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RESUMEN

El temefos es un plaguicida organofosforado utilizado para combatir mosquitos transmisores
de enfermedades como el dengue, el Zika y el chikungunya. Durante las campafas de
aplicacion, el temefos es afiadido en depdsitos de agua a concentraciones que no superen 1
mg/L, de acuerdo con las recomendaciones de la OMS. El temefos se absorbe rapidamente y
se acumula ampliamente en tejido adiposo y se metaboliza ampliamente a por lo menos a 18
metabolitos intermediarios, todos ellos con diferente potencial toxicolégico. Actualmente, la
informacion toxicologica del temefos es limitada, se conoce que inhibe la actividad de la
acetilcolinesterasa (AChE) y produce efectos neurologicos, reproductivos, genotoxicos,
mutagénicos y afecta la funcién hepatica. El objetivo de este estudio fue evaluar la
hepatotoxicidad del temefos en la rata macho adulta. Para ello, se expusieron ratas Wistar
macho adultas a temefos emulsificado en solucion salina a las dosis de 1, 10 y 100 mg/kg/d
por 5 dias por via oral. A las 24 h después de la dltima administracion, los animales se
eutanizaron por asfixia con CO2 y posteriormente se les extrajo el higado y la sangre por
puncion cardiaca para la obtencion de suero. La exposicion a temefos produjo un aumento de
las actividades enzimaticas de las enzimas AST (Aspartato aminotransferasa), ALT (Alanina
aminotransferasa) y LDH (Lactato deshidrogenasa) a la dosis de 100 mg/kg/d en el suero.
También aumentd la concentracion sérica de los triglicéridos y los lipidos totales a la dosis de
10 mg/kg/d, la de los lipidos de baja densidad (LDL) a las dosis de 10 y 100 mg/kg/d y la de
colesterol y los lipidos de alta densidad (HDL), asi como de las bilirrubinas totales a la dosis
de 100 mg/kg/d. Los resultados de los niveles de lipidos hepaticos indicaron un aumento de
los niveles de lipidos hepaticos indic6 un aumento significativo a las tres dosis de temefos
probadas. Algunas funciones hepaticas dependen de la activacion de varios receptores, en
particular el receptor X del higado isotipo alfa (LXR-a) y receptor activador de la proliferacion
de peroxisomas isotipo alfa (PPAR-a) que juegan un papel relevante en la regulacion del
metabolismo de lipidos. Los niveles de la proteina del LXR-a no se afectaron a ninguna de las
dosis, pero los del PPAR-a si disminuyeron significativamente a la dosis mas alta. El LXR-a es
un receptor que tiene un papel crucial en la regulacién del metabolismo de los lipidos vy el
colesterol en el cuerpo, asi como el PPAR-a promueve la descomposicion de los acidos
grasos, el metabolismo de los lipidos, la 3-oxidacion y la descomposicion de las lipoproteinas
ricas en triglicéridos. Las concentraciones hepaticas del glutatién reducido (GSH) y oxidado
(GSSG) no se afectaron a ninguna de las dosis, pero si la tasa GSH/GSSG y la del marcador
de dafio oxidante, el malondialdehido (MDA) a la dosis de 100 mg/kg/d, lo que sugiere que el
temefos genera estrés oxidante en el higado. La exposicibn a temefos no alterd las
concentraciones séricas de la bilirrubina indirecta o directa, pero si provocé un aumento
significativo de la bilirrubina total a la dosis de 100 mg/kg/d, asi como un incremento de la
concentracion de CYP total a las tres dosis evaluadas. Estos resultados indican que el temefos
es hepatotoxico afectando algunas funciones metabdlicas, particularmente el balance lipidico
desregulando la actividad del receptor PPAR-a y provocando una disminucién de las funciones
gue dependen de él. También sugieren que el uso del temefos para el control de vectores debe
ser revisado tomando en cuenta la informacién toxicolégica generada recientemente.

Xii



ABSTRACT

Temephos is an organophosphate pesticide used to combat mosquitoes that transmit diseases
such as dengue, Zika and chikungunya. During application campaigns, temephos is added to
water tanks at concentrations that do not exceed 1 mg/L, by WHO recommendations.
Temephos is rapidly absorbed and accumulates extensively in adipose tissue and is extensively
metabolized to at least 18 intermediate metabolites, all of which have different toxicological
potentials. Currently, the toxicological information on temephos is limited, it is known that it
inhibits the activity of acetylcholinesterase (AChE) and produces neurological, reproductive,
genotoxic, mutagenic effects and affects liver function. The objective of this study was to
evaluate the hepatotoxicity of temephos in the adult male rat. For this, adult male Wistar rats
were exposed to temephos emulsified in saline solution at doses of 1, 10, and 100 mg/kg/d for
5 days orally. At 24 h after the last administration, the animals were euthanized by asphyxiation
with COz2, and the liver and blood were subsequently extracted by cardiac puncture to obtain
serum. Exposure to temephos produced an increase in the enzymatic activities of AST
(Aspartate Aminotransferase), ALT (Alanine Aminotransferase) and LDH (Lactate
Dehydrogenase) enzymes at a dose of 100 mg/kg/d in the. It also increased the serum
concentration of triglycerides and total lipids at the 10 mg/kg/d dose, that of low-density lipids
(LDL) at the 10 and 100 mg/kg/d doses, and that of cholesterol and high-density lipids (HDL),
as well as total bilirubin at a dose of 100 mg/kg/d. Results for liver lipid levels indicated an
increase in liver lipid levels indicated a significant increase at all three doses of temephos
tested. Some liver functions depend on the activation of several receptors, in particular the liver
X receptor isotype alpha (LXR-a) and peroxisome emergence activating receptor isotype alpha
(PPAR-a) which play an important role in the regulation of metabolism. of lipids. LXR-a protein
levels were not affected at either dose, but PPAR-a levels were significantly decreased at the
highest dose. LXR-a is a receptor that has a crucial role in regulating lipid and cholesterol
metabolism in the body, just as PPAR-a promotes fatty acid accumulation, lipid metabolism, 3-
oxidation and deterioration of triglyceride-rich lipoproteins. Hepatic concentrations of reduced
(GSH) and oxidized (GSSG) glutathione were not affected at any of the doses, but the
GSH/GSSG ratio and that of the marker of oxidant damage, malondialdehyde (MDA) at a dose
of 100 mg/ kg/d, suggesting that temephos exacerbates oxidative stress in the liver. Exposure
to temephos did not alter direct or indirect serum bilirubin concentrations, but there was a
significant increase in total bilirubin at the 100 mg/kg/d dose as well as an increase in total CYP
concentration at all three doses. evaluated. These results indicate that temephos is hepatotoxic
by suppressing some metabolic functions, particularly the lipid balance, deregulating the activity
of the PPAR-a receptor and causing a decrease in the functions that depend on it. It also
suggests that the use of temephos for vector control should be reviewed considering recent
toxicological information.
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1. INTRODUCCION

1.1 Plaguicidas
Los plaguicidas son definidos como: cualquier sustancia o mezcla de sustancias de
ingredientes quimicos o bioldgicos destinados a repeler, destruir o controlar cualquier plaga, o

regular el crecimiento de las plantas (FAO, y OMS, 2022).

1.1.1 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados (OF) son los plaguicidas mas ampliamente usados
alrededor del mundo. Se utilizan en diferentes practicas como: la agricultura, jardineria, para
uso doméstico y préacticas veterinarias; sin embargo, en la Ultima década, se ha suspendido el
uso de varios OF como el etil-paratiébn, que ya no esta autorizado para ningun uso, Yy el
clorpirifos, que ya no esta registrado para uso doméstico (EPA, 2022). Algunos OF, como el
diazinon, el fentién, el temefos y el metil-paration, tienen una liposolubilidad significativa, lo que
permite su almacenamiento en el tejido adiposo y contando con una toxicidad retardada debido
a la liberacion tardia hacia el torrente sanguineo. En el ambiente ocurre su conversion a
derivados oxidados debido al oxigeno y la radiacion UV. Mientras que, en el organismo sucede
por la accion de las monooxigenasas microsomales hepaticas. Los oxones, productos
oxidados de los fosforotioatos luego de la fosforilacion oxidativa, son mucho mas toxicos que
los tiones, pero los oxones se descomponen mas facilmente. En Ultima instancia, tanto los
tiones como los oxones se hidrolizan en el enlace éster, produciendo los fosfatos de alquilo y
grupos salientes, ambos de toxicidad relativamente baja (EPA, 2022).

Los OF comparten un mecanismo comun de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) por medio de la fosforilacion en las terminales nerviosas; esta enzima es fundamental
para el control de la transmision del impulso nervioso de forma normal. Los inhibidores de la
AChE se unen al grupo -OH de la serina en el sitio activo de la enzima bloqueando la
degradacion normal del neurotransmisor acetilcolina (ACh) generando una sobreestimulacion
por una acumulacion de la ACh provocando un sindrome colinérgico (EPA, 2016).

De acuerdo con una encuesta aplicada a trabajadores en el estado de Nayarit, se
determind que los OF son los plaguicidas mas usados (63.3%), seguidos de los piretroides
(29.8%) y los carbamatos (3.8%). El 11.1% de los fumigadores se ha intoxicado por lo menos
en una ocasion y el 31% refiri6 no saber qué es una intoxicacion, mientras que el 33.3 % de la

poblacién no considera su ocupacion peligrosa y el 46.9 % también comentd no haber recibido
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capacitacién previa para el manejo de plaguicidas. Este reporte nos ofrece un panorama
general de uso de los plaguicidas en nuestro pais, |0 que sugiere un riesgo importante de
exposicion a plaguicidas para la poblacion en general y los aplicadores (Herrera-Moreno y col.,
2018). Uno de los resultados importantes de esta encuesta fue que el temefos es uno de los
plaguicidas OF més utilizados.

1.2 Temefos
1.2.1 Generalidades

El temefos (O,0O,0’,O-tetrametil-O,0’-tiodi-p-fenilen-bis(fosforotioato) (Figura 1) es un
larvicida que pertenece a la familia de los OP. Este fue sintetizado por la compafiia American
Cyanamid entre 1963 y 1967, y es conocido bajo diferentes nombres comerciales, entre ellos
Abate. Es comercializado en diferentes presentaciones como: grado técnico (97.4%), en
emulsion a diferentes concentraciones o en forma granular (1%) (OMS, 2006).

1.2.2 Propiedades fisicoquimicas

Su férmula molecular es Ci6H2006P2S3, con un peso molecular de 466.48 g/mol, una
densidad de 1.32 g/cm? y un punto de fusién de 30-30.5 °C. Se descompone a 120-125 °C,
en agua presenta una solubilidad de 30 g/L a 25 °C, pero es muy soluble en dicloroetileno,
acetonitrilo (ACN), tetracloruro de carbono, éter y tolueno, tiene un coeficiente de reparto
octanol/agua (Kow) de 4.91 y se hidroliza en acidos y bases fuertes (EPA, 2016).

Figura 1. Estructura quimica del temefos.

1.2.3Usos

El temefos se usa principalmente como larvicida para el control de crecimiento de
vectores como los mosquitos transmisores de enfermedades como el dengue, Zika y
chikungunya (OMS, 2006).

Durante las campafias de Abatizacion, el temefos es afiadido en depositos de agua

potable a concentraciones que no superen 1 mg/L, de acuerdo a las recomendaciones de la



Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2006) y es el primer plaguicida de eleccion en
México en las regiones endémicas de dengue (CENAPRECE, 2021). También es comun su
aplicaciéon masiva en forma de aerosol por medio bombas termoneumaticas en combinacion

con otros OF y piretroides (Rose, 2001).

1.2.4Fuentes de exposicion

Los tipos mas comunes de exposicion a este plaguicida son: la ocupacional, para-
ocupacional y ambiental. El temefos es un compuesto inestable que se oxida bajo ciertas
condiciones ambientales, generando derivados oxidados, como el temefos oxén (Tem-oxon) y
el temefos sulféxido (Tem-SO), entre otros (Lacorte y col., 1996). Por otro lado, Kamel y col.
(2008) demostraron que el temefos se oxida en agua clorada después de 72 h de incubacién
en productos estables, como el Tem-SO, el temefos oxon sulféxido (Tem-oxon-SO), el temefos
dioxén sulféxido (Tem-dox-SO) y el temefos dioxdn sulfona (Tem-dox-SOz2). Esto sugiere que
la poblacion en general podria estar expuesta al compuesto padre temefos y sus derivados
oxidados cuando se agrega al agua potable clorada, tal como sucede en areas endémicas de

dengue cuando se agrega este larvicida al agua para consumo humano.

1.2.5 Toxicocinética
1.2.5.1 Absorcion

Las principales vias de absorcién por exposicion al temefos son: el tracto gastrointestinal
a través del agua potable, seguida por la piel y la inhalaciéon cuando se aplica en forma de
aerosol; sin embargo, la mayoria de los estudios disponibles se han centrado principalmente
en la absorcion por via oral usando a la rata como modelo. La absorcion del temefos es rapida
utilizando un compuesto emulsionado en solucion salina o disuelto en un vehiculo oleoso. De
acuerdo con las propiedades fisicoquimicas del temefos, éste atraviesa facilmente las
membranas y, por lo tanto, la concentracién en sangre depende de la fisiologia de la especie
y el tipo de exposicion, esto limitara la capacidad del plaguicida para alcanzar altas
concentraciones en sangre después de la exposicion oral. Actualmente solo se cuenta con
un solo reporte en el que se calculd un ti2 de abs €l cual fue de 0.38 h (Tabla 1) (Verdin-
Betancourt y col., 2021). Por su parte, Blinn (1969), reportd que el temefos entra a un ciclo
entero-hepatico intenso utilizando al cuyo como modelo, lo cual podria representar una

explicacion para los bajos niveles de temefos en sangre observados después de su



administracion y lo que favoreceria su acumulacion gradual en el tejido adiposo.

