Carbamatos utilizados en el trabajo (Pérez-Gonzélez et al., 2014).

PESO
gg%?gg ESTRUCTURA MOLECULAR | CLAVE
(g/mol)
NH o CH
Etil (4-clorofenil) TI/ N 199.63 LQM 996
carbamato o
cl
NH o CHg
Eti (4- /©/ RO 244 LQM 919
bromofenil) B o
carbamato

Estandarizacion de cultivos primarios de R. microplus.

Para realizar los cultivos primarios de 6rganos de garrapatas se modificaron
los protocolos de Cossio-Bayugar et al. (2011). Se evaluaron cuatro variantes

del protocolo reportado para la obtencion de los cultivos primarios con los que
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se trabajé. Las variantes analizadas fueron: nUmero de garrapatas utilizadas

para realizar los cultivos y los dias pos-infestacion en el que se seleccionaron.

En la primera variante se utilizaron 40 garrapatas de la cepa “Media Joya”, 18
dias pos-infestacion. En la segunda variante del protocolo se ocuparon 40
garrapatas de la misma cepa 20 dias pos-infestacion, para la tercera variante
de la prueba se utilizaron 100 garrapatas de la cepa media joya, del dia 18 pos-
infestacion. La ultima variante del protocolo se realizé con 100 garrapatas de

la cepa media joya del dia 20 pos- infestacion.

Las garrapatas obtenidas bajo todos los protocolos fueron procesadas de la
siguiente forma. Las garrapatas adultas no repletas fueron lavadas con agua
corriente y posteriormente con cloruro de benzalconio al 10%, posteriormente
se realizd la diseccion de las garrapatas con ayuda de un microscopio
estereoscopico y se separaron los intestinos, ovarios y glandulas salivales,
manteniendo los 6rganos en solucion salina de Hank adicionada con 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.25ug/mL  de
anfotericina B. Los intestinos, glandulas salivales y los ovarios fueron tratados

con tripsina, colagenasa | y colagenasa Il, respectivamente.

Los intestinos se lavaron con solucién de Hank sin Ca?* ni Mg?,
centrifugando a 110 g por tres minutos, tres veces, desechando el
sobrenadante, posteriormente se adiciono tripsina al 0.25% diluida en solucion
de Hank sin Ca** y Mg? durante 30 min a 4 °C y luego 2 h a 37 °C. Para las
glandulas salivales y los ovarios de las garrapatas colectadas se adicionaron 50
U/mL de colagenasa | y 50 U/mL de colagenasa Il diluidas en solucion de

Hank con Ca?* y Mg?*, respectivamente, se incubaron por 2.5 horas a 37 °C.
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Después de cada uno de los diferentes tratamientos, las células en suspension
se pasaron por un filtro de 70 um. Las células obtenidas de los diferentes
tejidos fueron cultivadas a 32°C con 5% de CO,, en medio de crecimiento,
conformado por partes iguales de medio L-15 y MEM, suplementado con 20%
de SFB, 10% de caldo tripsina fosfato, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B siguiendo los protocolos de

Cossio-Bayugar et al. (2011).
Cultivos primarios de garrapata

Para poder sembrar el doble de células que las obtenidas en la Gltima variante
de experimentacion, se utilizaron 250 garrapatas adultas no repletas del dia 20
pos-infestacion. Las garrapatas fueron lavadas y tratadas como se describié en
el protocolo de estandarizacion de cultivos primarios. Las células fueron

mantenidas en cajas de 24 pozos hasta su diferenciacion y tratamiento.

Los cultivos primarios se obtuvieron de organos de garrapatas R. microplus
pertenecientes a la cepa “media joya” la cual es susceptible a los ixodicidas
convencionales. La cepa fue donada por el Centro Nacional de Servicios de
Constatacién en Salud Animal, de la SAGARPA vy ha sido mantenida hasta la

fecha en la FES-Cuautitlan por infecciones sucesivas en bovinos.
Lineas celulares

Las lineas celulares HepG2 y VERO fueron proporcionadas por la Dra.
Patricia Noguera Ramirez, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
Ambas lineas se mantuvieron en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular de Parésitos de la FES-Cuautitlan, utilizando Medio Eagle
Modificado por Dulbecco’s suplementado con 10% de SFB, estreptomicina
(100mg/mL) y penicilina (100 U/mL).
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La linea celular embrionaria de R. microplus se trabajo por un convenio con el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) a través del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET) en el laboratorio de artropodos a
cargo de la Dra. Raquel Cossio Bayugar. Esta linea celular proviene de
embriones de garrapatas susceptibles a ixodicidas y fue nombrada Bm-sus
(Cossio-Bayugar y Miranda-Miranda, 2007). La linea celular Bm-sus fueron
mantenidas con medio L-15 suplementado con 5% SFB, 10% caldo triptosa
fosfato, estreptomicina (100 mg/mL) y penicilina (100 U/mL). Las células se
mantuvieron a 32°C en botellas para cultivo de 25 cm? en una atmosfera de
5% de CO, (Cossio-Bayugar y Miranda-Miranda, 2007; Pohl et al., 2014).

