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RESUMEN

La resistencia a los ixodicidas es el principal problema en el control de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus en paises como Mexico, Australia y Brasil entre
otros. Lo anterior, ha conducido a disefiar, sintetizar y probar nuevas moléculas para el
control de esta parasitosis. El objetivo del estudio fue determinar in vitro mediante las
técnicas de inmersion de adultas y paquete de larvas, la eficacia de once nuevos
derivados del acido borico, disefiados y sintetizados en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, sobre la viabilidad y la oviposicion de una cepa susceptible de R.

microplus.

En la prueba de paquete de larvas, de los once derivados, solo el producto
identificado como ABordnico tuvo efecto (p<0.05) sobre el porcentaje de mortalidad de
larvas (%ML) a concentraciones de 1 (%ML= 91.79 + 8.22), 0.75 (%ML= 51.08 £
13.97) y 0.5 (%ML= 51.9 = 9.21) mg/ml. Con los datos anteriores, por metodologia
Probit se calcularon las siguientes concentraciones letales para este producto: ClLsy =
0.745, CLgp =0.991 y ClLgy =1.251.

Los productos identificados como: MMO1,3Cmeta y MMO1,3Cpara produjeron
una disminucion moderada pero significativa (p<0.05) sobre el porcentaje de eclosion
de huevos en la prueba de inmersion de hembras adultas (19.3 = 3.7 y 224 + 3.1

respectivamente) a una concentracion de 1 mg/ml.

En conclusion, la evaluacion del efecto del producto ABoronico in vitro sobre
larvas de R. microplus sugiere que este producto o derivados del mismo tienen

potencial para ser considerados una opcion farmacéutica en el control de garrapatas.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son los ectoparasitos hematéfagos mas importantes del
ganado en zonas tropicales y subtropicales del mundo (Anderson vy
Magnarelli, 2008). En México, las especies mas importantes que afectan al
ganado bovino son Rhipicephalus (Boophilus) microplus (antes Boophilus
microplus) y Rhipicephalus (Boophilus) annulatus (antes Boophilus
annulatus), recientemente reclasificadas en este género (Rodriguez-Vivas et
al., 2006). Desde que estas garrapatas fueron descritas por Curtice en 1891, se
clasificaron en el género Boophilus; sin embargo, con las técnicas moleculares
actuales han sido reclasificadas como un subgénero de Rhipicephalus (Barker
et al., 2002; Horak et al., 2002; Murrell et al., 2003).

La infestacion por estos parasitos causa pérdidas econdémicas severas a
la produccion bovina, debido a que provoca anemia, disminucion del consumo
de alimento, disminuciéon en la produccion de carne, disminucion en la
produccion de leche y dafios a la piel de los animales. También restringe de
manera importante la movilizacion de animales debido a la transmision de
organismos causantes de enfermedades como la babesiosis y anaplasmosis.
Adicionalmente, se incrementa el costo de produccion por el empleo obligado
de productos quimicos y mano de obra para el control de garrapatas, ademas
de los costos por tratamientos de las hemoparasitosis que transmiten
(SAGARPA, 2011).

11



SITUACION EN MEXICO DE LA GARRAPATA Rhipicephalus
(Boophilus) spp.

El control de garrapatas en México, tiene su origen en la segunda
década del siglo XX, iniciando acciones aisladas de lucha contra estos
ectoparésitos en los estados de Chihuahua en 1927 y Sonora en 1928. El
estado de Sonora inicio la Campafia contra Rhipicephalus (Boophilus) sp. en
forma técnica e intensiva en el afio de 1960, lo que condujo a la erradicacion
de la garrapata en 2.5 millones de hectareas de su territorio en 1972. Sin
embargo, actualmente el control de garrapatas se realiza de manera individual
por los propios productores (SAGARPA, 2011).

[ vibre
|':| Erradicacion
B contol

Figura 1: Clasificacion del territorio nacional, segiin los avances de la campaia
nacional contra la garrapata R. microplus. (SAGARPA, 2011)
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Actualmente la campafia nacional contra la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) sp., tiene por objetivos:

a) Generar conocimiento acerca de la resistencia a ixodicidas y la
caracterizacion de la misma en las garrapatas de México.
b) El control de la movilizacién animal dentro del territorio nacional.
c) La capacitacion de veterinarios y productores para lograr la erradicacion
de la garrapata.
En esta campaia (Figura 1), se reporta que una amplia zona del norte y parte
del centro del pais se encuentran libres, lo que equivale al 47.8%, la zona de
erradicacion representa el 0.57%, mientras que la zona en fase de control

representa el 51.5% del pais (SAGARPA, 2011).

GENERALIDADES DE R. microplus

R. microplus es una garrapata originaria del sureste de Asia pero se ha
distribuido a través de los tropicos como Australia, Este y Sur de Africa y
Centro de América. Fue introducida a México junto con R. annulatus por el
sur de los Estados Unidos (George, 2000; Barré et al., 2008).

Clasificacién taxondmica

R. microplus (Canestrini, 1887) es del Phylum Arthropoda, Clase
Arachnida, Orden Acarina, Suborden Metastigmata y Familia Ixodidae
(Quiroz, 1984; Encinas, 1999; Soulsby, 1988). Las 5 especies del genero
Boophilus descritas por Curtice en 1891, han sido reclasificadas con base en
su relacién con garrapatas del género Rhipicephalus, tomando en cuenta la
filogenia y evolucidn de las garrapatas Ripicefalinas y debido a que existe una
fuerte evidencia molecular (secuencias de ADN comparadas por PCR),
morfoldgica (la falta de ornamentacién en el escudo), zoogeogréafica historica
(origen Afrotropical/ Oriental) y distributiva mundial, se ha determinado que
el género Rhipicephalus estda ampliamente relacionado con el género

13



Boophilus; proponiendo a este tltimo como un subgénero. Debido a que existe
una gran cantidad de informacién bajo el nombre de Boophilus algunos
autores sugieren que las especies del mismo se refirieran como Rhipicephalus
(Boophilus) spp. (Barker et al., 2002; Horak et al., 2002; Murrell et al., 2003).

Morfologia

El cuerpo de las garrapatas esta cubierto por un exoesqueleto formado
por una capa cuticular quitinosa. El cuerpo estd formado por una porcion
anterior denominada gnatosoma, y una porcion posterior denominada
idiosoma (Figura 2). Las garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae
(garrapatas duras) poseen escudo y el gnatosoma se encuentra en posicion
anterior con respecto al idiosoma (Quiroz, 1984; Anderson y Magnarelli,
2008). R. microplus es una garrapata dura, de color café oscuro, las hembras
Ilegan a medir hasta 1.5 cm cuando estan repletas y los machos hasta 0.5 cm.
El gnatosoma es corto y su escudo es de color café sin ornamentaciones
(Barker et al., 2002). Los machos poseen un escudo que cubre casi todo el
cuerpo, no asi en las hembras en las que el escudo es pequefio y cubre
aproximadamente un octavo del cuerpo, por lo que tienen la capacidad de

expandir la cuticula para repletarse (Encinas, 1999).

El gnatosoma o capitulo esta formado por los érganos bucales y forma
un canal de alimentacion a través del cual el alimento pasa hacia el esofago.
Las estructuras que lo conforman son: base del capitulo, palpos, queliceros e
hipostoma. Los queliceros y los palpos estan adaptados para la captacion de
los alimentos, ademas de una funcion quimiosensorial. ElI hipostoma posee
una serie de prolongaciones cortantes en su superficie externa, que permiten el
desgarre de la piel para la fijacion de la garrapata a su hospedero (Quiroz,
1984; Anderson y Magnarelli, 2008). En el caso de R. microplus, la base del

14



capitulo es de forma hexagonal y los palpos no rebasan en tamafio al
hipostoma (Kang et al., 1985)

VISTA DORSAL VISTAVENTRAL

" Figura 2: Morfologia externa de R. microplus. Vistas dorsal y ventral de macho y
hembra adultos. (Adaptado de Quiroz, 1984)
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El idiosoma estd formado por una parte anterior o propodosoma y una
posterior o histerosoma. En el propodosoma se encuentran las patas y el poro
genital, mientras que en el histerosoma se encuentran los espiraculos

respiratorios y el ano.

