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RESUMEN.

El objetivo de este estudio fue demostrar el efecto de la subexposicion al
cumafés sobre el estado de resistencia de una cepa de Rhipicephalus
microplus portadora de genes de resistencia. Se utilizaron dos cepas de R.
microplus, una susceptible (cepa Media Joya) y otra con baja frecuencia de
genes de resistencia (cepa San Alfonso) a ixodicidas convencionales. Hembras
repletas de la cepa San Alfonso fueron sometidas a presion selectiva in vitro
con media dosis terapéutica de cumafdés y a partir de estas hembras se
obtuvieron larvas con las cuales se realizaron infestaciones en bovinos y
presiones in vitro subsecuentes, por cuatro generaciones. En cada generacion,
una parte de las hembras colectadas de la cepa San Alfonso y hembras
repletas de la cepa Media Joya, se utilizaron para la realizacion de la técnica de
Inmersion de hembras repletas en cumafés, flumetrina o amitraz y se midi6 el
porcentaje de inhibicion de la oviposicion y el porcentaje de eclosion en cada
cepa. En la ultima generacion presionada de la cepa San Alfonso, se probaron
otros dos organofosforados diferentes al cumafés que fueron triclorfén y
malathion. Se observo un incremento gradual de la resistencia al cumafés en la
cepa San Alfonso en relacion directa al numero de presiones selectivas con
este acaricida, reflejada por la disminucion gradual del porcentaje de inhibicién
de la oviposiciéon y el aumento del porcentaje de eclosion (p<0.05). Al mismo
tiempo que se incrementd la resistencia al cumafés en la cepa San Alfonso, se
observo incremento de la resistencia de la cepa a la flumetrina y disminuyoé su
resistencia al amitraz. Todos los ixodicidas utilizados produjeron inhibicién
drastica de la oviposicion (97 a 98%) e inhibicidn total de la eclosion sobre la
cepa susceptible (Media Joya) durante todo el experimento (p<0.05). Las
hembras repletas de la ultima generacion presionada de la cepa San Alfonso,
mostraron mayor (p<0.05) resistencia al triclorfon y malation que hembras
repletas de la cepa susceptible. Estos resultados demuestran que la
subexposicion repetida al cumafés incrementa significativamente la resistencia
a éste y a otros organofosforados en una poblacion de garrapatas con
antecedentes de resistencia multiple, y sugieren que también se afecta la
dindamica de resistencia de estas poblaciones a otros grupos de acaricidas.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son los ectoparasitos hematoéfagos mas importantes del ganado
en las areas tropicales y subtropicales del mundo (Baxter y Barker, 1998).

Rhipicephalus microplus es la especie de garrapatas mas importante en éstas
areas ya que produce grandes peérdidas economicas para la ganaderia. Los
efectos derivados de la infestacién por garrapatas incluyen: anemia, reduccion
en el crecimiento, reduccion en parametros reproductivos, reduccion en la
produccion de carne y leche, disminucion en la calidad de las pieles, paralisis y
transmision de enfermedades como babesiosis y anaplasmosis (Rodriguez-
Vivas et al., 2007).

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 Estados Unidos (Barré et al., 2008).

La estrategia mas utilizada para controlar las garrapatas consiste en romper el
ciclo de ésta a través de la aplicacion de tratamientos con acaricidas, sobre el
cuerpo de los animales infestados a intervalos especificos determinados por la
region ecoldgica y eficacia residual del acaricida (Rodriguez, 2002).

Situacion en México de la garrapata Rhipicephalus microplus.

Las garrapatas Rhipicephalus sp (Boophilus sp) a través de su accién directa o
del efecto indirecto sobre la produccion animal, causan pérdidas a la ganaderia
bovina. El dafio de la piel es causado por el piquete y los abscesos que se
desarrollan producen apreciables pérdidas en el valor de ésta, ademas
provocan la pérdida de sangre y transmiten toxinas al animal. En el caso de las
vacas lecheras estos abscesos, frecuentemente estan involucrados en la
afectacion y la pérdida de uno o mas cuartos de la glandula mamaria con la
consecuente disminucion de la produccion lactea. Ademas, las garrapatas
tienen un efecto nocivo directo sobre la ganancia de peso de los animales; en
el ganado de engorda, cada garrapata adulta repleta de sangre es capaz de
reducir la ganancia de peso diaria en 0.6 g.