Tratamiento de las células

Cada uno de los diferentes tipos celulares (cultivos primarios de los 6rganos
de R. microplus, HepG2, VERO y Bm-sus), fueron sembradas en placas de 24
pozos, tratadas por triplicado con los carbamatos LQM 996, LQM 919 en
concentraciones crecientes logaritmicas (0.0006mM, 0.006mM, 0.06mM,
0.6mM) vy disueltos en DMSO al 0.4%, como testigos tres pozos fueron
tratados con peroxido de hidrogeno (H.O;) 25mM, tres pozos mas soélo
llevaron disolvente (DMSO al 0.4%) y a tres pozos sélo se les agrego el medio
de cultivo. Durante los tratamientos las células fueron tratadas con Medio sin

SFB, y la prueba se realizd por duplicado para cada tipo celular.
Ensayo con Presto-Blue

El ensayo con Presto-Blue se basa en la reduccion de la rezasurina, el cual es
un colorante azul y evalua la capacidad de las células para realizar respiracion

aerobia. Este colorante es reducido principalmente por NADH deshidrogenasa
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y NADPH deshidrogenasa, estas reducen la rezasurina de color azul a
resofurina de color rosa el cual puede ser detectado por espectrofotometria o
por medicion de fluorescencia. La prueba se realizd sembrando células en
placas de 24 pozos y realizando tratamientos como se describe en el apartado
“tratamiento de células” durante 48 horas. Las células obtenidas fueron
lavadas con PBS, posteriormente se agregaron 500 pL de PBS y 15 pL de
colorante Presto-Blue a cada pozo, se incubaron las placas a 37°C por 30 min
(todos los cultivos de garrapata se incubaron por 90 min), posteriormente se
tomaron 200 pL de la solucion de cada pozo y se colocaron en una placa de 96

pozos y se realizo la lectura en un espectrofotdmetro a 595 nm.
Prueba de TUNEL

Esta prueba se llevd a cabo con el kit DeadEndMTFluorometric TUNEL
System (Promega), el cual es utilizado para medir la fragmentacion de ADN
en células apoptdticas, al incorporar dUTP-marcado con fluoresceina en las
terminaciones 3-OH de los fragmentos de ADN por medio dela accion de una
enzima desoxinucleotidiltransferasa. La fluorescencia de las células se evalud

por microscopia de fluorescencia.

Se sembraron células sobre portaobjetos y se expusieron con los diversos
tratamientos (LQM 996, LQM 919, y testigos) durante 48 horas,
posteriormente cada uno de los portaobjetos fue lavado con PBS 1x. Las
células en los portaobjetos fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante
25 min a 4 °C, después se permeabilizaron con una solucion de 0.2% Triton en
PBS durante 5 min, se enjuagaron las laminillas con PBS y se agregd una
mezcla de nucledtidos marcados con fluoresceina (FITC) y la enzima
desoxinucleotidiltransferasa terminal (rTdT), utilizando las concentraciones

que indica el protocolo del fabricante. Las laminillas se taparon con un
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plastico (coverslip) y se protegieron de la luz, se incubaron a 37 °C por 60
min, posteriormente la reaccion se detuvo con la solucién SCC 2X, la solucion
fue retirada por tres lavados con PBS. Las laminillas se secaron y se
montaron con glicerol adicionado con DAPI diluido 2:5000, Las laminillas se
sellaron y se observaron en un microscopio de fluorescencia (FITC)
utilizando el filtro azul para observar la fluoresceina a 480 nm vy el filtro de luz
ultravioleta para observar el DAPI a 365 nm. Como control positivo se
utilizaron células tratadas con DNAsas, mientras que el testigo negativo

correspondio a células no tratadas.
Determinacién de caspasa 3

Se utilizo el Kit CaspACE™Assay (Promega) para determinar la actividad de
las caspasas 3. Para esta prueba se lisaron con una solucion de lisis del KIT y
el método de congelacién descongelacion, las células (cultivos primarios,
HepG2, VERO, Bm-sus) previamente tratadas con los carbamatos durante 48
horas. El lisado celular fue centrifugado a 15000 g por 25 min, se recupero el
sobrenadante y se cuantifico el contenido de proteinas por la técnica de
Bradford. Se agregaron 20 pg de proteina en de 20 pL de buffer de caspasas,
en una placa de polipropileno de 96 pozos, posteriormente se agregé Ac-
DEVD-pNA como indica el fabricante y se incubo a 37° C por 4 hrs. Se midio
la absorbancia a 405 nm. Para conocer la concentracion se realizd una curva
patron con para-nitroanilina (p-Na).. Como control positivo se utilizd6 H,0 a
50 mM, como control negativo se utilizaron muestras sin tratamiento y

muestras tratadas el inhibidor de caspasas Z-VAD.
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Analisis estadistico.

El analisis de los datos obtenidos de las pruebas de presto blue, azul tripan y
caspasa 3, se utilizd una prueba de ANOVA, con una prueba de Tukey, como

prueba de diferencia de medias, con un nivel de confianza del 95%.
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12. Resultados.

