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RESUMEN

El amitraz es una formamidina usada como
ectoparasiticida en Medicina Veterinaria. Su
toxicidad intravenosa y oral ha sido reportada,
aunque su prescripcién se fundamenta en
aplicaciones tépicas. Esta investigacién evalué
los efectos cronotrépicos y dromotrépicos de la
aplicacién tépica de amitraz (12% v/v; 4mL/L)
en ratas anestesiadas con pentobarbital sédico y en
perros conscientes. Se usaron 16 ratasy 12 perros,
los cuales se sometieron a un electrocardiograma
(ECQG) control. Subsecuentemente, a 16 ratas
se les aplic6 amitraz en bafio de inmersién
por 2 min y a 12 perros se les aplicé banos de
aspersion. Posteriormente, se registraron dos ECGs
consecutivos cada 30 min, durante 1 h. Como
indicadores de cronotropismo y dromotropismo, se
usaron la frecuencia cardiaca (FC) y el intervalo
P-R, respectivamente. La F'C en ratas fue reducida
(control: 265,7*+12,1 lat/min vs amitraz: 234,
4+13,8lat/min) alos 30 min del bafio con amitraz,
alcanzando diferencias significativas (P <0,05), a
los 60 min (225,0+ 13,6 lat/min). Se prolongé el
intervalo P-R (control: 54,3 +2,0 mseg vs amitraz:

ABSTRACT

Anmitraz is a diamidine molecule widely used
as an ectoparasiticide in Veterinary Medicine.
Although amitraz is prescribed as a topical
treatment, its toxicity has been reported in oral
and intravenous administration. This investigation
assessed the potential chronotropic and dromotropic
effects of topical amitraz (12% v/v; 4mL/L) in
anesthetized rats and conscious dogs. Sixteen rats
and twelve dogs were used. Before treatment, body
surface was moistened with water and all animals
were subjected to a baseline electrocardiogram
(ECQG). Subsequently, amitraz was applied to rats
(n=16) as an immersion bath for 2 min, or as a
spray application to dogs (n=12), respectively.
Two consecutive ECGs were recorded at 30 min
interval for 1 h. The heart rate (HR) and the P-R
intervals were calculated to estimate chronotropism
and dromotropism, respectively. The HR of rats
was reduced (control: 265.7%12.1 beats/min
vs amitraz: 234.4+13.8 beats/min) at 30 min
after amitraz application, reaching a significant
(P<0,05) value at 60 min (225.0%+13.6 beats/
min). The P-R interval was significantly (P <0.05)
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67,9+2,4 mseg) (P<0,05) a los 30 min y 60 min
(72,1+2,8 mseg), respectivamente. En contraste,
no se observaron cambios significativos en la FC e
intervalo P-R en perros. Los efectos cronotrépicos
y dromotrépicos negativos observados en ratas,
podrian reflejar una accién agonista o.,-adrenérgica
presinaptica en el sistema nervioso central, con la
consecuente reduccién del tono simpatico, sin descartar
una accién parasimpaticomimética. Posiblemente,
la absorcién cutdnea del amitraz en caninos, seria
incapaz de desarrollar estos efectos. En caninos sin
premedicacién, pudieran desarrollarse respuestas
autonémicas reflejas capaces de regular un posible
efecto del amitraz sobre las variables estudiadas. Las
dosis terapéuticas de amitraz, no produjeron cambios
en el ECG de caninos aparentemente sanos. Se
requieren experimentos adicionales para esclarecer si
dosis superiores en aplicacién tépica actiian en forma
similar en perros con lesiones de piel producidas por
4caros o garrapatas.