Debido a su importancia econémica y sanitaria la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus ha sido la principal especie a la que se enfoca el control,
en las campafas realizadas en México. De las 77 especies de garrapatas
identificadas en México, 14 son importantes para la produccion animal:
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Rhipicephalus (Boophilus) annulatus,
Amblyomma cajennense, A. americanum, A. maculatum, A. imitator,
Dermacentor variabilis, D. albipictus, D. nigrolineatus, D. accidentalis,
Anocentor nitens, Rhipicephalus sanguineus, Otobius megnini y Argas
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persicus. (SENASICA — SAGARPA, 2013). En México se estima que las
pérdidas producidas en la ganaderia bovina por garrapatas y las enfermedades
que transmiten son de aproximadamente 48 millones de dolares (USD)
anualmente. (Rodriguez et al., 2006). Los antecedentes de la erradicacion de la
garrapata Rhipicephalus spp. se remontan a la segunda década del siglo
pasado. Basicamente, sefialan la preocupacion del sector pecuario por los
danos ocasionados por la garrapata y una serie de acciones aisladas de lucha,
desarrolladas por algunos estados de la Republica, tales como Sonora y
Tabasco.

En el estado de Sonora se inicié un programa que condujo a la liberacion de
2.5 millones de hectareas de este ectoparasito, gracias a esto, se establecieron
las caracteristicas técnicas esenciales de la Campana conservadas hasta la
fecha. En el afio de 1992, con la creacion de la Subsecretaria de Ganaderia de
la entonces Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARH), el
programa de control de la garrapata Rhipicephalus sp. dependié operativa y
técnicamente de la Direccion General de Salud Animal. A partir de 1996, con la
nueva estructura de la Comisidon Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CONASAGQG), el control de la garrapata se realiza de forma individualizada por
los productores, con la asesoria y el apoyo del Gobierno Federal, a través de la
SAGARPA y el SENASICA; los gobiernos estatales; las organizaciones de
productores y los organismos auxiliares de Sanidad Animal en los estados
(SENASICA, 2013).

La situacion zoosanitaria de la campafia contra la garrapata del género
Rhipicephalus sp., actualmente esta referida a cada una de las fases del
programa (Figura 1). La fase libre ocupa una porcion importante del Norte del
pais, asi como areas del centro; comprende 94.4 millones de hectareas, las
cuales equivalen al 47.88% del territorio nacional. Las zonas en fase de
erradicacion comprenden a 1.1 millones de hectareas que se ubican en las
areas en las cuales el parasito ha sido eliminado por efectos de la Campafa y
representan un 0.57% del territorio nacional. Las areas en fase de control en
este momento alcanzan una superficie total de 101.6 millones de hectareas y
representan el 51.5% del pais (SAGARPA, 2013).

12
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FIGURA 1: Situacién actual de la garrapata Rhipicephalus microplus en México.
(SAGARPA, 2013).