Cultivos primarios de garrapata

Al realizar la estandarizacion de cultivos primarios de células de R. microplus
encontramos que las células obtenidas de 40 garrapatas el dia 18 pos-
infestacion, las glandulas salivales presentaban células gran tamafio, los
intestinos no repletos de sangre fueron el érgano mas abundante, y los ovarios
estaban no desarrollados. Y pequefios Las células obtenidas de estos érganos
fueron heterogéneas y en cantidad de 4.02x10%/mL para células de ovario,
5.01x10%/mL para células de glandula salival y 5.48x10%/mL para células de
intestino. Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos, sembrando
medio mililitro del total de células obtenidas por pozo, estas sufrieron una
degeneracion en un periodo aproximado de una semana, ya gque nunca Se

adhirieron a la placa y las células en suspension se lisaron.

En la obtencién de células de 40 garrapatas del dia 20 pos-infestacion,
encontramos glandulas salivales de tamafio pequefio, el intestino fue el 6rgano
mas abundante y en pocos casos tenia presencia de sangre, los ovarios se
encontraron de tamafio grande y desarrollado. Las células obtenidas de estas
garrapatas fueron heterogéneas y en cantidad de 5.12x10%/mL para células de
ovario, 3.01x10%/mL para células de glandula salival y 5.90x10°mL para
células de intestino. Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos,
sembrando medio mililitro del total de células obtenidas por pozo y tuvieron
un lapso de vida aproximado de tres semanas, algunas células se adhirieron a
la placa, a partir del dia 15 después de sembrarlas, pero la mayoria permanecio
en suspension, las células que permanecieron en el sobrenadante se fueron

deteriorando, siendo las células adheridas las Ultimas en ser afectadas.
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En la obtencion de células de 100 garrapatas del dia 18 pos-infestacion. Las
células obtenidas de estas garrapatas fueron heterogéneas y en cantidad de,
4.8x10%mL para células de glandula salival, 6.40x10*mL para células de
intestino y 3.2x10%/mL para células de ovario. Las células fueron sembradas
en placas de 24 pozos, sembrando medio mililitro del total de celulas
obtenidas por pozo. Las células permanecieron en suspension por mas de
cuatro semanas sin sufrir alteraciones aparentes, pero las células no se

adhirieron a la superficie celular.

La obtencidn de células de 100 garrapatas del dia 20 pos-infestacion. Las
células fueron abundantes (2.98x10*mL células de glandula salival,
6.02x10%mL células de intestino y 3.8x10%/mL células de ovario) y las células
fueron sembradas en placas de 24 pozos, sembrando medio mililitro del total
de células obtenidas por pozo. Un porcentaje menor al 50% de las celulas
sembradas se adhirieron, las de intestino a partir de la primera semana, las de
glandula salival a partir del dia 15 y las células de ovario a partir del dia 20,
las células en suspension no se degeneraron considerablemente y

permanecieron asi por dos meses.
Prueba de presto blue.

En la figura 4 y la tabla 3 se presenta la absorbancia obtenida en el ensayo de
presto blue sobre los diferentes tipos celulares tratados con diferentes
concentraciones de LQM 919 y LOM 996. Se observd un efecto dosis
dependiente, es decir a mayor concentracién del carbamato menor
absorbancia. En todos los tipos celulares a dosis de 0.6 mM de ambos
carbamatos (LQM 919 y LQM 996) se observd una menor absorbancia
(p<0.05) en comparacion con las células del mismo tipo cultivadas en

ausencia de los carbamatos. No se observaron diferencias (p>0.05) en la
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absorbancia entre las células HepG2 y las células intestinales. En la mayoria
de las concentraciones de ambos carbamatos, las células HepG2 vy las células
intestinales de garrapatas presentaron una mayor absorbancia (p<0.05) que las
células VERO, Bm-sus, ovario y glandula salival. En las tres concentraciones
maés altas del carbamato LQM 919, las células de glandula salival presentaron
menor (p<0.05) absorbancia que el resto de tipos celulares. Con excepcion de
células del intestino de garrapatas, la absorbancia del resto de los tipos
celulares tratados con H,0, fue menor (p<0.05) que las células de los mismos
tipos que fueron cultivadas en presencia de las diferentes concentraciones de

ambos carbamatos.
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Figura 4. Gréafica de absorbancia corregida contra concentracion de carbamato, en los
diferentes tipos celulares tratados con concentraciones logaritmicamente crecientes del
LOM 919 y LQM 996. EI grafico superior muestra los resultados del tratamiento con el
LQM 919 y el inferior los resultados del tratamiento con el LQM 996.
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Tabla 3. Absorbancia corregida de diferentes tipos celulares expuestos al LQM 919 y LOM
996.

