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Eficacia de un ixodicida del compuesto experimental 712-BF-
016 contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus in vitro e in
vivo en bovinos

Resumen

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus constituye un serio
problema para la ganaderia mundial en virtud de las grandes pérdidas
econdémicas que ocasiona por diversos conceptos, entre ellos la trasmisién de
enfermedades como la anaplasmosis y la piroplasmosis. Su control
generalmente se realiza mediante compuestos ixodicidas los cuales a través de
las décadas han generado la aparicion de resistencia. El objetivo del presente
estudio fue el de evaluar la eficacia ixodicida del compuesto experimental 712-
BF-016 contra garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus in vitro y en
bovinos. En un primer experimento se evalu6 mediante 5 repeticiones la
eficacia ixodicida in vitro del compuesto citado contra larvas de (B.) microplus
utilizando la prueba de paquete de larvas de Stone y Haydock. En un segundo
estudio se evalué la eficacia del compuesto contra garrapatas adultas
obtenidas de bovinos infestados utilizando la prueba de Drummond de
inmersiobn de  garrapatas adultas, ambas pruebas autorizadas por la
Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). En un tercer
experimento se evalud la eficacia del compuesto en 24 bovinos infectados c/u
con 20,000 larvas de una cepa susceptible de (B.) microplus ubicados en el
rancho de “Santa Cruz” de Hueytamalco, Puebla. A los 21 dias posteriores a la
infestacion, se cuantificé el numero de garrapatas adultas para conformar
grupos. Los bovinos fueron divididos en 4 grupos de 6 animales cada uno. El
grupo 1 recibié una aspersion con el compuesto experimental formulado al
16%, el grupo 2 se tratd con el compuesto experimental al 20% y el grupo 3
recibié Cipermetrina (Tlalaxin-13) en aspersiéon al 16%. La eficacia fue medida
al 3er dia postratamiento como porcentaje de derribe de garrapatas en los
grupos tratados con referencia al testigo sin tratamiento. Los resultados de la
prueba in vitro en paquete de larvas indicaron una mortalidad de 93.2%, 83.7%,
67.6%, 60.9% y 48.4%, a concentracion del 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%,
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0.0625%, respectivamente y de 97.60%, 95.5%, 91.9%, 85.9% y 77.5% contra
garrapatas adultas a concentracion del 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125% y 0.0625%,
respectivamente. En el estudio con bovinos los resultados obtenidos indicaron
una eficacia de 61% y 76% para el compuesto 712-BF-016 a las
concentraciones de 16 y 20%, respectivamente y de 85% para la cipermetrina
formulada al 16%. Se concluye que no hubo concordancia entre los resultados
obtenidos in vitro y los obtenidos en bovinos. En este ultimo caso posiblemente
se requiera de un mejor vehiculo para formular el compuesto.

Estudio financiado parcialmente por el proyecto PAPIIT-DEGPA-UNAM
IN201710.



INTRODUCCION

Las garrapatas son acaros del superorden parasitiformes orden Ixodida
Superfamilia Ixodoidea, ectoparasitos hematéfagos que parasitan a los
animales domeésticos, silvestres y al hombre. Algunas de ellas tienen
relevancia adicional en virtud de que son importantes trasmisores de
enfermedades tanto en el ganado de zonas tropicales y subtropicales (Baxter et
al., 1998), asi como de enfermedades involucradas con la salud publica en el
mundo (Solis, 1991).

En México, se han identificado 77 especies siendo Rhipicephalus (Boophilus)
microplus y Amblyomma cajennense las especies de mayor importancia para el

ganado bovino (Jongelan, 2004).

Antecedentes sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Esta garrapata lleg6 al continente Americano junto con el ganado bovino traido
por los espafioles desde la época de la colonia y representa uno de los
mayores problemas en la ganaderia bovina, en virtud del gran impacto
econdémico debido a diversas causas tales como: dafio a las pieles por accién
de las picaduras, pérdida de sangre, efectos téxicos, reduccién en la
produccién de leche, en la produccion de becerros y el incremento en los
costos de control; ademas de los agentes etiolégicos que transmiten como:

virus, bacterias, rickettsias y protozoos (Rodriguez-Vivas et al., 2005).

Importante de notar, es la trasmision de la babesiosis o piroplasmosis
causadas por Babesia bovis y Babesia bigemina, asi como la anaplasmosis,
debida a la accion y presencia de Anaplasma marginale, enfermedades que
causan considerable morbilidad y/o mortalidad en el ganado bovino (Ibarra,
2012).



Distribucion geografica de R. (Boophilus) microplus

R. (Boophilus) microplus, (Canestrini, 1887) se distribuye geogréficamente en
Africa, América, Australia y Asia por lo que se presenta en 5 especies: R.
haemaphysaloides, R. appendiculatus, R. microplus, R. annulatus, R.
sanguineus. Su distribuciéon actual en América comprende desde la frontera de
los Estados Unidos y México, hasta la parte norte de Argentina, siendo
abundante en las regiones tropicales bajas y en el ganado de raza europea
(SENASICA, 2011).

En México R. (Boophilus) microplus se localiza entre los paralelos 32 de los
hemisferios norte y sur (Lima y col, 2000) y obedece a factores ambientales,
como la humedad relativa, la temperatura y la vegetacién, que son
determinantes en la distribucion de las especies.

Otros factores que intervienen en la distribucion (del parasito) son la altitud,
presencia y abundancia de hospederos y las practicas de control o erradicacion
gue el hombre ejerce sobre las poblaciones de garrapatas (Rodriguez Vivas,
2005).

Esta garrapata ocupa el 53% del territorio nacional y se le atribuye importancia
por su amplia distribucién principalmente en zonas del tropico bajo de México.
(Rodriguez Vivas, 2005).

Rodriguez Vivas et al, 2005.

Figura 1. Distribucién geografica de
B. micropius ¥ A. cajennense en
Mexico. sl



Clasificacion Taxonémica (Murrel et al, 2000).

Phylum: Artropoda (Siebold & Stannius 1845)
Subphylum: Chelicerata

Clase: Arachnida (Lamarck 1815)

Orden: Acari (Nitzsch 1818)

Suborden: Ixodoidea (Banks 1894)

Familia: Ixodidae (Murray 1877)

Género: Riphicephalus (Boophilus)

Especie: microplus. (Canestrini, 1988)

Recientemente han sido reclasificadas dentro del género Rhipicephalus de
acuerdo a su filogenia y evoluciéon, este cambio en nomenclatura ha llevado a

la utilizacion del nombre Boophilus como subgénero (Murrell et al., 2000).

Morfologia de R. (Boophilus) microplus

Presenta un gnatosoma corto y recto, las patas se aprecian de color palido
cremoso. El cuerpo puede tener varias formas desde oval hasta rectangular y

el escudo es oval y mas ancho en la parte frontal (Ibarra et al., 2012).

La base del gnatosoma es hexagona, los estigmas respiratorios (aberturas
unidas al sistema traqueal) se encuentran detras del Gltimo par de patas a los
lados del cuerpo y son ovales o circulares. Las ninfas tienen un escudo café-

anaranjado y el color del cuerpo es café o azul grisaceo.

Sobre la porcion anterior de la base del gnatosoma se encuentran los palpos,
uno a cada lado del par de queliceros y del hipostoma central. Los palpos estan
formados de 4 artejos y cada quelicero presenta unas cuchillas de gran tamafio
en el extremo distal y el hipostoma tiene numerosos dientes pequefios.

Los huevos los ponen en una unica nidada y las larvas ninfas y adultos se
alimentan una sola vez por estadio y requieren de varios dias para alimentarse

por completo.
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El huevo. La produccion de huevos depende de factores ambientales, pero de
manera general se estima que una garrapata gravida libera de 2,500 a 3,500

huevos y la puesta de 5 a 15 dias.

La larva o pinolillo. Presenta 3 pares de patas y por lo general se puede
apreciar el mayor porcentaje de larvas repletas entre el sexto y noveno dia.

Miden aproximadamente 1.0 mm de largo, y son de un color blanco cremoso.

La ninfa. Presenta cuatro pares de patas y una doble fila de dientes en el
hipostoma. Las ninfas repletas miden entre 2.5 mm y 4 mm. y son de color gris

oscuro. Este estadio todavia no presenta el orificio genital.

El adulto. Tanto los machos como las hembras tienen el cuerpo globoso y
aplanado y presentan 4 pares de patas. El tamafio corporal varia entre 2.8 mm
hasta 2 cm. dependiendo del estado fisiolégico (alimentados o en ayunas).
(Ibarra et al, 2012).