La fase larvaria es hexapoda, mientras que las ninfas y adultas son
octapodas. Las patas estan divididas en seis segmentos: coxa, trocanter, fémur,
gena, tibia y tarso. En el tarso del primer par de patas se encuentra el 6rgano
de Haller el cual sirve para detectar temperatura, corrientes de aire, olores y

quimicos (Quiroz, 1984; Anderson y Magnarelli, 2008).

Los espiraculos respiratorios tienen una forma muy caracteristica en
cada género, en el caso de R. microplus son circulares con una macula central

y estan situados posterolateralmente a la cuarta coxa (Kang et al., 1985).

Ciclo bioldgico
R. microplus es una garrapata de un solo hospedero (Figura 3). Su
hospedero definitivo es principalmente el bovino, aunque puede encontrarse

también en venados. Las garrapatas tienen cuatro estadios evolutivos en su

ciclo vital: huevo, larva, ninfa y adulto.

El ciclo bioldgico puede durar entre 4 y 10 meses; y comprende dos
fases: la fase de vida libre o fase no parasita, y la fase parasita. La fase de vida
libre inicia cuando la hembra repleta se desprende del hospedero y busca un
lugar para ovipositar. El periodo de preoviposicion es de 2 a 39 dias y el
periodo de oviposicion es de 4 a 44 dias. Cada hembra de R. microplus pone
entre 3500 y 4400 huevos. Despues, los huevos se incuban de 14 a 146 dias

hasta la eclosion de las larvas (Soulsby, 1988).
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Figura 3: Ciclo biolégico de R. microplus. Los estadios de la garrapata que
ocurren sobre el hospedero son la fase parasita, y los que ocurren en el suelo
pertenecen a la fase no parasita (Adaptado de Quiroz, 1984; Soulsby, 1988).

En la fase de vida libre se presentan dos etapas: la etapa pasiva y la
etapa de busqueda. Durante la etapa pasiva las larvas recién nacidas adquieren
la madurez para buscar al hospedero alimentandose de su vitelo. Dentro de la
etapa de busqueda, las larvas suben a las puntas de los pastos para encontrar a
su hospedero, al que detectan por medio de la emision de didxido de carbono,

la vibracion y el calor corporal (Anderson y Magnarelli, 2008).
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La fase parésita comienza una vez que las larvas han hallado a su
hospedero, se adhieren a su pelaje, insertan en la piel sus piezas bucales y
comienzan a alimentarse. Mientras se alimenta, la larva realiza la muda a ninfa
y posteriormente a adulto. EI macho adulto busca a la hembra para la cépula.
Posteriormente la hembra fecundada se ingurgita (replecion de sangre) y
finalmente se desprende del hospedero, para llevar a cabo la oviposicién en el
suelo (Quiroz, 1984).

PATOGENIA

Los daflos que R. microplus genera a su hospedero se deben a las
acciones patdgenas traumatica, expoliatriz, inoculatriz, toxica y antigénica. La
accion traumatica es causada por la perforacion de la piel del hospedero con
las piezas bucales de la garrapata al momento de alimentarse. La accion
expoliatriz consiste en la sustraccion de sangre y liquidos tisulares, cuyo
principal efecto es la anemia. En este sentido, cada hembra en estado adulto es
capaz de consumir entre 0.5 ml y 1.2 ml de sangre, por lo que el grado de
infestacion de los animales esta directamente relacionado a el total de la
pérdida de volumen sanguineo. Ademas, la anemia puede agravarse debido a
hemoparasitos transmitidos que pueden tener accidn litica sobre los eritrocitos
(Quiroz, 1984; Jonsson, 2006).

La accion inoculatriz, corresponde a la introduccion de agentes
patdgenos causantes de otras enfermedades en el hospedero. Las garrapatas
son vectores de microorganismos tales como protozooarios, ricketsias,
espriroquetas y virus. R. microplus es el principal transmisor de Babesia
bigemina en Australia, Panama y América, Babesia argentina en Australia y
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Argentina, y Anaplasma marginale en Australia y América (Soulsby, 1988;
Uilenberg, 1995; de Castro, 1997).

Las acciones toxica y antigénica son asociadas a las secreciones
salivales de la garrapata que son inyectadas por la herida y que contribuyen a
prevenir la coagulacién de la sangre y la reaccion inflamatoria, ademas de que

inhiben el dolor causado por la presencia de la garrapata (Quiroz, 1984).

También, se ha sugerido que las infestaciones masivas por garrapatas
tienen efecto supresor del apetito en ganado de leche, basado en que los
animales afectados por garrapatas consumen menor cantidad de materia seca,
por lo que se observa en ellos disminucion de la produccion lactea y
disminucién de la condicién corporal. Asi mismo, se ha observado que los
animales que no ingieren los requerimientos minimos diarios de acuerdo a su
fin zootécnico, sufren infestaciones de un grado mayor que los animales bien
nutridos (Jonsson, 2006). En un estudio realizado en ganado Holstein-Fresian,
se demostré que por cada hembra repleta, hubo una pérdida productiva de
hasta 2.86 ml de leche por dia y hasta 1.0 g de peso vivo en los animales
infestados relacionado a un bajo consumo de materia seca (Jonsson et al.,
1998; Jonsson et al., 2000).

CONTROL

Para evitar las pérdidas econdmicas generadas por las garrapatas, el ser
humano ha probado varias maneras de detener la reproduccién y diseminacion
de éstos ectoparasitos. Existen principalmente dos tipos de control para la
ixodidosis: el control quimico y el control no quimico. El primero ha sido el
maés importante y el mas utilizado en todo el mundo, sin embargo, debido a la
aparicion de resistencia a los productos utilizados, se han planteado nuevas

estrategias que no dependan del uso de sustancias quimicas.
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1. Control no quimico

Este se basa en el manejo de diversos métodos, que van desde los propios
del hospedero, hasta los que se apoyan en el uso de plantas y de otros
organismos para el control de las infestaciones sin el uso de ixodicidas

quimicos.

. Resistencia del hospedero: La resistencia a la infestacion de garrapatas, es
una habilidad innata por parte del hospedero que se considera de buena
heredabilidad (en el caso de R. microplus es de 0.34) y que se encuentra
influenciada por raza, edad, etapa fisioldgica y estado inmunologico (Jonsson
et al., 2000; Willadsen, 2006).

Los bovinos de razas cebuinas (Bos indicus) como por ejemplo, Gyr,
Nelore, Indubrasil, Guzerat, Brahaman, entre otras, presentan una mayor
resistencia a las infestaciones que se ha atribuido al grosor de la piel y
compuestos liberados a través de las glandulas sebaceas que actan como
repelentes a las larvas. Por el contrario, las razas de origen europeo (Bos
taurus) por ejemplo, Holstein-Friesian, Charolais, Suizo, etc., son mas
susceptibles. Actualmente, se realizan cruzas entre razas cebuinas y europeas
para aumentar la resistencia de estos Gltimos, mantener buenos parametros
productivos y controlar mejor las infestaciones (de Castro y Newson, 1993).
También se ha observado que la resistencia es mayor en animales jovenes que
en viejos, y en hembras no gestantes que en hembras gestantes (Jonsson et al.,
2000).

Los mecanismos inmunolégicos de resistencia del hospedero propuestos
incluyen: la secrecion de histamina en la hipersensibilidad cutanea y las altas

concentraciones de complemento en suero, entre otras (Jonsson et al., 2000).
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b. Inmunizacién: Se han desarrollado dos vacunas (Gavac® y TickGard®)
basados en el antigeno recombinante Bm86, el cual es una glicoproteina que
se encuentra en las células intestinales de la garrapata, sin embargo, los
antigenos de éstas vacunas, no estan expuestos directamente al sistema
inmune del hospedero, por lo que también son llamados antigenos ocultos. La
lisis de las células intestinales de la garrapata ocurre cuando ésta, al ingerir
sangre del hospedero inmunizado, ingiere también anticuerpos y
complemento, provocando asi, que las células intestinales sean destruidas y la
sangre consumida se filtre al hemocele (Nijhof et al., 2007). Con esto se
reduce el nimero de hembras repletas, su peso y su capacidad reproductiva,
observandose un menor numero de larvas en las infestaciones subsecuentes
(de la Fuente et al., 2007).

c. Control biologico: Para este tipo de control se ha estudiado el uso de
patdgenos, depredadores y biopesticidas, aunque su uso en campo ailn es
limitado.

