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Resumen

El KCI es un compuesto de muiiltiples aplicaciones y efectos variados. Se ha reportado que actiia como un
eficaz fertilizante. Asimismo, cumple un papel importante en la homeostasis del ser humano. Sin embargo,
la variabilidad en sus concentraciones séricas puede resultar téxica. Esta “multibioactividad” del KCI ha sido
poco explorada. En este trabajo se evalué el impacto fisiolégico adverso del KCl en el modelo larvario del
mosquito Aedes aegypti, aplicando el protocolo Aa-integral-Tox. De dicho protocolo se obtuvo la CL,; a una
t=3h de 30,44mM, dentro de un IC95% de 28,82 a 43,55mM, lo que permitié evaluar la actividad motora y
la actividad cardiaca contractil a través del tiempo, asi como la dinamica del equilibrio iénico, determinada
en los sobrenadantes de los extractos de las poblaciones larvarias control y tratadas, respectivamente. Se
determiné una disminucion significativa en la trayectoria y la velocidad angular del 60,25% (p<0,0001), asi
como de la frecuencia de contraccién cardiaca. Por otra parte, la variabilidad i6nica en la poblacién larvaria
tratada present6 una disminucién de la concentracién de los iones Na* y Cl'y un incremento del K*, respecto
al control. El protocolo Aa-integral-Tox, permitié evaluar la letalidad y el impacto fisiolégico adverso del KCl,
a través de: la identificacion de la actividad plaguicida del KCI contra la poblacion larvaria del Aedes aegypti,
mediante la reduccién de la actividad motora y la actividad cardiaca contractil, asi como la variabilidad en
las concentraciones de los metabolitos de la poblacién larvaria sobreviviente a la concentraciéon subletal.

Palabras clave: KCl, multibioactividad, larvas de Aedes aegypti, Aa-integral-Tox, actividad motora, actividad
cardiaca contractil, dinamica del equilibrio iénico, impacto fisiolégico adverso

Abstract

KCl is a compound with multiple applications and varied effects. It has been reported to act as an effective
fertilizer. It also plays an important role in human homeostasis. However, the variability in its serum
concentrations can be toxic. The multibioactivity of KCl has been little explored. This work evaluated the adverse
physiological impact of KCI on the larval model of the Aedes aegypti mosquito, applying the Aa-integral-Tox
protocol. From this protocol, the LC_  at t=3h of 30.44 mM was obtained, within a 95% CI of 28.82 to 43.55
mM, which allowed the evaluation of motor activity and cardiac contractile activity over time, as well as the
dynamics of ionic equilibrium, determined in the supernatants of the extracts of the control and treated larval
populations, respectively. A significant decrease in trajectory and angular velocity of 60.25% (p < 0.0001) was
observed, along with a reduction in the frequency of cardiac contractions. On the other hand, the ionic variability
in the treated larval population showed a decrease in the concentration of Na* and Cl ions and an increase
in K ions compared to the control. The Aa-integral-Tox protocol allowed to evaluate the lethality and the
adverse physiological impact of KCI, through the identification of the pesticidal activity of KCl against the larval
population of Aedes aegypti, by reducing motor activity and cardiac contractile activity, as well as the variability
in the concentrations of the metabolites of the larval population surviving at the sublethal concentration.

Keywords: KCl, multibioactivity, Aedes aegypti larvae, Aa-integral-Tox, motor activity, cardiac contractile
activity, ionic balance dynamics, adverse physiological impact
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Introduccion

El cloruro de potasio, KCl, es un compuesto
de gran importancia en la medicina que
se ha empleado para tratar o mantener
la presion arterial en niveles normales
o estables, debido a su capacidad para
preservar la funcion mitocondrial, ejercer
un efecto antiapoptoético sobre las lesiones
miocardicas y servir de cardioprotector
(Anderseny col., 1985; Rodan, 2017; Igbal y
col., 2019; Madadi y col., 2022). Asimismo,
tiene un papel modulador en una variedad
de procesos fisiologicos y celulares, tales
como la transmision del impulso nervioso,
contraccion del musculo liso y esquelético,
secrecion gastrica, funcion renal, sintesis de
proteinas y metabolismo de carbohidratos,
por lo que, el mantenimiento del balance
de este compuesto dentro del organismo
es de vital importancia para la homeostasis
del mismo (Tejada Cifuentes, 2008). Una
concentracion sérica de KCI, muy baja
0 muy elevada tiene efectos daninos o
toxicos sobre la funcion del corazon y de
otros 6rganos, es debido a esto, que su
administracion requiere de conocimientos
a fin de evitar complicaciones que puedan
deteriorar la salud del individuo o incluso
causar su muerte (Rodriguez, 2021). Otra
de las aplicaciones del cloruro de potasio,
ha sido en la produccién alimentaria
como fertilizante en cultivos horticolas,
especificamente en sistemas hidropoénicos,
debido a su alta solubilidad, bajo costo y
alta concentracion de potasio (Ayala y col.,
2019). Asi mismo, se ha reportado que actiia
como agente plaguicida. Embarcaciones y/o
equipos marinos expuestos a biomasas
acuaticas como el mejillén, utilizan el
KCIl para descontaminar las superficies
expuestas a este organismo, debido a la
eficacia y rapidez con la cual es capaz de
inducir su muerte (Davis y col., 2018; Wang