Hipdstoma

Fedipalpo

Base del gnatosoma
Coxa

Orificio genital

(Fig. 1) Macho de R. (Boophilus) microplus vista ventral

(http://lwww.geocities.ws/ueb2001/Resumen/imagen/garrapata.gif)
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Pedipalpo
Base del
gnatosoma

Qjo —

Macho (vista dorsal)

(Fig. 2) Vista dorsal de un macho de R. (Boophilus) microplus
(http:/lwww.geocities.ws/ueb2001/Resumen/imagen/garrapatal.qgif)

Esquema de Garrapata hembra: vista dorsal

Hipostoma

Surco Cervical i
Area Porosa

Puntuaciones
Oio
Ademos

Surco lateral

Surco medio

Festones marginales

Feston medio e

(Fig.3) Vista dorsal de una Hembra de R. (Boophilus) microplus
(http://cnia.inta.gov.ar/helminto/Alumnos/Garrapatas.pdf)



Esquema de garrapata hembra, vista VENTRAL

Hipostoma |-"' segmento 4

Y cxpina nter
Espina Intsrna
¢~ F—— Ecpina axterna

Ranald Bmith

Fig. 4 Vista ventral de una Hembra de R. (Boophilus) microplus
(http://cnia.inta.gov.ar/helminto/Alumnos/Garrapatas.pdf)

Ciclo Biolégico

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus es de un solo huésped y
tienen cuatro estadios evolutivos en su ciclo vital: el huevo, larva o pinalillo,

ninfa y el adulto (Ibarra et al, 2012).

La hembra ingurgitada llamada también teologina, se desprende del hospedero
y cae al suelo para poner entre 2000 a 4500 huevos en un periodo de 4 a 44
dias dando lugar a larvas o pinolillos de vida libre. Las larvas eclosionan entre
14 y 146 dias dependiendo de las condiciones climaticas. Posteriormente, las
larvas que estan en la vegetacion se pegan al hospedero se alimentan y mudan
hacia la fase de ninfa y posteriormente hacia el estado adulto (esta etapa dura
aproximadamente de 18 a 22 dias). Machos y hembras copulan sobre el
hospedero y el ciclo de vida completo se puede concretar dentro de 2 meses
(Ibarra et al., 2012).
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Fase
Parasitica

Fase de :\» IR
vida libre AR

1 24
-“\L‘,'l Jl.s"‘,‘ ks o Ny

“
t‘g?. Q““ > ] A

« L: larva * N: ninfa« A: adulto * H: huevos * M: muda

Fig. 5 Ciclo de Riphicephalus (Boophilus) microplus

(http://www.over.com)
Patogenia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

El parasitismo por las garrapatas conlleva a efectos directos e indirectos, cuya

intensidad depende del numero, especie y localizacion de los parasitos.
Los efectos directos sobre el organismo del huésped pueden ser:

Dermatitis: es la reaccion que tiene el hospedero ante la picadura de la
garrapata, sea en su estado larval, ninfal o adulto. Esto ocurre por los
alergenos que contienen en su saliva, generalmente hay inflamacion y prurito
en el sitio de la picadura. Normalmente cuando la garrapata se arranca sin el
cuidado debido sus partes bucales quedan dentro de la piel, generando una
lesion que favorece a la proliferacion de bacterias dando una infeccion

secundaria que puede dar lugar a abscesos (Cordero et. al., 2001).

En el caso de las vacas lecheras, estos abscesos ocasionalmente estan
involucrados en el dafo y la pérdida de uno o mas cuartos de la glandula
mamaria con la consecuente disminucion de la produccion lactea (Jonsson,
2006).
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b)

Toxicosis: La eliminaciébn de sustancias por parte del parasito ocasiona un
grado de toxicidad variable en el huésped, determinando dafio en tejidos, y por
ende en las funciones vitales del huésped. Las garrapatas inyectan en el lugar
donde tienen implantados los 6rganos o apéndices bucales una saliva que
contiene sustancias quimicas de caracter anticoagulante o hemolitico, gracias
a, la absorcion de sangre de que se alimentan, también induce efectos toxicos,
ya que su saliva contiene enzimas o neurotoxinas que inhiben las funciones
inmunes y metabdlicas lo cual se ve reflejado en el apetito del animal
provocando debilitamiento y anemias debido al consumo de grandes
cantidades de sangre por parte de las garrapatas (Cordero; 2001, Ribeiro y
Spielman,1986).

Anemia: Cuando hay una cantidad grande de garrapatas parasitando a un
huésped, estas pueden ocasionarle una considerable pérdida de sangre, en el
ganado de engorda. Cada garrapata adulta repleta de sangre ha demostrado
reducir la ganancia de peso diaria en 0.6 g (Rodriguez Vivas, 2005), lo que
produce perdidas en la produccion de leche y carne.

Las garrapatas también afectan la capacidad reproductiva, bajando los indices
de fertilidad (Jonsson, 2006).

Los efectos indirectos sobre el organismo del huésped son:

Inoculacién: En su papel como vectores de agentes etioldgicos, las garrapatas

pueden actuar como:

1.- Transmisores mecanicos de gérmenes patdégenos, los cuales ni se
modifican, ni se multiplican en el cuerpo de la garrapata, solo lo hospedan,
tanto externamente como internamente. La infecciébn se produce cuando la

garrapata llega a alimentarse o cuando ésta es ingerida por el huésped.
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2.- Transmisores biologicos de gérmenes patdgenos:

a) Transmisién ciclo-evolutiva- propagativa, cuando el agente patégeno sufre
cambios evolutivos propios de sus ciclo y ademas se multiplica dentro de la
garrapata, como es el caso de los protozoarios esporozoarios Babesia y
Theileria (Cafrune et al. 1995).

La transmision bioldgica de los numerosos gérmenes se efectia durante la
picadura, por medio de la saliva secretada por las glandulas salivales (Cafrune
et al., 1995).

La FAO hace mencion de las pérdidas econémicas atribuibles a la garrapata R.
(Boophilus) micloplus por disminucibn en la ganancia de peso y las
enfermedades que transmiten al ganado bovino, en México se ha estimado en

48 millones de ddlares anuales (Rodriguez Vivas, 2005).

Métodos de control

Diferentes métodos han sido propuestos para el control de garrapatas, pero es
el método quimico el que logré la mayor aceptacion por su efecto rapido y por

el bajo precio de adquisicion (Nari 1999; de Castro, 1997).

En México, el control de Rhicephalus (Boophilus) microplus se ha basado en el
uso de productos quimicos como los garrapaticidas (productos quimicos);
estrategia que consiste en romper los ciclos de vida, aplicando bafios a
intervalos, regulados por la regidén ecoldgica, especies de garrapatas, eficacia
del producto y la economia de los productores (Fragoso et al., 2001; Redondo
et al., 1999).

A nivel mundial, existen 6 grupos de productos quimicos comerciales para el
control de las garrapatas: 1) organofosforados (OF), 2) piretroides (PS), 3)
amidinas, 4) endectocidas, 5) fenilpirazolonas y 6) inhibidores del desarrollo.
También se pueden encontrar en el mercado productos con mezclas de
algunos de los grupos mencionados (FAO, 1987; Ortiz, 1991).
Organofosforados: se caracterizan por inhibir la actividad de la enzima

acetilcolinesterasa (neurotransmisor), produciendo un aumento de estimulos
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nerviosos de los insectos. Son lipofilicos y se absorben a través de la piel y se
acumulan en tejido adiposo donde son liberados lentamente a la sangre.
Tienen una permanencia de 4 a 8 dias. Los medicamentos de mayor uso en
este grupo son: clorfenvinfos, clorpirifos, coumafos y diazindn (Rodriguez Vivas
et al., 2005).

Piretroides: provocan un blogueo de la actividad motriz o bien por la
produccion de excitabilidad, incoordinacion de movimientos, irritabilidad,
pardlisis, letargo y muerte del insecto. Los Piretroides tienen un efecto residual
de aproximadamente 15 dias. Entre los farmacos mas frecuentes en este grupo
se encuentran: cipermetrina, deltametrina y flumetrina (Rodriguez Vivas et al,
2005).

Amidinas: son antagonistas de los receptores de la octopamina en el cerebro
de los parasitos: provocan hiperexcitabilidad seguida de pardlisis y muerte.
Esta hiperexcitabilidad hace que la garrapata tampoco se pueda fijar al

hospedero. El producto de mayor uso es el amitrdz (George et al., 2004).

Fenilpirazolonas: Estan relacionadas con las avermectinas por el modo de
accion, ya que bloquea el paso de iones cloro a través del sistema receptor
GABA. El Fipronil es la sustancia activa usada para el control de garrapatas de
manera “pour-on”, lo que permite que penetre la cuticula de los ectoparasitos
(Rodriguez Vivas et al, 2005).