0.0006mM | 0.006.M 0.06mM 0.6mM S.T. DMSO H:0:
HepG2-919

0.93+0.015a | 0.9240.011a | 0.9210.0159a | 0.82+0.004b | 0.91+0.006a | 0.90+0.010a | 0.58%0.013b
HepG2-996

0.93+0.002a | 0.92+0.004a | 0.9310.004a | 0.81+0.015b | 0.91+0.006a | 0.9040.010a | 0.5810.013b
VERO-919

0.26x0.020a | 0.2320.009a | 0.2620.017a | 0.3340.006b | 0.22+0.016a | 0.2540.010a | 0.3710.008b
VERO-996

0.24+0.015a | 0.2440.012a | 0.2620.007a | 0.34+0.001b | 0.22+0.016a | 0.25£0.010a | 0.37+0.008b
Bm-sus-919

0.82+0.005a | 0.80+0.003a | 0.7310.009a | 0.68+0.006b | 0.78+0.003a | 0.7740.002a | 0.6610.010b
Bm-sus-996

0.76+0.007a | 0.77+£0.002a | 0.78+0.003a | 0.68+0.002b | 0.78+0.003a | 0.77£0.002a | 0.66+0.010b
CP. Glandula
salival-919. 0.74+0.002a | 0.7320.003a | 0.7010.009b | 0.6210.006c | 0.7710.003 0.78£0.002 | 0.631x0.014c
C. P. Glandula
salival-996. 0.76+0.006a | 0.75%0.00%a | 0.71£0.007b | 0.6910.009¢ | 0.77+0.003 0.78£0.002 | 0.6310.014c
CP.
mntesting319 0.84+0.003a | 0.84+0.004a | 0.77+0.008a | 0.72+0.003b | 0.87+0.003a | 0.8610.003a3 | 0.79+0.006a
C.P.
intesting 396 0.87+0.008a | 0.81+0.009a | 0.81+0.007a | 0.75+0.004b | 0.87+0.003a | 0.86+£0.003a | 0.79+0.006a
C.P. ovario-
919 0.77+0.003a | 0.7610.004a | 0.76+0.008a | 0.72+0.003b | 0.75+0.002a | 0.78%£0.003a | 0.69+0.006b
C.P. ovario-
996 0.76+0.002a | 0.7710.003a | 0.72+0.004a | 0.71+0.005b | 0.79+0.002a | 0.78£0.003a | 0.69+0.006b

Resultados de viabilidad con azul tripan

En la tabla 4 se presenta la viabilidad medida por conteo con el colorante azul
tripan de los diferentes tipos celulares tratados con las diferentes dosis de
carbamatos LQM 919 y LQM 996. Se observé una disminucién de la
viabilidad celular al aumentar la concentracion de los carbamatos, en todos los
tipos celulares, las células cultivadas con 0.6 mM de ambos carbamatos
tuvieron una menor viabilidad (p<0.05) que las cultivadas con otras

concentraciones.
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Tabla 4. Porcentaje de viabilidad de los diferentes tratamientos con los carbamatos LQM
919 y LQM 996, sobre diferentes tipos de cultivos celulares.

0.0006mM 0.006mM | 0.06mM 0.6mM S.T. DMSO H202
Hep(G2-91% 58.1+6.8a 58.7+5.5a 56.81+3.5a 70.0+3.9b 58.91+9.2a 59.6+7.9a 45.5+10.6b
HepG2-996 98.1+3.8a 98.1+3.8a 97.612.9a 74.949.3b 98.919.1a 59.517.4a 45.5+10.6b
VERO-919 599.4+4 .53 59.0+3.0a 58.214.7a 67.516.2 599.713.3a 58.8+6.6a £3.2458b
VERO-995 57.2+5.1a 57.814.5a 56.219.3a 70.818.4 599.713.3a 58.8+6.6a £3.2458b
Bm-sus-919 97.9+4.7a 57.516.7a 97.3814.1a 068.4315.0 58.6+10.9a 98.9+16.0a 45.7+.6.6°
Bm-sus-996 99.511.8a 98.315.1a 98.5215.7a 75.517.2 58.6+10.9a 98.9+16.0a 45.7+.6.6b
CP. Glandula | 94.5+8.1a 94.72+8.2a 74.1+7.2b 54.546.0 95.21+7.5a 95.1+8.4a 40.3+7.4b
salival-919.
CP Glindula | 94.0t7.5a 94.0+7.1a | 72.3#6.8b | 50.62+4.5 | 95.2+7.5a 95.1+8.4a 40.3+7.4b
salival-994.
C.P. intestino- | 97.4%4.2a 57.4+4.6a 28.717.1a 66.415.5 58.34+6.5a 51.4+4.9a 72.415.6b
919
CP. intestino- | 97.6+6.3a 57.4+6.9a 97.615.8a 71.9+6.4 98.34+6.5a 91.4+4.9a 72.4+5.6b
996
C.P. ovario- 52.7816.0a 56.00+4.5a 55.8116.2a 72.048.3b 593.15%16.8a 55.8715.8a 47.51+7.02
919 b
C.P. ovario- 90.8+10.7a 595.28%7.3a 76.03%6.7a 71.7+12.2b 93.15%16.8a 55.87%5.8a A47.51+7.02
996 b

Morfologia celular

En la figura 5 se presentan fotografias al microscopio de cultivos de células
tratadas con 0.6 mM de LQM 919 y el LQM 996. La figura 5A presenta

células HepG2que no recibieron tratamiento, en la figura 5B se presentan

células HepG2 tratadas con 0.6 mM de LQM 919. En éstas se observan

cambios en la morfologia de las células, abundantes vacuolas, pérdida de la

confluencia celular y desprendimiento celular. La figura 5C presenta células

HepG2 tratadas con 0.6 mM de LQM 996, en las que se observa disminucion

de la confluencia celular, desprendimiento celular y detritos celulares

indicativos de lisis. La figura 5D representa células VERO que no recibieron
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tratamiento con carbamatos, la imagen 5E corresponde a células VERO
tratadas con el LQM 919, donde se observan células desprendidas y con
disminucién de tamafio, lo que lleva a pérdida de la monocapa celular. 5F
muestra células VERO tratadas con el LQM 996, estas presentan
desprendimiento celular y ligera vacuolizacion de las células que permanecen

en monocapa.