(Palabras clave: Perro, rata, pentobarbital,
amitraz, frecuencia cardiaca, electrocardiografia,
cronotropismo, dromotropismo, aplicacién tépica)

INTRODUCCION

El amitraz (N-(2,4-dimethylphenyl)-N-[(2,4-dime
thylphenyl)iminomethyl]-N-methylmethanimidamide:
CI19H23N3) es una formamidina usada como
acaricida en Medicina Veterinaria. Se ha usado
ampliamente en perros con dermatitis asociada al
Demodex canis y en infestaciones por Rhipicephalus
sanguineous. En perros, las vias de administracién mas
comunes son: collares, bafos con soluciones acuosas
o la aplicaci6n de soluciones mas concentradas en las
areas de la piel donde se localice la lesién (Mundel,
1996; Tarallo et al., 2009). Se propone que el sitio
de accién de este farmaco en los invertebrados se
localiza en el receptor de la octopamina, adenilato
ciclasa dependiente. Este receptor presenta una
similitud estructural con los receptores oi-adrenérgicos,
por lo cual, se ha propuesto que uno de los posibles
mecanismos de generacién de toxicidad en los
mamiferos pudiera ser mediado por estos receptores

(Costa et al., 1988; Andrade et al., 2006).
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prolonged at 30 min (control: 54.3+2.0 msec vs
amitraz: 67.9+2.4 msec) and 60 min (72.1+2.8
msec), respectively. In contrast, no significant
changes in HR and P-R interval were found in
dogs treated with amitraz. The negative chronotropic
and dromotropic effects observed in rats may reflect
the activation of pre-synaptic o,-adrenoceptors in
the central nervous system and a reduction in the
sympathetic outflow, without excluding a potential
parasympatomimetic effect. The lack of these effects
in dogs might be related either to reduced skin
absorption or to a potential autonomic regulatory
reflex in conscious dogs. The therapeutic dose of
amitraz used herein did not modify the ECG in
apparently healthy dogs. Further experiments are
required to establish the effects of higher topical doses
in dogs suffering from skin diseases related to mites
or ticks infestations.

(Key words: Dog, rats, pentobarbital, amitraz,
heart rate, electrocardiography, chronotropism,
dromotropism, topical application)

Los efectos secundarios que causa el amitraz
son similares a los producidos por los agonistas o,-
adrenérgicos, tales como la clonidina y la xilazina
(Shin y Hsu, 1994). Por otra parte, esta tltima ha sido
usada como preanestésico en Medicina Veterinaria,
donde se han descrito sus efectos cardiovasculares
en perros (Martinez, 1986; Vega, 1996). Dentro
de los efectos farmacolégicos de la xilazina en
perros, destacan la generacién de bloqueos auiriculo-
ventriculares, bradicardia, hipertensién arterial seguida
de hipotensién. Algunos de los efectos secundarios de
la administracién de amitraz son la sedacién y la
letargia, signos que mimetizan los principales efectos
farmacolégicos de la administracién de xilazina u otros
agonistas o.,-adrenérgicos. De hecho, en pacientes
humanos intoxicados por la ingestién de amitraz, o
en gatos inyectados via intravenosa, la bradicardia es
un hallazgo comiin (AAgin et al., 2004; Andrade
et al., 2007). Sin embargo, se desconoce si la
aplicacién tépica en dosis terapéuticas, pueda generar
variaciones electrocardiograficas. Por lo tanto, el
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objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos
cronotrépicos y dromotrépicos de la aplicacién tépica
de amitraz en dosis terapéuticas en ratas anestesiadas
y perros conscientes.

MATERIALES Y METODOS

Durante este trabajo se respetaron las normas
internacionales de ética para investigacién en animales,
evitando la produccién de dolor o sufrimiento
innecesario. L.os protocolos experimentales fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la FCV-
UCWV.