Los acaricidas organofosforados fueron profusamente utilizados en la
Campafia Nacional de erradicacién de la garrapata entre 1974 y 1984 en
México. Los organofosforados empleados durante ese periodo incluyeron
cumafés, clorpyrifos, clorfenvinfos, diazinbn y etion. El primer caso de
resistencia a organofosforados se detecté en garrapatas R. microplus en un
rancho en el Sur de México (Tuxpan, Veracruz) en 1983. La cepa de
garrapatas establecida a partir de esa ubicacidon demostro tener de 10 a 14
veces la resistencia a la dosis terapéutica de cumafés, clorpyrifos y etién. La
resistencia a los organofosforados pronto se generalizé en las regiones central
y meridional de México. A continuacion, se introdujeron en México en 1986 los
acaricidas piretroides sintéticos, para aliviar los problemas de resistencia a
organofosforados. La resistencia a piretroides sintéticos fue detectada por
primera vez en 1993 y pronto se difundié de manera extensiva. Los niveles de
resistencia a piretroides sintéticos fueron generalmente en la escala de 10 —
350 veces, con la excepcion de 2 poblaciones de garrapatas en las que se
detectd un incremento en la resistencia en mas de 1000 veces. Como resultado
de la intensa presion de seleccion por el uso de organofosforados y piretroides
sintéticos, se encontré que R. microplus ha desarrollado resistencia a ambas
clases de acaricidas en por lo menos 15 Estados de la Republica mexicana.
Junto con los piretroides sintéticos también se introdujo en 1986, el amitraz,
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pero su uso fue inicialmente limitado debido a un costo mayor. El uso de
amitraz se volvid mas frecuente después de 1993, cuando empezaron los
problemas de resistencia a piretroides sinteticos y obstaculizaron los esfuerzos
para controlar la garrapata en el pais. El primer caso de resistencia al amitraz
en México se informd en 2002 (Rodriguez — Vivas et. al., 2012)

Normativa oficial

En México se la Norma Oficial Mexicana “NOM-019-ZO0-1994, Campania
Nacional contra la Garrapata Boophilus spp. En ella se informa sobre la
identificacion de focos de resistencia de las garrapatas Boophilus spp a
productos de las familias de los organofosforados y piretroides en unidades de
produccion de San Luis Potosi, Veracruz y Tabasco, en 1993 (Armendariz,
2003).

Generalidades de Rhipicephalus microplus.

Clasificacion taxonémica.

R. microplus (Canestrini, 1887) pertenece al phylum Arthropoda, Clase
Arachnida, Orden Acarina, Suborden Metastigmata, y Familia Ixodidae (Quiroz,
1984; Encinas, 1999; Soulsby, 1988). Las 5 especies del género 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 la
evolucion de las garrapatas ripicefalinas y debido a que existe una fuerte
evidencia molecular (secuencias de ADN comparadas por PCR), morfolégica
(la falta de ornamentacion del escudo), zoogeografica histérica (origen
Afrotropical/Oriental) y distributiva mundial, se ha determinado que el género
Rhipicephalus esta ampliamente relacionado con el género Boophilus;
proponiendo a éste ultimo como subgénero. Debido a que existe una gran
cantidad de informacion bajo el género Boophilus algunos autores sugieren que
las especies del mismo se refieren como Rhipicephalus (Boophilus) sp. (Barker
et. al. ,2002; Murrel et. al., 2003).

Morfologia.

El cuerpo de las garrapatas esta cubierto por un exoesqueleto formado por una
capa cuticular quitinosa. El cuerpo esta formado por una porcién 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
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al idiosoma (Quiroz, 1984). R. microplus es una garrapata dura, de color café
oscuro, las hembras llegan 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
pequeno 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 en el cual el alimento pasa hacia el eso6fago. 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 funcidon quimiosensorial. El 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 (Anderson y Magnerelli,
2008). En el caso de R. microplus, la base del capitulo es de forma hexagonal y
los palpos no rebasan en tamano al hipostoma (Kang et. al., 1985).

El idiosoma esta 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 produccién de huevos depende de factores ambientales, pero de
manera general se estima que una garrapata gravida libera de 2500 a 3500
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
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 4.0 mmy
son de color gris oscuro. Este estadio todavia no presenta el orificio genital.

MACHO

o
o
¥ EXTREMIDADES

WISTA DORSAL VISTA VENTRAL

Figura 2: Morfologia externa de R. microplus. Vistas dorsal y ventral de macho y hembra
adultos. (Adaptado de Quiroz, 1984).
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Ciclo bioldgico

Rhipicephalus microplus presenta un ciclo de vida directo utilizando a los
bovinos como hospederos definitivos para completar su desarrollo (Cordero,
1999). Las garrapatas tienen 4 estadios evolutivos en su ciclo vital: huevo,
larva, ninfa y adulto (figura 3).