1.2.5.2 Distribucion

El temefos cuenta con una amplia distribucién, la cual ocurre de una manera
relativamente rapida a todos los 6rganos y tejidos después de la administracion de dosis
Unicas o repetidas (Blinn, 1969; Miron-Vani y col., 2018; Ramos-Flores y col., 2021; Verdin-
Betancourt y col., 2021). Debido a su elevada lipofilicidad ha mostrado una capacidad de
acumulacioén en érganos dependiendo del contenido lipidico de cada uno de ellos, asi como
de su vascularizacién (tejido adiposo, higado, rifiones, cerebro, tracto gastrointestinal,
musculo y aparatos reproductores). Estos dos factores contribuyen de manera importante en
el aclaramiento sanguineo de este plaguicida, el cual ha mostrado ser relativamente elevado
(Verdin-Betancourt y col., 2021). Es importante considerar que la elevada acumulacion del
temefos representa un medio de exposicién enddgena por largo tiempo, ya que éste va a ser
liberado gradualmente del tejido adiposo al torrente sanguineo, y puede conducir a la
aparicion de efectos toxicos a largo plazo, tal como ha sido descrito para otros plaguicidas

liposoluble (Jokanovic, 2001).

1.2.5.3 Biotransformacion

Los reportes sobre la biotransformacion del temefos indican que este plaguicida es
amplia e intensamente biotransformado en la rata a por lo menos 18 metabolitos. En el primer
estudio publicado al respecto se reporté la presencia de los metabolitos Tem-SO, el tiodifenol
(TDF), el tiodifenol sulféxido (TDF-SO) o sulfinildifenol (SIDF) y el tiodifenil sulfona (TDF-SOz2)
0 4,4’-sulfonildifenol (SODF), también llamado bisfenol “S” (BPS), en la orina, heces y grasa
de ratas tratadas con una sola dosis del plaguicida (Blinn, 1969). Recientemente, se demostrd
gue el temefos se biotransforma eficientemente mediante reacciones de S-oxidacion,
desulfuraciéon oxidativa e hidrdlisis, a una amplia variedad de productos del metabolismo de
fase | (Figura 2). Estos metabolitos corresponden a oxones, dioxones, metabolitos oxidados y
metabolitos mono- y di-desfosforilados (Verdin-Betancourt y col., 2021). La mayoria de los
metabolitos de esta via se detectaron e identificaron rapidamente en la sangre y algunos
tejidos luego de la administracion de una sola dosis de 300 mg/kg por via oral. En la sangre,
se identificaron dos metabolitos, el temefos sulfona monohidrolizada (Tem-SO2-OH) y el Tem-

oxon siendo el higado el érgano donde se detectaron mas metabolitos, entre ellos Tem-oxon,



Tem-SO, Tem-dox-SOz2, TDF y TDF-SO2. En el rifién se detectaron el Tem-oxon, el Tem-dox-
SO2y el Tem-S0O2-OH; los metabolitos Tem-SO, Tem-oxon y Tem-SO2-OH fueron detectados
en el cerebro y en el tejido adiposo se detectaron el Tem-oxoén, el Tem-SO y el Tem-SO2-OH.
Del mismo modo, después de la administracion de temefos a dosis repetidas de 300 mg/kg/d
por via oral, se observaron los metabolitos Tem-SO, TDF-SO2 o BPS y un metabolito no
identificado (MNI) en los testiculos, y el Tem-SO, el Tem-oxon, el Tem-dox-SO y el mismo MNI
fueron detectados en el epididimo (Ramos-Flores y col., 2021). Estos resultados indican que
el temefos puede metabolizarse en varios 6rganos; resaltando que el higado es el érgano mas
importante involucrado en su biotransformacion. Mientras que en el metabolismo de fase Il
algunos de estos metabolitos son candidatos para ser conjugados con el acido glucurénico o
bien con sulfato (Blinn, 1969; Shih, 2022).

Tabla 1.- ParAmetros toxicocinéticos del temefos.

Parametros Valores
Kabs (h2) 1.812
Keim (h1) 0.078

tmax (h) 2
Crmax 104
t1/2 abs 0.38
t1/2 elim 8.6
Va (mL) 38,215.0
Cl (mL/h) 3,072.7
AUCo-- (ug-h/mL) 98.0

*Los datos se obtuvieron por la administracion de una sola dosis oral de 300
mg/kg de temefos (Modificado de Verdin-Bentancourt y col., 2021).

Sobre las enzimas que participan en su biotransformacion, la informacion hasta el
momento es limitada. Sin embargo, se ha determinado que los citocromos P450 (CYP) 2B1/2
y 3A1/2 estan involucrados en la formacion de los oxones y dioxones y las monooxigenasas
gue contienen flavina y algunas isoformas de CYP en la formacion de los sulfoxidos y las
sulfonas (Hernandez-Esteris, 2020). Por otra parte, a partir de un estudio in silico se propuso

una ruta de biotransformacion similar en el humano, estando involucradas los CYP1A2, 2C9,



2C19, 2D6 y 3A4 (Reyes-Chaparro y col.,

Tem

2020).

Hop0

*Tem-SO;

\ N

5
o 9 2 »d

- o P
Tem-50,-0H

UP'O

0
§ |
LI O

Tem-50-0OH

*Tem-OH l

o-
00 b. Fg *¥

Tem-cmn

¥

[Frl ]

.Y

o<:)$

Tem-oxon-5Q *Tt.m-ﬂmn 50,

\ o ?,0 | \
0 0
HO d
O\ Q - g 0 0 o HD—Q—% 60
Tem-oxon-OH l Tem -0xon-50- CIH / *Tem-oxon-50,-0H
/ % 4+
b0 0 d
Y b $ 0<% o’ g };[-jr-o
0.0 0 \p
SO o 20220,
Tem-dox s Tem Tem-dox-50, o
HD’O/ \0\011 L. HO-O-’%

TOP 0

SIDI’ H SODP

—

Glucuronide and sulfate conjugates

Figura 2. Propuesta de biotransformacion fase | de temefos en rata. *Metabolitos tedricos. **Sustratos
potenciales para la conjugaciéon con acido glucurénico o sulfato (Tomado de Martinez-Mercado y col.,
2022).

1.2.5.4 Eliminacion
Actualmente solo existe un estudio sobre la eliminacion de temefos, reportando un valor
2021). Este valor

es relativamente alto e indica que el temefos se elimina rapidamente de la sangre, lo que puede

de aclaramiento sanguineo (Cl) de 3,085.7 mL/h (Verdin-Betancourt y col.,

deberse a la amplia distribucion de este compuesto en diferentes tejidos. Las principales vias
de eliminacion de temefos descritas en ratas tras su administracion oral son las heces y la
orina (Blinn, 1969). El ti2 eim calculado en sangre es de 7 a 10 h (Tabla 1) (Blinn, 1969;
Ferguson y col., 1985; Verdin-Betancourt y col., 2021). El temefos también se elimina por la
bilis, como se demostrd en cuyos, su concentracion en este medio fue 100 veces mayor que

la observada en la sangre lo que permitié a Blinn (1969) proponer que el temefos entra a un
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ciclo enterohepatico muy intenso. Esto podria deberse a las propiedades fisicoquimicas del
temefos, incluida su alta lipofilicidad y peso molecular elevado. La orina es la principal via de
eliminaciéon de los metabolitos conjugados de temefos, principalmente los metabolitos
dihidrolizados TDF, TDF-SO y TDF-SO2 o BPS (BIinn,1969; Shih, 2022). Asi mismo, Shih
(2022), sugiere que el temefos sufre un metabolismo exhaustivo hasta convertirse en los
metabolitos desfosforilados finales, de los cuales, el TDF es el mayoritario y puede ser usado
como un biomarcador de exposicion a este plaguicida, debido a su prolongado ti2 eim-u y alta
especificidad, ademas, es detectable después de 336 h en muestras de orina después de la

administracion de una sola dosis.

1.2.6 Informacion toxicolégica del temefos
1.2.6.1 Toxicidad general

La OMS ha clasificado al temefos en la clase Ill, como un compuesto de baja toxicidad,
lo que indica que es inocuo o de muy baja toxicidad para los mamiferos en exposiciones
agudas. Del mismo modo, establecié una dosis letal 50 (DLso) de 4,240 mg/kg por via oral en
ratas macho y de 4,700 mg/kg también por via oral en ratones macho. La DLso por exposicion
dérmica en ratas es similar a la observada por via oral, con un valor >4,000 mg/kg, mientras
gue la observada por inhalacion es >4.79 mg/L (OMS, 2006). Con respecto a las exposiciones
subcronicas, el nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) propuesta por la OMS es de 2.3
mg/kg/d durante un méaximo de 90 dias en ratas, calculada en funcion del efecto sobre la AChE
cerebral y un nivel de minimo efecto téxico observable (LOAEL) de 100 mg/kg/d durante un
maximo de 44 dias en ratas, con base en los signos clinicos colinérgicos.

Por otro lado, la EPA lo ha clasificado como un plaguicida sistémico en el grupo Il, como
un compuesto de toxicidad moderada. Su DLso es de 444 mg/kg por administracion oral en
ratas, una NOAEL de 0.3 mg/kg/d y una LOAEL de 0.9 mg/kg/d durante un maximo de 90
dias en funcion de la inhibicion de la actividad de la AChE eritrocitaria en ratas de ambos
sexos (EPA, 2016). Probablemente, estas diferencias en los parametros puedan ser
explicadas debido a que ambas agencias lo realizaron en diferentes afios y se basaron en

diferentes guias para establecer dichos parametros.

1.2.6.2 Toxicidad sistémica

La informacion toxicoldgica del temefos en diversos érganos y sistemas actualmente es



todavia limitada. De acuerdo con la OMS (2006), alguna de la informacién disponible acerca
de la toxicidad del temefos no cumple con las buenas practicas de laboratorio, por lo tanto, la
informacion no es confiable. Por lo que es necesario continuar corroborando la informacion e
investigando méas acerca de la toxicidad que pueda generar este plaguicida. A continuacion,
se describe la informacién disponible més relevante sobre la toxicidad sistémica del temefos.

1.2.6.3 Neurotoxicidad

En cuanto a la inhibicion de la AChE, se ha demostrado que el temefos inhibe la actividad
de esta enzima bajo diferentes esquemas de exposicion en diferentes especies. Ramos-Flores
y col. (2021) reportaron una disminucioén de alrededor del 20% en la actividad de AChE al tercer
diay 29% al séptimo dia después de la administracion de temefos a la dosis de 1 mg/kg/d. Por
su parte, las ratas que recibieron 100 mg/kg/d mostraron una inhibicion del 70% a los dias 3,
5y 7. Sin embargo, en este ultimo estudio se observaron mortalidades del 13y 41% alos5y
7 dias de exposicion, respectivamente. Anteriormente, Ferguson y col. (1985) reportaron que
la exposicion de ratas Sprague Dawley hembra adultas a una dosis alta (300 mg/kg) de temefos
en exposiciones unicas o repetidas (5 dias) mostraron una inhibicion de la AChE eritrocitaria
del 67% después de 4 h y del 47% después de 48 h. Después de la exposicion repetida, la
inhibicion maxima de la AChE fue del 100%, con signos clinicos de intoxicacion, como
fasciculacion muscular, salivacién, miccion y diarrea que aparecieron el dia 4 del tratamiento
y continuaron hasta el final del estudio. La inhibicién de la AChE eritrocitaria asociada con la
exposicion al temefos fue atribuida al Tem-oxon, aunque nunca se habia demostrado la
formacion de este metabolito; sin embargo, recientemente, Verdin-Betancourt y col. (2021),
reportaron que el temefos se metaboliza ampliamente en varios metabolitos oxidados en ratas,
incluidos varios oxones y dioxones, sugiriendo que la inhibicién de la actividad enzimética de
la AChE se debe al efecto aditivo de varios de estos metabolitos como se demostrd en un
estudio in vitro en el cual se evalué la capacidad de varios metabolitos de temefos oxidados
para inhibir la actividad de la AChE eritrocitaria humana de manera dependiente del grado de
oxidacion de éstos (Verdin-Betancourt y col., 2019).

Otro estudio en ratas expuestas a temefos a una dosis de 1,000 mg/kg ip mostraron un
rendimiento deficiente en la respuesta a una conducta condicionada expuestas previamente a
los 6 dias después de la exposicion, pero no a los 2, 8, 10 o 16 dias (Kurtz y Weeks, 1979).

En 2019, se reportd que la exposicion prenatal de ratas entre los dias 6 y 13 de gestacion a



una dosis de 50 mg/kg/d de temefos causé en las crias hiperactividad, un comportamiento

estereotipado y deterioro en la relacion social (Martins-Laurentino y col., 2019).