El fluazurén: Son los inhibidores del desarrollo, se caracteriza por interferir
principalmente en la formacion de la quitina, impidiendo la formacion de la
cuticula del ectoparéasito, considerandoseles inhibidores de las mudas y del
crecimiento. La limitante de este producto es que las garrapatas tratadas no
mueren al instante, sino que su efecto es reducir la capacidad reproductiva de
las garrapatas y se ven los efectos letales al reducir las poblaciones de las

mismas (Rodriguez Vivas, 2005).
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Endectocidas: Son las llamadas lactonas macrociclicas que incrementan la
liberacion del acido gamma amino butirico (GABA) del sistema nervioso de los
insectos.

El mecanismo de accion de la moxidectina esta relacionado con la apertura de
los canales de cloro en la conexidn postsinaptica y, permite el flujo de iones,
produciendo un estado irreversible de descanso, pardlisis y muerte del parasito
(Rodriguez Vivas, 2005).

Todos estos productos ixodicidas o garrapaticidas pueden ser aplicados a
través de bafios de inmersion, bafios de aspersion, uso de mangas portétiles,
tratamiento por derrame dorsal comunmente conocido como “pour on” o por
“spot on”, tratamiento mediante inyeccion y también mediante uso de aretes y

collares (Rodriguez Vivas et al, 2005).

Sin embargo, hoy en dia esta amplia gama de insecticidas en algunas regiones
muestra una menor eficacia indicando la posibilidad de que se trate de un
problema de resistencia del paréasito contra determinado ixodicida o grupo de
ixodicidas.

Por lo anteriormente mencionado se manifiesta la necesidad de continuar en la
bdsqueda de nuevas estructuras quimicas con promisorio potencial ixodicida a
fin de disminuir el fendmeno de resistencia.

Pruebas para determinar el porcentaje de eficacia in vitro

Una alternativa viable para evaluar estas estructuras quimicas en forma

preliminar es el uso de bioensayos los cuales estan indicados para determinar

el porcentaje de eficacia in vitro contra larvas y adultos de garrapata.
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Prueba de inmersién de adultos (PIA). (Drummond, 1967)

La pruebas para determinar susceptibilidad a un producto acaricida son
variadas; sin embargo, la técnica de inmersion de adultos, descrita por
Drummond y colaboradores (1967) para teleoginas (garrapatas hembras
ingurgitadas) es la referencia a nivel mundial aprobada por la FAO para la
deteccidn de resistencia (FAO, 2004).

Prueba de inmersion de larvas (PIL). (Shaw, 1966).

Otra prueba utilizada es la técnica de inmersion de larvas de Shaw, la cual
determina el porcentaje de mortalidad de larvas con concentraciones

terapéuticas del acaricida (Shaw, 1966).

Estas pruebas realizadas in vitro son una aproximacién del comportamiento del
principio activo in vivo y son Uutiles para detectar fallas en el manejo del

compuesto acaricida durante la preparacion y aplicacion de los bafos.

Prueba de inmersion de larvas (PIL) (Stone y Haydock, 1962).

Otra prueba utilizada es la técnica de inmersion de larvas de Stone y Haydock,
la cual determina el porcentaje de mortalidad de larvas con concentraciones
terapéuticas del acaricida (Stone y Haydock, 1962).

Estas pruebas realizadas in vitro son una aproximacién del comportamiento del

principio activo in vivo y son Uutiles para detectar fallas en el manejo del

compuesto acaricida durante la preparacion y aplicacion de los bafios.
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Fendmeno de resistencia de las garrapatas a los Ixodicidas

La resistencia es el aumento significativo de individuos dentro de una poblacion
de una misma especie, capaz de tolerar dosis de droga (s) que han resultado
letales para la mayoria de los individuos de la misma especie. El desarrollo de
la resistencia es un proceso evolutivo que aparece pro seleccion genética
(Ibarra et al., 2012).

La aplicacion indiscriminada de garrapaticidas ha ocasionado la aparicién de
cepas de garrapatas resistentes a nivel de campo. En la actualidad el
fenbmeno de resistencia se ha diseminado ampliamente y se tiene
conocimiento que en varios ranchos de Tamaulipas y del sureste de la
Republica Mexicana, se ha detectado resistencia multiple a piretroides,
organofosforados y al amitrdz (Ibarra et al., 2012).

La aplicacion indiscriminada de garrapaticidas ha ocasionado la aparicién de
cepas de garrapatas resistentes a nivel de campo. El desarrollo de la
resistencia es un proceso evolutivo que aparece por seleccion genética y se

presenta en tres fases:

Fase de establecimiento. Momento en que surge el alelo resistente en una
poblacién y el proceso se realiza por mutaciones naturales e independientes a

la presion de seleccion.

Fase de desarrollo. Es el incremento en el nUmero de individuos resistentes
que ocurre por la tasa de sobrevivencia preferencial sobre individuos

susceptibles después del uso de productos quimicos.

Fase de emergencia. Este proceso es de corta duracién y el alelo de
resistencia es comun en la poblacion que manifestara la ineficacia del

garrapaticida (Rodriguez Vivas et al, 2005).
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Antecedentes sobre el compuesto experimental 712-BF-016

Caracteristicas del compuesto experimental:

Es un polvo blanco-cristalino, soluble en MeOH, EtOH, DMSO, CgHgs, AcOEH,
Acetona, Tricloroetileno, Ligeramente soluble en agua e insoluble en Et;O
(etanol). Su peso Molecular es 223.66, con un p.f. de 48-50°C. Su férmula

quimica es C1oH10CIN3H y su estructura quimica es la siguiente:
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Fig. 7 Estructura Quimica del Compuesto Experimental 712-BF- 016

Objetivo General
Determinar la eficacia ixodicida del compuesto experimental 712-BF-016 contra
larvas y adultas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus bajo condiciones in

vitro e in vivo en bovinos infestados en forma experimental.

Objetivos Particulares

Evaluar la efectividad in vitro del compuesto experimental 712-BF-016 contra
larvas de garrapatas Boophilus microplus.

Evaluar la efectividad in vitro del compuesto experimental 712-BF-016 contra
garrapatas adultas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Evaluar la efectividad in vivo del compuesto experimental 712-BF-016 contra
una cepa suceptible de garrapatas Rhicephalus (Boophilus) microplus en

becerros infestados en forma experimental.
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Hipotesis

El compuesto experimental 712-BF-016 mostrara una eficacia garrapaticida
superior al 85% en pruebas in vitro e in vivo, produciendo la muerte de larvas,
y adultas asi como la inhibicibn de la oviposicion de hembras repletas

(teologinas) de R. (Boophilus) microplus.

Justificacion

Las garrapatas del genero R. (Boophilus) microplus producen cuantiosas
pérdidas econdmicas tanto en México como en otros paises y su control se
realiza generalmente a través del uso de ixodicidas. Sin embargo, el uso
indiscriminado de estos productos ha generado cepas de garrapatas
resistentes, razon por la cual se hace dificil el control de las mismas, por lo que
es de suma importancia investigar y trabajar en el desarrollo de nuevas
moléculas con potencial garrapaticida que no generen resistencia al menos

durante algunos afios como los grupos quimicos previamente mencionados.

Por otro lado, se sabe que el desarrollo de nuevos ixodicidas quimicos es
costoso y se deben usar métodos y estrategias tendientes a determinar la
eficacia de compuestos experimentales optimizando el uso de tiempo dinero y

esfuerzo.

Con base a lo anterior, se ha trabajado en forma inter-disciplinaria con
colaboradores de la Fac. de Quimica de la UNAM para sintetizar el compuesto
experimental 712-BF-016 el cual a través de un escrutinio preliminar ha
mostrado un promisorio potencial ixodicida. Por tal razén se considerd
importante evaluar su real potencial utilizando métodos in vitro como la prueba
de paquete de larvas de Stone y Haydock (1962), la prueba en garrapatas
adultas conocida como prueba de Drummond (1967) asi como una prueba de
campo en bovinos infestados con una cepa suceptible de R. (Boophilus

microplus) inducidas en forma experimental.
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MATERIAL Y METODOS
Ubicaciéon del estudio

Las pruebas de laboratorio Prueba de inmersion de larvas (PIL) y Prueba de
inmersion de adultas (PI1A), se realizaron en el Departamento de Parasitologia
en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

El trabajo de campo se realizé en el rancho “Santa Cruz”, perteneciente al

Municipio de Teziutlan, Puebla.

Material biolégico

Obtencién de garrapatas (Boophilus) microplus

Las garrapatas utilizadas fueron obtenidas a partir de la infestaciéon de 2
becerros recién destetados los cuales estaban alojados en el Centro de
Ensefianza, Practica e Investigacién en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA)
de la UNAM.