e Patogenos: Dentro éstos se encuentran bacterias, ricketsias y nematodos. Se
ha observado que en garrapatas Dermacentor sp. y Hyalomma sp. en una
infeccion experimental con Rickettsia sp., se causa alteracion en la
conducta, interfiere en el desarrollo de los estadios y afecta la reproduccion,
ademas, causa dafos patoldgicos en sus glandulas salivales y en algunos
casos, la muerte. La inmersion experimental de hembras repletas en una
solucidn con la bacteria Cedecea lapagei inhibio la oviposicion, ademas de
causar la muerte de un 95-100% de las hembras (Samish y Rehacek, 1999).
Nematodos de las familias Mermithidae, Heterorhabditidae vy
Steinernematidae son capaces de matar hembras adultas repletas de Ixodes
ricinus y R. annulatus (Samish y Rehacek, 1999).
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e Depredadores: Los mas activos son las hormigas de los géneros

Iridomyrmex, Asphaenogaster, Pheidole y Solenopsis germinata. Estas
hormigas atacan a las hembras repletas de R. annulatus, R. microplus,
Otobius megnini y Otobius moubatasangre (Quiroz, 1984). En México, la
hormiga Solenopsis geminata depreda del 63 al 100% de hembras repletas
de R. microplus. En pruebas de laboratorio en Australia, el acaro Anystis
baccarum mat6 al 38% de las hembras adultas de R. microplus, mientras
que Anystis jabanica produjo un 8% de mortalidad de larvas (Samish y
Rehacek, 1999).
En colonias mantenidas bajo condiciones de laboratorio, las moscas
Megasiela rufipes y Megasiela scalaris infectaron a Amblyomma,
Anocentor, Boophilus e Ixodes; estas moscas ovipositaron sobre las
garrapatas adultas, reduciendo la oviposicién hasta en un 50%. Otros
depredadores naturales son las arafas, escarabajos, aves y reptiles (Samish
y Rehacek, 1999).

e Biopesticidas: Estos se han tomado como alternativa a los ixodicidas
quimicos empleando hongos entomopatdgenos. La accion de estos es
mediante la adhesion de sus conidias al cuerpo de la garrapata, una vez que
las conidias han germinado, penetran la cuticula. Se ha observado la
penetracion de los hongos entomopatdgenos 72 horas post inoculacion bajo
condiciones de laboratorio (Alonso-Diaz et al., 2007). Los hongos
entomopatogenos que han sido més estudiados, son Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae, de los que se han realizado preparaciones a base de
conidias que se han aplicado a huevos, larvas, ninfas y adultos; en los que
se ha visto una reduccion en la viabilidad de los huevos, alta mortalidad de
larvas y disminucion de la fertilidad (Kaaya y Hassan, 2000). Alonso-Diaz

et al. (2007), reportan que la cepa Ma34 de M. anisopliae utilizada en

22



preparaciones a concentracion de 10° conidias/ml tienen efectividad del
100% in vitro sobre huevos y adultos. Sin embargo, la accion de los hongos
entomopatdgenos en campo se ve reducida debido a altas temperaturas y a
la accion de los rayos ultravioleta, que afectan su patogenicidad (Alonso-
Diaz et al., 2007).

d. Manejo de praderas: Este se debe realizar en base al ciclo biolégico de la
garrapata a controlar, debido a la longevidad de las larvas en el potrero. En el
caso de R. microplus se recomienda que la pradera permanezca sin bovinos de
8 a 9 meses (Quiroz, 1984). Sin embargo, esto no es factible debido que este
periodo de tiempo es muy largo, y se pierde la produccién de forraje.

Por otro lado, algunos forrajes son también parte del control, como por
ejemplo el zacate gordura (Mellinis minutiflora), una planta originaria de las
zonas tropicales, con efecto garrapaticida (principalmente sobre larvas) cuyo
uso se ha estudiado recientemente, y se ha observado que su actividad se debe
a sus compuestos quimicos y no por sus propiedades fisicas (las vellosidades
de la planta) como se creia anteriormente. En estudios recientes se encontraron
doce compuestos quimicos diferentes en los extractos de esta planta, entre los
principales estan eicosano, acido linolénico metil éster y &cido hexadecanoico;
los cuales se cree que deben actuar juntos para lograr este efecto (Muro et al.,
2004). Sin embargo, se ha visto que el sabor de esta planta es poco palatable
para el ganado, ademaés de que no se ha estudiado si su olor, que es parecido al
de la melaza, pueda transferirse a la leche o carne (Muro et al., 2004).
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2. Control quimico

Hasta ahora el uso de productos quimicos con efectividad contra
garrapatas llamados ixodicidas, ha sido el tipo de control mas empleado en
todo el mundo para combatirlas. Se han tratado de desarrollar ixodicidas que
cumplan con una alta efectividad, sin causar dafio a los animales, al humano
y/o al ambiente. El avance de la investigacion en la biologia de las garrapatas,
ha dado conocimiento de su estructura, fisiologia y comportamiento, lo que
puede ser aplicado para disefiar farmacos con mecanismos de accion mas

especificos que puedan detener su reproduccion, viabilidad y/o diseminacion.

Los primeros intentos de aplicacion de ixodicidas se realizaron en el afio
de 1893, utilizando como garrapaticidas aceite de semilla de algoddn, aceite
de pescado, petroleo crudo, keroseno, creosote, extracto de tabaco, jabon o
sulfuro, que se administraban dos o tres veces por semana con ayuda de
esponjas y cepillos. Posteriormente en 1895 se comenzé a sumergir al ganado
en mezclas que contenian este tipo de sustancias (George, 2000; Botana et al.,
2002; George et al., 2004).

El arsénico se introdujo como novedad reemplazando los remedios
anteriores, y demostrd ser altamente efectivo contra las garrapatas. El primer
informe del uso de arsénico como acaricida, esta reportado en garrapatas R.
microplus en ganado Angus de Australia en 1896, a esta preparacion se le
conoci6 como “Queesland Dip” o “Australian Dip”. Sin embargo, otras
referencias indican que el arsénico se utilizé por primera vez en la Republica
de Sudéfrica en 1893. La resistencia a este compuesto aparecio alrededor de
cincuenta afos después de su utilizacion como ixodicida. Las razones mas
importantes para reemplazar al arsénico por insecticidas organicos sintéticos,

fueron la cercania de la dosis terapéutica con la concentracion toxica, la
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acumulacién de este compuesto en los tejidos de los animales y la aparicion de

resistencia (George et al., 2004).

Después de la Segunda Guerra Mundial, se dio a conocer otro grupo de
compuestos  conocidos como  organoclorados tales como el
diclorodifeniltricloroetano (DDT), el hexaclorociclo-hexano (HCH), el
hexaclorobenceno (BHC), el toxafeno y la dieldrina. Este grupo fue
ampliamente utilizado en regiones resistentes al arsénico, y fueron los
primeros en ser comercializados también. Su prohibicion se debié a su
acumulacion en el tejido adiposo de los animales y su persistencia en el

ambiente (George et al., 2004).

Posteriormente los compuestos organofosforados como el ethion,
coumaphos, chlorfenvinphos vy chlorpyriphos, reemplazaron a los
organoclorados (Botana et al., 2002). Los organofosforados se han utilizado
ampliamente, demostrando tener una muy buena accion. Sin embargo, se ha
observado que presentan una elevada toxicidad en vertebrados, ademas de
guardar una relacion con gases neurotdxicos como los gases sarin, soman y
tabun (George et al., 2004).

Los carbamatos como el carbaryl y promacyl, son compuestos
derivados del &cido carbdmico que se caracterizan por tener una muy baja
toxicidad. EI mecanismo de accidn tanto de los organofosforados como de los
carbamatos, es la inhibicion de la acetilcolinesterasa, motivo por el que
generalmente se presenta resistencia cruzada para ambos compuestos (George,
2000).

Los piretroides naturales son un grupo de ixodicidas muy costosos e

inestables en presencia de la luz solar, sin embargo, sirvieron como
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predecesores de los piretroides sintéticos que son altamente efectivos como
acaricidas, incluyendo compuestos como permetrina, deltametrina,
decametrina, flumetrina, cyhalotrina y cyflutrina. Su prolongado efecto
residual es una desventaja en su empleo, ademas de que debido a esta
caracteristica se aumenta la presion de seleccidn de cepas resistentes a estos
ixodicidas (George et al., 2004).