1.2.6.4 Genotoxicidad

En un estudio hecho en ratas Wistar macho expuestas a 2.14 mM de temefos en el agua
de bebida (concentracion similar a la utilizada para combatir los mosquitos), se observé que el
temefos produjo dafios en el ADN de las células sanguineas (Aiub y col., 2002). Por su parte,
Benitez-Trinidad y col. (2015), determinaron por medio de un estudio in vitro en linfocitos
humanos y células HepG2 incubadas con temefos (10 mM), que el plaguicida produce efectos
citostéaticos y apoptéticos, asi como la capacidad de producir dafio en el ADN (evaluado por el
ensayo cometa) en linfocitos. Una de las conclusiones de este estudio fue que el desarrollo de
los efectos evaluados es dependiente de la capacidad metabdlica de las células utilizadas. Por
su parte, Miron-Vani y col. (2018), reportaron la presencia de microndcleos en células
sanguineas de ratones hembra gestantes después de 48 h de exposiciéon a 0.043 mg/kg/d

durante todo el periodo de gestacion.

1.2.6.5 Toxicidad reproductiva

El temefos también ha mostrado producir dafio sobre la funcion reproductiva. Ratas
macho adultas expuestas a 100 mg/kg/d durante 7 dias presentaron una disminucién
significativa en la motilidad de los espermatozoides (30%) y la viabilidad (7.5%) (Camacho-
Hernandez, 2019). Efectos similares sobre la motilidad (12%) y viabilidad (5%) se detectaron
en los espermatozoides después de 5 dias de exposicion, ademas, de una alteracion en la
morfologia de los espermatozoides, dafios en el ADN, disminucion del 30% en el potencial de
fertilizacion de los espermatozoides y la presencia de cigotos fragmentados fertilizados con
espermatozoides de ratas tratadas ratas expuestas también a 100 mg/kg/d de temefos durante

5 dias (Ramos-Flores y col., 2021).

1.2.6.6 Hepatotoxicidad

Otro organo en el que se han observado algunos efectos es el higado, y la evaluacion de
la hepatotoxicidad por el temefos ha recibido poca atencién. En conejos tratados a una dosis
de 100 mg/kg/d durante 5 dias por via oral, se observé que el temefos genera necrosis difusa

y focal en el higado (Gaines y col., 1967). Por otro parte, la OMS reporté que una sola dosis



de temefos de 10,000 mg/kg administrado a ratas macho por via oral provoc6 una decoloracion
del higado en todos los animales tratados y estuvo acompafiada de sangrado en la luz
intestinal (OMS, 2006). En el mismo sentido, Singh y col. (2011) reportaron un aumento en las
actividades séricas de las enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y la fosfatasa alcalina (FAL) en trabajadores expuestos a OF, entre los
gue se incluia al temefos. Recientemente, se report6é una disminucion de 12% del peso relativo
del higado en ratas macho adultas expuestas a temefos a la dosis de 100 mg /kg/d durante 5
dias, lo que sugirié un efecto hepatotoxico severo (Ramos-Flores y col., 2021). En un estudio
similar usando la misma dosis, se observo, ademas, un aumento en los niveles de bilirrubina
directa, indirecta y total, y un desequilibrio lipidico caracterizado por una disminucion de los
triglicéridos, lipidos de baja densidad (LDL) y lipidos totales, asi como la muerte en 41% de los
animales tratados (Hernandez-Esteris y col., 2020). Todo esto sugiere que el temefos puede
causar un dafio severo en el higado. Asi mismo, nos indica una alteracién importante en el
metabolismo de lipidos, tal como las LDL y en metabolismo de compuestos enddgenos, entre
los que se incluyen las bilirrubinas. Por otra parte, hay controversia acerca del efecto del
temefos sobre la regulacion del CYP hepético. Mientras que Ennin y Franklin (1979) reportaron
un aumento en el contenido de CYP total hepatico, Ferguson y col. (1985) reportaron una
inhibicion de las monooxigenasas a una dosis de 300 mg/kg/d y Hernandez-Esteris (2020),
observo una induccién leve solo de los CYP2C11 y 3A a una dosis de 50 mg/kg/d por 3 dias.
En el mismo sentido, el temefos ha mostrado ser un inhibidor potente de la carboxilesterasa
(CbxE) hepética (Murphy y Sheever, 1972). Del mismo modo, Ba-Omar y col.,, 2013,
Reportaron que dosis a partir de 5 ppm generan cambios en el tejido hepatico, aberraciones,
agrandamiento de las gotas de lipidos, vacuolizacion citoplasmatica, picnosis de los nucleos y
necrosis focal en el modelo de pez Aphanius dispar (Ba-Omar y col., 2013).

Todos estos resultados sugieren, que el temefos y sus metabolitos pudieran interaccionar
con varias macromoléculas como los receptores nucleares (RN), los cuales juegan un papel
importante en la regulacion de varias vias metabdlicas y la regulacion génica hepatica. Por lo
tanto, se podria generar un dafio potencial, principalmente por una alteracion en el
metabolismo de los lipidos regulados principalmente por los receptores X del higado (LXR) y

el receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR).
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1.3 Receptores nucleares
Los RN son una clase de factores de transcripcion activados por ligandos que tienen funciones
importantes en la fisiologia celular. Varios de los RN, incluidos el LXR (también conocido como
receptor de oxiesteroles), el receptor X del farnesoil (FXR) y el PPAR, responden a cambios
en los niveles celulares de ligandos lipidicos end6genos mediante la regulacion de la expresion
de genes que codifican proteinas implicadas en el metabolismo de los lipidos (Wong, 2018).
De acuerdo con Gao y col. (2013), la activacion del LXR isotipo a (LXR-a) por el ligando
T0901317 y del isotipo a del PPAR (PPAR-a) por fenofibrato (agonistas de estos receptores)
0 en combinacion, tienen un impacto significativo en la homeostasis de glucosa vy lipidos, asi
como la acumulacion de lipidos en el higado y los tejidos adiposos de ratones obesos inducidos
por una dieta alta en grasas. La activacion concomitante de ambos RN exacerba drasticamente
la esteatosis hepatica. Del mismo modo, la activacion de ambos receptores aumenta
significativamente la lipogénesis al elevar la transcripcion de SREBP1C, CHREBP, ACC1,
FAS, SCD1y CD36. Con el tratamiento combinado se acelerd la movilizacidon de los lipidos en
el tejido adiposo blanco vy liberd acidos grasos libres a la circulacion. Por lo que, la activacion
simultanea de LXR-a/PPAR-a modula sinérgicamente la expresion de genes implicados en el

metabolismo de los lipidos y la glucosa en el higado.

1.3.1 Receptor “X” del higado

El LXR consta de dos isotipos, el LXR-a (codificado por Nr1h3) y el LXR-f (codificado por
Nrlh2) (Apfel y col., 1994; Willy y col.,1995). Ambos isotipos comparten una amplia homologia
de secuencia, pero tienen distintas distribuciones tisulares. EI LXR-a se expresa en gran
medida en tejidos metabdlicamente activos como el higado, intestino delgado, tejido adiposo,
entre otros, y algunos tipos de células como macréfagos; mientras que LXR-B se expresa de
forma ubicua (Repa'y col., 2000; Seol y col., 1995). Los LXR forman heterodimeros de manera
obligada con el receptor X isotipo a de los retinoides (RXR-a) y se unen a una secuencia de
reconocimiento en el ADN especifica conocida como elemento de respuesta a LXR (LXRE).
Del mismo modo, los LXRE contienen variaciones de la secuencia repetida AGGTCA,
separadas por cuatro nucleotidos, y en ausencia de ligandos, se cree que los complejos LXR-
RXR se unen a los co-represores, como el mediador silenciador del acido retinoico (RA) y el
receptor de la hormona tiroidea (SMRT) o el co-represor del receptor nuclear (NCoR), y asi

reprimen la expresion del gen diana (Chen y Evans, 1995; Horlein y col.,1995). Los ligandos
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gue se unen a los LXR inducen un cambio conformacional en los complejos LXR-RXR; este
cambio provoca la liberacion de correpresores y el reclutamiento de coactivadores como la
histona acetiltransferasa p300 (también conocida como proteina p300 asociada a E1A) y el
cointegrador de sefiales de activacion 2 (ASC2; también conocido como NCOAG®6), lo que da
como resultado el aumento de la transcripcidon de los genes diana (Glass y Rosenfeld, 2000).
El LXR-a humano (hLXR-a) es un gen autoinducible, proporcionando un mecanismo sensorial
Unico utilizado por las células para responder al aumento de los niveles de colesterol mediante
la generacién de ligandos LXR, lo que lleva no solo a la activaciéon del receptor, sino también
a un aumento de los niveles del receptor dentro de la célula, lo que conduce a una amplificacién
de la respuesta a los oxiesteroles y de la via de salida del colesterol LXR-ABCAL, y de esta

forma los promotores de LXR-a son inducidos por ligandos del PPAR (Li y col., 2002).

1.3.2 Funciones del LXR
1.3.2.1 Metabolismo del colesterol

El descubrimiento de que los oxiesteroles activaban al LXR permitié determinar que los
LXR estan implicados en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol y también se
identificé el gen que codifica al CYP7AL, el cual es la enzima limitante de la velocidad en la via
de sintesis de acidos biliares (Peet y col., 1998). En cuanto a la excrecion de colesterol del
higado, los LXR estimulan la excrecion de colesterol biliar directamente a través de sus genes
diana Abcg5 y Abcg8 (Yu y col., 2003). Por estas razones, los LXR, especialmente el LXR-a
hepatico, tiene un papel clave en la homeostasis del colesterol en el organismo.

1.3.2.2 Transporte inverso de colesterol

Siendo importantes los LXR en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol, éstos
también promueven el transporte inverso del colesterol (RCT), un proceso mediante el cual el
exceso de colesterol en los tejidos periféricos se transfiere a las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y esta se transporta al higado para la sintesis y excrecion de acidos biliares. El paso
inicial en el RCT es la salida de colesterol celular que implica la transferencia de colesterol libre
a la apolipoproteina Al (ApoAl). La salida de colesterol celular esta mediada principalmente
por los transportadores de cajas de unién a ATP subfamilia A (ABCA1) y el miembro 1 de la
subfamilia G de cajas de unién a ATP (ABCGL1), dos de los primeros factores de respuesta a

LXR identificados (Kennedy y col., 2005; Venkateswaran y col., 2000). El analisis estructural
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de ABCAL unido a la membrana ha revelado que dos dominios extracelulares forman un tanel
hidrofobico que facilita la exportacion de colesterol (Qian y col., 2017). También se ha
demostrado que el ABCGL1 se localiza en las endosomas y permite el transporte de esteroles

intracelulares fuera del reticulo endoplasmico (Tarling y Edwards, 2011).

1.3.2.3 Biosintesis de colesterol

Los LXR funcionan de la mano con la via de la proteina de unién al elemento regulador
de esteroles 2 (SREBP2) para mantener los niveles de esteroles celulares y sistémicos.
Mientras que el LXR facilita la eliminacion del exceso de colesterol en respuesta a niveles
celulares elevados de colesterol, el SREBP2 promueve la biosintesis y la captacion de
colesterol en respuesta a niveles bajos de colesterol en las células. Asi mismo, se ha
demostrado que SREBP2 activa la transcripcion de ABCAL al generar ligandos de oxisterol
para el LXR (Wong y col., 2006).

1.3.2.4 Captacion de colesterol

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR), es una proteina de superficie
celular, la cual es esencial para la captacion de colesterol LDL y el mantenimiento de los niveles
plasmaticos de colesterol (Russell y col., 1984). La expresion del LDLR estéa regulada tanto a
nivel transcripcional como postraduccional. El principal factor de transcripcion para LDLR es
SREBP2, que, en respuesta a niveles bajos de colesterol, impulsa la transcripcién de genes
que codifican a las enzimas involucradas en la biosintesis de colesterol y la captacion de
colesterol LDL (Huay col., 1993).

1.3.2.5 Metabolismo de los &cidos grasos

Ademas de su importancia en la modulacion de la homeostasis del colesterol, los LXR
también son reguladores clave de la lipogénesis de novo en el higado (Joseph y col., 2002;
Repa y col., 2000; Schultz y col., 2000). La actividad lipogénica de los LXR se debe a la
induccion transcripcional del gen que codifica SREBP1c, un activador central de la
transcripcion de la biosintesis de acidos grasos. Ademas, los LXR activan directamente la
transcripcion de varios genes lipogénicos a través de LXRE en sus regiones promotoras,
incluidos los que codifican para la enzima acido graso sintasa (Fasn) y la estearoil-coenzima

A desaturasa 1 (Scdl) (Chuy col., 2006). Asi mismo, los LXR también modulan la expresion
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de otro regulador lipogénico, la proteina de union a elementos de respuesta a carbohidratos
(ChREBP). Ademéas de modular la lipogénesis en el higado, los LXR también regulan el
catabolismo de &cidos grasos en otros tejidos, y del mismo modo se ha demostrado que los
agonistas de LXR aumentan la lipdlisis y la B-oxidacion de &cidos grasos en los tejidos
adiposos (Ross y col., 2002; Stenson y col., 2009).