Los bovinos se infestaron cada uno con 2 g de larvas (40 mil larvas
aproximadamente). A los 21 dias postinfestacion se colectaron 1833
garrapatas hembras repletas entre 5 y 8 mm de longitud, las cuales fueron
trasladadas al Departamento de Parasitologia en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Las larvas fueron colocadas en una coladera y lavadas con agua de la llave,
posteriormente fueron secadas con una toalla de papel y puestas encima de
papel filtro dentro de cajas Petri a razon de 15 garrapatas/caja, para ser
incubadas durante 15 dias a una temperatura de 28+2°C y 80% de humedad
relativa.

Una vez que las garrapatas ovipositaron (aproximadamente entre 15y 20 dias),
se separ0 la masa de huevos, en viales (con 1 g de huevos en cada vial),
donde nuevamente se incubaron, hasta que cumplieron un mes de eclosiéon y
se mantuvieron en incubacion hasta su utilizacién, ya sea para infestar bovinos
como se describe mas adelante o para realizar las pruebas in vitro previamente

mencionadas.
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Experimento 1

Evaluacion de la eficacia ixodicida in vitro del compuesto experimental
712-BF-016 contra larvas de garrapatas R. (Boophilus) microplus

Ubicacion del estudio: El presente estudio se realiz6 en, el laboratorio de
Investigacion del Departamento de Parasitologia de la FMVZ, de la UNAM y la
obtencién de larvas de garrapata en el CEPIPSA de la FMVZ, UNAM ubicado

en el municipio de Parres, D.F.

Obtencién de larvas para evaluacién.- En el dia 0 se infestaron 2 bovinos
joévenes con 40,000 larvas de garrapata R. (Boophilus) microplus donadas por
el Centro Nacional de Parasitologia Animal de Jiutepec, Morelos. Los bovinos
permanecieron infestados hasta el dia 21 cuando las garrapatas obtuvieron su
estadio adulto (hembras) post-infestacion. Las garrapatas adultas de donde
fueron desprendidas de los bovinos y se trasladaron al laboratorio para su
incubacion en cajas de Petri a 28°C y con una humedad relativa de 80%. Una
vez colectados los huevos de las garrapatas, estos fueron colocados en viales
puestos en frascos universales y pesados a razon de 1 g por vial para ser
incubados durante 20 dias a fin de permitir la eclosion de las larvas. A los 15
dias posteriores las larvas estuvieron listas para utilizarlas en una evaluacion in
vitro.

Desarrollo de la prueba.- Se evalud la eficacia ixodicida in vitro del compuesto
citado contra larvas de (B.) microplus utilizando la prueba de paquete de larvas
de Stone y Haydock (1962) que consiste en la exposicion de larvas en papeles
filtro impregnados con distintas concentraciones de los quimicos a evaluar con
el objeto de obtener los porcentajes de mortalidad larvaria, comparadas con el
grupo testigo sin tratamiento, (La informacion completa de la técnica se puede

apreciar en el Apéndice 1).
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Experimento 2

Evaluacion de la la eficacia ixodicida in vitro del compuesto experimental
712-BF-016 contra garrapatas adultas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

La eficacia del compuesto contra garrapatas adultas (hembras) obtenidas de
cultivos en bovinos fue evaluada tal y como se sefiala en el primer

experimento.

Para ello se utilizé la prueba de inmersién de adultas de Drummond (1967), en
donde se realizaron 3 repeticiones obteniendo ademas de la determinacion de
la eficacia, el porcentaje de eclosion de huevos y las larvas, en comparacion
con los parametros de medicion obtenidos en el grupo testigo sin tratamiento.
(El Apéndice 2 muestra en forma completa el montaje de esta prueba para su

evaluacion).

Experimento 3

Evaluacion de efectividad ixodicida del compuesto experimental 712-BF-
016 mediante una prueba de campo en becerros infestados en forma
experimental.

Ubicacion del area de estudio.- El rancho “Santa Cruz” se encuentra en el
Municipio de Teziutlan Puebla localizado entre 1990 a 2000 metros sobre el
nivel del mar. El Municipio forma parte del mismo nombre y esta situado en el

extremo NE del Estado, regidn que se conoce como la Sierra Norte.

El clima de la parte alta del Municipio de Teziutlan es humedo y frio en el
invierno, templado y lluvioso en el verano y otofio, sujeto a los cambios bruscos
de temperatura y presion debidos a las perturbaciones atmosféricas frecuentes
del Golfo, por su proximidad. Los vientos dominantes, durante el dia, son del
Norte, y por la noche, del Sur. En la primavera, suelen correr vientos fuertes del

Sur. En el invierno, escarcha y ocasionalmente nieve.

Animales.- Para esta etapa de evaluacion experimental del compuesto, se
contdé con 24 becerros de raza indefinida, (cruzas) con un peso entre 150 y

200Kg, ubicados en las instalaciones del rancho, “Santa Cruz” de Ayotoxco,
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Puebla. Los animales fueron alimentados con concentrado comercial, alfalfa y

gramas nativas y tuvieron acceso de agua ad libitum.

Conduccion del estudio.- Los becerros fueron infestados con 20,000 larvas c/u
de una cepa susceptible de R. (Boophilus) microplus obtenidas como se sefald
anteriormente. A los 21 dias posteriores a la infestacion, se procedi6 a contar el
namero de garrapatas adultas presentes en los bovinos para realizar el

tratamiento.

Los becerros en estudio se seleccionaron homogéneamente con base al
namero de garrapatas y fueron divididos en 4 grupos (G) de 6 animales c/u.

El G1 recibié una aspersion del compuesto experimental formulado al 16%.
Dicha aspersioén fue aplicada con bomba en un volumen total de 4 L.

El G2 fue tratado de igual manera al anterior pero con una formulacion al 20%
del compuesto.

El G3 recibié una aspersion con un Ixodicida comercial (Tlalaxin 13, Rlab.
Shark S.A. de C.V), formulado al 16% y aplicado en un volumen igual a los
grupos anteriores.

El G4 sirvié como grupo Testigo sin tratamiento.

Medicion de la efectividad.- La efectividad se midi6 como porcentaje de
garrapatas derribadas en el grupo tratado con referencia al testigo sin
tratamiento. Estas evaluaciones se hicieron en los dias 1, 2, 3 posterior a la

aplicacién del tratamiento.

Andlisis estadistico.- La informacion obtenida fue analizada estadisticamente
mediante un Andlisis de Varianza (ANDEVA de una via), para determinar Si
habia diferencias significativas entre grupos y entre tratamientos. El promedio
de garrapatas recuperadas en cada tratamiento fue considerado como la
variable dependiente. Los datos de mortalidad de larvas obtenidas por medio
de la Técnica de Paquete de Larvas y las adultas adquiridas por medio de la
Técnica de Inmersion de Drummond se analizaron por medio de la metodologia

Probit (dosis respuesta), donde se obtuvo la CLsg,
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Recoleccion de hembras adultas pos-tratamiento:

Del dia 20 posterior a la infestacion y hasta el dia 22, se hizo la recoleccion de
garrapatas hembras que median de 5 a 8 mm, se colectaban directamente del
becerro; asi como las que caian sobre el piso. Las garrapatas fueron llevadas
Al Departamento de Parasitologia en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, donde se lavaron con agua corriente y se secaron con
papel absorbente. Posteriormente fueron pesadas en grupos de 10 garrapatas

en una balanza analitica.

Incubacioén

Cada grupo de garrapatas se adhirié6 dorsalmente con cinta doble adhesivo en
cajas Petri. Cada caja se identific, con el nombre del grupo, la fecha de

recoleccion y concentracion del compuesto.

Las cajas de Petri con las garrapatas se incubaron en la estufa entomoldgica a
28+2°C de temperatura y 80-90% de humedad relativa, durante siete dias.

Transcurridos los siete dias de incubacion, se contdé el numero de garrapatas
gue ovipositaron en cada grupo. Posteriormente se incubaron por siete dias
mas, bajo las mismas condiciones para obtener la oviposicion completa de las

garrapatas.

Separacién de la masa de huevos

La masa de huevos de cada grupo tratado y testigos, fue retirada con ayuda de
una espatula. Los huevos se pesaron en una balanza analitica y se colocaron
en viales de cristal identificados con los mismos datos que la caja Petri. Los
viales se taparon con una torunda de algodoén. Los viales con los huevos se
incubaron bajo las mismas condiciones por 14-30 dias hasta la eclosion de las
larvas.

Conteo de la eclosion

Los viales se colocaron en una estufa a 60 °C por dos horas con la finalidad de

matar las larvas. Para contar los huevos eclosionados y no eclosionados,
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primero se homogeneizo el contenido de cada vial. Se tom6 una muestra
aleatoria, lo suficiente grande para llenar un campo de 100 mm?, con ayuda de
un microscopio estereoscopico se contaron los huevos sin eclosionar y los

cascarones de todo el campo.
Parametros evaluados
Porcentaje de hembras que ovipositaron. Se calculé6 tomando los datos del

namero de hembras que ovipositaron en cada grupo tratado y controles,

empleando la siguiente formula:

Porcentaje de Hembras que ovipositaron
Hembrasque = _ o __o-- X (100)
Ovipositaron Hembras totales

indice de oviposicién. Para calcular el porcentaje de inhibicion de oviposicion
de cada grupo, primero se calcul6 el porcentaje de inhibicion de oviposicion
(OP).