El ciclo biolégico puede durar entre 4 y 10 meses; y comprende 2 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 de 2500 a
3500 huevos. Después los huevos se incuban de 14 a 146 dias hasta la
eclosion de las larvas (Soulsby, 1988).

En la fase de vida libre se presentan 2 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 dioxido de
carbono, la vibracién y el calor corporal (Anderson y Magnarelli, 2008).

La fase parasita 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. El 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 ovipisicién en el
suelo (Quiroz, 1984).
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Figura 3: Ciclo biolégico de R. microplus. Los estadios de la garrapata que ocurren
sobre el hospedero son la fase parésita, y los que ocurren en el suelo pertenecen ala
fase no parasita (Fernandez, 2006 ).

Patogenia

Los danos que R. microplus genera a su hospedero se deben a las acciones
patdégenas 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, el estado adulto es capaz de
consumir entre 0.5 mly 1.2 ml de sangre, por lo que el grado de infestacion de
los animales esta directamente relacionado al total de la pérdida del volumen
sanguineo (entre mas garrapatas haya mayor sera la pérdida de sangre).
Ademas, la anemia puede agravarse debido a hemoparasitos transmitidos que
pueden tener accion litica sobre los eritrocitos (Quiroz, 1984; Jonsson, 2006).

La accién inoculatriz, corresponde a la introduccion de agentes patégenos
causantes de otras enfermedades en el hospedero. Las garrapatas son
vectores de microorganismos tales como protozoarios, ricketsias, espiroquetas
y virus. R. microplus es el principal transmisor de Babesia bigemina en
Australia, Panama y América, Babesia argentina en Australia y Argentina, y
Anaplasma marginale en Australia y América (Soulsby, 1988; Uilenberg, 1995;
De Castro, 1997).
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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
coagulacion de la sangre y la reaccién inflamatoria, ademas de que inhiben el
dolor causado por la presencia de la garrapata (Quiroz, 1984).

Control quimico de R. microplus

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 aplicaciéon de un
ixodicida de acuerdo a las caracteristicas del producto, como bafo de
inmersion, aspersion, aplicacion epicutanea y aplicacion parenteral (Kevin et.
al., 2012).

1.- Bafo de inmersion: En ésta técnica se sumerge al ganado en la solucion
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 produccién pecuaria (George et al., 2004; NOM-019-
Z0O0-1994).

2.- Bafno de aspersion: éste procedimiento consiste en la aplicacién 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-ZOO-
1994).

3.- Aplicacion epicutanea: Por éste método se coloca el farmaco directamente
en la piel del animal, por la linea media dorsal, desde la cruz hasta la regién
coccigea. El ixodicida se dispersa en la piel del animal y posteriormente es
ingerido por el parasito (NOM-019-Z00-1994).

4.- Aplicacion parenteral: consiste en la inyeccién del farmaco, que al
absorberse y alcanzar niveles sanguineos adecuados, tiene efecto sobre las
garrapatas que se encuentran alimentandose (NOM-019-ZO0-1994).
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Resistencia a los ixodicidas

La resistencia se define como la capacidad de un organismo de soportar dosis
mayores de un toxico, que normalmente serian letales para la mayoria de los
individuos en una poblacion tipica de la misma especie (Rodriguez, 2012). La
resistencia de R. microplus a organofosforados, piretroides sintéticos y amitraz
se ha descrito alrededor del mundo, principalmente en Australia vy
Latinoamérica (Rodriguez, 2012).