1.3.3. Receptor activador de la proliferacién de peroxisomas (PPAR)

Los PPAR son factores de transcripcion dependientes del ligando, lo que indica que la
activacion de la transcripcidon de los genes diana de este receptor depende de la unién de su
ligando al receptor. Se han identificado 3 isotipos del PPAR: a, B y Y. De forma especifica, el
PPAR-a se expresa mayoritariamente en el tejido adiposo, higado, rifidn, corazén y musculo
esquelético. Algunos ligandos son compartidos por los tres isotipos, como los acidos grasos
poliinsaturados. Varios compuestos se unen con alta afinidad al PPAR-aq, incluidos los acidos
grasos insaturados de cadena larga como el acido linoleico, los acidos grasos ramificados,
conjugados y oxidados, asi como los eicosanoides (Wahli y col., 2000). Del mismo modo que
los LXR, los PPAR también se heterodimerizan con el RXR-a y alteran la transcripcion de los
genes diana. Se ha demostrado que la sobreexpresion del PPAR inhibe la actividad del
promotor SREBP1C a través de la competencia con la heterodimerizacion LXR/RXR. Por lo
gue, la homeostasis de los lipidos hepéticos es el resultado de una compleja interaccion entre
una serie de factores de transcripcion, como el LXR, PPAR y SREBP (Fernandez-Alvarez y
col., 2011).

1.3.3.1 Funciones del PPAR-a

El PPAR-a controla la expresion de diversos genes involucrados en las vias metabdlicas
de lipidos, incluida la oxidacién de &cidos grasos microsomal, peroxisomal y mitocondrial, la
unién y activacion de acidos grasos, la elongacién y desaturacion de acidos grasos, la sintesis
y descomposicion de triglicéridos y gotas de lipidos, metabolismo de lipoproteinas,
gluconeogénesis, metabolismo de acidos biliares y otras vias metabolicas. El heterodimero
PPAR-a-RXR reconoce y se une a los elementos de respuesta del PPAR (PPARE), que se
localizan en regiones reguladoras de genes y se organizan como una repeticion directa tipo 1
(DR1). El DR1 consta de dos copias del motivo de reconocimiento de nucleétidos hexamérica

5-AGGTCA-3' separadas por un solo nucleétido. Los heterodimeros PPAR-a-RXR pueden
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formarse independientemente del ligando PPAR-a (Bougarne y col., 2018). De manera similar
a los PPAR, muchos otros miembros de los RN también necesitan RXR como su compafiero
de heterodimerizacion obligatorio, lo que aumenta la posibilidad de una competencia entre RN
particulares por su compafiero de union comun. Esta competencia puede tener resultados
bioldgicos importantes, como la activacion del LXR-a mediante la sobreexpresion de LXR-a o
la activacion del ligando que suprime la sefializacion de PPAR-a a través de la reduccion de
los heterodimeros PPAR-a-RXR activos en el higado y, por lo tanto, disminuye la ocupacion
de PPARE. Por el contrario, el exceso de PPAR-a en presencia de sus ligandos suprime el
promotor de la proteina de union al SREBP1C que contiene dos elementos de respuesta al
LXR, lo que indica que el mecanismo de competencia por RXR-a entre PPAR-a y LXR-a puede
ser reciproco. Esta relacion entre PPAR-a, LXR-a y RXR podria ser crucial para una regulacion
mutua de las actividades de LXR-a y PPAR-a y, por lo tanto, para la regulaciéon de sus genes

diana (Bougarne y col., 2018).

1.3.3.2 Interaccion entre xenobidticos y los receptores LXR-a y PPAR-a

Hasta el momento, la informacién disponible acerca de la modulacion del LXR por
xenobidticos como farmacos, contaminantes ambientales u otra clase de compuestos quimicos
es limitada. A partir de estudios in silico, los cuales fueron validados experimentalmente in
vitro, se ha visto que algunos ésteres del acido ftalico indujeron cambios relevantes en la
expresion del LXR-a y de otros genes blanco como el SREBP1C y el de la glucocinasa.
También algunos derivados orgénicos del &cido fosforico, como el tri-m-tolil fosfato (TMTP) y
el tri-o-tolil fosfato y otros compuestos como el bisfenol A (BPA; disruptor endocrino (DE) que
produce efectos estrogénicos) y el bezafibrato, mostraron una fuerte interaccion con el receptor
obtenida por docking molecular (Mozzicafredo y col., 2015). Por otra parte, también se vio que
tiene un papel importante como hepatoprotector en la toxicidad inducida por la fumonosina 1B
(Régnier y col., 2019).

En reportes recientes se ha propuesto que la interaccion de xenobidticos, entre ellos los
clasificados como DE, con diversos RN pueden tener un papel importante para el desarrollo
de algunas enfermedades como Parkinson, Alzheimer, diabetes, obesidad, sindrome
metabdlico y sindrome respiratorio obstructivo crénico (Giulivo y col., 2016; Kahn y col., 2020).
Actualmente se cuenta con evidencias que sugieren que los LXR podrian ser blancos

importantes de los DE ambientales, como los OF, ya que se ha demostrado que algunos
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compuestos se unen a este receptor y pueden tener un papel importante en el desarrollo de
estas patologias. Ademas, de la comunicacion cruzada que puede ocurrir entre varios
receptores, tales como el receptor X de pregnanos (PXR), el LXR-a, PPAR-a y el RAR, debido
a que comparten ligandos comunes, lo que sugiere que los ligandos de PXR ambientales
también podrian interactuar con los LXR (Toporova y Balaguer, 2019).

1.4 Justificacion

El temefos es un OP usado ampliamente en México para combatir mosquitos
transmisores de enfermedades como el dengue, Zika y chikungunya. El temefos, al ser un
compuesto inestable, se oxida bajo condiciones ambientales y forma derivados oxidados, los
cuales también se forman cuando este plaguicida se agrega en agua clorada. Por estas
razones, cuando es afadido en el agua para consumo humano representa un riesgo de
exposicion a temefos y sus metabolitos oxidados para la poblacién. El temefos se absorbe
rapidamente y se acumula en el tejido adiposo y se metaboliza ampliamente a por lo menos a
18 metabolitos intermediarios, todos ellos con diferente potencial toxicologico en el higado.

Por otra parte, la evaluacién de la hepatotoxicidad por el temefos es muy limitada, sin
embargo, los antecedentes disponibles indican que el temefos puede generar dafio severo en
este drgano principalmente una alteracion en el balance de lipidos. Del mismo modo, no se ha
determinado la interaccidon del temefos con RN los cuales son importantes para la regulacion
de algunas funciones hepaticas, como el LXR-a y el PPAR-a los cuales tienen un papel
relevante en el metabolismo de lipidos. Ante esta situacién, es necesario determinar la
hepatotoxicidad del temefos y su efecto sobre el LXR-a y el PPAR-a y evaluar los dafios

potenciales asociados a estos receptores.

1.5 Hipétesis

El higado es un érgano blanco del temefos, por lo tanto, la exposicion repetida a este
plaguicida producira dafio hepatico y afectara la activacion de los receptores nucleares LXR-a
y el PPAR-a.
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1.6 Objetivos
1.6.1 General

Evaluar la hepatotoxicidad en ratas macho adultas expuestas a dosis repetidas de temefos.

1.6.2 Particulares
1. Determinar el dafio hepatico por la exposicion al temefos por medio de los siguientes
marcadores:
a. Actividades enzimaticas de la ALT, AST, FAL, GGT y LDH en suero.
b. Los diferentes tipos de lipidos en el suero: VLDL, LDL, HDL, lipidos totales,
triglicéridos y colesterol.
c. Estado redox en el érgano: GSH, GSSG, GSH/GSSG y MDA en el érgano.
d. Los diferentes tipos de bilirrubinas (total, libre y conjugada) en suero.
2. Determinar el efecto del temefos sobre los niveles hepéticos de proteina de los
receptores LXR-a y PPAR-a.
3. Anadlisis histolégico del parénquima hepatico

a. Determinacion de lipidos internos en el higado.
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2. Métodos
2.1 Disefio experimental del estudio.

Este estudio se desarrollé con base en el disefio experimental que se ilustra en la Figura 3.

Ratas Wistar macho adultas
Edad: 95+5 dias r

Grupo control Grupos tratados

Solucidn salina (NaCl al 0.9% 5 d po (n=6) Temefos 1, 10y 100 mg/kg/d 5 d po
emulsificado con solucion salina (n=6)

Sacrificio
- Eutanasia por asfixia con CO, a las 24 h después de la tltima administracion
- Extraccién del higado y sangre por puncién cardiaca para obtencién de suero

Evaluacién del dafio hepatotoxico

Ensayos bioquimicos
Enzimas hepéticas en suero: ALT, AST, FAL, GGT y LDH Niveles proteicos de los receptores Balance del estado Redox Histologia
Lipidos totales: LDL, MDL, HDL LXR-0, PPAR-0t (Western blot) GSH, GSSG, GSH/GSSG y MDA N - o
Andlisis histopatologico del parénquima
Bilirrubinas (total, libre y conjugada), CYP total y hepatico (Rojo oleoso)

lipidos internos

Analisis estadistico

Analisis de normalidad por medio de la prueba de Shapiro-Wilk, para los datos con una distribucion normal se utilizo ANOVA de una via seguido de
una prueba post hoc de Holm-Sidack con una significancia de p< 0.05.

Softwares: GraphPad Prism ver. 8.0 y SigmaPlot ver. 14

Figura 3. Disefio experimental.

2.2 Animales

Como modelo experimental se utilizaron ratas macho Wistar de 90 + 5 dias de edad
obtenidas de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL)
del CINVESTAV-IPN. Previo al tratamiento, los animales fueron sometidos a un proceso de
aclimatacién por 5 dias. Durante el desarrollo experimental, los animales permanecieron en un
cuarto con temperatura controlada con ciclos de luz-obscuridad de 12 h, a una temperatura de
22 =1 °C y una humedad relativa de 50-60%, con libre acceso a agua y alimento. El cuidado
de los animales se realiz6 de acuerdo con los protocolos de trabajo de la UPEAL, que
corresponden a lo establecido en la NOM-062-Z00-1999.
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2.3 Tratamiento
Para el desarrollo del trabajo los animales fueron divididos en 4 grupos, cada uno
integrado por 6 animales.

a) Grupo control: los animales fueron tratados con solucién fisioldgica (NaCl al 0.9%) por
via oral empleando sonda gastrica en una cantidad equivalente a la empleada para
tratar a los animales del grupo tratado con temefos.

b) Grupos tratados: los animales fueron tratados con una dosis diaria de 1, 10 o 100
mg/kg/d durante 5 dias con temefos emulsificado con solucion fisioldgica por via oral
empleando sonda gastrica. La dosis se ajustd diariamente al peso del animal.

2.4 Sacrificio
A las 24 h después de la ultima dosis los animales fueron eutanizados por asfixia con
CO:z. Posterior al sacrificio, se les extrajo el higado y la sangre por puncion cardiaca, la cual se

procesoé para obtener el suero.

2.5 Ensayos bioquimicos

El suero obtenido fue enviado al laboratorio certificado “Laboratorios Especializados en
la Salud S.A. de C.V.” para el analisis de los parametros bioquimicos: ALT, AST, FAL, GGT,
LDH, lipidos totales, triglicéridos, colesterol total, VLDL, LDL, HDL, bilirrubinas (indirecta,
directa y total), por medio de métodos colorimétricos e inmunolégicos.

2.6 Determinacion de proteinas
2.6.1 Principio

La determinacion de proteinas se realiza con basa en la formacion de un complejo
colorido entre el Cu?* del fenol en medio alcalino y los aminoacidos aromaticos tirosina y
triptéfano de las proteinas en una reaccion de 2 pasos: a) reaccion de las proteinas con iones
cupricos en medio alcalino y b) reaccion del reactivo de los acidos fosfomolibdico-
fosfotungstico a azul de molibdeno y azul tungsteno por el complejo proteina-Cu, tirosina y
triptéfano (Lowry y col., 1951).

2.6.2 Soluciones
e Solucion patron de albumina 1 mg/mL: se disolvieron 10 mg de albumina en 10 mL de

agua Milli-Q. Esta solucion se almacend en alicuotas de 1 mL a -20 °C.
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e Solucion “A” de Na2COs al 2%, NaOH 0.1 N y tartrato de sodio y potasio al 0.02%: se
pesaron 20 g de Na2COs y 4 g de NaOH g de tartrato de sodio y potasio, y se afor6 a 1
L con agua Milli-Q.

e Solucion “B”: Sulfato de cobre al 1%: se disolvio 1 g de CuSOa4 y se aforé a 100 mL con
agua Milli-Q.

e Solucion “C”: se mezclaron 50 mL de la solucién “A” y 1 mL de la solucion “B”. Esta
mezcla se preparé inmediatamente antes de su uso.

e Folin-Ciocalteu 1 N: el reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N se disolvié (1:2) con agua Milli-Q.

Esta solucidn se preparé inmediatamente antes de su uso.

2.6.3 Procedimiento

Se realizo una curva de calibracion con albumina 1 mg/mL (Tabla 2). A las muestras se
les realiz6é una dilucion 1:5, se tomaron 2.5 ul y se llevaron a 100 pl con agua Milli-Q, a éstas
se les agregé 1 mL de la Solucion “C”, se agité vigorosamente y se dejé reposar 10 min.
Transcurrido el tiempo se agregé 0.1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N, se agit6
vigorosamente y se dejé reposar 30 min. Posteriormente se determiné la absorbancia a 750

nm en un equipo TECAN.

2.6.4 Célculos

La concentracion original de proteina en el homogenado se obtuvo a partir de la cantidad
calculada en la grafica de calibracion usando los parametros de regresion lineal y corrigiendo
por los factores de dilucion aplicados durante el andlisis. Los resultados se obtuvieron en
mg/mL.
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Tabla 2. Curva de calibracién de albimina.