En 1970 se sintetizaron las formamidinas y cicloamidinas como:
chlordimeform, cholomethiuron, clenpyrin y amitraz (George et al., 2004;
Botana et al., 2002). El chlordimeform fue utilizado en Australia como aditivo
en los bafios de inmersion para tratar a los animales con cepas resistentes a
organofosforados. Sin embargo, en 1976 fue retirado del mercado debido a
que se comprobd su efecto carcinogénico. EIl amitraz es el mas empleado en el
mundo, debido a que es un compuesto altamente efectivo; a pesar de ser un
compuesto inestable en bafios de inmersion, pero si se agrega hidroxido de
calcio para lograr un pH de 12 el principio activo permanece estable (George
et al., 2004).

Las lactonas macrociclicas son otro grupo de acaricidas, de las cuales
existen dos tipos; las avermectinas (ivermectina, eprinomectina y
doramectina) y las milbemicinas (moxidectina) obtenidas de Streptomyces
avermitilis y S. higroscopicus aureolacrimosus respectivamente. Su principal
ventaja es que la dosis tdxica para las garrapatas es baja en comparacion con
otros productos y su aplicacion puede ser por via subcutanea, oral o
epicutanea pero su alto costo limita su uso (George, 2000; George et al.,
2004).
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El fipronil es una fenilpirazolona que puede ser aplicada por via
epicutanea y tiene una eficacia del 99% en animales alojados en unidades de
producciodn intensivas, ademas provee de proteccidn contra la reinfestacion
por larvas hasta por ocho semanas pos-tratamiento. Sin embargo, en
condiciones de produccion extensiva, su vida se ve reducida, debido a las
condiciones ambientales como la luz solar, que reduce su accién a dos o tres

semanas después de su aplicacion (George et al., 2004).

Hacia finales del siglo XX aparecieron otros compuestos derivados de
benzoil fenil urea que acttan inhibiendo la formacién de quitina, tal es el caso
del lufenurén, flufenoxuron, diflubenzuron y fluazuron. Su principal efecto en
garrapatas es la reduccion casi total de la fertilidad y fecundidad de hembras
repletas, ademas de producir mortalidad de fases inmaduras debido a que les
impide mudar al siguiente estadio. El fluazuron puede persistir hasta por doce
semanas, aungue su uso es restringido debido a que se excreta en la leche, lo
cual es indeseable para la cria y para el consumo humano (George et al.,
2004).

El metopreno es un analogo sintético de la hormona eccdisona
producida por fases juveniles de la garrapata, la cual es promotora del cambio
de estadio, el metopreno bloquea el desarrollo juvenil evitando que se llegue
al estadio adulto. Debido a que la eccdisona es una hormona que no poseen los
mamiferos, su margen de seguridad es muy amplio, lo cual es ventajoso para

su uso (Botana et al., 2002).
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b)

c)

d)

APLICACION DE IXODICIDAS

El éxito de un acaricida depende de la toxicidad del principio activo,
calidad del producto, su correcta dosificacion o de la superficie alcanzada en
el cuerpo del animal. Se pueden emplear diferentes métodos para la aplicacion
de un ixodicida de acuerdo a las caracteristicas del producto, como bafio de

inmersion, aspersion, aplicacion epicutanea y aplicacion parenteral.

Bafio de inmersion: En esta técnica se sumerge al ganado en la solucién
ixodicida. Se ha visto que éste método es el mas efectivo para el control de las
garrapatas; sin embargo, las instalaciones deben contar con un corral de
acopio, manga de manejo, tina y escurridero, lo cual resulta muy gravoso para
las pequefias unidades de produccion pecuaria (George et al., 2004; NOM-
019-Z0O0-1994).

Bafo de aspersion: Este procedimiento consiste en la aplicacion del ixodicida
mediante el uso de una bomba de rociado la cual puede ser accionada de
manera manual o mecanica. Las instalaciones que se recomiendan son: un
corral de acopio y una manga de manejo, en la cual se rocia el ixodicida a una
presion constante, con lo que se asegura que el producto se disperse por toda
la superficie corporal del animal. (NOM-019-Z00-1994).

Aplicacion epicutanea: Por este método se coloca el farmaco directamente en
la piel del animal, por la linea media dorsal, desde la cruz hasta la region
coccigea. El ixodicida se dispersa en la piel del animal y posteriormente es
ingerido por el parasito (NOM-019-ZO0O-1994).

Aplicacion parenteral: Consiste en la inyeccion parenteral del farmaco, que
al absorberse y alcanzar niveles sanguineos adecuados, tiene efecto sobre las
garrapatas que se encuentran alimentandose (NOM-019-Z00-1994).
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RESISTENCIA A LOS IXODICIDAS

La resistencia a un farmaco con accion sobre garrapatas, se define como

la capacidad de una fraccion poblacional de estos parasitos para sobrevivir a

ciertas concentraciones de productos ixodicidas, que resultan letales o afectan

la reproduccion del resto de la poblacion considerada como normal

(susceptible), la cual una vez establecida es hereditaria (NOM-019-ZOO-
1994).

Existen tres fases en el desarrollo de la resistencia a los ixodicidas

(Alonso-Diaz et al., 2006; Cardozo, 2007):

1)

2)

3)

Fase de establecimiento: Esta ocurre cuando aparece el alelo resistente en
una poblacién, generalmente es un proceso dado por mutaciones
naturales, independiente a la presion de seleccion.

Fase de desarrollo o diseminacion: Es el aumento del numero de
individuos resistentes después del uso de ixodicidas quimicos. En este
pueden ocurrir dos métodos de seleccion: la seleccion réapida ocurre
cuando el gen de resistencia es dominante o parcialmente dominante y
permite la seleccion de heterocigotos. La seleccion lenta se da cuando los
alelos son recesivos. En esta fase atn no son detectables las fallas de los
ixodicidas llevandose a cabo la dispersidn hacia otras regiones en forma
desapercibida.

Fase emergente: EIl alelo resistente es lo suficientemente comin en la
poblacion. En eésta la eficacia de los ixodicidas ha disminuido
considerablemente debido a la alta presion de seleccion.

Los factores principales asociados a la evolucion de la resistencia, son

los genéticos, que incluyen la frecuencia de los alelos resistentes, el nimero de

alelos, la dominancia y la expresividad de estos; los factores bioldgicos, que
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son los propios de la especie, como numero de generaciones, numero de
descendientes por generacion, sobrevivencia y refugio; y operacionales del
quimico, lo cuales incluyen la persistencia de residuos, tipo de aplicacion,

formulacion y umbral de aplicacion y seleccién.

Mecanismos de resistencia a los ixodicidas

En las Gltimas décadas se realizaron numerosos estudios dirigidos a
conocer los diversos procesos bioquimicos y genéticos desarrollados por las
garrapatas para evitar o disminuir el efecto de los productos quimicos. De
acuerdo al tipo de respuesta al producto quimico, la resistencia ha sido

agrupada en 4 categorias (Alonso-Diaz et al., 2006):

a) Resistencia de comportamiento: El parasito modifica su conducta para
evitar el quimico.

b) Resistencia de la penetracion: Es la modificacion de algunos compuestos
presentes en el exoesqueleto para impedir o retardar la penetracion del
producto.

c) Resistencia metabdlica: Es la detoxificacion del producto quimico por
procesos enzimaticos que radica en la modificacion en las vias metabolicas
del parasito.

d) Insensibilidad del sitio de accion: En esta se ve la modificacion del sitio de
accion del ixodicida para disminuir el efecto del producto quimico. En el
caso de R. microplus la resistencia a algunos quimicos se ha asociado a
mutaciones en los genes codificadores de canales de sodio (piretroides y
organoclorados), a la actividad de la citocromo monoxigenasa P450
(organofosforados), a la actividad de las carboxilesterasas (piretroides) y a
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (organofosforados y

carbamatos).
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En México, se reporto la resistencia a organofosforados y carbamatos en
1986, a los piretroides sintéticos en 1994, a las amidinas en 2002 y a la

ivermectina en 2010 (George et al., 2004; Pérez-Cogollo et al., 2010).