y col., 2018b). Esta doble accion del KCl,
define una “multibioactividad” que hasta la
fecha ha sido poco explorada. Sin embargo,
digna de ser valorada debido al impacto
fisiologico adverso que pudiera estar
generando sobre los organismos vivos,
bien sea, causando la muerte poblacional
de microorganismos invasores, en el caso
de su accion plaguicida, o bien, induciendo
trastornos neurocardiotoxicos, como ha
sido sugerido por otros autores (Wang y col.,
2018a; Reineckery col., 2020). En tal sentido,
incrementar el numero de bioensayos in
vivo que analicen la letalidad o actividad
plaguicida del KCl, conjuntamente con la
evaluacion de la expresion de cualquier
impacto fisiolégico adverso durante su
aplicacion, es de gran importancia. Cabe
destacar que, todas sus aplicaciones han
sido reportadas como dependientes de la
concentracion y el tiempo de exposicion,
asi, altas y/o bajas concentraciones,
conjuntamente con tiempos de exposicion,
que van desde los segundos hasta horas
y dias de tratamiento, han sido descritos
(Fujimura y Usuki, 2017). Es por ello, que
en el presente trabajo nos planteamos
evaluar el impacto fisioloégico adverso del
KCI haciendo uso del modelo larvario del
mosquito Aedes aegypti, en un protocolo
definido en nuestro laboratorio como el
Aa-integral-Tox (Alvarez y col., 2022). El
mencionado protocolo, ha estado inspirado
en el modelo larvario del pez cebra (Cornet
y col., 2017), con el cual hemos generados
algunos aportes de reconocida significancia
(Zanotty y col., 2019; Alvarez y col., 2021).
Es un protocolo innovador que integra, en
un mismo animal, lo letal con la respuesta
neurocardiotoxica, cumpliendo asi los
principios basicos de las 3R: Reduccion,
Remplazo y Refinamiento de los modelos
animales de experimentacion (Guerra y
col., 2016). Es un modelo experimental no
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convencional que proporciona respuestas
funcionales medibles y cuantificables,
ademas de ser facilmente accesibles y
de muy reducido costo, en comparacion
con los modelos convencionales de
experimentacion. Con el uso del modelo
larvario del mosquito de Aedes aegypti,
hemos podido identificar, medir y cuantificar
la toxicidad aguda y los efectos subletales de
algunos compuestos de interés en nuestro
laboratorio (Hernandez y Alvarez, 2020;
Alvarez y col., 2021a; Alvarez y col., 2021b.,
Barrios y col., 2022). En tal sentido, este
modelo alternativo no convencional podria
garantizar los altos indices de productividad
para estimar la eficiencia de los bioensayos
de toxicidad, como proponen algunos
autores (Hornberg y col., 2014; Blomme y
col., 2016) en este caso con el uso del KCI.

Materiales y Métodos

Nuestro protocolo, Aa-integral-Tox,
ha sido disenado como una herramienta
metodoloégica a partir de la cual es
posible determinar, en un mismo modelo
animal, los bioensayos de toxicidad aguda
conjuntamente con la identificacion de
las senales de dano subyacentes a su
aplicacion (Alvarez y col., 2022). Para los
bioensayos de toxicidad aguda, larvas de
Aedes aegypti en estadio 4 (L4), fueron
incubadas en placas de plastico de 24
pozos con una concentracion creciente
de KCI de 0O, 20, 40, 60, 80 y 100 mM
(Guo y col., 2022), en un volumen final
de 1000uL, a una razén de 4 larvas/pozo/
concentracion, a temperatura ambiente y
durante 1, 2 y 3 horas, respectivamente.
Cada una de las diluciones se prepararon
en agua desionizada y se utiliz6 como
control positivo, el cloruro de sodio,
NaCl, de toxicidad y referencia conocida.