Peso de huevos (g)
Peso de hembras (g)
Donde:
20,000 = namero de larvas presentes en un gramo de huevos

F.C. del % eclosion = fraccion centesimal del porcentaje de eclosion
(Drummond, et al. 1967)
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Porcentaje de inhibicién de la oviposicidn. Este valor se obtiene a partir del OP.
Se calculd el porcentaje de inhibicion de oviposicion de cada grupo con la

férmula siguiente: (Sarda-Ribeiro, et al., 2007)

(OP/ - OPI)

Doénde:
OP/T= Reproduccién estimada del grupo control

OP/t = Reproduccidén estimada del grupo experimental

La efectividad de las diferentes concentraciones fue evaluada a través de tres
parametros: la mortalidad de teologinas de (B.) microplus; la reduccion de la
oviposicion (reduccion de la relacion huevos garrapatas) y la disminucion de la

eclosion.

La efectividad fue calculada mediante la siguiente férmula:

X Garrapatas X Garrapatas

Testigos Tratadas

X Garrapatas
Testigo
(Abbott, 1925)
El porcentaje de eclosion se establecié por medio de la siguiente formula:
% E=C/H+Cx100

En donde: C=cascarones, H=huevos

(Abbott, 1925)

29



RESULTADOS

La informacion obtenida en los diferentes parametros evaluados puede
apreciarse de manera general en los Cuadross 1 al 6 asi como en las Graficas

1, 2, y 3 que se encuentran localizadas después de las referencias.

En la Cuadrosl, se muestra que mediante la utilizacion de la técnica in vitro de
Stone y Haydock (1962), fue posible obtener el porcentaje de mortalidad
larvaria, observando que a medida que se aumentd la concentracién del

compuesto experimental, la mortalidad larvaria fue mayor.

El andlisis estadistico indico que hubo diferencias estadisticas (P<0.05) como

se aprecia en las literales indicadas para cada una de las concentraciones.

En la Grafica 1 se observa que el compuesto experimental 712—-BF-016 tuvo
una mayor efectividad medida en el porcentaje de mortalidad en las larvas
evaluadas a través de la técnica de paquete de larvas de Stone y Haydoc
(1962).

En el Cuadros 2 se muestra que de manera similar a la prueba con larvas, a
medida que aumenta la concentracion del compuesto experimental mayor
mortalidad en garrapatas adultas.

El compuesto 712-BF-016 evaluado in vitro contra una cepa susceptible de
garrapatas adultas por medio de TIA (Drummond et al. 1976), provoco la muerte
de las garrapatas tratadas y afectaron su oviposicion, por lo que se determina que
tuvo una alto porcentaje de mortalidad en garrapatas adultas. Es importante
hacer notar que la efectividad conferida por el compuesto evaluado a las
diferentes concentraciones contra garrapatas adultas, se mantuvo alta (97.6%,
95.4%, 91.9%, 85.9, y 77.5%) y directamente proporcional a la concentracion
probada (1%, 0.50%, 0.25%, 0.13%, y 0.06%), respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas a concentraciones de 1% y 0.5%. Sin
embargo, en las siguientes concentraciones si se observaron diferencias

estadisticas (p<0.05).
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Por otro lado, con relacion al peso de los huevos de garrapatas adultas tratadas,
el ANDEVA de una via, indicé que no existian diferencias significativas en
concentraciones de 0.25% y 0.0625%. Sin embargo el peso promedio de huevos
de adultas tratadas con las concentraciones de 1%, 0.50% y 0.125% fueron

estadisticamente diferentes (Cuadros 2).

En la Grafica 2 se observa que el compuesto experimental 712—BF-016 tuvo
una mayor efectividad medida en el porcentaje de mortalidad en las garrapatas

adultas comparado con las larvas.

Analisis Probit

En la Grafica 3 se observa la curva dosis respuesta de las concentraciones
utilizadas del compuesto 712-BF-016 contra garrapatas de Riphicephalus
(Boophilus) microplus en la Técnica de paquete de larvas y en la Técnica de
inmersion de adultas. Como puede observarse la mayor efectividad es
claramente visible en la evaluacion contra garrapatas adultas. La grafica se

encuentra posterior a las referencias

En el Cuadros 4, muestra los resultados obtenidos con respecto a la
efectividad en bovinos. El grupo tratado con el compuesto experimental 712—
BF-016 formulado al 16% produjo una efectividad de 61.78%. Cuando el
compuesto formulado al 20% se aplicé a los bovinos, la efectividad fue del
76.43%. Mientras que el grupo tratado con cipermetrina al 16% (grupo de
referencia), generd una efectividad del 83%. El analisis estadistico indico
diferencias significativas entre los tres tratamientos, siendo el mas eficaz

cipermetrina al 16% (Cuadros 4).

El Cuadros 5, muestran los resultados relativos al indice de oviposicion de las
garrapatas y al porcentaje de eclosiéon de huevos de las garrapatas.

Para la concentracion del compuesto experimental 712-BF-016 al 16%, el
indice de ovoposicion fue del 0.28 y el porcentaje de inhibicion de la

ovoposicion fue de 50.1.
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Para el grupo de garrapatas tratadas con el compuesto experimental 712-BF-
016 al 20% el indice de ovoposicion fue del 0.34 y el porcentaje de inhibicion

de la ovoposicion fue de 39.5.

En el caso de las garrapatas del grupo tratado con cipermetrina al 16%, el
indice de ovoposicion fue del 0.24 y el porcentaje de inhibicion de la
ovoposicion fue de 57.5, indicando con ello que la concentracion utilizada del
compuesto experimental al 16%, fue la que produjo un mayor efecto en la
mortalidad (Cuadros 5).

En lo que concierne al indice de ovoposicion se observa que la formulacion del
compuesto experimental al 16% presenta un mejor efecto en virtud de haber
mostrado un indice de oviposicion de 0.28 y un porcentaje de inhibicion de la
oviposicion del 50.1%. La estadistica indica que al comparar las
concentraciones experimentales con el farmaco de referencia (cipermetrina al
16%), se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadros
5).

El Cuadros 6 da referencia al porcentaje de eclosion de garrapatas R.
(Boophilus) microplus en donde se aprecian porcentajes de 50.57%, 55.99% vy

74.89%, para las tres concentraciones evaluadas, respectivamente.

Esta informacion sefala diferencias estadisticas entre grupos (p <0.05)
indicando ventaja para la formulacién del compuesto experimental al 16% ya

gue su porcentaje de eclosion de huevos tratados fue menor.
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DISCUSION

Riphicephalus (Boophilus) microplus (la garrapata de un solo huesped),
constituye un serio problema para la industria ganadera en regiones tropicales
y subtropicales a nivel mundial. Esta garrapata es el principal vector de la
babesiosis y anaplasmosis asi como por dafios sobre la produccion, dafio a las
pieles por accién de las picaduras, pérdida de sangre y efectos toxicos,
disminucién en la ganancia de peso de los animales y en la produccion de
leche, asi como bajas en la fertilidad del ganado, costos por tratamiento, entre
otras (Sarda-Ribeiro et al, 2007).

La estrategia comunmente utilizada para el control de estos artropodos es la
aplicacion de ixodicidas sobre el cuerpo del bovino a intervalos especificos.
Los ixodicidas mas utilizados han sido los organofosforados, piretroides,
fenilpirazolonas, lactonas macrociclicas asi como las Amidinas (Foil et al,
2004).

Sin embargo, un problema frecuente que presentan las garrapatas hacia los
ixodicidas existentes es el fendmeno de resistencia el cual se genera por parte
del parasito hacia el compuesto o compuestos aplicado(s) condicionado por
razones genéticas o uso inadecuado e indiscriminado de estos ixodicidas
(Alonso-Diaz et el, 2006).

En México, no solo se sabe de resistencia a un ixodicida especifico, sino que
ya se reportan casos de resistencia multiple a ciertos grupos de ixodicidas en
donde las garrapatas mostraron ser resistentes a los piretroides,
organofosforados y formamidinas como es el caso del amitraz (Rosado-Aguilar
et al, 2008).

De manera similar, Rodriguez-Vivas et al, (2007) describen la presencia de
resistencia a Amitraz, piretroides sintéticos y organofosforados en diferentes

ranchos pertenecientes al estado de Yucatan.
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Por tal razon la necesidad de desarrollar un nuevo compuesto ixodicida es
inminente y la estrategia general es la de evaluar entre muchos compuestos la
posible molécula capaz de eliminar estos parasitos en un alto porcentaje.