Manejo de la resistencia a ixodicidas

Se han sugerido dos formas para controlar la resistencia en una
poblacion de garrapatas, estas son saturacion y moderacién. La saturacion
consiste en la utilizacion del mismo producto hasta que el cambio es forzoso
por la dispersion de la resistencia. La concentracion y frecuencia de los
tratamientos se incrementan progresivamente. La moderacion es un método
basado en el reemplazo inmediato del compuesto al que existe la resistencia.
Para lograr el reemplazo de estos compuestos se han evaluado nuevos
productos con el fin de encontrar alternativas farmacéuticas para el

tratamiento de la ixodidosis (Alonso-Diaz et al., 2006).

EL ACIDO BORICO, SUS DERIVADOS Y LOS ORGANOBORANOS

El acido borico se utiliza desde hace mas de 200 afios en la practica
médica, como sedante, espasmolitico y diurético, fue introducido por Lister

en 1875 para uso antiséptico.

Algunos de sus derivados, como el borato de colina, han sido aplicados
en desordenes hepéticos y como antifimico, el borato de procaina se utiliza
como anestésico local, el borato de hexametilentetramina como antiséptico
renal, el borato de neomicina para uso oftalmoldgico y el borato de

decilguanidinio tiene accion fungicida.
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Los organoboranos también son compuestos de interés farmacoldgico.
Entre estos se encuentran los triarilboranos que han demostrado ser potentes
fungicidas y germicidas de amplio espectro; el acido fenilborico es antiséptico
y bactericida especialmente en presencia de iones Ag o Cu. Este compuesto
tiene también propiedades sedantes, se ha visto que potencia notablemente la
actividad de hipnoticos tales como el hidrato de cloral y los barbituratos, asi

como también la accion de la morfina, la codeina y la procaina.

Entre otras cualidades de los compuestos que contienen boro como los
ésteres del acido boérico y de acidos aril-bdricos, compuestos poliméricos y
sales derivadas de los boranos se encuentra la de quimioterapéuticos

antineoplasicos (Baran, 1989).

Uso del acido borico y sus derivados como pesticidas

El &cido bdrico se ha utilizado en cebos para plagas desde los afios 1800
y esta clasificado como pesticida no organico, no volatil y de baja toxicidad
para los mamiferos (Zurek et al., 2002). Desde principios de 1900 el &cido
borico junto con otros compuestos boratos como el “Borax” (decahidrato
tetraborato sdédico) han sido utilizados contra cucarachas principalmente
contra Blatella germanica, contra hormigas como Myrmica rubra, Solenopsis
sp, Linepithema sp y contra mosquitos Aedes sp., Culex sp. y Ochlerotatus sp.
y contra otras plagas de interés agricola. (Cochran, 1995; Yan, 1997; Xue et
al. 2006). Estos compuestos también han sido utilizado para eliminar acaros

del polvo que viven en las alfombras y tapetes (Burnett, 1996).

El modo de accion del acido borico no ha sido completamente
establecido, sin embargo, se sabe que es un compuesto de accion lenta. Los
mecanismos propuestos son: por abrasion de la cuticula seguida de una

desecacion lenta, por destruccion de las células intestinales lo que ocasiona la
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muerte por inanicién, ademas, accion neurotdxica, con disminucion de la
actividad de la acetilcolinesterasa y dafios reproductivos demostrados en
Blatella germanica (Cochran 1995; Habes et al., 2006; Kilani-Morakchi et al.,
2009).
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JUSTIFICACION

Dados los problemas generados por la resistencia de las garrapatas a las
familias comerciales de acaricidas quimicos, la falta de control integral y la
poca o nula aplicacion de otros tipos de control como el bioldgico, es
permanente la necesidad de la creacion de productos de nueva sintesis para el
control quimico de las garrapatas. El trabajo conjunto de Quimicos, Médicos
Veterinarios y otros profesionales en la FES-Cuautitlan, ha permitido evaluar

nuevos compuestos para tal fin.

El acido borico y sus derivados han mostrado tener una accion eficaz
para el control de algunos artrépodos como cucarachas, hormigas, mosquitos,
acaros del polvo, entre otros; ademas de que estos compuestos no presentan
ninguna semejanza con alguna de las familias de productos disponibles a las
cuales ya se tiene identificada la resistencia. Por lo anterior la evaluacion de

estos productos como ixodicidas resulta interesante.
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HIPOTESIS

Los derivados del acido borico de nueva sintesis tienen efecto negativo
sobre la oviposicién de adultas repletas o la eclosién de larvas y aumentan la

mortalidad de larvas de garrapatas R. microplus.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar in vitro mediante las técnicas de inmersion de adultas y
paquete de larvas, la eficacia de once nuevos derivados del acido borico
disefiados y sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
sobre la viabilidad y la oviposicion de una cepa susceptible de garrapatas R.

microplus.

Objetivos particulares
e Evaluar los efectos de los derivados del acido borico sobre el porcentaje
de oviposicion, indice de oviposicion, el porcentaje de inhibicién de
oviposicion y el porcentaje de eclosion de larvas, mediante la técnica de

inmersion de hembras adultas repletas de R. microplus.

e Evaluar los efectos de los derivados del acido borico sobre el porcentaje
de mortalidad de larvas de R. microplus mediante la técnica de paquete

de larvas.

e |dentificar los derivados del acido borico con eficacia sobre garrapatas,
para calcular por metodologia Probit sus concentraciones letales (CL 1o,
CLsg, CLgo ¥ CLgg), sus concentraciones inhibitorias de la oviposicion

(ClOs0 y ClOgg) Yy sus concentraciones inhibitorias de la eclosion (CIEsg
y ClEg).
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MATERIAL Y METODOS

UBICACION

Este trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Inmunologia y
Biologia Molecular de Parasitos (laboratorio 1) de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA), y en las instalaciones del
modulo de Posgrado, ubicados en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM.

MATERIAL BIOLOGICO

e Cepa de garrapatas R. microplus

Se utilizd una cepa susceptible a amidinas, piretroides vy
organofosforados; donada por el Centro Nacional de Parasitologia (CENAPA)
del SENASICA. La fase parasita de la cepa ha sido mantenida a través de
infestaciones controladas y sucesivas en bovinos, y la fase no paréasita se
mantiene in vitro en el laboratorio.

e Animales

Se utilizaron becerros de la raza Holstein con un peso aproximado de
250 kg. Los animales fueron colocados en infestaderos cuyo disefio limita
parcialmente el movimiento, evita el lamido y otras conductas del animal para
eliminar las garrapatas de su cuerpo. La alimentacion de los becerros consistid
alfalfa y avena achicalada, alimento concentrado comercial con 14% de
proteina y agua ad libitum; los requerimientos y porciones fueron calculadas
en base a las tablas del National Research Council (NRC). El alimento se
ofrecio6 en 3 horarios (7:00 hrs., 13:00 hrs. y 18:00 hrs.) para evitar el estrés de

los animales.
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COMPUESTOS EVALUADOS

Se evaluaron 11 derivados del acido borico, los cuales fueron disefiados

y sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Estos

compuestos se sintetizaron bajo el protocolo de la quimica verde, utilizando

técnicas de irradiacién por microondas y después, se purificaron por

cromatografia de capa fina. Finalmente, para su caracterizacion se utilizaron

métodos espectroscdpicos como resonancia magnética nuclear, espectometria

de masas y espectofotometria de infrarrojo (Martinez, 2011).

La estructura quimica, la nomenclatura y el peso molecular de los

compuestos utilizados, se presentan en el cuadro 1. Para facilidad del texto,

estos compuestos seran referidos por su clave.

Clave Peso Estructura Nomenclatura
molecular
B(OH),
ABoroénico 122.05 Acido fenilborénico
B(OH),
Acido fenil-3-
ABmeta 150.0488 formilborénico
CHO
B(OH),

ABpara 150.0488 Acido fenil-4-

OHC

formilborénico
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MMOEt

259.1208

3-Carboxietil-4-fenil-2-
metil
-6-0x0-1,4,5,6-
tetrahidropiridina

MMO1,3Cmeta

285.1172

Acido 3-(4-fenil-2,5-dioxo-
1,2,3,4,5,6,7,8-
octahidroquinolin)fenilboro
nico

MMO1,3Cpara

285.1172

B(OH),

Ir—2=

Acido 4-(4-fenil-2,5-dioxo-
1,2,3,4,5,6,7,8-
octahidroquinolin)fenilboro6
nico

HMOB

329.1672

3,5-Dicarboxietil-4-fenil-
2,6-dimetil-1,4-
dihidropiridina

HMO1,3Corto

337.1485

Acido 2-(9-fenil-1,8-dioxo-
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
decahidroacridin)
fenilboronico
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Acido 3-(9-fenil-1,8-dioxo-
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
decahidroacridin)
fenilbordnico

HMO1,3Cmeta 337.1485

Acido 4-(3,5-bis-
carbometoxi-4-fenil-2,6-
dimetil-1,4-dihidropiridina)
fenilborénico

HMOMepara 345.1384

Cuadro 1: Estructuras quimicas y pesos moleculares de los once derivados del &cido
bérico evaluados (Martinez, 2011).