Una vez transcurrido los tiempos de
exposicion, se procedi6 a registrar la
mortalidad y los resultados obtenidos
fueron sometidos al analisis de regresion no
lineal empleando el programa estadistico
GraphPad Prism 8.0.2, para determinar
la Concentracion Letal cincuenta (CL,)
y sus intervalos de confianza (a=0,05).
Para la identificacion y cuantificacion de
los efectos subletales, se evaluaron los
cambios funcionales; particularmente de la
Actividad Motora (AM) y la Actividad Cardiaca
Contractil (ACC), asi como la Dinamica
del Equilibrio I6nico, determinada en los
sobrenadantes de los extractos de las
poblaciones larvarias control y tratadas,
respectivamente. Para ello, se siguieron
los protocolos descritos en trabajos previos
(Alvarez y col., 2021a; Alvarez y col., 2023),
y se analizaron tanto las imagenes como los
videos obtenidos mediante el programa de
procesamiento Imaged Fiji10 64-bit Java 8.
y el software libre Tracker Video Analysis
Version 6. Seguidamente, los resultados
fueron registrados graficamente y los
valores obtenidos sometidos a su analisis
estadistico. Los valores medidos fueron
tiempo de exposicion (t), velocidad angular
(w) y aceleracion angular (a), con lo cual fue
posible establecer la relacion Sensibilidad/
Especificidad y el indice de Variabilidad de
la AM (IvAM). Adicionalmente, se evaluo la
frecuencia promedio de contraccion (fc) y
el intervalo de picos de contraccion (c-c)
permitiendo definir la Variabilidad Total de
la ACC (VtACC) y el Indice de Variabilidad de
la ACC (IvACC). Por su parte, para analizar
el comportamiento i6nico en la poblacion
larvaria intoxicada pero sobreviviente a la
accion del KCI, se procedi6 a realizar la
determinacion de electrolitos, tales como
Na*, K*, ClI'y Ca**, asi como el pH, a través
del analizador de electrolitos ST-200. Pro*/
PLUS. Para ello, se utilizé6 un pool de 40
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larvas, controles y tratadas, las cuales
fueron lavadas en agua desionizada para
remover los restos de KCI, maceradas de
forma mecanica y centrifugadas a 2.000
rpm durante 15 minutos. Seguidamente, el
sobrenadante obtenido fue filtrado por una
Millipore de 0,45 um (SA 67120) y analizado.
Se realiz6 una curva de calibracion patron
para los iones, con la cual se contrasto
el patron del sobrenadante control y
tratado obtenido. Todos los analisis fueron
fortalecidos con los estadisticos mediante
el ANOVA de una via, acompanado con la
prueba de complementariedad de Brown-
Forsythe y test de Bostlett's.

Resultados

La letalidad del KCIl fue registrada a
la primera hora de observacion, siendo
representada en una curva Mortalidad
larvaria - Concentracion de KCl a la hora de
tratamiento; en esta, se puede apreciar la
relacion que existe entre la concentracion
de KCI con el porcentaje acumulativo de
larvas que resultaron muertas debido
a la exposicion, lograndose evidenciar
que a mayor concentracion, mayor es la
mortalidad (Figura 1a).

Al realizar la transformacion logaritmica
de la relacion Mortalidad larvaria -
Concentracion de KCI, se obtuvo una CL_,
a una t=3h de 30,44mM, dentro de un
1C95% de 28,82 a 43,55mM (Figura 1b).
Cabe destacar, que la mortalidad larvaria
del 100% con el NaCl, se alcanz6 a un t=3h.