El compuesto 712-BF-016 esta conformado por dos moléculas: un imidazol y
una piridina, los cuales forman dos anillos aromaticos. Estas dos moléculas por
si solas las podemos encontrar en otros productos comerciales, pero juntas no

se habian probado hasta el desarrollo de este proyecto.

Se sabe que la piridina ha sido evaluada en otros compuestos como el
Piriproxifen, donde su molécula principal es esta, este compuesto se ha
probado como ixodicida en la garrapata Haemaphysalis elliptica y en la pulga
de gato, Ctenocephalides felis, en perros en el Sur de Africa , donde se evaluo
su la efectividad terapéutica (a las 48 horas), residual (9,16,23,30,37dias) del
compuesto midiendo el porcentaje de mortalidad de ambos parésitos. Los
resultados obtenidos indicaron una efectividad terapéutica del 83.1%, de la
residual fue mayor del 90% para Haemaphysalis elliptica, y para
Ctenocephalides felis tuvo una efectividad terapéutica de 97.5% vy residual de
100%, por lo que su efectividad terapéutica y residual de este compuesto
garantiza su efectividad al tener una alto porcentaje de mortalidad (J J Fourie
et. al., 2010).

Se ha probado el Piriproxifen sobre la mortalidad de Triatoma infestans en la
regiéon del Chaco Boliviano, donde varias casas rurales fueron tratadas con
dicho compuesto aplicandolo de forma micro-encapsulado en pared bio-
ensayos donde la concentracion fue de (piriproxifen 0.063%) que al parecer
puede imitar la accién de una hormona juvenil en la regulacion del crecimiento
de los insectos, este compuesto tuvo una alta mortalidad tanto en adultos como
en huevos teniendo un alto efecto en la mortalidad hasta por 34 meses, esto
hace que sea un buen candidato para la eliminacion de poblaciones
intradomesticas y peridomeésticos de T. infestans (Abraham Gemio Alarico et
al., 2010).

Por otro lado, el imidazol se ha encontrado eficaz sobre una base experimental
contra una larga lista de insectos y artrépodos relacionados, incluyendo

termitas, cucarachas, escarabajos carabidos, chinches, pulgas, moscas,

34



mosquitos, garrapatas, arafias y &caros fitéfagos. El imidazol depende mucho
de la concentracién que se utilice y de los componentes al momento de hacer
su formulacién para que tenga un mayor efecto sobre el control de los insectos
antes mencionados, se ha utilizado este como un eficaz plaguicida de contacto
como es el imidazol (glioxalina o 1,3-diazol) que tiene una baja toxicidad para
los mamiferos y que se utiliza como antimetabolico el cual su estructura
quimica tiene parecido mucho a una vitamina pero cambia en un atomo, por
esta estructura al momento de la aplicacion desprende un aroma que hace que
el insecto la ingiera y dentro del sistema circulatorio del insecto este
antimetabolito se convierte en un inhibidor antagonista de la regulacion del
crecimiento del insecto a nivel fisiologico interrumpiendo el metabolismo dando

como resultado la muerte (Roy J. Pence, 1965).

Sin embargo, la tarea de desarrollar un nuevo ixodicida no es facil ya que se
menciona que el contar con una nueva molécula cuesta mas de 200 millones
de dolares.

De hecho, la industria farmacéutica no muestra mucho interés en emprender tal
proyecto debido en parte a la crisis econédmica mundial que no facilmente
permite que se tenga disponibilidad y capacidad econdmica para realizar este
tipo de investigacion.

Como muestran los resultados obtenidos en este estudio, la efectividad
ixodicida bajo condiciones in vitro tanto en la prueba de paquete de larvas
como en la de adultas fue aceptablemente promisoria y la serie de repeticiones
de las pruebas realizadas avalan la existencia de un cierto potencial ixodicida.
Como es sabido, la técnica de Paquete de Larvas, desarrollada por Stone y
Haydock (1972) esta propuesta por la Organizacion Mundial para la Agricultura
y Alimentacion (FAO) como la metodologia para la deteccion de la efectividad
del compuesto sobre las larvas de garrapatas, por lo que su bajo costo y
facilidad de montaje ha permitido que varios investigadores la hayan utilizado
para evaluar nuevos productos (Sarda-Ribeiro et al., 2007; de Freitas
Fernandes et al., 2007; Sabatini et al., 2001).
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Sin embargo, la efectividad producida bajo condiciones de campo en bovinos
no mostré tener similitud a los resultados in vitro por lo que invita a analizar las
posibles causas del porque la efectividad conferida fue menor.

Desde luego es importante sefialar que resulta dificil el querer comparar
resultados que son generados bajo condiciones in vitro con aquellos
producidos in vivo, en virtud de que los cambios que se pueden suscitar en un
modelo biolégico son muchos y muy diferentes.

Un punto importante de sefalar es que el vehiculo con el cual el compuesto fue
formulado tal vez no fue el adecuado ya que no permanecia mucho tiempo en
el lomo y cuerpo de los animales y esto podria en cierta manera ser causa de

gue la efectividad fuera disminuida.

Por otro lado y en virtud de que los animales no se encontraban alojados en un
corral techado existia la posibilidad de que les lloviera y el compuesto
aspersado fuera lavado y por ende la concentracion remanente fuera efectiva
en menor escala.

Aqui se puede sugerir un estudio farmacocinético en donde a través del
analisis de suero de animales tratados utilizando Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion pudiera determinarse si parte del compuesto es absorbido a
través de la piel y conocer la cantidad de nanogramos presentes en el suero
asi como su tiempo de permanencia y eliminacioén.

El criterio para tomar una larva como muerta fue la paralisis o incapacidad de
movimiento. Al ser observadas las larvas tratadas al microscopio, la mayoria
estaban paralizadas lo cual concuerda con el mecanismo de accion descrito
para los carbamatos convencionales (Baxter et al., 1998). Sin duda estudios de
microscopia electronica sobre el intestino y tegumentos de garrapatas tratadas
ayudarian a dilucidar en parte el modo de accion de este compuesto

experimental.

Adicionalmente, un analisis quimico tanto interno como externo de las
garrapatas muertas podria indicarnos si su muerte es provocada por el
contacto directo del compuesto experimental o por intoxicacién interna y/o por

ambos.
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Con referencia a la utilizacién del analisis Pro bit, este mostrd al generar la
curva dosis respuesta que a menor concentracion del compuesto su respuesta
fue mayor en la mortalidad de garrapatas adultas en comparacion con la
mortalidad larvaria y que su Concentracion Letal 50 (CLsg) fue de 0.0138, y
muestra que con una minima concentracion del compuesto se logré obtener
una ClLsp.

Con relacion a la prueba de campo, los resultados no fueron sometidos al
analisis Probit ya que fueron pocos los datos obtenidos, para poderlos someter

a esta prueba.

Finalmente es pertinente sefialar que el presente estudio es solamente una
modesta contribucién preliminar, avocada a solamente determinar si una
formulacion preparada al 16% o al 20% con el compuesto experimental 712-
BF-016 mostraba actividad ixodicida contra el parasito en estudio.

Futuros estudios de evaluacion bioldégica con diferentes excipientes,
farmacocinética y de toxicidad utilizando pruebas in vitro y controladas in vivo

con este compuesto, dilucidaran su real potencial ixodicida.

Agradecimientos: Al proyecto PAPIIT-DGAPA UNAM clave IN201710 por

apoyo financiero para realizar este estudio.

CONCLUSIONES

El compuesto experimental 712-BF-016 evaluado bajo condiciones in vitro,
contra larvas y adultos de una cepa susceptible de R. (Boophilus) microplus
mostré una efectividad aceptablemente promisoria.

La efectividad ejercida por el compuesto experimental bajo condiciones de
campo en bovinos, no mostré una correlaciéon similar con la de los resultados in
vitro. Posiblemente el excipiente utilizado para formular el compuesto
experimental no fue el adecuado y por lo tanto la efectividad obtenida fue

menor.
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Cuadross y Figuras de los Resultados

» Cuadros del Porcentaje de mortalidad de R. (Boophilus) microplus por
medio de la técnica de paquete de larvas de Stone y Haydoc (1962).

Cuadros 1.- Porcentaje de Mortalidad Larvaria de R. (Boophilus) microplus por
medio de la técnica de paquete de larvas de Stone y Haydoc (1962).