DISENO EXPERIMENTAL

Los once derivados del acido borico fueron evaluados in vitro mediante
las técnicas de inmersion de adultas y paquete de larvas (Figura 4). Para la
obtencion de hembras repletas se infestd un becerro con aproximadamente
20,000 larvas de R. microplus de 30 dias de edad, después de 21 dias, se
colectaron garrapatas hembras repletas de las charolas colocadas debajo del
infestadero para este propdsito. Una parte de las hembras repletas recolectadas
se utilizo para la técnica de inmersion de adultas, y otra parte de las garrapatas
se utilizé para la obtencidn de larvas en el laboratorio, las cuales se destinaron
para la técnica de paquete de larvas. Con base en los resultados obtenidos se
seleccionaron los productos que tuvieron efecto significativo para obtener sus

concentraciones efectivas.
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INFESTACION DE UN BOVINO
CON CEPA SUSCEPTIBLE DE R.
microplus

RECOLECCION DE GARRAPATAS
(DIA 21 AL 26)

HEMBRAS ADULTAS REPLETAS

TECNICA DE INMERSION DE ADULTAS:

TECNICA DE PAQUETE DE LARVAS:

[

PREPARACION DE
SOLUCIONES (0.1 Y 0.05%)

—1

PESAJE DE HEMBRAS

CALCULO DE
% Op

CALCULO DE
% InhOp

CALcuLo
DE % Ec

INMERSION DE HEMBRAS
POR 30 MINUTOS

INCUBACION EN ESTUFA
ENTOMOLOGICA HASTA LA
OVIPOSICION

CONTEO DE HEMBRAS QUE
OVIPOSITARON

SEPARACION Y PESAJE DE LA
MASA DE HUEVOS

4 L N
INCUBACION DE HUEVOS
HASTA LA ECLOSION DE
LARVAS

CONTEO DE LA ECLOSION

PRODUCTOS CON EFECTO
SIGNIFICATIVO

ﬁ

INCUBACION DE HEMBRAS
HASTA LA OVIPOSICION

INCUBACION DE HUEVOS
HASTA LA ECLOSION DE
LARVAS

( N

1° SERIE DE DILUCIONES

(1,0.5,0.25,0.12, 0.06,
0.03, 0.015%)

IMPREGNACION DE
PAPELES FILTRO

LARVAS DE 7 A 14 DiAS
DE EDAD

ARMADO DE PAQUETES

LLENADO DE PAQUETES
CON LARVAS

INCUBACION DE PAQUETES
POR 24 HORAS

| DETERMINACION DE

CIO Y CIE

CONTEO DE LARVAS
VIVAS Y MUERTAS

PRODUCTOS CON
EFECTO SIGNIFICATIVO

CALcULO
DE % ML

DILUCIONES (1, 0.75,
0.5, 0.37, 0.25%

2° SERIE DE

DETERMINACION DE
CL (10, 50, 90, 99)

Figura 4: Disefio experimental. Porcentaje de oviposicion (%0p), porcentaje de
inhibicion de la oviposicion (%InhOp), porcentaje de eclosion (%Ec), porcentaje de
mortalidad de larvas (%ML), concentraciones letales (CL), concentraciones inhibitorias
de la oviposicion (Cl10), concentraciones inhibitorias de la eclosion (CIE) 41




TECNICA DE INMERSION DE ADULTAS

La técnica de inmersion de adultas (TI1A) fue descrita por Drummond en
1973 y ha sido utilizada por la FAO para evaluar la susceptibilidad a
ixodicidas de nueva sintesis o demostrar la resistencia a los ixodicidas

convencionales en garrapatas R. microplus (FAO, 2011).

Cada producto evaluado fue probado por duplicado a concentraciones
de 1 y 0.5 mg/ml. Los productos se disolvieron previamente en 2 ml de
DMSO vy esta solucién se aford a 50 ml con agua destilada. Grupos de 10
hembras repletas fueron sumergidas en 25 ml de solucion de las dos
concentraciones de cada producto durante 30 minutos, posteriormente fueron
secadas con papel absorbente y las garrapatas de cada grupo se inmovilizaron
dorsalmente sobre cinta adherente dentro de una caja de Petri. Cada caja fue
identificada con el nombre de la cepa, fecha de realizacién de la técnica, clave
del quimico evaluado y concentracion. Los grupos testigo fueron sumergidos

en agua destilada y DMSO (T1) o Unicamente en agua destilada (T2).

Las cajas se colocaron en una
estufa entomoldgica a 28 °C con
una humedad relativa del 80-90%,
durante 7 dias, concluido este
. tiempo se contd el numero de

garrapatas que ovipositaron de cada

caja (Figura 5) para determinar el

| porcentaje de oviposicion (%0p).

Figura 5: Hembras de R. microplus
ovipositando
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Para calcular el indice de oviposicion (10) y el porcentaje de inhibicidn

de la oviposicién (%InhOp) se tomaron en cuenta los pesos de las hembras

antes del ensayo y el peso del total de la masa de huevos producidos hasta los

14 dias. Posteriormente los huevos obtenidos de cada caja, se incubaron en

viales de cristal por 14 a 30 dias hasta la eclosion de las larvas (Figura 6).

Para determinar el porcentaje de
eclosion (%Ec), las larvas se inactivaron
colocando los viales en una estufa a
60°C durante 2 horas, después se
homogenizo el contenido, y se tomd una
muestra aleatoria, la cual se colocd en
un campo de 100mm?. Con ayuda de un
MICroscopio estereoscopico se contaron
diferencialmente todos los huevos

eclosionados y no eclosionados.

Parametros evaluados®

Figura 6: Huevos de R. microplus en
viales de cristal

o Porcentaje de oviposicion (%0p): Se calculé tomando los datos del

numero de hembras que ovipositaron de cada grupo tratado y su testigo

empleando la formula:

HEMBRAS QUE OVIPOSITARON * 100

HEMBRAS TOTALES

= %0p

1 . , ,
Para realizar los calculos se tomd a T1
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o Porcentaje de inhibicion de la oviposicion (%InhOp): Para calcular este
parametro primero se calculo el indice de oviposicién (10) tomando el peso de
los huevos y las hembras, utilizando la formula 1 y posteriormente se calcul
el porcentaje de inhibicién de la oviposicion tomando los datos de 10 del

grupo tratado y el 10 del grupo testigo, con la formula 2.

FORMULA 1:

PESO DE LOS HUEVOS (g)

PESO DE LAS HEMBRAS (Q)

FORMULA 2:

10 GRUPO TESTIGO = 10 GRUPO TRATADO

*100 = %InhOp
10 GRUPO TESTIGO

o Porcentaje de eclosion (%Ec): Se calculé tomando los datos del nimero
de cascarones y huevos no eclosionados colocados en el campo de 100 mm?

empleando la férmula:

NO. DE CASCARONES * 100
= O%EC

NO. DE CASCARONES + NO. HUEVOS
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TECNICA DE PAQUETE DE LARVAS

La Técnica de Paquete de Larvas (TLP) fue desarrollada por Stone y
Haydock en 1972. Esta técnica esta recomendada por la FAO, y ha sido
utilizada para detectar la resistencia a ixodicidas y probar moléculas de nueva
sintesis (FAO, 2011). Se prepard una solucién madre o concentracion inicial
del 1% para la cual se consider6 el volumen requerido (4 ml) y la
concentracion de la forma técnica de los productos a evaluar (todos con una
pureza del 99%). Como diluyente se utilizo tricloroetileno y como fijador
aceite de oliva en proporcion 2:1. Para conocer la cantidad en gramos de
producto necesarios para preparar la solucion madre se empled la formula
(Prado, 2009):

/ %C.l1.  100% \
X = g de producto

f*3 %C.F.T.

%C.l.= Concentracion inicial (%) que se desea
obtener.

f= Valor fraccionario que se asigna al volumen
que Se requiere preparar.