Cantidad de Albumina (1 Agua Milli-Q Solucion “C”  Folin-Ciocalteu
proteina (1g) mg/mL) (pL) (uL) (mL) 1N (uL)

0 0 100 1 100

2.5 2.5 97.5 1 100

5 5 95 1 100

10 10 90 1 100

25 25 75 1 100

50 50 50 1 100

2.7 Determinacion de los niveles de proteina de LXR-a y PPAR-a
2.7.1 Principio

La técnica de Western blot se utiliza para separar e identificar proteinas. Se basa en la
separacion de una mezcla de proteinas en funcion del peso molecular mediante electroforesis
(SDS-PAGE), en el cual una mezcla compleja de proteinas se separa en un campo eléctrico,
en funcion del peso molecular de éstas. La identificacion de las proteinas se realiza con

anticuerpos especificos de la proteina de interés (Mahmood y Chang, 2010; Burnette, 1981).

2.7.2 Soluciones

e Solucion amortiguadora patrén de RIPA. Preparar las siguientes soluciones patron:
NaCl 5 M: pesar 7.30 g y llevar a 25 mL con agua Milli-Q, Tris-HCl al 1 M a pH 8: pesar
6.05 gy llevar a 50 mL con agua Milli-Q, Desoxicolato de sodio al 10%: pesar 1 gy llevar
a 10 mL con agua Milli-Q, SDS 10%: pesar 0.5 g en 5 mL de agua Milli-Q y NP-40 al
10%: pesar 0.5 g en 5 mL de agua Milli-Q.
Soluciones patrén para preparar el buffer de lisis RIPA a la siguiente concentracion:
NaCl, 150 mM; NP-40, 1%; desoxicolato de sodio, 0.5%; SDS, 0.1% y Tris-HCI 50 mM
a pH 8.

e Inhibidor de proteasas: se disolvié 1 tableta de Complete® (Roche. CAT: 11697498001)
en 2 mL de agua Mili-Q o en PBS 100 mM a pH 7.

e PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) inhibidor de proteasas 1 mM.

e Solucion amortiguadora de carga 6x: Para 5 ml, 1.5 mL de glicerol, 2.8 mL de Buffer
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concentrador, 600 pL de EDTA-Naz 200 mM, 0.5 g de SDS y 0.6 mg de azul de
bromofenol.

Solucién de acrilamida/bis-acrilamida: 30 g de acrilamida, 0.8 g de N,N-metilen-
bisacrilamida y 100 mL de agua Milli-Q. Mezclar y filtrar la solucion con un filtro de 0.45
um y almacenar en refrigeracion protegido de la luz.

Buffer de corrida 10x. 30.2 g de Tris Base (MW 121.14), 10 g de SDSy 144 g de glicina.
Disolver el Tris y la glicina y ajustar el pH a 8.3 con HCl agregar el SDS disolver y aforar
a 1L con agua Milli-Q. Almacenar en refrigeracion.

Solucién amortiguadora de transferencia 10x. 30.2 g de Tris-Base y 144 g de glicina.
Disolver el Tris-Base y la glicina en agua Milli-Q y ajustar el pH a 8.4. Esta solucién se
almacend en refrigeracion. Esta solucién amortiguadora requiere 20% de metanol, se
recomienda agregarlo al diluir para usar inmediatamente.

Solucién amortiguadora concentradora, pH 6.8: pesar 12.10 g de Tris-Base, 0.8 g de
SDS y aforar a 200 mL con agua Milli-Q. El Tris-Base se disolvid y se le ajust6 el pH a
6.8 con HCI, se agrego el SDS y se disolvid, luego la solucion se filtré con un filtro de
0.47 um y se almaceno en refrigeracion.

Solucién amortiguadora separadora, pH 8.7: se pesaron 36.33 g de Tris-Base y 0.8 g
de SDS, se disolvieron y se llevaron a un volumen 200 mL de agua Milli-Q.

Solucién de lavado Tween-20 al 0.2%: tomar 1 mL de Tween-20 y se mezcld con 499
mL de PBS 1x.

Solucién bloqueadora al 5%: se pesaron 0.5 g de leche descremada en polvo y se
disolvieron en 10 mL PBS 1x.

Persulfato de amonio al 10%: se pesaron 100 mg y disolvieron en 1 mL de agua Milli-
Q. La solucién se almacené en congelacién protegido de la luz.

Rojo de Ponceau S al 2%: se pesaron 0.2 g de Rojo de Ponceau S, se le agregaron 5
mL de acido acético glacial y se llevo a un volumen de 100 mL con agua Milli-Q.
Anticuerpo primario de LXR-a/B (H-7) (sc-377260, Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Anticuerpo primario PPAR-a (H-98) (No. Cat. sc-9000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Anticuerpo primario GAPDH (6C5) (No. Cat. sc-32233, Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Anticuerpo secundario: Goat anti-mouse IgG (H/L) HPR (No. Cat. 5178-2504, BIO-
RAD).
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2.7.3 Procedimiento

Se homogenizaron 50 mg de higado con buffer de lisis y se traspaso la muestra a otro
tubo evitando los lipidos de la superficie. Las proteinas totales del higado se extrajeron con el
buffer RIPA y los inhibidores de proteasas para cuantificar la cantidad de proteina presente en
el homogenado. Posteriormente se colocaron 15 pg de proteina para su separacion en geles
de poliacrilamida al 12% durante 3 h a 70 volts. Enseguida, los geles fueron transferidos en
una camara humeda a una membrana de nitrocelulosa a 300 mA por 90 min. Las membranas
se bloquearon con leche descremada al 5% en PBS por 1 h, y después las membranas fueron
incubadas con los anticuerpos primarios especificos para LXR-a (dil. 1:250) o PPAR-a (dil.
1:200) y GAPDH (dil. 1:1000) que fue usado como control de carga. Posteriormente, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano
(HRP) (1:15,000) durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las membranas se revelaron
utilizando un kit para la HRP (Immobilon Forte, Millipore cat. WBLUF0100). El andlisis
densitométrico de las bandas de las proteinas se hizo utilizando el software Image J (NIH,
2006).

2.8 Determinacion del malondialdehido en el higado
2.8.1 Principio

La oxidacién de lipidos da lugar a una serie de productos secundarios, siendo estos
principalmente aldehidos, con la capacidad de exacerbar el dafio oxidante. El malondialdehido
(MDA), es el principal y mas estudiado producto de la peroxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados (Del Rio y col., 2005). Por lo que, un aumento de los radicales libres provoca
una sobreproduccién de MDA, el cual es conocido como un marcador del estrés oxidante
(Gawel, 2004). El ensayo se basa en la técnica colorimétrica descrita por Esterbauer y col.
(1991), que se fundamenta en la reaccion colorida entre el N-metil-2-fenilindol (MPI) y el MDA
a 45 °C, produciendo un complejo estable de carbocianina colorido que se determind a una A
de 586-595 nm en un equipo TECAN.

2.8.2 Soluciones
e H2SO04 al 1%: se tomaron 1.013 mL de H2SO4 y se aforaron a 100 mL con agua Milli-Q.
e Solucion patron de MDA (1,1,3,3-Tetrametoxipropano; malondialdehido bis-

(dimetilacetal)) 10 mM: se tomaron 12 uL de MDA y se agregaron en 10 ml de H2S0O4 al
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1% o aforar con PBS 1x. Esta solucién es estable por un afio conservada en
refrigeracion. Para su uso se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 2 horas.

e MPI (1-metil-2-fenilindol) 10 mM en acetonitrilo:metanol (3:1): se pesaron 0.02072 g de
MPI y disolvieron en 20 mL de acetonitrilo:metanol (3:1), posteriormente se aforé a 100
mL con acetonitrilo:metanol (3:1).

e MDA 0.1 mM: se tomaron 50 uL de la solucion patron de MDA 10 mM y aforar a 5 mL
con PBS 1x. Esta solucion se mantuvo en refrigeracion.

e HCI concentrado (37%).

2.8.3 Procedimiento

En este ensayo se agregaron en un tubo Eppendorf ambar los microlitros
correspondientes de MDA de 0.1 mM y agua Milli-Q, basado en la curva de calibracion (Tabla
3). Posteriormente se anadieron 185 pyL de MPI y HCI 37% en obscuridad y se agitd
inmediatamente. Después los tubos se incubaron a 45 °C por 40 min, mas tarde los tubos se
centrifugaron a 10,000 rpm por 15 min. Posteriormente, se tomaron 200 uL del sobrenadante,
se agregaron en cada pozo de la microplacay las lecturas de absorbancia se obtuvieron en un
lector de UV-Vis a una A de 586 nm.
Para las muestras, se agregaron 25 uL de la muestra en cada tubo eppendorf, el MDA y H20
correspondientes. Posteriormente se agregé el MPI y HCI en obscuridad, se agitd
inmediatamente y se incubaron a 45 °C por 40 minutos en un bafio de temperatura sélido.
Pasado el tiempo se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos, después se tomaron 200 pL
del sobrenadante y se colocaron en cada pozo de la microplaca y las lecturas de absorbancia

se obtuvieron en lector de UV-Vis a una A de 586 nm a 30°C.

2.8.4 Célculos

De los datos obtenidos de la proteina, se multiplicaron por 0.025, representando el
volumen de muestra que se utilizé para la determinacion de MDA (25 pyL). Posteriormente los
datos obtenidos de las absorbancias de MDA en mmoles, se multiplican por 1,000 para
convertir los valores en pmoles. Estos valores de MDA en pmoles se dividen entre los valores

de proteina. Los resultados se representan en ymoles/ug de proteina.
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Tabla 3. Curva de calibracién de MDA.

Curva de calibraciéon

Concentracion MDA 0.1 mM Agua
Tubo (mmoles de MDA) . MPI HCI 37%
1 0 0 55 185 40
2 0.0045 2.5 52.5 185 40
3 0.0090 5 50 185 40
4 0.0181 10 45 185 40
5 0.0360 20 35 185 40
6 0.0720 40 15 185 40
Muestra 25 pL de muestra 25 185 40

2.9 Determinacion de los lipidos internos en el higado
2.9.1 Principio

Uno de los colorantes mas utilizados para tefiir lipidos es el rojo oleoso (o-red oil), éste
tifie lipidos neutros y ésteres de colesterol. Al ser un tinte hidrofébico se asocia con los lipidos
dentro de las secciones de un tejido. Este método es muy preciso para detectar y determinar

los lipidos hepéticos en cortes histoldégicos (Mehlem y col., 2013).

2.9.2 Soluciones

e Solucion patrén de rojo oleoso al 1%: se disolvieron 1 g de rojo oleoso en 99 mL de alcohol
isopropilico. Esta solucion se filtr6 antes de su uso.

e Dextrina al 1%: se disolvio 1 g de dextrina en 99 mL de agua Milli-Q.

e Rojo oleoso al 60%: tomar 60 mL de la solucién patrén de rojo oleoso al 1% y 40 mL de la
dextrina al 1% y se mezclé. Esta solucion se dejo reposar 24 h antes de su uso previa
filtracion.

e Alcohol isopropilico al 60%: se agregaron 40 mL de agua Milli-Q a 60 mL de alcohol
isopropilico.

e Gelatina de glicerol: se disolvieron 10 g de gelatina en 60 mL de agua Milli-Q a 35 °C, luego
se agregaron 70 mL de glicerol y 1 mL de fenol liquido al 90%. Esta solucidon es estable

durante varios afos a temperatura ambiente.
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2.9.3 Procedimiento

Se mont6 el higado congelado en una base cubierta de Tissue-Tek® (O.C.T. Compound,
Sakura. No. Cat. 4583) y se colocé dentro del criostato preajustado a -30 °C al menos 30 min
previos al corte. Posteriormente, se realizaron cortes de 8 ym y se colocaron en laminillas
tratadas previamente con alcohol acido. Las laminillas se conservaron en congelacién hasta
su tratamiento. Previo a la tincion con rojo oleoso al 60%, las laminillas fueron hidratadas con
agua Milli-Q por 1 min. Después fueron sumergidas con isopropanol al 60% por 1 min.
Posteriormente se tifio con rojo oleoso a temperatura ambiente y se incubd por 5 min a 27 °C.
Luego, el rojo oleoso se retird y se enjuago con agua Milli-Q. En seguida, las muestras se
tinferon con hematoxilina por 5-10 segundos y se enjuag6 con agua corriente. Se coloco la
gelatina de glicerol para sellar con un cubre-objetos, posteriormente las laminillas se analizaron

en el microscopio éptico con los objetivos 10x y 40x.

2.10 Determinacion de la concentracion de GSH y GSSG, y la tasa GSH/GSSG en el higado
2.10.1 Principio

La determinacion de GSH y GSSG consiste en la reaccién especifica con el fluoruro de
O-ftaraldehido (OPT) a diferente pH, el GSH reacciona a pH 8 con el OPT mientras que el
GSSG lo hace a pH 12, resultando en la formacién de un producto fluorescente que se
determina por fluorescencia a una A de emisién a 420 nm usando una A de excitaciéon de 350

nm (Hissin y Hilf, 1976; Browne y Armstrong, 1998).

2.10.2 Soluciones

e Solucion amortiguadora de FEDTA pH 8: EDTA 0.005 M, se pesaron 1.8612 g de EDTA dibasico
y fosfato monobasico de sodio 0.1 M: se pesaron 11.99 g de fosfato monobasico, se ajusto el

pH y se llevé a un volumen final de 1 L con agua Milli-Q.

e NaOH 0.1 N: se pesaron 4 g de NaOH vy llevo a un volumen final de 1 L con agua Milli-
Q.

e Acido metafosférico al 25%: se pesaron 71.43 g de acido metafosférico y se llevaron a
un volumen final de 100 mL con agua Milli-Q.