Protocolo 1

Se utilizaron 16 ratas Sprague-Dawley
hembras entre 300 a 400 g de peso, las cuales se
anestesiaron con pentobarbital sédico (30mg/kg)
via intraperitoneal. Una vez alcanzado el plano de
anestesia quiridrgica, estas se baharon con agua, y
se realizé un electrocardiograma (ECQG) control
y luego se les aplicé el bafio de inmersién con
amitraz (Triatox®;12 % v/v), en una dilucién de
4 mL/L, registrandose posteriormente dos ECGs
por animal cada 30 min, durante 1 h, garantizando
el mantenimiento de una profundidad anestésica
homogénea. De 1gual manera, se usé6 un grupo de
6 ratas anestesiadas a las cuales sélo se les aplicé el
bafio con agua, siendo usadas para estimar el efecto
de la anestesia sobre las variables en estudio durante el
tiempo de registro. [Los ECGs se registraron mediante
la derivacién Il usando electrodos subcutéaneos de
aguja, colocados en ambas axilas y en el apéndice
xifoides (Mayo y Jamali, 1999), con un equipo EK 10
(Burdick Corporation, USA). Se calculé el niimero
de ondas R en 10 cm (velocidad del registro: 25
mm/seg) del trazado, para luego estimar la frecuencia
cardiaca (F'C), como indicador de cronotropismo. Al
mismo tiempo, se calcul el intervalo P-R (mseg) en
6 complejos electrocardiograficos, como indicador de
dromotropismo (Vega y Szabuniewicz, 1977).

Protocolo 2

En el caso de los perros, el protocolo 2 fue
similar al descrito en el protocolo 1. Sin embargo, a
estos caninos no se les aplicé anestesia. Doce perros
mestizos de ambos sexos fueron banados con agua,
se colocaron en posicién dectbito lateral derecho y
se colocaron electrodos exploradores tipo “caiméan”

en ambos codos y rodillas, para obtener un registro
electrocardiogréafico en derivacién Il estandar, siguiendo
el protocolo descrito por Vega y Szabuniewicz (1977)
en el laboratorio de la catedra de Farmacologia, FCV-
UCV. Seguidamente, se aplicé un bafo de aspersién
con amitraz a la misma dosis que en el protocolo 1 y
se realizaron dos ECGs consecutivos, cada 30 min
luego de aplicado el amitraz. Los indicadores de las
variables para cronotropismo y dromotropismo fueron
los mismos que en el protocolo 1.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores para cada variable fueron expresados
como el promedio = el error estandar de la media. Se
obtuvieron valores controles antes de aplicar el bafo
con amitraz. El efecto a los 30 y 60 min luego de la
aplicacién cutdnea de amitraz, se comparé con sus
valores controles pre-tratamiento a través de la prueba
de “t” de Student para datos pareados con un nivel
de significancia estadistica de P <0,05.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra los trazados originales de los
ECGs en una rata anestesiada con pentobarbital y un
perro consciente. Se denota la tipica arritmia sinusal
respiratoria del ECG de los perros.

En la Figura 2 se observa que la aplicacién tépica
de amitraz en ratas anestesiadas causé una reduccién
no significativa en la FC a los 30 min (control:
265,7+12,1 lat/min vs amitraz: 234, 4+13,76
lat/min), alcanzando niveles de significacién a los
60 min (225,0+13,62 lat/min). Simultaneamente,
se observé un incremento (P <0,05) en el intervalo
P-R a los 30 min (control: 54,3+2,0 mseg vs
amitraz: 67,9+2.,4 mseg) y 60 min (72,1%2,8
mseg), luego de aplicado el bafio. Se destaca que
la aplicacién de la anestesia con pentobarbital,
permiti6 manipular las ratas tanto para la aplicacién
tépica del amitraz, como para la realizacién de los
registros electrocardiograficos. No se observaron
cambios significativos en las variables estudiadas en
ratas anestesiadas con pentobarbital (Figura 3). La
aplicacién tépica (bafios de aspersién) de amitraz en
perros conscientes, no causé variaciones significativas
en las varables electrocardiograficas estudiadas hasta
60 min, luego de aplicado el tratamiento (Figura