(3)= Constante. Valor fraccionario del aceite de
oliva, considerando que el tricloroetileno se
evapora en la mezcla.

% C.F.T.= Concentracion (%) de la forma técnica

wquimico a evaluar. /
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A partir de la solucién madre se realizaron diluciones seriadas de cada
producto a concentraciones de 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.0625%, 0.0312%,
y 0.015625%. En cada ensayo realizado se utilizaron como testigo papeles
impregnados solo con aceite de oliva y tricloroetileno. De cada dilucion se
impregnaron dos rectangulos de papel filtro Wathman No.1 de 7.5 X 8.5 cm,
los cuales se identificaron con la clave del producto y la dilucion. Los papeles
se impregnaron con 670 pl de solucion y se dejaron secar durante una hora

para lograr la evaporacion del tricloroetileno.

Los paquetes de larvas se armaron
doblando los papeles filtro por la
mitad, con la cara impregnada hacia
dentro y sellando los extremos con

prensapapeles. El llenado de los

paquetes de larvas se hizo sobre una
charola con solucién jabonosa a

manera de trampa como medida de

Figura 7: Armado y llenado de paquetes de
larvas contencion para las larvas, las que

lograban adherirse a los guantes o a los instrumentos de trabajo fueron

capturadas con cinta adhesiva (Figura 7).

En cada paquete se introdujeron aproximadamente 100 larvas de R.
microplus de 7 a 14 dias de edad, y posteriormente se sellaron con un tercer
prensapapeles. Los paquetes se incubaron en estufa entomolodgica a 28 °C con
un 80-90% de humedad relativa por 24 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, los paquetes se abrieron y se contaron separadamente las larvas

vivas y muertas, con ayuda de un contador de mesa.
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Se consideraron como criterios de mortalidad la incapacidad de
movimiento y/o de desplazamiento de las larvas (Prado, 2009).
Posteriormente se realizaron los célculos de porcentaje de mortalidad de larvas

(%ML) por cada dilucion utilizando la siguiente férmula:

NO. DE LARVAS MUERTAS * 100

= OEC
NO. DE LARVAS VIVAS + NO. DE LARVAS MUERTAS

Para el producto que presentd efecto significativo sobre el %ML
(ABordnico) se realizé una segunda serie de diluciones de 1%, 0.75%, 0.5%,
0.37%, 0.25% y 0% (testigo de aceite y tricloroetileno). Los datos obtenidos
en los paquetes de larvas de estas concentraciones permitieron la estimacion
de las concentraciones letales (CLyg, CLsg, CLgg Y CLgg) mediante el analisis
Probit.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de %0p, %InhOp, %Ec y %ML se analizaron por ANOVA
una via con un nivel de confianza del 95% con el software Graph Pad Prism
5.4 ®. También se realiz6 la prueba de Tukey con el mismo software para
determinar los grupos con diferencias significativas en relacion al grupo
testigo.

Los datos de %ML obtenidos por medio de la técnica de paquete de
larvas se analizaron por metodologia Probit usando el software Polo-Plus®
(Le-Ora, 2004). Este andlisis permitioé calcular las concentraciones letales
(CL10, CLsg, CLgo y CLgg) del producto.
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RESULTADOS

RESULTADOS DE LA TECNICA DE INMERSION DE ADULTAS
Los datos de %0p, %InhOp y %Ec obtenidos de la evaluacién de los
derivados del acido bérico sobre hembras repletas, a concentracion de 1mg/ml

y 0.5mg/ml se presentan en las figuras 8 y 9 respectivamente.

Los productos MMO1,3Cpara y MMO1,3Cmeta produjeron una
disminucién moderada del porcentaje de eclosion (p<0.05) Unicamente a
concentraciones de 1mg/ml con respecto al testigo (22.44 + 3.14, 19.37
2.70 y 38.14 £ 2.51 respectivamente). En el resto de los productos no se
observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales y sus

respectivos grupos testigo en ninguno de los parametros evaluados (p>0.05).

RESULTADOS DE LA TECNICA DE PAQUETE DE LARVAS

En el cuadro 2 se presentan los resultados de la evaluacion de los once
productos derivados de acido borico mediante la Técnica de Paquete de
Larvas. Unicamente el producto ABoronico aument6 significativamente la
mortalidad de larvas (p<0.05) a concentraciones de 1% y 0.5% (98.57 £ 1.43y
43.32 + 17.93 respectivamente) con respecto al grupo testigo (3.058 £ 1.60)

Con base en los resultados del producto ABordénico, se llevd a cabo otro
ensayo con una segunda serie de diluciones cuyos resultados se presentan en
la figura 10. Se observé un efecto dosis-dependiente (figura 11) y las

concentraciones letales obtenidas se muestran en el cuadro 3.
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Figura 8: Porcentaje de oviposicion (%0p), porcentaje de inhibicion de la oviposicion (%InhOp) y porcentaje de eclosidon de

larvas (%Ec) producidos por 10 de los 11 derivados del acido borico a concentracion de 1mg/ml. Cada barra representa la
media (+ EE).

* Diferencia significativa contra el grupo testigo
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Figura 9: Porcentaje de oviposicién (%Op), porcentaje de inhibicién de la oviposicion (%InhOp) y porcentaje de eclosion de
larvas (%Ec) producidos por los 11 derivados del acido borico a una concentracion de 0.5 mg/ml. Cada barra representa la
media (+ EE).
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TECNICA DE PAQUETE DE LARVAS

CONCENTRACION %

COMPUESTO 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 0.03125 0.015625 TESTIGO
HMO1,3C meta 0.60 +0.60 0.46 +0.46 0.00+0.00 | 0.90+0.09 | 0.385+0.38 0.00+0.00 0.00 +£0.00 0.385+0.25
HMOMe para 1.02 +£1.02 221+124 0.00+0.00 | 0.50+0.50 | 0.00+0.00 0.48 +0.48 0.47 +£0.47 0.385+0.25
MMO01,3C para 0.77+£0.04 0.00+0.00 0.69+0.69 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00 +0.00 0.00 +£0.00 0.385+0.25
AB meta 0.00+£0.00 0.00 +0.00 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00 +0.00 0.00 £0.00 0.385+0.25
MMO1,3C meta 1.58 + 0.86 3.70+3.70 9.10£5.94 | 270+245 | 190+1.90 0.00 +0.00 0.80 +£0.40 3.058 + 1.60
HMO1,3C orto 11.87+£5.94 5.98 +3.62 1136 £7.31 | 463+2.66 | 4.99+230 4.95+2.63 7.11+4.831 | 3.058 +1.60
AB para 6.72 £ 4.08 12.13 £ 6.47 197+145 | 534+4.26 | 5.54+253 1.39+0.94 0.00 +£0.00 3.058 + 1.60

A Boronico 98.57+1.43* | 43.32+17.93* | 1.88+1.20 | 1.38+£0.93 | 1.21+0.74 0.62 £ 0.62 041+041 3.058 +1.60
HMOB 1.49 £ 0.54 0.85+0.05 048+0.48 | 0.38+0.38 | 0.00+0.00 141 +0.28 0.85+0.03 0.248 £0.25
MMOEtB 1.03 £ 0.08 0.66 + 0.66 0.00+0.00 | 0.46+0.46 | 0.89+0.01 0.00 £ 0.00 1.03 +0.03 0.248 £0.25
MMOEt meta 152 +£1.52 0.00+0.00 1.09+0.39 | 0.32+0.32 | 0.95%+0.95 0.95+0.95 0.57 +£0.57 0.248 £0.25

Cuadro 2: Porcentaje de mortalidad de larvas (%6ML) de R. microplus producida por los once compuestos derivados del acido
bérico evaluados. Cada valor representa la media (+ EE).