En México la existencia y propagacion de resistencias a ixodicidas comerciales
es un serio problema que afecta a la ganaderia vacuna. La historia de las
resistencias en el ambito mundial comienza en Australia en 1937 con los
arsénicos, extendiéndose en 1950 a los ciclodienos clorinados, en 1954 al DDT
y en 1964 a los organofosforados. En México desde 1981se identificaron
poblaciones de garrapatas resistentes a los organofosforados, distribuidas en
areas tropicales bajas del Golfo de México y la peninsula de Yucatan, la zona
conocida como las Huastecas. En 1993 aparecio resistencia a piretroides en
Soto la Marina, Tamaulipas y Emiliano Zapata, Tabasco. Para 1998 el
fendmeno de la resistencia habia sido constatado en 13 estados de México. En
2002 se notificod resistencia a amitraz en Tabasco, presentando la cepa “San
Alfonso” también resistencia a organofosforados y piretroides (Armendariz,
2003).

Cepa Tuxpan. Fue la primera evidencia de resistencia a ixodicidas en México.
Se aislé en 1981 en el municipio de Tuxpan, Veracruz y presenté un patrén de
resistencia a organofosforados (Ortiz et. al., 1995).

Cepa Tempoal. Denominada asi por su procedencia (Tempoal, Veracruz) y fue
caracterizada por una resistencia mixta (organofosforados y organoclorados)
(Aguirre y Santamaria, 1986).

Cepa La mora. Originaria del municipio de Emiliano Zapata, Tabasco, fue
detectada en el aino de 1993 como una de las primeras cepas resistentes a
piretroides (Grapain, 2010).

Fases de resistencia.

En México se han reportado cepas de R. microplus resistentes a diferentes
ixodicidas como organofosforados (cepas Caporal, San Roman, Tuxpan y
Tempoal), piretroides (cepas Corrales, Soto la Marina, Aldama, Cenotillo y
Tecax) y amidinas (San Alfonso), asi como cepas doble (La Mora) y triple
resistentes (San Alfonso) (Grapain, 2010).

Los cambios genéticos que confieren resistencia “fisiolégica” a las garrapatas
se fundamentan en modificaciones bioquimicas que conllevan a la no
presentacion de efectos toxicos del ixodicida en ellas.
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Existen tres fases en el desarrollo de la resistencia a los ixodicidas (Alonso-
Diaz et al., 2006).

a) Fase de establecimiento: esta ocurre cuando aparece el alelo resistente
en una poblacidon, generalmente es un proceso dado por mutaciones
naturales, independiente a la presién de seleccion.

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

c) Fase emergente: el alelo resistente es lo suficientemente comun en la
poblacion. En ésta la eficacia de los ixodicidas ha disminuido
considerablemente debido a la alta presién de seleccion.

Mecanismos de resistencia
Existen cuatro mecanismos de resistencia los cuales son:

1.- Penetracién reducida: ésta accion se presenta en la cuticula de la garrapata
donde se dan cambios mediados por varios compuestos quimicos que
disminuyen la penetracion del ixodicida.

2.- Incremento en la detoxificacion: en éste aspecto, la garrapata intensifica el
metabolismo del farmaco mediante reacciones de hidroélisis, oxidacion,
reduccion y conjugacion cuyo objetivo es limitar la accidén del ixodicida y/o
transformar sustratos liposolubles en hidrosolubles, promoviendo su excrecion.
Este proceso es el mas frecuente que desempefia un rol significativo en la
resistencia a organoclorados, organofosforados, piretroides sintéticos,
carbamatos, y endectocidas. La detoxificacion incrementada se concreta
mediante diversos sistemas enzimaticos inespecificos tales como las oxidasas
de funcién mixta (OFM), hidrolasas (esterasas y carboxiesterasas) y las S-
transferasas de glutation (Georghiu, 1994; Chevillén et. al., 1999).