4).
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Figura 3. Variables electrocardiogréficas en ratas anestesiadas
(n=6) con pentobarbital sédico. A: frecuencia cardiaca (lat/min);
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Figura 4. Efecto de la aplicacién tépica de una solucién comercial
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DiscusioN

Los efectos dromotrépicos y cronotrépicos
negativos producidos por la aplicacién tépica de la
solucién de amitraz en ratas, coinciden con los efectos
cardiovasculares reportados en humanos expuestos en
fumigaciones con chlordimeform en aerosol (Zhou
etal., 1999). El clordimeformo es una formamidina
con una estructura quimica similar al amitraz,
por lo cual existe la posibilidad que la exposicién
cutanea al amitraz pueda generar efectos depresores
cardiovasculares similares al chlordimeform. Sin
embargo, la administracién intravenosa de amitraz
en ratas anestesiadas con éter, produjo bradicardia
y midriasis, sin que el chlordimeform produjera
efectos similares (Hsu y Kakuk, 1984). En el mismo
reporte, se demuestra que la midriasis y la bradicardia
asociadas al amitraz son producto de una accién
agonista sobre receptores az-adrenérgicos post-
sinapticos y pre-sinapticos, respectivamente (Hsu y
Kakuk, 1984).

Existen evidencias bioquimicas que sustentan
la hipétesis de que los receptores o.,-adrenérgicos
representan blancos importantes para los efectos
nerviosos de las formamidinas, como el amitraz
(Costa et al., 1988; Andrade et al., 2006). Los
efectos dromotrépico y cronotrépico negativos
observados en este ensayo en ratas anestesiadas,
son similares a los observados en gatos intoxicados
en forma experimental con amitraz via intravenosa
(Andrade et al., 2007), en los cuales se registraron
bradicardia sinusal y bloqueos auriculo-ventriculares
de primer grado. La administracién de xilazina
(agonista de receptores o.,-adrenérgicos) en perros,
frecuentemente se asocia a bradicardia y bloqueos
auriculo-ventriculares de segundo grado (Martinez,
1986; Vega, 1996). En este experimento, se observé
un bloqueo auriculo-ventricular de primer grado,
tipificado por la prolongacién del intervalo P-R, lo
cual sugiere el retardo en la conduccién auriculo-
ventricular (Szabuniewicz y Vega, 1977).

Los mecanismos capaces de generar los efectos
cronotrépicos y dromotrépicos negativos asociados a la
administracién del amitraz en mamiferos, atin no han
sido determinados. Considerando las evidencias que
sugieren al amitraz como un agonista de receptores
a.,-adrenérgicos, parte de los efectos observados en
este trabajo podrian explicarse por la accién post-
sinaptica sobre los receptores o -adrenérgicos en

el misculo liso vascular, lo cual incrementaria la
resistencia periférica total y la presién arterial. En
esta situacion, la respuesta autonémica via refleja se
traducirfa en el desarrollo de bradicardia a través de la
reduccién del tono simpatico central. Adicionalmente,
una accién agonista sobre receptores a.,-adrenérgicos
pre-sinapticos podria reducir el tono simpatico a nivel
del sistema nervioso central, al inhibir la liberacién
de norepinefrina en el componente pre-sinaptico, o
posiblemente al ejercer un efecto periférico similar
sobre la neurona eferente efectora simpética en el
corazén. Cualesquiera de estos posibles mecanismos
se traducirfa en un tono parasimpético mas elevado,
lo cual implicarfa una accién colinérgica muscarinica
con una subsiguiente depresién de la pendiente de
despolarizacién en fase 4 del potencial de accién de
las fibras del sistema de conduccién del corazén,
traduciéndose a su vez en bradicardia y reduccién de
la conduccién cardiaca. Sin embargo, la posibilidad
de una accién directa sobre las fibras musculares
cardiacas no puede ser descartada.