Concentracion Vivas Muertas Total % Mortalidad % Mortalidad
promedio
Control negativo 1 108 0 108 0 0
Control negativo 2 104 0 104 0 0
Al (1%) 10.4 136.6 147 93.1° 91.63°
B1 (0.5%) 22.4 123 145.4 84.5° 80.29¢
C1 (0.25%) 50.2 90.8 141 63.9° 58.5°
D1 (0.125%) 72 65.8 137.8 45.1° 42°
E1 (0.0625%) 93.8 36.4 130.2 24.1° 26.5°

a,b,c,d,e. Literales distintas indican diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)
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» Grafica del Porcentaje de mortalidad de larvas de R. (Boophilus)

microplus

Grafica 1. Porcentaje de mortalidad en larvas de R. (Boophilus)
microplus pos-tratamiento a diferentes concentraciones del compuesto
712-BF-016
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» Cuadros del Porcentaje de mortalidad in vitro de del compuesto
del compuesto 712-BF-016

Cuadros 2. Porcentaje de mortalidad in vitro de garrapatas adultas de
Riphicephalus (Boophilus) microplus con el compuesto experimental 712-BF-016

Concentraciones 1% 0.50% 0.25% 0.125% 0.0625%
Porcentaje de 97.65% 95.54% 91.98" 85.94° 77.51°
efectividad

Peso promedio de huevos de adultas tratadas con el compuesto experimental 712-BF-016

712-BF-016 0 0.01 0.19 0.32 0.37

Control (agua) 0.00887° 0.0136° 0.00732°  0.00972¢ 0.00754°

a,b,c,d. diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)
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» Grafica del Porcentaje de mortalidad de larvas y garrapatas adultas
de R. (Boophilus) microplus

Grafica 2. Porcentaje de mortalidad de larvas y garrapatas adultas de R. (Boophilus) microplus
pos-tratamiento con diferentes concentraciones del compuesto 712-BF-016
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Grafica 3. Curva Dosis Respuesta (CDR) del compuesto 712-BF-

016 de mortalidad en larvas y en garrapatas adultas de R.
(Boophilus) microplus pos-tratamiento con diferentes
concentraciones del compuesto 712-BF-016
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Cuadros 3. Concentracion Letal 50% del compuesto 712-BF-016 contra
garrapatas Riphicephalus (Boophilus) microplus en Prueba de Inmersiéon de
Larvas (Stone y Haydock), en Prueba de Inmersion de adultas (Drummond).

Técnica de Stone y Haydock (1962). 0.0666
Técnica de Drummond (1967). 0.0138

» Cuadros del Porcentaje de efectividad del compuesto del
compuesto 712-BF-016 y cipermetrina

Cuadros 4. Porcentaje de efectividad del compuesto 712-BF-016 y cipermetrina
contra garrapatas de Riphicephalus (Boophilus) microplus en ganado infestado en
forma experimental

Grupos  Concentracion de  NUmero promedio de  Namero promedio de %

farmaco garrapatas antes del  garrapatas después del Efectividad
tratamiento tratamlento

1 712 FB 016 al 81.83% 32.16°

61.78°
16%
2 712-BF-016 al 33.33° 19.83° 76.43°
20%
3 Cipermetrina al 35.66° 12.33° 83.0°
16%
4 Control sin Tx 84.16° 73.16°

a,b,c,d. Literales diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)
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> Cuadross de indice de oviposicion y Porcentaje de eclosién

Cuadros 5. Indice de oviposicion y porcentaje de inhibicion de la ovoposiciéon de
las garrapatas colectadas del ganado tratado con el compuesto experimental 712-
BF-016 o con cipermetrina

Grupos Concentracion de % de garrapatas que indice de % de inhibicién
farmaco ovipositaron/grupo oviposicion de oviposicion
1 712-BF-016 al 16% 12.19 0.28° 50.1°
2 712-BF-016 al 20% 10.97 0.34° 39.55°
3 Cipermetrina 16% 9.18 0.24° 57.58°
4 Control negativo 11.57 0.57¢

a,b,c,d. Literales distintas indican diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)

Cuadros 6. Porcentaje de eclosion de huevos de Riphicephalus (Boophilus)
microplus de garrapatas colectadas de ganado tratado con el compuesto 712-BF-
016 o cipermetrina

Grupos Concentracion de NUmero promedio NUmero promedio % de eclosién
farmaco de huevos de cascarones
1 712-BF-016 - 16% 66.73 55.53 50.57%
2 712-BF-016 - 20% 35.37 31.97 55.99"
3 Cipermetrina - 16% 15.57 26.63 74.89°
4 Control negativo 11.77 70.89 89.14¢

a,b,c,d. Literales distintas indican diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)

Apéndice 1
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Evaluacion de compuestos mediante la Técnica de Paquete de Larvas
(Stone y Haydock, 1962).

Esta técnica consiste en la exposicion de larvas en papeles filtro impregnados
con distintas concentraciones de los quimicos a evaluar, con el objeto de
obtener porcentajes de mortalidad del orden de 0 a 100 que seran analizados
por medio de la metodologia de analisis estadistico, ya que los efectos letales
de los pesticidas estan relacionados con los logaritmos de las concentraciones
utilizadas (Stone et al., 1962).

En la serie de ensayos se evalué el compuesto experimental 712-BF-016 por

medio de la Técnica de paquete de larvas.

Preparacion de concentracion inicial o soluciéon madre del compuesto
experimental 712 — BF - 016

Para la preparacion de la solucion madre, se considero el valor porcentual de la
solucién a preparar, el volumen requerido y la concentracion en que esta el
principio activo del quimico a evaluar. Como diluyente se utiliz6 el tricloroetileno
y como fijador el aceite de oliva en proporcién 2:1. Es decir:

En una probeta de 25 ml se le coloc6 25 ml del solvente junto con 0.0842 g del
compuesto experimental 712- BF — 016
Para conocer los gramos de principio activo necesarios para preparar la

solucion madre se empled la siguiente formula.

(%Cl) (100%)
gde producto= -------- -=------
(f3) (%CFT)

%ClI= Concentraciéon (%) que se desea obtener

f=valor fraccionario que se asigna al volumen que se desea preparar

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

%CFT= Porcentaje de concentracion de la forma técnica del quimico a utilizar.

Preparacion de diluciones
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Como dilucién control se utilizé la mezcla de aceite de oliva y tricloroetileno,
una parte de aceite de oliva por dos partes de tricloroetileno. Es decir; 30% (30
ml) de Aceite vegetal, 60% (60 ml) de Tricloetileno.

Preparacion de dosis discriminantes en probetas de 100 ml

Concentraciones:

9.8 ml de sol. Madre + 0.2 del solvente
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 1
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 2
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 3
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 4

aokrwbhpE

Impregnacion de papeles filtro

Para los paquetes de larvas se utilizaron rectangulos de papel filtro Wathman
No. 1 de 7.5 x 8.5 cm, previamente identificados con el nombre del producto

utilizado y la dilucion.

Los papeles se impregnaron con las diluciones del compuesto quimico
experimental a evaluar y se realizaron al menos dos repeticiones de cada

dilucién con sus correspondientes testigos.

La impregnacion se realizé con la ayuda de una micropipeta graduada con
capacidad de 1,000 pl y se emplearon 670 pl de la dilucién correspondiente por

cada papel.

Una vez impregnados los papeles se sujetaron con prensapapeles y se
colgaron en un soporte de alambre galvanizado. Se dejaron secar por una hora
con la finalidad de que se evaporara el tricloroetileno y en la superficie del

papel quedara solo el aceite de oliva y el quimico a evaluar.
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Armado y llenado de paquetes

Los paquetes se armaron doblando los rectangulos de papel filtro por la mitad,
con la cara impregnada con el quimico hacia adentro y sellando los extremos
libres con prensapapeles. Se comenzé armando los paquetes a partir de los
testigos hasta la concentracion mayor del producto.

Para llenar los paquetes se armo una “trampa”. Dicha trampa consistiéo en una
charola de plastico con agua y detergente en polvo, y en el interior se coloco
una caja Petri de cristal con el fondo hacia arriba, un par de vasos de
precipitado con una aguja de diseccion y un pincel, y por el dltimo el vial
conteniendo las larvas sobre la caja Petri.

La finalidad era que si alguna larva se escapaba accidentalmente esta era
atrapada en la solucién jabonosa para no tener dispersion de estos artropodos
en el laboratorio.

Para esta técnica se utilizaron larvas de 14 dias de edad. El llenado de
paquetes se realizé colocando cada paquete, comenzando con los testigos,
sobre la caja Petri, con la ayuda del pincel y la aguja de diseccién se tomaron
del borde del vial aproximadamente 100 larvas y se dejaron caer dentro del

paquete, cada paquete se cerré con un prensapapeles.

Incubacion
Los paquetes se colocaron en una charola y se introdujeron en un incubador
marca Binder, a una temperatura de 28+2 °C y con un rango de 80 a 90% de

humedad relativa, en donde permanecieron por 24 horas.