3.- Sensibilidad reducida en los sitios blancos.
Aqui se consideran dos acciones importantes:

a) Insensibilidad en el sistema nervioso, mecanismo que implica
alteraciones en el canal de sodio (Na+) neuronal; resistencia cruzada
entre DDT y anélogos, también a todos los piretroides, donde el primero
es asociado con canales sédicos y el segundo con alteracion de la
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fosforilacion de las proteinas y regulacion del calcio intracelular, ambos
implicados en la liberacion de neurotransmisores. La resistencia por
insensibilidad también comprende a los ciclodienos en relacion con el
receptor gabaeérgico, inclusive se demostrd resistencia cruzada entre
ciclodienos y fipronil, farmacos que comparten el modo de accién al
interactuar con el iondéforo asociado al acido gamma-aminobutirico
(GABA) (Mullin y Scott, 1992; French-Constant et al., 2004).

b) Menor actividad de acetilcolinesterasa, mecanismo que se relaciona con
modificaciones en ésta enzima en presencia de los compuestos
inhibidores organofosforados y carbamatos (Guerrero et al., 2007).

4.- Resistencia no fisiologica: la cual, no esta vinculada con el ingreso o la
acumulacién quimica, mas bien se encuentra referida a modificaciones en la
conducta de las garrapatas inducida en el momento que establece contacto con
el producto quimico; asi, éstos ectoparasitos se desplazan hacia las regiones
corporales del ganado donde no exista evidencia de la presencia del ixodicida
(Errecalde et al., 2003).

Organofosforados

Son compuestos que poseen un atomo de fésforo en el centro de la molécula,
son derivados del acido fosforico, cuyos grupos hidroxilos estan sustituidos por
elementos como fluor, azufre, cloro, grupos amino y radicales organicos. Son
lipofilicos de rapida absorcidon por la piel y se acumulan en tejido graso, de
donde se liberan lentamente al torrente sanguineo y otros liquidos fisiolégicos.
Tienen una permanencia prolongada de 4 a 8 dias. Los compuestos mas
usados de éste grupo son: Clorfenvinfos, Clorpirifos, Cumafés y Diazinon,
triclorfon y malation (Tapia, 2004).

Cumafos
Naturaleza quimica.

El cumafés es un material cristalino de blanco a marrén (similar a la arena o el
azucar) con un ligero olor a azufre.

Accion farmacoldgica.

Se utiliza para el control de las verminosis intestinales, asi como para el control
de ectoparasitos.

21




Farmacocinética.

Por sus caracteristicas liposolubles, se absorbe faciimente por piel. Se
distribuye en todos los tejidos. Se excreta por via renal, heces, sudor, y por via
aérea. En ganado bovino debera evitarse el consumo de leche hasta una
semana especialmente cuando se utiliz6 cumafés.

Farmacodinamia.

Inactiva la acetil-colinesterasa irreversiblemente tanto en los mamiferos como
en los parasitos y se presentan signos tipicos de sobrestimulacion colinérgica.
Los parasitos asi tratados seran incapaces de coordinarse y seran expulsados
facilmente del intestino o no podran seguir aferrados a su sitio, en el caso de
los ectoparasitos.

Posologia.

Para verminosis intestinal:
Bovinos. 15mg/kg PO

Ovinos: 8mg/kg PO
Garrapaticida.

10ml/10L de agua para aspersion
1L/1000L de agua para inmersion
Contraindicaciones

No se debe utilizar en hembras gestantes, ni en animales sensibles a la
férmula. Debe evitarse el consumo de leche y carne de animales tratados con
éste medicamento.

Efectos colaterales y toxicidad.

La toxicidad es en virtud de los efectos de la Detil-colinesterasa. Los efectos
colinérgicos se dividen en nicotinicos y muscarinicos.

e Muscarinicos: Disnea, broncoconstriccion, aumento de secreciones
bronquiales, salivacion, lagrimeo, miosis, aumeno de secreciones
gastrointestinales.

¢ Nicotinicos: Temblor, espasmos musculares, con la consecuente fatiga
de los musculos intercostales, esto provoca una disnea aun mas
marcada.

Presentacion comercial.

Asuntol bano 0.2%
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La resistencia al cumafés y a los organofosforados en general se da por un
gene recesivo que codifica para una acetilcolinesterasa que no se ve afectada
por estos acaricidas, por o que es comun que cuando las cepas adquieren
resistencia a uno de ellos, se vuelven resistentes a varios organofosforados.