La imagen 5G muestra células Bm-sus qué no recibieron tratamiento con
carbamatos. 5H corresponde a células Bm-sus tratadas con LQM 919, estas
ceélulas presentan una modificacion de la morfologia epitelial a una morfologia
redondeada en la mayoria de las células, asi como disminucion del tamafio de
las células y algunas de las células se resuspendieron. 51 presenta células Bm-
sus tratadas con el LQM 996 en donde se modifica la morfologia de epitelial a
redondeada en la mitad de las células, ademas que se aprecian células con una

gran vacuola en su centro.

Las figuras 5J, 5M y 5P corresponde a cultivos primarios de células de
glandula salival, intestino y ovarios de garrapata. No se observaron
alteraciones apreciables en la morfologia de los cultivos primarios de
garrapata tratados con 0.6 mM de LQM 919, LQM 996 (figuras 5K, 5L, 5N,
50, 5Q y 5R) en comparacion con las células de los cultivos primarios no
tratadas.
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Figura 5. Fotografias de células en cultivo. La columna de la izquierda muestra células
no tratadas, la columna de en medio células tratadas con el LQM 919 y la columna de la
derecha ceélulas tratadas con el LQM 996. Los tipos celulares mostrados corresponden a
HepG2, VERO, Bm-sus, Glandula salival, Intestino y ovario. Microscopio invertido 100X

Prueba de TUNEL por inmunofluorescencia

En las figuras 6,-11 se presentan los resultados de la prueba de TUNEL por
inmunofluorescencia para la deteccion de apoptosis, sobre los celulares
tratados con 0.6 mM de LQM 919 y LQM 996. La marca de apoptosis se
presenta como una marca verde fluorescente en el ndcleo celular. Se utilizo
DAPI como colorante de contraste para localizar los nacleos (en color azul).
En los tratamientos con ambos carbamatos a la concentracion de 0.6 mM, se
observo la marca de células apoptaticas en todos los tipos de células expuestas
al carbamato, en comparacion con el grupo control Unicamente tratado con el

solvente y medio de cultivo.
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Figura 6. Imagenes de prueba de TUNEL en células HepG2. A) Imagenes de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI. B) Iméagenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC. C) Imagenes de nacleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI. D) Imégenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC. E) Imagenes de nucleos de células

sin tratar marcadas con DAPI. F) Imégenes de nucleos de células sin tratar marcadas con
FITC.
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Figura 7. Imégenes de prueba de TUNEL en células VERO. A) Iméagenes de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI. B) Imagenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC. C) Imagenes de nlcleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI. D) Iméagenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC. E) Imagenes de nucleos de células
sin tratar marcadas con DAPI. F) Imagenes de nucleos de células sin tratar marcadas con

FITC.
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Figura 8. Imagenes de prueba de TUNEL en células Bm-sus. A) Imagenes de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI. B) Iméagenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC. C) Imagenes de nacleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI. D) Iméagenes de nucleos de células
tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC. E) Imagenes de nucleos de células
sin tratar marcadas con DAPI. F) Imagenes de nucleos de células sin tratar marcadas con
FITC.
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Figura 9. Imégenes de prueba de TUNEL en células de glandula salival de R.
microplus. A) Imégenes de células tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI.
B) Imagenes de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC.
C) Iméagenes de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI.
D) Imagenes de nudcleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC.
E) Iméagenes de nucleos de células sin tratar marcadas con DAPI. F) Imagenes de nlcleos
de celulas sin tratar marcadas con FITC.
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Figura 10. Imagenes de prueba de TUNEL en células de intestino de R. microplus. A)
Iméagenes de células tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI. B) Imagenes
de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC. C) Imagenes
de nacleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI. D) Iméagenes
de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC. E) Imagenes
de nacleos de células sin tratar marcadas con DAPI. F) Imagenes de nucleos de células sin
tratar marcadas con FITC.
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Figura 11. Imagenes de prueba de TUNEL en células de ovario de R. microplus. A)
Imagenes de células tratadas con 0.6mM de LQM 919, marcadas con DAPI. B) Iméagenes
de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 919 marcadas con FITC. C) Imagenes
de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con DAPI. D) Imagenes
de nucleos de células tratadas con 0.6mM de LQM 996 marcadas con FITC. E) Imagenes
de nucleos de células sin tratar marcadas con DAPI. F) Imagenes de nucleos de células sin
tratar marcadas con FITC.
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Caspasa 3

Los lisados celulares obtenidos de las diversas lineas células (HepG2, VERO,
Bm-sus) expuestas al LQM 919 y LQM 996 a una concentraciéon de 0.6 mM
tuvieron una mayor cantidad de absorbancia (p>0.5) en comparacion con los
testigos, al detectar p-nitro anilina que fue el indicador de la actividad de
caspasa 3 (figuras 12, 13 y 14). Los lisados celulares de los cultivos primarios
de glandula salival no existié una diferencia entre la cantidad de absorbancia
de las células expuestas a los carbamatos LQM 919 y LOM 996 y el testigo de
DMSO (figura 15), mientras que solo los cultivos primarios de intestino y
ovario expuestos a 0.6 mM del LQM 919 tuvieron una mayor cantidad de
absorbancia observandose diferencia significativa (p>0.05) en comparacion

con los controles (figuras 16 y 17).