La potencial explicacién de los posibles
mecanismos que subyacen la accién del amitraz
sobre el cronotropismo y dromotropismo cardiacos,
se complica atin més al considerar que el amitraz
podria bloquear, aunque con reducida potencia, la
enzima acetilcolinesterasa, a través de un mecanismo
similar al de los carbamatos (Clayton y Macphail,
1989). Esta accién se implicaria en un efecto
parasimpaticomimético que explicaria y potenciaria el
desarrollo de bradicardia. A pesar que en este ensayo
no se midieron los niveles plasmaticos de amitraz luego
de su administracién tépica, los resultados sugieren
que durante el bafio de inmersién con una solucién
comercial de amitraz, se absorbe una concentracién
capaz de generar cambios en los niveles basales de
los indicadores electrocardiograficos evaluados en
ratas anestesiadas.

En contraste con el efecto descrito anteriormente
en ratas anestesiadas, la aplicacién de amitraz a
la dosis recomendada por el fabricante en perros
conscientes, no se tradujo en alteraciones significativas
en las variables electorcardiograficas estudiadas. Sélo
| de 12 perros evaluados mostré una bradicardia
equivalente a una reduccién del 50% de la FC, con
signos evidentes de depresién y letargia. Pareciera que
la administracién tépica de amitraz a dosis terapéuticas
en perros aparentemente sanos, no es capaz de causar
una absorcién cutdnea del farmaco que eleve las
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concentraciones plasmaticas y cause alteraciones
en las variables cronotrépicas o dromotrépicas
estudiadas. Se ha reportado que la administracién
oral del amitraz en perros causa bradicardia,
hipotensién, sedacién, poliuria, hipotermia e
hiperglucemia (Hugnet et al., 1996). El objetivo de
la presente investigacién fue determinar la potencial
generacién de efectos cardiovasculares colaterales
a través del uso del amitraz en dosis terapéuticas
usando la via de administracién tépica recomendada.
Los resultados obtenidos sugieren que el amitraz no
causa cambios electrocardiograficos al administrarse
via tépica en perros aparentemente sanos. Sin
embargo, se requiere de mas investigaciones para
determinar si la aplicacién terapéutica de amitraz
podria causar efectos colaterales cardiovasculares
en perros con dermatitis asociada a infestacién por
4caros o garrapatas.

La diferencia de los efectos observados entre las
dos especies usadas en este estudio, podria explicarse
simplemente por la variabilidad entre especies, lo cual
ratificaria las limitaciones al extrapolar resultados
de modelos animales entre diferentes especies. Al
mismo tiempo, estas diferencias podrian asociarse a
la potencial capacidad de absorcién cutanea entre las
especies estudiadas. Por otro lado, el hecho de haber
usado anestesia en las ratas, probablemente permitié
reducir la magnitud de las respuestas autonémicas
reflejas ante los posibles cambios hemodindmicos
asociados a la administracién tépica del amitraz y
su accién sobre receptores o.,-adrenérgicos post o
pre-sinapticos. En el caso de los perros en los cuales
la evaluacién se realizé sin aplicar ningiin agente
anestésico, existe la posibilidad que, absorbiéndose
una cantidad suficiente de amitraz a través de la
piel, las respuestas autonémicas moduladoras reflejas
podrian haber influenciado las variables estudiadas
para no observarse cambios importantes en la muestra
sometida al estudio.

En conclusién, la utilizacién del amitraz bajo un
régimen terapéutico adecuado, pareciera no influenciar
el cronotropismo y dromotropismo cardiaco en perros
aparentemente sanos. Sin embargo, las evidencias
obtenidas en ratas anestesiadas, sugieren que
ciertamente existe la posibilidad que al aplicar amitraz
en forma tépica, se produzcan efectos cronotrépicos
y dromotrépicos negativos, similares a los reportados
para agonistas de receptores .,-adrenérgicos. Futuras
investigaciones se centraran en establecer los posibles
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mecanismos de accién de los efectos del amitraz
aplicado en forma tépica en ratas.
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