Situacion actual del cumafés en México

Los acaricidas organofosforados fueron profusamente utilizados en la
Campafna Nacional de erradicacién de la garrapata entre 1974 y 1984 en
México. Los OPs empleados durante ese periodo incluyen coumaphos,
chlorpyriphos, chlorfenvinphos, diazinén y Etion. El primer caso de resistencia a
OPs se detectd en garrapatas R. (B). microplus de un rancho en el sur de
México (Tuxpan, Veracruz) en 1983 (Rodriguez et. Al., 2012).

La resistencia multiple a los pesticidas en el territorio Mexicano continua
extendiéndose a razon de la presion que se ha ejercido mediante el empleo de
garrapaticidas durante los ultimos afios y actualmente poblaciones de
garrapatas han sido diagnosticadas resistentes a organofosforados, piretroides
y amidinas (Rosario-Cruz et al. 2009).

Cepa San Alfonso.

La cepa San Alfonso fue reportada por Soberanes et al. (2002) como el primer
aislamiento resistente a Amitraz en México y una de las primeras cepas triple
resistentes. Los autores reportaron porcentajes de control de 22, 24 y 26% para
el Amitraz, cumafés y flumetrina respectivamente en esta cepa. La cepa San
Alfonso ha sido mantenida y utilizada en FES-Cuautittdn como cepa de
referencia para la evaluacion de nuevos ixodicidas desde 2008 (Prado-Ochoa
et al., 2014; Pérez-Gonzalez et al., 2014), sin embargo debido a su largo
mantenimiento en el laboratorio, la cepa actualmente ha dejado de mostrar
resistencia al Amitraz y a Cumafds. Es sabido que los genes de resistencia son
recesivos por lo que es probable que la pérdida de la caracteristica fenotipica
de resistencia en la cepa se deba a fendmenos de heterocigosis con genes de
susceptibilidad, por lo que la presion de la cepa a través de las generaciones
con uno de los acaricidas mencionados puede restablecer rapidamente la
resistencia en la poblacion.
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JUSTIFICACION

Debido a un abuso en la utilizacion de los acaricidas, se han generado
diferentes mecanismos de resistencia a los mismos. Conocer la evolucion de la
resistencia de una cepa de R. microplus presionada sistematicamente con un
organofosforado a través de varias generaciones, nos puede ayudar a evaluar
el impacto de la subutilizacion de los acaricidas. Por lo anterior, en este trabajo
se pretende evaluar el efecto de la subexposicion a un organofosforado en la
cepa San Alfonso, la cual fue reportada en el aino 2002 como triple resistente y
que por haber sido mantenida en el laboratorio perdié ésta caracteristica, sin

embargo se considera una cepa portadora de genes de resistencia.
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HIPOTESIS

La presion selectiva con cumafdés aumenta la resistencia a éste y a diversos
ixodicidas en una cepa de Rhipicephalus microplus portadora de genes de

resistencia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar el efecto de la subexposicion a un producto comercial ixodicida
sobre el estado de resistencia de una cepa de Rhipicephalus microplus

portadora de genes de resistencia.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Presionar selectivamente con dosis subterapéuticas de cumafés a una cepa

de R. microplus portadora de genes de resistencia por varias generaciones.

2.- Medir por medio de la Técnica de Inmersion de Adultas (TIA) diferentes

parametros reproductivos de R. microplus subexpuestas a cumafés.

3.- Determinar la resistencia de la cepa de R. microplus presionada

selectivamente a otros organofosforados.

4.- Determinar la susceptibilidad de la cepa de R. microplus presionada a otros

ixodicidas comerciales.

5.- Comparar los parametros evaluados de la cepa presionada selectivamente

con una cepa susceptible a ixodicidas comerciales (Cepa Media Joya).
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion.

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de
Parasitos (L-1) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Los animales fueron

mantenidos en los corrales de Posgrado de la misma Facultad.