Absorbancia- caspasa 3 en células HepG2.
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Figura 12. Absorbancia de lisados de celulas HepG2 expuestas a 0.6mM del LQM 919 y
LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la actividad de la caspasa
3. Letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05).
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Absorbancia-Caspasa 3 en células VERO

0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05

b
0.04 b
0.03
0.02 a
“m
0 i

LQM919 LQM996 Z-VAD DMSO H202

Absorbancia.

Figura 13. Absorbancia de lisados de células VERO expuestas a 0.6mM del LQM 919 y
LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la actividad de la caspasa
3. Letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05).

Absorbancia-caspasa 3 en células Bm-sus
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Figura 14 Absorbancia de lisados de células Bm-sus expuestas a 0.6mM del LQM 919 y
LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la actividad de la caspasa
3. Letras diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05).
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Absorbancia-caspasa 3 en células de glandulas
salivales de R. microplus

0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04

b b
0.03 a
0.02
- I I
0

LM 919  LOM 996 Z-VAD DMSO H202

Absorbancia

Figura 15. Absorbancia de lisados de células de glandula salival de R. microplus, expuestas a
0.6mM del LQM 919 y LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la
actividad de la caspasa 3. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05).

Absorbancia —caspasa 3 en células de intestino
de R. microplus
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Figura 16. Absorbancia de lisados de células de intestino de R. microplus, expuestas a
0.6mM del LQM 919 y LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la
actividad de la caspasa 3. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05).
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Absorbancia- caspasa3 en células de ovario
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Figura 17. Absorbancia de lisados de células de ovario de R. microplus, expuestas a 0.6mM
del LOM 919 y LQM 996 incubadas con Ac-DEVD-pNA. La absorbancia refleja la
actividad de la caspasa 3. Letras diferentes indican diferencias estadisticas (p<0.05).
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13. Discusion.

El uso de plaguicidas para el control de artropodos en plantas y animales es
una practica comun. El amplio uso de estos ha generado altos niveles de
exposicion en mamiferos y humanos, lo que podria generarles dafos, que
varian, dependiendo del tiempo de exposicién y la cantidad de producto al que
fueron expuestos (Ferrer, 2003). Los insecticidas tienen diferentes efectos
sobre las células, como citotoxicidad, peroxidacién de lipidos, genotoxicidad
y muerte celular (Maran et al., 2010; Soloneski et al., 2015a). Los carbamatos
LQM 919 y LOM 996 son productos de nueva sintesis para el control de R.
microplus que han demostrado tener baja toxicidad aguda y subcronica en
ratas, pero no se conocen los dafios celulares que pueden generar, asi como
tampoco se conoce el mecanismo de accion por el cual actlan estos
ixodicidas. En este trabajo se demostro que la adicion de los carbamatos LQM
919 y LQM 996 a cultivos producen, dependiendo del tipo celular, diferentes

grados de dafio celular, disminucion de la viabilidad y apoptosis.

La prueba de presto blue es una técnica que evalia la capacidad de las células
para reducir resazurina a resofurina, lo cual puede ser detectado
colorimétricamente o fluorométricamente. Las enzimas encargadas de la
reduccion de la resazurina son enzimas mitocondriales que aceptan electrones
como NADPH, NADP, FADPH y FADP, asi como algunos citocromos, por lo
gue se relaciona indirectamente, con la capacidad de la célula para reducir el
colorante con la viabilidad celular (Boncler et al., 2014). Esta técnica se ha
utilizado para evaluar viabilidad en bacterias y cultivos celulares (Lall et al.,
2013). En el presente trabajo se encontrd0 que las células tratadas a la

concentracion de 0.6 mM de ambos carbamatos, en todos los cultivos
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celulares utilizados, la absorbancia del sobrenadante fue menor (p<0.05) que
en los otros tratamientos y que en las células no tratadas. Lo anterior indica
una menor capacidad de las células cultivadas a esta concentracion para
metabolizar rasazurina a resofurina lo que refleja indirectamente una baja en
el metabolismo celular, asi como en rutas metabolicas donde se sintetice
NADP, NADPH, FADP, FADPH lo que se puede relacionar con una baja de
la viabilidad (Prabst et al., 2017).