Por su parte, en el rango de Concentracion
Subletal, CL,  , de KCI, se obtuvo que el perfil
de desplazamiento larvario, representado
por trazos de lineas azarosas y continuas
en el control (Figura 2a), presenté una
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Figura 1. a) Curva Mortalidad larvaria - Concentracién de
KCl a la hora de tratamiento; b) Transformada logaritmica de
la relacién Mortalidad larvaria - Concentracién de KCl

reduccién a medida que fue transcurriendo
el tiempo de exposicion (Figura 2b), hasta
alcanzar una especie de letargo con un
minimo de desplazamiento en aquellos
casos donde el tiempo de tratamiento
era mas prolongado (Figura 2c). Dichos
cambios se traducen en una evidente
disminucién de los picos de angulacion
que describen el desplazamiento y los
movimientos zigzagueantes de la poblacion
larvaria control y tratada (Figuras 2a’, 2b’
y 2c’), asi como, en una reduccion de la
velocidad angular (Figura 3a), expresada
en un descenso significativo del coeficiente
de varianza de 1.526% a 614 %, es decir,
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Figura 2. a,b, ¢) Trayectoria larvaria en tiempos de exposicién ascendentes. a’, b, ¢) Desplazamiento

larvario en funcién del tiempo

en una pérdida de la velocidad angular de
aproximadamente el 60,25% (p<0,0001),
que se evidenci6 al alcanzar la paralisis total
del cuerpo en aquellas larvas expuestas
a la CL,, luego de un t=1h. La relacion
Sensibilidad/Especificidad permitié definir
un IvAM de 62,18 * 3,7%, dentro de un
1C95% entre 54,80 a 69,56 (Figura 3b).

Adicionalmente, en este rango
de CL,, del KCI, el perfil de la ACC,
representado por un Tacograma y medido
en términos de la frecuencia de los picos

de contraccion sistolica y diastolica de
las poblaciones larvarias sobrevivientes
al tratamiento, presenté una evidente
disminucién en sus picos en funciéon del
tiempo (Figura 4a), lo que se traduce en una
reduccion estadisticamente significativa
de la frecuencia de contraccion cardiaca,
verificada con un ANOVA. F de 76,80
p<0,0001, r>=0,1044 y certificada con un
test de Brown Forsythe “"p=0,0009<0,05,
asi como, con el test de Bostlett's 22,77,
**p=0,0001<0,05 (Figura 4b). La relacion
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**p<0.0001

100+

% Sensibilidad

| I I I 1
b 0 20 40 60 80 100
100% - Especificidad %

Figura 3. a) Varianza de la velocidad angular
entre los grupos control y tratados b) Relacion
sensibilidad/especificidad para definir el IvAM

Sensibilidad/Especificidad permitié definir
un IVACC de 55,23 *= 1,8% dentro de un
IC95% de 51,78 a 58,68 p=0.003 <0,05
(Figura 4c).

Al evaluar la variabilidad ionica en la
poblacion larvaria tratada con el rango
de CL,, del KCI (Figura 5), se pudo
determinar que ocurre una reducciéon

en la concentraciéon de iones presentes
al comparar el patron de la curva de
calibracion de los iones evaluados (Figura
5a) con el patron obtenido para las larvas
control (Figura 5b) y tratadas (Figura
5c¢), encontrandose una disminucion de
la concentracion de los iones Na* y CI-
asi como, un incremento del K*, en la
poblacion de larvas tratadas respecto al
control. Cabe destacar que al comparar el
pH del sobrenadante control con el pH del
sobrenadante del extracto de larvas tratadas
con la CL,, del KCl, se encontr6 una caida
del mismo de 6,043 a 5,691, estimando
asi descenso de aproximadamente 0,352
puntos de pH.
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Figura 4. a) Tacograma de frecuencia cardiaca en
funcion del tiempo de larvas tratadas. b) Varianza
de la actividad cardiaca contractil en funcion del
tiempo c) Relacion sensibilidad/especificidad para
definir el IvACC
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Figura 5. Dinamica de equilibrio ionico. a) Patron
de calibracion de los iones evaluados. b) Patron
de los iones presentes en larvas control. c) Patron
de los iones presentes en larvas tratadas

Discusion

El protocolo del modelo in vivo para
larvas de Aedes aegypti, Aa-integral-Tox,
nos permitié evaluar la letalidad del KClI,
conjuntamente con la expresion de su
impacto fisiologico adverso, a través de:
la identificacion de la actividad plaguicida