Lectura de resultados

Transcurrido el tiempo de incubacion, se contaron las larvas de los paquetes de
los grupos tratados y de los testigos. Las larvas sobrevivientes fueron
capturadas con cinta adhesiva y se contabilizaron tanto muertas como vivas
con ayuda de un contador de mesa. Todas las larvas con capacidad de
caminar o deslizarse se consideran como vivas. Posteriormente se calcularon

los porcentajes de respuesta de mortalidad por dilucion y sus valores medios.
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Evaluacién de la Efectividad

Para calcular el indice de mortalidad por contaqcto con los ixodicidas y la
supervivencia larvaria se emplearon las formulas establecidas por la FAO
(2004).

A) Para calcular la mortalidad larvaria se emple6 la formula:

% de mortalidad larvaria = (larvas muertas / larvas totales) x 100

B) Para calcular la mortalidad media se empleo la férmula:

Media del % de mortalidad = (mortalidad 1 + mortalidad 2) / 2

Apéndice 2

Evaluacion de compuestos mediante la técnica de inmersién de hembras
adultas (Drummond et al., 1967)

Preparacién de Diluciones

Preparacion de concentracion inicial o solucion Madre:

En una probeta de 25 ml se coloc6 25 ml del solvente con 0.0842 g del
compuesto experimental 712- BF — 016

Preparacion del solvente: Colocar 30% (30 ml) de Aceite vegetal, 60% (60 ml)
de agua corriente

Preparacion de dosis discriminantes en las probetas de 100 ml
Concentraciones para el grupo tratado:

9.8 ml de sol. Madre + 0.2 solvente
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 1
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 2
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 3
5 ml de solvente + 5 ml de Sol. 4

akrwbhE

La concentracion para el grupo testigo fue de 25ml de solvente, de ambos

grupos se realizaron tres réplicas de cada concentracion y testigos.
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Garrapatas
Las garrapatas hembras adultas repletas de sangre recién recolectadas, se
lavaron con agua corriente y se secaron con toallas de papel. Posteriormente

fueron pesadas en grupos de 10 garrapatas en una balanza analitica.

Inmersion
Se colocoé cada grupo de 10 garrapatas hembras adultas en un vaso de
precipitados que contenia 25 ml de la dilucion del quimico a evaluar. Las

garrapatas permanecieron inmersas durante 30 minutos.

Incubacion

Transcurrido el tiempo de inmersion, se decanté la solucién y las garrapatas de
cada grupo se secaron con toallas de papel. El grupo de garrapatas se adhirié
dorsalmente con cinta doble adhesivo en cajas de Petri. Cada caja se identifico,
con el nombre de la cepa, la fecha de realizacion de la técnica y concentracion
del compuesto.

Las cajas de Petri con las garrapatas se incubaron en la estufa entomoldgica a
28+2°C de temperatura y 80-90% de humedad relativa, durante siete dias.
Transcurridos los siete dias de incubacion, se contdé el numero de garrapatas
que ovipositaron en cada grupo. Posteriormente se incubaron por siete dias
mas, bajo las mismas condiciones para obtener la oviposicion completa de las

garrapatas.

Separacién de la masa de huevos

La masa de huevos de cada grupo tratado y testigos, fue retirada con ayuda de
una espatula. Los huevos se pesaron en una balanza analitica y se colocaron
en viales de cristal identificados con los mismos datos que la caja Petri. Los
viales se taparon con una torunda de algodoén. Los viales con los huevos se
incubaron bajo las mismas condiciones por 14-30 dias hasta la eclosion de las

larvas.
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Conteo de la eclosion

Los viales se colocaron en una estufa a 60 °C por dos horas con la finalidad de
matar las larvas. Para contar los huevos eclosionados y no eclosionados,
primero se homogeneizo el contenido de cada vial. Se tom6 una muestra
aleatoria, lo suficiente grande para llenar un campo de 100 mm? Con ayuda de
un microscopio estereoscopico se contaron los huevos sin eclosionar y los

cascarones de todo el campo.

Parametros evaluados

La efectividad de los diferentes extractos fue evaluada a través de tres
pardmetros: la mortalidad de teleoginas de R. (Boophilus). microplus; la
reduccion de la oviposicion (reduccién de la relacion huevos - garrapatas) y la

disminucion de la eclosion.

La efectividad fue calculada mediante la siguiente férmula:

X Garrapatas X Garrapatas

Testigo Tratada

X Garrapatas
Testigo
(Abbott, 1925)
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Apéndice 3

Evaluacion de la efectividad de un compuesto experimental contra
garrapatas Rhicephalus (Boophilus) microplus en becerros infestados en
forma experimental

Animales

Para un estudio de esta indole se pueden utilizar 24 becerros cruzados de “X”
raza, los cuales deben pesar entre 150y 200 kg de peso. Los animales deben
estar ubicados en un rancho libre de garrapatas R. (Boophilus) microplus y
pueden ser alimentados con gramas nativas y/o alimento concentrado y agua
ad libitum.

Los animales deben permanecer en el mismo potrero hasta su utilizacion.

Infestacion de bovinos

El método de infestacion para los 24 becerros del experimento se realiza de la

siguiente forma:

Adaptacion de los bovinos al establo

Dias previos a la infestacion los becerros son colocados en el establo para
lograr que se adaptaran a su nueva situacién. Se prefiere que los animales
estén limitados en su movimiento.

La alimentacion de los becerros puede ser a base de alfalfa, avena y
concentrado. Una vez iniciado el estudio, los animales se deben vigilar
constantemente para evitar que se puedan lastimar y para que tengan alimento
todo el tiempo.

Los 24 becerros pueden ser infestados con larvas de garrapatas obtenidas en
el laboratorio.

Previo al inicio los animales deben ser revisados en la busqueda de garrapatas
y checar con el duefio del rancho o los vaqueros cuando fue la ultima

desparasitacion con insecticida y con qué producto.
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Infestacion

Consiste en aplicar con un pincel sobre el dorso del becerro 2 g (40,000 larvas
aproximadamente) de un mes de vida. Las larvas pueden aplicarse en
diferentes intervalos de tiempo (1 a 3 dias) con el fin de que factores externos
como el aire, el que se pudiera rascar o lamer, o simplemente que se cayeran
al momento de la colocacién, impidan contar con un numero adecuado de

garrapatas en el lomo del bovino.

Tratamiento con un ixodicida (garrapaticida) o algun compuesto

experimental.

Se bafian los grupos experimentales con el producto en estudio utilizando una
bomba de aspersion aplicando la dosis recomendada disuelta de 4 L a 5 L del
compuesto/animal.

Como grupo de referencia siempre se debe incluir un grupo tratado con un

Ixodicida comercial utilizando las dosis recomendadas por el fabricante.

Por otro lado, es sumamente importante incluir un grupo Testigo sin tratamiento
el cual debera mostrar siempre alta infestacion por garrapatas.

El experimento se conduce de acuerdo a las especificaciones el protocolo
tratando de evaluar siempre los diversos parametros bajo las mismas
condiciones de manejo del ganado.

Una vez finalizado el estudio se recomienda dar un bafio por aspersion o

sumersion al ganado utilizando un ixodicida comercial.

Liberaciéon de los bovinos

Posterior a las evaluaciones realizadas, los bovinos deben de ser regresados a
los corrales para su recuperacion. Como en los productos experimentales se
desconoce el Tiempo de Retiro, es recomendable no consumir su leche ni su
carne al menos durante el primer mes en que el animal haya estado sujeto a

tratamiento.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the ixodicide efficacy of the experimental compound 712-
BF-016 against Rhipicephalus (Boophilus) microplus ticks in vitro and in cattle. The in vitro efficacy was
initially tested against R. Boophilus microplus larvae using the Larval Packet Test (LPT). In a 2nd study
the ixodicide efficacy was tested against adult ticks using the Adult Inmersion Test (AIT). Finally, a field
test with the compound was carried out using 24 steers experimentally infested with R. (Boophilus)
microplus ticks which were divided into 4 groups of 6 animals each for treatment. Groups 1 and 2
received the experimental compound at concentrations of 16% and 20%, respectively, which were applied
as an aspersion in a total volume of 4 liters/animal. Group 3 was equally treated but with a commercial
ixodicide containing cipermethrin at a 16% concentration. Group 4 served as untreated control. The
efficacy was meas-ured on days 1, 2, 3 after treatment as the percentage of ticks present from the treated
groups, relative to the ticks pre-sent in the untreated control. The results indicated a percentage mortality
of 93.21% for LPT and 98.02% for AIT. The efficacy produced in cattle was 61.78%, 76.43% and
85.34% for groups 1, 2 y 3, respectively. It is concluded that there was no concordance between the
results obtained in vitro with those found in cattle. Possibly the excipient used for the formulation of the
experimental compound was not suitable and had some influence on the results.

Keywords: Rhipicephalus Boophilus microplus; Ixodicide; LPT; AIT; Cattle
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