Todas las células tienen una actividad metabélica distinta y expresan
diferentes proteinas que mejoran su capacidad metabolizadora. Las células
HepG2 son células derivadas de sarcoma hepatico, por lo que tienen un
metabolismo elevado, ademas cuentan con enzimas metabolicas de fase | y 1l
(Hewitt y Hewitt, 2004; Hewitt et al., 2007), mientras que células del intestino
de las garrapatas tienen proteinas que favorecen la proteccion a los agentes
oxidantes producidos al almacenar y transformar el hierro contenido en la
sangre (Galay et al., 2015). En los resultados obtenidos con el ensayo de
presto blue observamos en general una mayor absorbancia en las células
HepG2 y cultivos primarios de intestino, incluso en los grupos no tratados con
los carbamatos, esto demuestra una mayor capacidad de las células HepG2 y
células de intestino de las garrapatas para metabolizar diversos compuestos,
entre estos la rezosurina y los carbamatos, en las células de intestino también
la capacidad parta soportar altas concentraciones de H,O,, lo que concuerda

con lo encontrado por Galay et al., (2015).

Los carbamatos LQM 919 y LOM 996 han demostrado en pruebas de
inmersion de hembras adultas (in vitro) que tienen efecto sobre la cantidad y
viabilidad de los huevos producidos, pero no afectan la viabilidad de las

hembras de R. microplus (Pérez-Gonzéalez et al., 2014; Prado-Ochoa et al.,
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2013), sin embargo, en larvas tanto in vitro (datos no publicados) como in
vivo, producen una mortalidad de hasta el 100% (lturbe-Requena 2014),
probablemente esto se deba al tipo de células afectado ya que la importancia y
desarrollo que tienen los oOrganos varian dependiendo del estadio de la
garrapatas. En larvas se encuentra principalmente desarrollado el tracto
digestivo y las glandulas salivales, en hembras repletas las células ovaricas
estdn mas desarrolladas, por esta razon se evaluaron la susceptibilidad de
diferentes tipos celulares de R. microplus a los carbamatos estudiados (De La
Vega et al., 2012; Garcia-Fernandez et al., 1999; Hernandez, 2000).Utilizando
la prueba de presto blue, se observd una menor absorbancia en células de
glandula salival tratadas con el LQM 919, comparadas con las demas lineas
celulares de garrapata, lo anterior sugiere una mayor susceptibilidad de las
células de la glandula salival al LQM 919, esto podria explicar porque el
carbamato produce alta mortalidad de larvas, en donde las glandulas salivales
son importantes para su alimentacion. En contraste, las hembras adultas
repletas que ya no se alimentan, las glandulas salivales no son indispensables,
incluso se ha reportado que existe degeneracién y apoptosis natural en
glandulas salivales de hembras repletas durante el periodo de preoviposicion
(Freitas et al., 2007).

Presto blue es una técnica altamente utilizada para evaluar metabolismo
celular, principalmente para evaluar los procesos metabdlicos llevados en el
interior de la mitocondria, debido a la capacidad de permear del colorante, en
su forma reducida y oxidada, ademas de que la mayoria de las enzimas que
metabolizan el colorante se encuentran en mitocondria (Sonnaert et al., 2015).
Al realizar la prueba de presto blue en células de garrapata, estas no

metabolizaban el colorante en el mismo tiempo que las células de mamifero,
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pero al aumentar el tiempo de exposicion a 1.5 horas estas células podian
reducir la resozurina. Lo anterior puede deberse a que las celulas de garrapata
tiene una menor dependencia del metabolismo en mitocondria para obtener
energia, como lo reporto Shanahan y O *hagan (1972), que encontraron, que el
metabolismo de obtencion de energia de R. microplus puede depender entre un
20% y un 50% de la via de las pentosas que es anaerobico y que no utiliza a

las mitocondrias.

La prueba maés utilizada para detectar viabilidad es la de tripan azul, esta
técnica se basa en la tincion de las células con el colorante azul tripan que
puede penetrar las membranas dafiadas y tifie las células, mientras en células
con membrana integra no penetra el colorante. En esta prueba se considera las
células tefiidas como muertas y las células no tefiidas como viables (Cossio
Bayuggar et al., 2011). Los resultados obtenidos por la prueba de azul tripan
mostraron un efecto dosis dependiente, al aumentar la concentracion del LQM
919 y el LQM 996 en los cultivos, disminuye la viabilidad celular. A la
concentracion de 0.6 mM de ambos carbamatos se observé una menor
viabilidad (p<0.05) en todos los cultivos celulares. EI mayor efecto se observé
en las células de los cultivos primarios de glandula salival. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por la prueba de presto blue ya que aunque
presto blue mide indirectamente viabilidad, las dos técnicas tienen la
capacidad de identificar células vivas (Cossio Bayuggar et al., 2011; Sonnaert
etal., 2015).

Los cambios morfologicos son pruebas evidentes de dafio celular (Cerén y
Troncoso, 2016). Las alteraciones en la morfologia de células en cultivo
pueden estar dadas por diversos factores, como presencia de patdgenos,

toxinas, presencia de farmacos o falta de nutrientes (Fitzgerald et al., 1982;
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Gacsi et al., 2009). Al exponer las células a diferentes concentraciones de los
carbamatos LQM 919 y LQM 996, encontramos que a la concentracién de 0.6
mM se observaron evidentes alteraciones morfolédgicas en todos los cultivos,
entre estas alteraciones resaltd el desprendimiento celular, cambio en la
morfologia de las células, pérdida de la confluencia celular y presencia de
vacuolas en las células que no se desprendieron. Las alteraciones observadas,
como el cambio de morfologia, ocasionadas por los carbamatos LQM 919 y
LQM 996 pueden deberse a efectos de dafio en alguna estructura del
citoesqueleto como se ha descrito con otros carbamatos (De Brabander et al.,
1976). Ademas de las alteraciones anteriormente descritas, la presencia de
vacuolas y condensacion nuclear como en el caso de las células Bm-sus
tratadas con el LQM 996 son caracteristicas de procesos de apoptosis
(Oberhammer et al., 1993; Gacsi et al., 2009; Elmore, 2007).