¢ N-Etilmaleimida 0.04 M: se pesaron 0.5 g de N-etilmaleimida y se llevaron a un volumen

final de 100 mL con agua Milli-Q.
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e O-ftaraldehido: se pesé 1 mg de O-ftaraldehido y se disolvié en 1 mL en metanol grado
HPLC.

e GSH 20 pg/mL: se pesar 1 mg de GSH y se disolvio en 1 mL de solucion de FEDTA. Se
tomaron 20 pL y llevarlo a 1 mL con FEDTA.

e GSSG 20 ug/mL: se pesé 1 mg de GSSG eny se diluyé a 1 mL de NaOH 0.1 N, de esta

solucion se tomaron 20 pl y llevaron a 1 mL con NaOH 0.1 N.

2.10.3 Procedimiento

Se pesaron 50 mg de higado y se le agregaron 750 pL de solucion de FEDTA y 200 uL
de acido metafosforico al 25%. Posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm por 30 min. Para la
determinaciéon de GSH se colocaron 100 pL del sobrenadante a 4 °C con 4.9 mL de FEDTA.
De esta solucién patrén se tomaron 100 uL y se colocaron en tubo nuevo con 1.8 mL de FEDTA
y 100 uL de OPT. Se mezcld y se dejo reposar 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se midi6 la emision 450 nm usando una A de excitacion de 350 nm.

Para la determinacién de GSSG se colocaron 500 pL del sobrenadante del homogenado
con 200 uL de NEM 0.04 M. Se agitd y dejé reposar por 30 min a temperatura ambiente.
Después se agregaron 4.3 mL de NaOH 0.1 N y se mezcl6. Posteriormente se tomaron 100
ML y se colocaron en tubo nuevo con 1.8 mL de NaOH y 100 pyL de OPT. Se mezclo y se dejo
reposar por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se midi6é la emision a una A de

450 nm usando una A de excitacion de 350 nm.

2.11 Determinacion de CYP total
2.11.1 Principio

En esta determinacion se utiliza el hecho de que cuando el hierro de la hemoproteina
se reduce con ditionita de sodio y se acompleja con CO, se obtiene un espectro de absorcion
caracteristico con maximo de absorcion a 450 nm (Omura y Sato, 1964). Este maximo de
absorbancia se conoce como pico de Soret y no aparece en la forma oxidada del CYP. El grupo
tiol de un residuo de cisteina ligado al atomo de hierro es el responsable de este pico de Soret
en los CYP.
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2.11.2 Soluciones
e Solucion amortiguadora de Tris-HCI 66 mM y glicerol 20%, pH 7.4: 5.2 g de Tris-HCl y
100 mL de glicerol se disolvieron y mezclaron en 350 mL de agua Milli-Q, se ajusto el
pH a 7.4 y se afor6 a 500 mL con agua Milli-Q. Esta solucion se conservo en

refrigeracion

2.11.3 Procedimiento

Los microsomas se diluyeron 1:10 con solucién amortiguadora de Tris-HClI 66 mM y
glicerol 20%, pH 7.4 (concentracion final de proteina diluida 1-2 mg/mL), se le agregé una pizca
de ditionita de sodio y se agitd ligeramente por inversidon. La suspension se repartio en dos
celdas (blanco y problema) y se corrigio el fondo en un rango de 500 a 400 nm, posteriormente,
la celda problema se burbujeé durante 30 segundos con CO e inmediatamente se hizo el
barrido de 500 a 400 nm. Se registraron las absorbancias a 450 y 490 nm. El analisis se realiz6

en un espectrofotometro de doble haz (Perkin Elmer Lambda 2S).

2.11.4 Célculos

La concentracion de CYP total (nmoles/mg de proteina) se calculé con base en la
absorbancia a 450 nm, la cual se corrigié restandole la absorbancia observada a 490 nm, se
multiplicé por 1000 y se dividié entre el coeficiente de extincién molar (91 mM-*cm-?). El valor
obtenido (nmoles/ml de muestra diluida) se multiplicé por el factor de dilucion y se dividié entre

el contenido de proteina.

2.12 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con una prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk y al
contar con una distribucién normal los datos se analizaron por ANOVA de una via seguido de
la prueba post hoc de Holm-Sidack. Los resultados representan la media £+ DE (n=6).
Estableciendo una diferencia significativa con una p< 0.05, respecto al grupo control. El analisis
estadistico se hizo con los programas GraphPad Prism version 8.0.1 y SigmaPlot version 14.
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3. RESULTADOS

3.1 Peso relativo del higado

La exposicion a temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias no afecto el peso relativo
del higado (Tabla 4). El temefos demostrd no afectar el peso relativo del higado a ninguna de
las dosis evaluadas, sugiriendo que este plaguicida no influye en la disminucion del peso del

higado, incluso a la dosis mas alta de 100 mg/kg/d.

Tabla 4. Peso relativo del higado de ratas Wistar macho
adultas tratadas con temefos.

Dosis de temefos Peso relativo del higado
(mg/kg/d por 5 d) (%)
0 3605
1 39+04
10 3605
100 39+0.2

Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias.

*Los resultados representan la media + D.E. (n=6).

3.2 Actividades enziméticas en el suero

Las enzimas ALT y AST son consideradas como marcadores de dafio tisular severo,
principalmente por necrosis. Su presencia en la sangre es debido a que son enzimas
citosodlicas y si ocurre un dafio severo como la muerte del hepatocito, el contenido intracelular
es liberado al torrente sanguineo, lo que incrementa su actividad enziméatica en este medio. La
exposicidn a la dosis mas alta de temefos (100 mg/kg/d) provocd un aumento significativo en
las dos enzimas (Figura 4), respecto al grupo control que solo recibi6 solucion salina.

Las enzimas FAL y GGT han sido también consideradas como marcadores de dafo
hepatico. Estas enzimas se encuentran en la membrana del hepatocito y también son liberadas
hacia el torrente sanguineo incrementando sus niveles en suero cuando los hepatocitos u otras
células sufre un dafio severo. Sin embargo, ni la FAL ni la GGT se vieron afectadas por la

exposicién a temefos a ninguna de las dosis evaluadas (Figura 4). Por otro lado, la LDH es
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una enzima que se encuentra en casi todos los tejidos incluido el higado, ésta se libera al
torrente sanguineo cuando hay un dafio en las células. Esta enzima es una oxidorreductasa
gue cataliza la reaccion donde el piruvato es reducido a lactato por la oxidacion de NADH a
NAD*. Los resultados mostraron que la dosis de 100 mg/kg/d de temefos aumentd
significativamente la actividad de esta enzima en comparacion al grupo no expuesto (Figura
4).

3.3 Efecto del temefos sobre la concentracion de lipidico en suero y en el higado

Los triglicéridos y el colesterol son diferentes tipos de lipidos que circulan en la sangre y
desempeiian funciones importantes en el organismo. Los triglicéridos son la forma mas comun
de grasa, son una fuente de energia para el organismo y se almacenan en el tejido adiposo.
Mientras que, el colesterol es esencial para la formacion de membranas celulares, la
produccién de hormonas, la sintesis de vitamina D y la produccion de bilis para la digestion de
las grasas. La concentracion los diferentes tipos de lipidos se evalud en el suero y se observé
un aumento en los lipidos totales a las dosis de 10 y 100 mg/kg/d, en los triglicéridos a la dosis
de 10 mg/kg/d y en el colesterol a la dosis de 100 mg/kg/d (Figura 5). Esto sugiere una posible
alteracion en el balance lipidico.

El colesterol se clasifica en dos tipos principales: el colesterol de LDL y el colesterol de
HDL. Las LDL transportan el colesterol desde el higado hacia las células del cuerpo. Si hay un
exceso de LDL en la sangre puede acumularse en las paredes de las arterias y formar
depositos llamados placas. Estas placas pueden obstruir las arterias y aumentar el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, las HDL ayudan a eliminar el exceso de
colesterol de las células y las arterias y lo transportan de vuelta al higado para su eliminacion.
La relacion LDL/HDL es una medida importante para evaluar el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. En este estudio las VLDL no se vieron afectadas a ninguna de las dosis de
temefos, sin embargo, sobresale un incremento de las LDL a las dosis de 10 y 100 mg/kg/d,
siendo 4 veces mayor a la dosis mas alta comparado con el grupo control (Figura 6). Por otro
lado, las HDL se incrementaron también a la dosis de 100 mg/kg/d. Del mismo modo, la
exposicion a las tres dosis de temefos provoco una acumulacion significativa en comparacion
con el grupo no expuesto. Todo el conjunto de resultados sugiere que el temefos esta
afectando el balance lipidico en la sangre, asi como la secrecién de los lipidos del higado al

torrente sanguineo como se puede apreciar en la Figura 7.

30



. 0.08 — ALT - 0.151 AST .
L 8
© 0.06 =
% —_ g 0.10
c 2 oy
@ E 0.04- T E
B2 23
:E =} 0.05
= 0.02- =
< 2
0.00- 0.00-
0] 1 10 100 0 1 10 100
0.20 0.0054  GGT
< FAL ©
Q O _
£ 04154 o £ 0.004
£ E
N5 N — 0.003 -
& £ 0.10- S E
B = ® = 0.0024
j=i S
> _ =
Z 005 £ 0.001-
< <
0.00- 0.000-
0 1 10 100 0 1 10 100
0.6 LDH
[++]
S
:I‘-U' *
E 0.4
5E
2=
= 0.2
=
©
<
0.0-
0 1 10 100

Dosis de Temefos (mg/kg/d)

Figura 4. Efecto del temefos sobre las actividades enzimatica en suero de la ALT, AST, FAL, GGT Y
LDH (U/mL). Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias.
Los resultados representan la media = D.E. (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05),
respecto al grupo control. ANOVA seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidack.
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Figura 5. Efecto del temefos sobre la concentracion de diferentes tipos de lipidos en el suero de ratas
macho adultas. Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5
dias. Los resultados representan la media + D.E. (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p<
0.05), respecto al grupo control. ANOVA seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidac.
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Figura 6. Efecto del temefos sobre la concentracion de las diferentes lipoproteinas VLDL, LDL, HDL
(mg/mL) en el suero de ratas macho adultas. Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de
1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias. Los resultados representan la media + D.E. (n=6). *Diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), respecto al grupo control. ANOVA seguido de la prueba post
hoc de Holm-Sidac.
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Figura 7. Efecto del temefos sobre la acumulacion de lipidos en el higado. Los animales fueron
expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias. Los resultados representan la
media + D.E. (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), respecto al grupo control.
ANOVA seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidack.

3.4 Efecto del temefos sobre la expresion de LXR-a y PPAR-a

El LXR-a es un receptor que tiene un papel crucial en la regulacion del metabolismo de
los lipidos y el colesterol en el cuerpo, promueve la descomposicion de los acidos grasos. la
B-oxidacion y la descomposicion de las lipoproteinas ricas en triglicéridos. El tratamiento de
los animales con temefos provocé una disminucion del PPAR-a, sin embargo, solo fue
significativa a la dosis de 100 mg/kg/d, lo que sugiere una posible inhibicion del receptor del
PPAR-a, lo que provocaria una alteracion de las funciones que dependen de él. En el caso del
LXR-a, también se observé una disminucién, pero no mostro significancia estadistica a ninguna

de las dosis (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del temefos sobre el contenido relativos de las proteinas de los receptores LXR-a y
PPAR-a en el higado de ratas macho adultas. Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de
1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias. Los resultados representan la media + D.E. (n=6). *Diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), respecto al grupo control. ANOVA seguido de la prueba post

hoc de Holm-Sidack.

3.5 Balance oxido-reduccion en el higado
De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis del GSH y GSSG, la

concentracion hepatica de éstos no se vio afectada por la exposicion al temefos a ninguna de
las dosis evaluadas. Sin embargo, la tasa GSH/GSSG si se vio afectada, ya que disminuyo

significativamente a las dosis de 1 y 100 mg/kg/d en comparacion al grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del temefos sobre el balance Oxido-reduccion hepatico de ratas macho adultas
tratadas con temefos. Los animales fueron expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por
5 dias. Los resultados representan la media = D.E. (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p<
0.05). ANOVA seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidac.

3.6 Efecto del temefos sobre las bilirrubinas séricas

La exposicion a temefos durante 5 d no alter6 las concentraciones séricas de la
bilirrubina indirecta o directa, pero si provoco un aumento significativo de la bilirrubina total a
la dosis de 100 mg/kg/d (Figura 10). Este resultado nos sugiere que la exposicién durante 5 d
a la dosis mas usada en este estudio altera el metabolismo de compuestos enddégenos, como

en este caso las bilirrubinas.
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Figura 10. Efecto del temefos sobre la concentracion de las bilirrubinas en el suero de ratas macho
adultas. A, bilirrubina indirecta; B) bilirrubina directa; y C) bilirrubina total. Los animales fueron
expuestos al temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias. Los resultados representan la
media + D.E. (n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), respecto al grupo control.
ANOVA seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidack.