del KCI contra la poblacion larvaria del
Aedes aegyptiy mediante la cuantificacion
de la reduccion de la AM y de la ACC de
la poblacion larvaria sobreviviente a la
concentracion subletal. En cuanto a la
actividad plaguicida, nuestros resultados
demostraron que, efectivamente, las
larvas del mosquito Aedes aegypti son
sensibles a la accion toxica del KCI,
una sensibilidad dependiente de la
concentracion y del tiempo de exposicion.
Particularmente, se pudo apreciar que la
mortalidad larvaria de 100% alcanzado
con el KCI fue obtenida en un tiempo dos
veces menor que el requerido para el NaCl;
resultando, mucho mas efectivo respecto al
toxico de referencia. Nuestros resultados
concuerdan con los datos publicados por
otros autores (Davis y col., 2015), quienes
han comparado la actividad plaguicida de
ambos compuestos empleando larvas y
adultos de algunas especies de moluscos,
encontrandose que el 100% de mortalidad
de KCl se obtiene luego de 6h de exposicion
a diferencia del NaCl el cual tiene efectos
mortales trascurrido 24h de tratamiento.
De manera que nos encontramos ante una
importante caracteristica del KCI, como
es su actividad plaguicida, que ha de ser
tomada en consideracion al momento
de tomar decisiones sobre su consumo,
ya que podria comprometer numerosos
procesos celulares en los organismos.
En cuanto al impacto fisiologico adverso,
particularmente la reduccion de la AM y
de la ACC, cabe destacar que en estudios
in vitro, se demostr6 que mediante el uso
de elevadas concentraciones de KCI se
logra la despolarizaciéon de la membrana
celular de las células neuronales en cultivo.
Esta estrategia, ha permitido visualizar los
mecanismos de entrada de los iones Ca*
a través de los canales de calcio sensibles
al voltaje de tipo L, asi como, algunas
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rutas de senalizacion que regulan los
eventos transcripcionales y otras respuestas
intracelulares vinculadas con los procesos
de despolarizacion (Reinecker y col.,
2020). De igual manera, los efectos en
dichos modelos también han sido descritos
como dependientes de la concentracion,
particularmente concentraciones variables
entre 3mM y 150mM de KCI, asi como del
tiempo de exposicion, particularmente
breves, en sequndos, o después de dias de
tratamientos. Al respecto cabe destacar que
en la mayoria de los sistemas in vivo o in
vitro, distintos rangos de concentracion de
KCI generan una variabilidad de gradientes
de concentracion de los iones K+ a través de
la membrana celular que son determinantes
de las caracteristicas del potencial de
membrana de las células; pequenas
desviaciones en el potasio sérico normal
pueden conducir a una disfuncion muscular.
La misma, conducente, probablemente a
una insuficiencia respiratoria y a un paro
cardiaco, debido, en parte, al manejo
interrelacionado del equilibrio Na*/K*
(Saxena, 1989). Por otra parte, también
cabe destacar que, en anos recientes,
con técnicas inmunohistoquimicas, ha
sido detectado el intercambiador Na*/K*
-ATPasa a nivel de la membrana luminal
del intestino medio anterior de larvas de
mosquito Aedes aegypti. Esto, ha sido
vinculado con la participacion de esta
bomba Na*/K* -ATPasa en un proceso de
fuerte alcalinizacion a nivel de las larvas
y en preparaciones de intestino medio
aislados y perfundido (Onken y col., 2009).
Si son estos argumentos los que pudieran
estar rigiendo el impacto fisiolégico
adverso ejercido por el KCl en nuestro
modelo larvario de Aedes aegypti, estaria
por confirmarse. Sin embargo, el analisis
realizado en nuestra experimentacion sobre
la movilizacion de los electrolitos, evento

considerado como posible impacto de
una elevada concentracion de KCl, en este
caso extracorporea, nos estaria indicado
que hubo modificacion en el intercambio
Na*/K*, lo cual ha permitido inferir sobre la
importancia de este intercambio ionico en la
fisiologia de la larva Aedes aegypti. Si bien
no contamos con resultados que permitan
corroborar la variabilidad de los gradientes
de K* o la presencia de la bomba Na*/K*
-ATPasa dependiente, la variabilidad en
movimiento idnico, asi como la alcalinizacion
puesta en evidencia a través del cambio
de pH registrado, nos permiten sugerir
la posibilidad de un grave impacto sobre
desviaciones en el K* que pudieran estar
comprometido los procesos fisiologicos
de AM y ACC, como fue demostrado. Por
ultimo, se concluye que €l modelo larvario
del mosquito Aedes aegyptiresulta eficiente
para la realizacion de bioensayos in vivo
que analicen la letalidad o actividad
plaguicida del KCl, conjuntamente con la
evaluacion de la expresion de cualquier
impacto fisiolégico adverso durante su
aplicacion. Futura experimentacion habra
que ser realizada para analizar los posibles
mecanismos celulares y moleculares
vinculados con la toxicidad de un compuesto
de multibioactividad como el KCI.
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