La prueba de TUNEL es una técnica de estimacion de fragmentacion de DNA,
en la cual se reconstruyen las cadenas de DNA fragmentadas, con nucleo6tidos
marcados y una transcriptasa recombinante (Sharma et al., 2012). La
fragmentacion del ADN es un proceso caracteristico de las células en
apoptosis y puede ser detectado tanto en células de mamifero como en células
de R. microplus (Freitas et al., 2007). La técnica de TUNEL que utilizamos
fue una variante para inmunofluorescencia, con nucledtidos marcados con
fluoresceina y se utiliz6 como colorante de contraste DAPI, el cual se une al
DNA en los nucleos y permite ubicarlos dentro de las células. Todas las
células tratadas con los carbamatos LQM 919 y LQM 996 (0.06mM)
presentaron signos de apoptosis (marcas de fluoresceina verde) en la mayoria
de las células. Los resultados obtenidos muestran que los carbamatos LQM

919 y LQM 996 tiene la capacidad de generar apoptosis tanto en células de
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mamifero como en células de garrapatas. Lo anterior, es similar a los reportes

de otros carbamatos como primicarb y zineb (Soloneski et al., 2015b).

Las caspasas son proteasas que se encuentras como zimdgenos, que Son
activados en procesos donde se desencadena la apoptosis y actian activando
otras caspasas en una cascada, siendo la caspasa 3 la enzima efectora por lo
que la deteccidnlas caspasas 3 en las células es un indicativo de un procesos
apoptotico (Graslkkraupp, 1995; Gurtu et al., 1997; Sharma et al., 2012).
Freitas et al., (2007) utilizd la deteccion de caspasas 3 para determinar la
presencia de apoptosis en células de diversos oOrganos de R. microplus
repletas, durante el periodo de oviposicion. En este trabajo se detecto una
actividad de caspasa 3 en los lisados de celulas incubadas con ambos
carbamatos a una concentracion de 0.6 mM, lo que muestra que ambos
carbamatos son capaces de producir apoptosis en células tanto de garrapatas

como de mamiferos.

El uso de cultivos celulares como modelos experimentales es una alternativa
para el uso de animales de experimentacion, que facilita realizar experimentos
con un menor costo y con un mayor control sobre las variables (Doke y
Dhawale, 2015), sin embargo, no todos los mecanismos que regulan los
procesos fisioldgicos en animales pueden ser evaluados en cultivos celulares..
Los resultados obtenidos en este experimento mostraron que los carbamatos
LQM 919 y LQM 996 a concentracion de 0.6 mM generaron dafios celulares y
apoptosis en células de mamifero y en células de garrapata, sin embargo, los
resultados observados por Prado-Ocho et al., (2014 a y b) demuestran que el
LQM 919 y el LQM 996 tienen baja toxicidad y generan dafios reversibles
sobre 6rganos de mamiferos. Lo anterior muestra que estos carbamatos

pueden tienen el potencial para dafar células de mamiferos, pero al tener estos
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mecanismos para eliminar o metabolizar potenciales tdxicos en higado, el
dafio es menor aun en células potencialmente susceptibles(Waliszewsli et al.,
1999). En contraste, la apoptosis encontrada en células de R. microplus en
cultivos celulares concuerda con la apoptosis observada en células de ovario
de hembras repletas tratadas con el LQM 996 y LQM 919 (Escobar-Chavarria,
2014). Se requieren estudios posteriores mas profundos para determinar

mecanismo de accidén molecular de estos carbamatos.
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14. Conclusiones.

% Se estandarizaron las condiciones para generar y mantener cultivos
primarios de glandulas salivales, intestino y ovarios de R. microplus.

+ La viabilidad celular en todos los cultivos tratados con el LQM 919 y el
LQM 996 disminuyo significativamente (p<0.05) a la concentracion de
0.6 mM.

+ La linea celular HepG2 vy las células de cultivo primario de intestino de
R. microplus, tuvieron, valores mas altos de viabilidad, que las demas
celulas en cultivo, tanto en células tratadas con los etil-carbamatos,
como en celulas no tratadas.

% Las células del cultivo primario de glandula salival fueron mas
susceptibles que los demas tipos celulares, en tratamientos de 0.06 mM
y 0.6 mM.

¢+ Los carbamatos LQM 919 y LQM 996 a la concentracion de 0.6 mM
son capaces de inducir apoptosis sobre las lineas celulares HepG2,
VERO, Bm-sus y los cultivos primarios de glandula salival, intestino y

ovario de R. microplus.
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