3.7 Efecto del temefos sobre el contenido de CYP total

Los CYP son una superfamilia de hemo-tiol proteinas presentes en todos los seres vivos
(Liny Lu, 1998). Estos son las principales enzimas encargadas del metabolismo de esteroides,
acidos biliares y grasos y vitaminas (Bernhardt, 2006), asi como de la biotransformacién de
xenobidticos, entre los que se incluyen farmacos y contaminantes ambientales. Mas del 90%
de todo el metabolismo de los xenobidticos en el hombre estd mediado por el CYP (Pelkonen,

2004). La exposicion a temefos disminuyo las concentraciones del CYP total a las tres dosis

37



evaluadas (Figura 11). Esto sugiere que el temefos puede estar inhibiendo su actividad o

reprimiendo su expresion.
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Figura 11. Efecto del temefos sobre la concentracién del CYP total. Los animales fueron expuestos al
temefos a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias. Los resultados representan la media + D.E.
(n=6). *Diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05), respecto al grupo control. ANOVA seguido
de la prueba post hoc de Holm-Sidack.

38



4. DISCUSION

Los OF se consideran compuestos altamente toxicos y se utilizan ampliamente en la
agricultura, la ganaderia, el sector salud y el hogar. Todos ellos comparten un mecanismo de
accion comun que es la fosforilacién de la AChE, lo que origina la inhibicién de su actividad
enzimética debido a la union covalente con el grupo "OH de la serina en el sitio activo de la
enzima, evitando que el neurotransmisor ACh interactie con la enzima generando una
sobreestimulacion por una acumulacién del mismo en las sinapsis (FAO, 1986; EPA, 2014).
El temefos es un larvicida OF, utilizado para el control de algunos vectores transmisores de
enfermedades como el dengue, Zika y chikungunya (OMS, 2006). De acuerdo con la
recomendacion por parte de la OMS, en nuestro pais se emplea desde hace aproximadamente
5 décadas; durante las campafas de aplicacién, cuando el temefos es afiadido en los
depdsitos de agua a concentraciones menores a 1 mg/L (CENAPRECE, 2022; OMS, 2006). El
temefos también suele ser aplicado en forma de aerosol en combinacidn con otros plaguicidas
OF y piretroides (Rose, 2001). Por otra parte, el temefos es un compuesto inestable que se
oxida facilmente en el ambiente debido a la luz solar, la humedad y el oxigeno del aire (Lacorte
y col., 1997). Cuando se agrega al agua clorada, principal forma de potabilizacién del agua en
nuestro pais, se generan algunos derivados oxidados del temefos, todo esto aumenta el riesgo
de exposicion de la poblacion en general al temefos y sus derivados oxidados.

A pesar del uso tan intensivo del temefos en México y varios paises tropicales, tales
como Cuba, Indonesia, Guatemala, el Salvador, entre otros, la informacion toxicolégica es
todavia limitada y tampoco se ha evaluado la magnitud de la exposicion en los seres humanos
a este larvicida, lo que puede ser debido a la falta de un marcador de exposicion. En los pocos
estudios que existen hasta la fecha, se ha demostrado que la exposiciéon al temefos inhibe la
actividad de la AChE en la rata y otras especies (Blinn, 1969; Ferguson y col., 1985; Kimy col.,
2020; Mirén-Vani y col., 2018; Ramos-Flores y coll., 2021; Verdin-Betancourt y col., 2019),
pero también produce efectos tdéxicos en los sistemas nervioso y reproductivo, es genotoxico
y produce alteraciones conductuales (Benitez-Trinidad y col., 2015; Kim y col., 2020; Mirén-
Vani y col., 2018; Ramos-Flores y col., 2021; Verdin-Betancourt y col., 2019). El higado
también es un érgano blanco del temefos, sin embargo, hasta la fecha hay muy pocos reportes

sobre los efectos en este érgano.
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4.1 Efecto del temefos en el peso corporal y relativo del higado

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la exposicion de ratas macho
adultas a las dosis de 1, 10 6 100 mg/kg/d por 5 dias no afectd el peso relativo del higado
(Tabla 4). Estos resultados difieren con lo observado en el estudio preliminar realizado por
Hernandez-Esteris y col. (2020), quienes observaron una disminucién del peso relativo del
organo del 12% en los animales tratados a la dosis de 100 mg/kg/d por 7 dias, ademas,
también provoco la muerte del 41% de los animales tratados y con los reportados por Ramos-
Flores y col. (2021), donde se observo una disminucion del 11% en el peso relativo del higado
después de 5 dias de exposicion. Con la informacién disponible hasta el momento, no es facil
explicar esta diferencia debido a que los animales se mantuvieron en las mismas condiciones
experimentales y tienen el mismo origen.

El peso relativo de un 6rgano es un parametro grueso de toxicidad, cuando éste se altera
en corto tiempo de exposicion indica que hay un dafio severo. La falta de afectacion del peso
relativo del higado sugiere que la exposicion repetida a temefos por 5 dias a las dosis probadas
no provoca dafio al 6rgano (aunque anteriormente si se haya observado) y mantendria activos
los mecanismos compensatorios y de destoxificacion para contrarrestar los efectos toxicos del
temefos y sus metabolitos, incluyendo la activacion de vias de reparacion y proliferacion celular

para mantener el peso del higado dentro de rangos normales (Cienfuegos y col., 2014).

4.2 Efecto del temefos sobre actividades enziméticas

Continuando con la evaluacion toxicoldgica sobre el higado, el siguiente nivel evaluado
fue la determinaciéon de la actividad de algunas enzimas hepaticas en el suero de las ratas
expuestas. La exposicion a temefos a la dosis de 100 mg/kg/d por 5 dias aument6 de manera
significativa la actividad de las AST y ALT (Figura 3), lo que nos indica que, a esta dosis, del
plaguicida esta provocando un dafio tisular severo en el 6rgano ocasionando la liberacion de
estas enzimas al torrente sanguineo e incrementando sus niveles en suero. De estas dos
enzimas, la ALT ha mostrado una mejor correlacion con el dafio hepatico y se considera un
marcador especifico. La enzima ALT se localiza en el citosol del hepatocito y se libera en el
espacio extracelular hacia la sangre e indicando una lesion hepatica por un dafo sobre la

membrana celular de los hepatocitos (necrosis) (Perigard, 2003). Por otra parte, la ASAT se
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localiza en la mitocondria y en el citosol de las células de otros oOrtganos, ademas, del
hepatocito. Cuando ambas se elevan en el suero se considera que hay un dafio
necroinflamatorio (Ozer y col., 2008; Yang y col., 2014).

Otras enzimas también consideradas en este estudio para evaluar el dafio hepatico
fueron la FAL y la GGT. En los resultados obtenidos, tanto la actividad de la FAL como de la
GGT (Figura 3), no se afectaron a ninguna de las dosis de temefos probadas, indicando que
el plaguicida no alteré su actividad. La enzima FAL se encuentra en la membrana de los
hepatocitos y otros 6rganos y tejidos como huesos, placenta, intestinos y rifiones. La liberacion
de la FAL puede ocurrir por diferentes razones que no estan relacionadas con el dafio hepético,
por esta razon, la FAL no debe considerarse como un marcador especifico de lesion hepatica.
Esta es considerada como parcialmente predictiva del dafio hepéatico cuando se usa junto con
otros biomarcadores. La GGT es una enzima ubicada en la superficie de las membranas
plasmaticas de los hepatocitos y los niveles de GGT suelen estar elevados en casos de
enfermedad hepatica. Por lo que, los niveles de GGT pueden ser Utiles para detectar y
monitorear el dafio hepatico (Yang y col., 2014). Aunque la GGT como la FAL pueden estar
elevadas en casos de dafio hepatico, cada una tiene sus propias caracteristicas y niveles de
elevacion. La GGT es mas especifica para evaluar la funcion hepética, mientras que la FAL
puede estar elevada debido a condiciones éseas y otros factores no hepaticos (Yang y col.,
2014).

Por otra parte, la actividad sérica de la LDH (Figura 3), se increment6 desde la dosis mas
baja de temefos (1 mg/kg/d), aunque a la dosis de 10 mg/kg/d no hubo aumento significativo.
La LDH es una enzima que cataliza la conversiéon reversible del piruvato a lactato con la
oxidacion/reduccion concomitante de NADH a NAD®*. Este efecto estaria indicando que el
temefos altera el balance del NADH, el cual es indispensable en varias rutas metabdlicas de
una gran variedad de células. Esta enzima se encuentra presente en el corazoén, el higado, los
rifiones, los pulmones y el musculo esquelético, y se libera al torrente sanguineo cuando hay
un dafio o lesién en las células y tejidos (Forkasiewicz y col., 2020). Por estas razones también
se considera un biomarcador de dafio hepatico. Los resultados del presente este estudio no
concuerdan con lo reportado por Ennin y Franklin (1979), quienes no reportaron algun efecto
significativo sobre las actividades de ALT, AST, LDH y FAL a las dosis de 10-300 mg/kg/d ip
por 7 y 10 dias. Una posible, pero remota explicacién, es que estos autores administraron el

temefos disuelto en aceite de ajonjoli, o cual podria modificar la toxicocinética del temefos. Sin
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embargo, Verdin-Betancourt y col. (2021) no encontraron diferencias en los parametros
toxicocinéticos cuando el temefos se administr6 en emulsion con solucion fisiolégica, que fue
la forma de cdmo se administré en este estudio. Por su parte, Singh y col. (2011) reportaron
un aumento en las actividades séricas de la ALT, AST y FAL en trabajadores expuestos a OF,
incluyendo al temefos. Sin embargo, al ser una exposicién a una mezcla de diferentes OF y no
contar con un marcador de exposicion al temefos, este estudio no puede ser comparable con

nuestros resultados.

4.3 Alteracion de lipidos séricos

Los resultados del perfil lipidico en suero (Figura 4), indican un aumento significativo de
los lipidos totales a las dosis de 10 y 100 mg/kg/d, los triglicéridos aumentaron solamente a la
dosis de 10 mg/kg/d y el colesterol a la dosis de 100 mg/kg/d. Los lipidos son componentes
esenciales de todas las células y desempefian funciones importantes que incluyen la
estabilizacion y sefalizacion celular. Ademas, el higado es el 6rgano mas importante en su
metabolismo. El colesterol, es uno de los reguladores mas importantes de la organizacion de
los lipidos en el nucleo y las mitocondrias, esto es esencial para regular los procesos
fisiologicos como la respiracion mitocondrial, la regulacion de la apoptosis, la proliferacion
celular y los procesos transcripcionales (Santos y Preta, 2018). Otros tipos de lipidos, son los
triglicéridos. Estos estdn compuestos por tres acidos grasos unidos a una molécula de glicerol,
tienen diferentes funciones cruciales en las células, como componente de las membranas
celulares, transporte de lipidos, almacenamiento de energia, aislamiento térmico y proteccion.
También son considerados un factor importante de riesgo de eventos cardiovasculares (De
Carvalho y Caramujo, 2018).

El temefos produjo un aumento en las LDL a las dosis de 10 y 100 mg/kg/d (Figura 5).
Resaltando que, a la dosis mas elevada, las concentraciones se incrementaron 4 veces mas
gue el grupo control, lo cual llama la atencién debido a que un aumento en los niveles séricos
de triglicéridos se asocia con la formacion de las LDL, que se considera altamente aterogénico.
Por otro lado, la concentracion de HDL aumenté a la dosis de 100 mg/kg/d. Con estos
resultados se determind la relacion LDL/HDL, la cual se considera de una mayor especificidad
y sensibilidad que el indicador Unico, ya sea de las LDL o HDL, debido a que en ensayos
clinicos permite identificar a pacientes con aterosclerosis o individuos con alto riesgo (Ting y

col., 2022). Con base en estos antecedentes, es posible proponer que el temefos a la dosis de
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100 mg/kg/d por 5 dias es capaz de inducir un estado ateroesclerotico afectando el balance de
lipidos en el suero de rata. Sin embargo, es importante sefialar que estos resultados estan en
desacuerdo con las observaciones preliminares de Hernandez-Esteris y col. (2020), quienes
determinaron que en ratas expuestas a una dosis de 100 mg/kg/d por 5 dias se redujeron los
triglicéridos, las LDL vy los lipidos totales. Esta discrepancia podria ser debido a variaciones en
el método analitico usado en cada determinacion, lo que sugiere la necesidad de implementar
un meétodo analitico mas preciso para estas determinaciones, ya que como se menciono
anteriormente los animales son del mismo origen y mantenidos en las mismas condiciones
experimentales.

Después de haber observado una alteracion en el balance lipidico en suero, se procedio
a evaluar si en el higado se produce un efecto sobre el contenido lipidico. EIl analisis con la
técnica del rojo oleoso (Figura 6) permitié determinar que a las tres dosis de temefos usadas
se produjo una acumulacién de los lipidos en el érgano. Estos resultados indican que el
temefos tiene una gran capacidad para afectar el balance lipidico en el higado, ya sea por un
aumento en la sintesis 0 una disminucion en la secrecion de ellos al torrente sanguineo a dosis
minimas de este plaguicida, en este caso 1 mg/kg/d. Estos resultados estan en acuerdo con
las observaciones de Ba-Omar y col. (2013), quienes reportaron cambios en el tejido hepatico,
aberraciones, agrandamiento de las gotas de lipidos, vacuolizacién citoplasmatica, picnosis de
los ndcleos y necrosis focal en peces Aphanius dispar expuestos a una concentracion de
temefos a partir de la concentracion de 5 ppm en el agua. La acumulacion lipidica en el 6rgano
puede ser debido a un dafio del temefos sobre los transportadores (ABCAl1 y ABCG1)
involucrados en la secrecion al torrente sanguineo. La expresion génica de estos
transportadores es regulada por la activacion del LXR, el cual aunque no fue afectado de
manera significativa si muestra una tendencia a una menor cantidad relativa de la proteina,
pero también es posible suponer un posible efecto directo del temefos o de sus metabolitos
sobre su funcionalidad debido a una posible fosforilacion, la cual es necesaria para su
activacion (Pengfeiy col., 2018; Xu y col., 2018). Esta propuesta sugiere la necesidad de llevar
a cabo estudios para determinar la funcionalidad de los transportadores involucrados en la

captacion y excrecion de lipidos.