*Diferencia significativa contra el grupo testigo.
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Figura 10: Porcentaje de mortalidad de larvas (%ML) de R. microplus producidos por el producto ABoroénico. Cada barra
representa la media (+ EE)

* Diferencia significativa contra el grupo testigo.
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Producto ABorodnico

n= 1548 pendiente= 10.340 + 0.521
Concentraciones letales Indice de confianza (95%)
CLyg 0.560 0.486 2 0.611
CLs 0.745 0.696 a 0.800
CLgo 0.991 0.904 a 1.154
CLgg 1.251 1.090 a 1.598

Cuadro 3: Concentraciones letales del producto ABorénico y sus respectivos indices de confianza, obtenidos mediante el
analisis Probit (Polo-Plus Le-Ora Software)
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Figura 11: Concentraciones letales del producto ABoronico, obtenidos mediante el analisis Probit (Polo-Plus Le-Ora Software).
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DISCUSION

La infestacion por R. microplus en el ganado, representa un grave problema
econdmico en la industria pecuaria, no solo por las pérdidas productivas, sino
también, por las enfermedades transmitidas y la limitacion de la movilizacion
del ganado. EI método de control mas utilizado a nivel mundial ha sido el
empleo de ixodicidas quimicos; sin embargo, el uso irracional de éstos ha
generado la aparicion de resistencia a la mayoria de las familias de productos
comerciales. El desarrollo de nuevos farmacos con accién ixodicida, es una
alternativa para el manejo de la resistencia. Por esta razon, en este trabajo se
realizo la evaluacidn de once nuevos derivados del acido borico disefiados y

sintetizados en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

El acido borico y sus derivados presentan propiedades de aplicacion médica
muy diversas y aunque su mecanismo de accion no se encuentra bien
establecido, se conoce su eficacia contra artropodos como cucarachas,
mosquitos, hormigas y acaros del polvo. Ademéas la estructura de estos
compuestos no presenta similitud con ninguna familia de ixodicidas
disponible comercialmente. Por lo que la posibilidad de que estos compuestos
tengan efecto sobre garrapatas y no presenten resistencia cruzada con alguna

familia de ixodicidas hace interesante su estudio.

En este estudio se evaluaron once productos derivados del acido borico por
medio de la TIA y TPL, ambas técnicas estan recomendadas por la FAO y son
ampliamente utilizadas para el diagndstico de susceptibilidad o resistencia a
ixodicidas, asi como también son las pruebas estandar para probar moléculas

de nueva sintesis sobre R. microplus.
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La evaluacion de los derivados del &cido bdérico por la TIA mostré que los
productos MMO1,3Cmeta y MMO1,3Cpara disminuyeron moderadamente el
%ECc a una concentracion de 1 mg/ml. En estudios realizados por Prado (2009)
y Pérez-Gonzalez (2010) utilizando diferentes carbamatos de nueva sintesis,
se observd que algunos de estos productos tuvieron efecto negativo sobre el
%EC y sobre %InhOp, este ultimo pardmetro, indicé una reduccion en el peso
de los huevos ovipositados y adicionalmente, estos huevos presentaban un
color mas oscuro y se apreciaron desecados. En este trabajo, aunque no se
observo afectado el %InhOp, ni la apariencia de los huevos, si se afecto la
eclosidn, lo que sugiere que estos productos tienen un mecanismo de accion
diferente a los carbamatos evaluados anteriormente bajo las mismas

condiciones experimentales.

Dado el efecto moderado de los productos MMO1,3Cmeta y MMOL1,3Cpara
sobre adultas repletas, se sugiere que las concentraciones utilizadas en esta
prueba no fueron suficientes para demostrar una mayor eficacia. En otros
artropodos las concentraciones eficaces de acido boérico utilizadas son maés
altas, como observaron Rust et al. (2004) en hormigas Linepithema humile
que a concentraciones de 5y 10mg/ml se produjo la mortalidad de entre el 50
y el 88%. En un estudio realizado por Xue et al. (2006) se observd que el
acido bérico a una concentracion de 10mg/ml en fases adultas de Aedes
albopictus, Culex nigripalpus y Ochlerotatus taeniorhynchus, produjo
mortalidad de entre el 80 y el 100%. Para el control de cucarachas Blatella
germanica se recomienda utilizar soluciones entre el 2 y el 5% de acido
borico para obtener mortalidades del 100% (Cochran, 1994). Por lo anterior,

este trabajo sienta las bases para realizar futuros ensayos con éstos productos a
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mayores concentraciones a fin de establecer si concentraciones mayores que

las utilizadas presentan una mejor eficacia sobre la eclosion.

Para la TPL se realizaron diluciones dobles seriadas, lo cual nos permitio
determinar que el producto ABoronico produjo un aumento significativo de la
mortalidad de larvas a concentraciones de 1, 0.75 y 0.5%, observandose un
efecto dosis-dependiente. El criterio de mortalidad de larvas tomado para
evaluar el efecto del producto, fue la muerte (inmovilidad total) o la
incapacidad de desplazarse (movimiento leve sin desplazamiento). En la
concentracion del 1 y 0.75% se observd 100% de mortalidad e inmovilidad
total de las larvas, sin embargo, en la concentracion de 0.5% se observo
también incapacidad de desplazamiento en una proporcion menor de las
mismas, lo que sugiere que el efecto de este producto puede ser sobre el
sistema nervioso del parasito produciendo paralisis. En este contexto, en un
estudio realizado por Habes et al. (2006) probando acido bodrico a
concentraciones de 8.2 a 49.62%, se observo en cucarachas Blatella
germanica un efecto dosis dependiente en la reduccién de la actividad de la
enzima acetilcolinesterasa, lo cual apoya la hipdtesis de un posible efecto

neurotoxico.

Por otro lado, si se lograra demostrar un efecto neurotdxico por alteracion de
la acetil colinesterasa, seria también posible la existencia de resistencia
cruzada con otros compuestos con el mismo mecanismo de accién, por lo que
es importante hacer evaluaciones de este producto en cepas resistentes a
diferentes organofosforados.

Comparando las concentraciones efectivas del producto ABoronico (1, 0.75 y
0.5%), con las de algunos ixodicidas comunes como: permetrina (0.005%),

amitraz  (0.02%) y coumaphos (0.02%), podemos observar que la
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concentracion eficaz del ABoronico fue mayor que la de éstos. Aungue las
concentraciones efectivas de este producto son mas altas, se ha reportado que
el margen de seguridad del acido bérico en mamiferos es muy amplio, debido
a que este compuesto no es volatil y es incapaz de penetrar a través de la piel
intacta (Gore et al., 2004). Sin embargo, para conocer la toxicidad del
producto ABorénico, es necesario realizar en un futuro pruebas de toxicidad

en mamiferos.

La TIA descrita originalmente por Drummond en 1973, utiliza como diluente
Unicamente agua destilada, en este estudio, los productos fueron previamente
solubilizados en DMSO como fue realizado anteriormente por Prado (2009),
debido a que estas moléculas son insolubles en agua. Por lo anterior, también
se utiliz6 un testigo con agua y DMSO para conocer el efecto de este solvente
en garrapatas. Tanto en el estudio anterior como en este, no se encontré efecto
del DMSO sobre las garrapatas tratadas y tampoco se observaron diferencias
significativas entre el T1 y el T2 por lo que concluimos que los efectos
observados fueron producidos por los derivados del &cido bdrico y no por el
DMSO.

Finalmente, dado que la molécula base para el disefio de los productos
probados en este trabajo fue el acido fenilborénico libre (ABoronico), el cual
presentd una alta eficacia sobre la mortalidad de larvas, se vislumbra la
posibilidad de obtener derivados de esta moléculas con buena eficacia como
ixodicidas, aun cuando la mayoria de los productos probados no la presentaron
en las pruebas. Los productos con eficacia moderada en la TIA presentan entre
ellas una gran similitud en su estructura y sintesis, lo que indica un camino
posible para la mejora del disefio de estas moléculas buscando mejorar su

efecto sobre R. microplus.
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CONCLUSIONES

Los productos identificados como MMO1,3Cmeta y MMO1,3Cpara
presentaron una disminucion moderada del %Ec en la TIA, sin
embargo, no fue posible establecer las concentraciones inhibitorias de la

eclosién de éstos productos.

El producto ABoronico presentd una alta eficacia sobre la mortalidad de

larvas en la TPL a concentraciones de 1, 0.75y 0.5%.

Los productos MMO1,3Cmeta y MMOZ1,3Cpara no tuvieron accion
larvicida, y el producto ABordnico no presento efecto sobre ninguno de
los parametros evaluados en la TIA, lo que indica que estos productos,

presentan un mecanismo de accion diferente.

La evaluacidn de los efectos de los derivados del acido borico in vitro
sobre la oviposicion y la viabilidad de las larvas de R. microplus,
sugiere que estos productos tienen potencial como ixodicidas y deben

ser evaluados mas ampliamente.
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