4.4 Efecto del temefos en los RN LXR-a y PPAR-a
La interaccion entre el PPAR-a y el LXR-a impacta en la homeostasis del colesterol,
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controlando su salida y entrada (Pengfei y col., 2018). La activacion de LXR-a aumenta la
expresion de ABCA1 y ABCGL1 y acelera el transporte inverso del colesterol y después se
depositan en el higado. Con base en estos antecedentes, se evaluaron los niveles proteicos
de los receptores PPAR-a y LXR-a en el higado (Figura 7), con el fin de determinar si la
acumulacion de lipidos y sus niveles aumentados en suero, y conocer si existe una relacion
con la activacidon de estos receptores. Los resultados obtenidos indican que los niveles de la
proteina del PPAR-a disminuyeron significativamente a la dosis de 100 mg/kg/d, mientras que,
los niveles del LXR-a no se vieron afectados significativamente a ninguna de las dosis. Este
resultado indica que el temefos desregula el receptor PPAR-a afectando las funciones
reguladas por este receptor.

Hasta el momento no existe informacion disponible sobre los efectos que se pueden
generar a partir de la interaccion del temefos con el PPAR-a. La activacién de este receptor
por ligandos naturales conduce a un aumento en la expresion de genes implicados en la
oxidacion de acidos grasos, el transporte de lipidos y el metabolismo de las lipoproteinas. Esto,
a su vez, mejora la descomposicion de los acidos grasos en el higado y las células musculares
y aumenta la eliminacioén de triglicéridos de la sangre, lo que resulta en una disminucién de los
niveles de triglicéridos en plasma (Zandbergen y col., 2007). Una de las modificaciones que
puede sufrir el PPAR-a y que puede impactar en su activacion, es la fosforilacion en la serina
6, 12 0 21, lo que puede inhibir la capacidad de PPAR-a para unirse al ADN, desregulando la
transcripcion de sus genes diana o también puede afectar el reclutamiento de co-reguladores
transcripcionales (Burns y col., 2007; Jurkowski y col., 2011; Brunmeir y Xu, 2018). Un
antecedente importante para suponer una posible fosforilacion es que los derivados mas
oxidados del temefos tienen mayor capacidad de fosforilar, tal como se demostro en el estudio
in vitro de Verdin-Betancourt y col. (2019), en el que se describe una mayor potencia inhibitoria
de la AChE dependiente del grado de oxidacion de los derivados del temefos. Esto sugiere la
necesidad de llevar a cabo estudios para determinar si los derivados oxidados llevan a cabo la
fosforilacién del PPAR-a y como se afecta su funcionalidad.

A pesar de que se observa una posible disminucion en el contenido relativo de la
proteina del LXR, los resultados no fueron significativos. Este resultado puede ser un poco
contradictorio con los efectos observados en la concentracion de lipidos séricos y en la
acumulacion en el higado. Una posible explicacion a que no haya habido significancia a las

diferentes dosis puede ser debido a la elevada variacion que se tuvo durante la determinacion
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del LXR, lo que sugiere utilizar una técnica mas fina como la PCR-RT en estudios posteriores,
gue permitiria una evaluacion mas sensible sobre la expresion del LXR. Esto también permite
suponer que posiblemente se requiere una dosis mas elevada de temefos para que el efecto
sea mas claro. Esta suposicion se hace con base en el estudio publicado por Mozzicafredo y
col. (2015), en el cual un compuesto OF, el tri-p-O-tolil-fosfato y otros compuestos
hipolipemiantes del tipo del clofibrato, mostraron una reduccién en la expresion del LXR-a y de
los genes dependientes del receptor, en ensayos de “docking molecular” y experimentales. A
la fecha, este es el Unico reporte que describe un compuesto OF sobre los niveles de proteina
del LXR-a. Estos resultados sugieren también la necesidad de llevar a cabo estudios para
explicar como el temefos esta afectando el balance lipidico, en el que posiblemente esta

involucrada la interaccion entre varios receptores y la fosforilacién de algunos de ellos.

4.5 Efecto oxidante del temefos

Los resultados de la concentracion de MDA hepéatico en este estudio indican que el
temefos solo lo incrementd de manera significativa a la dosis de 100 mg/kg/d (Figura 8). En el
mismo sentido, y para complementar la evaluacion del estado Oxido-reduccion también se
evaluaron los niveles de GSH y GSSG en el 6rgano.

El temefos se metaboliza amplia y exhaustivamente tanto in vivo como in vitro
(Hernandez-Esteris, 2019; Verdin-Betancourt y col., 2021). En la ruta de biotransformacion
propuesta en la rata, se forman por lo menos 18 metabolitos intermedios debido a su extensa
biotransformacion. En esta ruta de biotransformacion del temefos estan involucradas diversas
isoformas de CYP, monooxigenasas que contienen flavina y esterasas (Hernandez-Esteris,
2019). Durante la biotransformacion de un xenobidtico se generan varias especies reactivas
de oxigeno (ERO) (Veith y Moorthy, 2018). Esto nos indica que la exposicion a temefos genera
una gran cantidad de ERO. ElI MDA, es uno de los principales y mas estudiado producto de la
peroxidacién de &cidos grasos poli-insaturados (Del Rio, y col., 2005). Por lo que, un aumento
de los radicales libres provoca una sobreproduccién de MDA (Gawel, 2004). El GSH es el tiol
no proteico mas abundante a nivel celular y es considerado como el antioxidante endégeno
mas importante producido por las células para protegerlas del estrés oxidante, neutralizando
el efecto de las ERO y manteniendo los niveles de antioxidantes exégenos (Onur y col., 2014).
En el estado reducido del glutation (GSH), el grupo tiol de la cisteina es capaz de donar un

electron a otras moléculas inestables, tales como las ERO, y al donar un electron el glutation
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se convierte en reactivo y se combina rapidamente con otro glutation reactivo para formar al
glutation oxidado (GSSG) (Onury col., 2014). Sobre estos parametros, la exposicion a temefos
no alter¢ significativamente los niveles del GSH o GSSG en el higado, a ninguna de las dosis
evaluadas (Figura 8). Sin embargo, la relacion GSH/GSSG disminuy6 de manera significativa
a la dosis de 100 mg/kg/d. Este resultado y los observados sobre la concentracion de MDA
sugiere que a la dosis mas alta de temefos si se altera el estado 6xido-reduccion, a pesar de
gue la determinacidn de estos parametros se hizo 24 h después de la ultima administracion.
Para esto es importante considerar qué a este tiempo, el organismo posiblemente ya se habia
recuperado de los posibles dafios generados por los ERO que ocurren en las primeras horas
luego de la exposicion debido a la intensa biotransformacion por parte de la activacion de todos
los mecanismos bioquimicos y celulares para neutralizar el dafio producido. Ante esta
situaciéon, es recomendable realizar mas estudios enfocados para determinar el dafio del
temefos sobre el estado 6xido-reduccién en las primeras horas después de la administracion,
gue es el periodo en el que la biotransformacién es mas intensa (Verdin-Betancourt y col.,
2021). Esta propuesta estda apoyada por los resultados obtenidos por Ramos-Flores y col.
(2021), quienes demostraron la oxidacion significativa (19%) de los lipidos de la membrana de
los espermatozoides de ratas expuestas a 100 mg/kg/d por 5 d en espermatozoides, pero los
niveles de MDA fueron similares a los de los animales no expuestos al plaguicida debido
posiblemente a que ya se habia eliminado. Todo esto sugiere que el dafio oxidativo y la
neutralizacion de las especies reactivas depende del tiempo de exposicion, tiempo de la

determinacién, la dosis y el 6rgano en el que se evalue.

4.6 Efecto del temefos sobre las bilirrubinas

En este estudio también se evaluaron los diferentes tipos de bilirrubinas (indirecta,
directa y total) en suero (Figura 9). La exposicion a temefos no afecté la bilirrubina directa e
indirecta a ninguna dosis y solo se increment6 la bilirrubina total a la dosis de 100 mg/kg/d.
Este resultado sugiere que el metabolismo de compuestos endégenos también se ve afectado
por el temefos alterando la capacidad del higado para procesar y eliminar la bilirrubina de
manera efectiva. Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por Hernandez-
Esteris y col. (2021), quienes también observaron un incremento de 2 veces en los niveles de

bilirrubina total en ratas expuestas a la misma dosis de 100 mg/kg/d de temefos por 5 dias.
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4.7 Efecto del temefos sobre el contenido hepatico de CYP total

Finalmente, se determino el efecto del temefos sobre la concentracion del CYP total
hepatico, el cual representa un sistema de defensa ante la presencia de xenobioticos en el
organismo llevando a cabo la biotransformacion de ellos para su eliminacién (Guengerich,
2006). La exposicion a temefos produjo a todas las dosis probadas una disminucién en la
concentracion de CYP total (Figura 10), lo que nos indicando que, desde la dosis mas baja, se
disminuye la capacidad de biotransformar xenobiéticos y al mismo tiempo predispone a una
clara interaccion con xenobidticos, la cual puede benigna o maligna dependiendo del
xenobidtico de interés. Algunas posibles explicaciones a esta disminucion se pueden deber a
gue el temefos actie como un sustrato suicida, tal como lo como lo sugirié Ferguson (1985), y
ha sido demostrado para otros OF como el malation y el clorpirifos (Usmani y col., 2006). Otra
posibilidad es que el temefos o sus metabolitos interaccione con los receptores CAR y PXR,
los cuales regulan la expresion de los CYPs lo que provocaria una represion de la expresion
génica (Timsit y Negishi, 2007). Sin embargo, estos resultados son contradictorios con los
reportados por Hernandez-Esteris (2020), quién a la dosis de 50 mg/kg/d de temefos por 3
dias, no observé un cambio significativo en el contenido del CYP total hepético. Estas
diferencias pueden ser debido a la dosis y el tiempo de exposicién que fueron diferentes en

cada estudio.

4.8 Comentarios finales sobre el uso del temefos

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, el higado es un 6rgano blanco del
temefos. Este plaguicida es hepatotdéxico en exposiciones repetidas a las dosis establecidas
como seguras por la OMS y la EPA, lo que representa un riesgo para la salud humana. Afecta
particularmente el balance de lipidos, produce necrosis tisular y altera otras rutas metabdlicas
y exacerba el estrés oxidante, por lo tanto, es recomendable que se modere el uso en las
camparias de aplicacion para el control de vectores en areas endémicas de dengue. Al mismo
tiempo, es recomendable realizar una revision a la normatividad relacionada con su uso con el
fin de proteger a la poblacién en general y de esta manera, disminuir el riesgo a la salud que

representa este plaguicida.
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5. CONCLUSIONES

1. La exposicion repetida a temefos produjo dafio tisular hepatico debido al incremento de

las actividades enziméticas de la ALT, AST y LDH en el suero a la dosis de 100 mg/kg/d.

2. La exposicion a temefos afect6 el balance lipidico en el suero debido a un aumento en
la concentracion de los lipidos totales y LDL (dosis de 10 y 100 mg/kg/d), triglicéridos
(dosis de 10 mg/kg/d) y colesterol (dosis de 100 mg/kg/d) y favorecio la acumulacion de

lipidos en el higado.

3. La exposicion a temefos alterd el balance del estado redox en el higado, el cual se
manifestd por un incremento de los niveles de MDA a la dosis de 100 mg/kg/d, asi como
también por una disminucion en la tasa de GSH/GSSG a las dosis de 1y 100 mg/kg/d.

4. A la dosis de 100 mg/kg/d, la exposicion a temefos provocé una disminucion de los
niveles proteicos del PPAR-q, pero no se afectaron los niveles de la proteina del LXR-

a a ninguna de las dosis probadas.

5. La exposicion a temefos disminuyd el contenido del CYP hepéatico, lo que puede
provocar interacciones en el metabolismo de xenobioticos y también en el metabolismo

de compuestos endbdgenos y de xenobidticos.

6. Los resultados obtenidos hasta ahora indican que el temefos produce dafio hepatico a
las dosis establecidas como seguras por la OMS y la EPA, lo que indica que el uso del
temefos no es tan seguro. Esto sugiere la necesidad de realizar una revision a la
normatividad sobre el uso intensivo del temefos en las campafias de aplicacion para el

control de vectores en las regiones endémicas de dengue.
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PERSPECTIVAS

. Analisis por PCR-TR de los niveles de transcripcion del LXR-a y PPAR-a para evaluar

el efecto del temefos sobre estos receptores de manera mas exacta.

Evaluar la capacidad de fosforilacion de los derivados oxidados del temefos al PPAR-a

y LXR-a ya sea por estudios in vivo o0 in vitro.
Determinar el efecto del temefos sobre la expresion y funcionalidad de los
transportadores membranales involucrados en la captacion y secrecion de los lipidos

en los hepatocitos.

. Continuar con la evaluacion del dafio hepatotéxico en otras rutas metabdlicas.
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