Cepas de R. microplus. Se utilizaron dos cepas de R. microplus mantenidas en
el laboratorio desde hace varios afios. La cepa “Media Joya” es susceptible a
amidinas, piretroides y organofosforados. La cepa “San Alfonso” originalmente
fue reportada como cepa de referencia con resistencia a organofosforados,
piretroides y amidinas, sin embargo, esta cepa ha sido mantenida por muchos
afos en el laboratorio. En la fecha de inicio del presente estudio, la cepa
mostraba susceptibilidad a cumafds y amitraz y fue solo resistente al piretroide

flumetrina.

Disefio experimental.

Se infestaron bovinos con aproximadamente 20,000 larvas de la cepa Media
Joya o San Alfonso, durante esta etapa, los animales se mantuvieron en
infestaderos disefiados ad hoc por 21 dias, posteriormente se recolectaron las
hembras repletas desprendidas utilizando para ello charolas situadas debajo de
los infestaderos. Una parte de las hembras colectadas de cada cepa se utilizd
para la realizacion de la TIA con cumafds, flumetrina y amitraz. En el caso de
la cepa San Alfonso, otra parte fue utilizada para establecer presion selectiva
empleando media dosis de cumafés y asi obtener de huevos y larvas con las
cuales se realizaron infestaciones y presiones subsecuentes por cuatro
generaciones. En cada una de las generaciones anteriormente mencionadas,
se realizaron pruebas de inmersion de hembras repletas con cumafds,
flumetrina y amitraz. En la ultima generacion se probaron otros dos

organofosforados diferentes al cumafds que son el triclorfon y el malathién.
Técnica de presion selectiva con cumafés.

Las garrapatas colectadas se lavaron, secaron y pesaron para después ser
seleccionadas con base en la integridad de sus piezas bucales para asegurar
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la oviposicidn. Se sumergieron cien garrapatas en una soluciéon de 0.1mg/mi
(media dosis de Cumafds) por media hora en agitacion constante. Después se
decant6 el liquido y se recuperaron las garrapatas, se secaron con papel
absorbente y se colocaron en cajas Petri en grupos de 20 garrapatas cada una.
Posteriormente las garrapatas se incubaron en estufa entomoldgica a 28 °C
con humedad relativa de 70-90% por 15 dias. El numero de hembras que
ovipositaron fue registrado, se recuperaron sus huevos y se distribuyeron en
frascos de vidrio a razén de 1g por frasco, se les coloco 1 tapdén de algodén y
se incubaron en estufa entomoldgica a 28 °C con humedad relativa del 70-90%
hasta la eclosién de las larvas. Se utilizaron larvas de un mes de nacidas para

llevar a cabo la infestacidn subsecuente.

Técnica de inmersion de hembras repletas.

Las garrapatas colectadas se lavaron, secaron y pesaron, después se
seleccionaron hembras en replecion con integridad de sus piezas bucales para
asegurar la oviposicion. Se realizd una dilucidn de cada farmaco utilizado
(flumetrina 0.03 mg/ml, cumafés 0.2mg/ml y amitraz 0.2mg/ml) en agua
destilada y un grupo control este solo contuvo agua destilada. Por triplicado se
sumergieron 10 hembras repletas en 25 ml de cada dilucion de los diferentes
ixodicidas por 30 minutos. Un grupo testigo de 10 hembras sumergidas en
agua se utilizé en cada prueba. Posterior a la inmersion, las garrapatas se
extrajeron, se secaron y se colocaron en cajas de Petri colocandolas
dorsalmente sobre cinta adhesiva para su incubacién en estufa entomolégica a
2812°C con una humedad relativa de 80 a 90% por 14 dias. Se registré el
numero de hembras que ovipositaron (#HO), y el porcentaje de oviposicion
(%Ov) para cada tratamiento. Se separd la masa de huevos para pesarla y
posteriormente se colocaron en frascos de cristal para incubarlos hasta la
completa eclosion de las larvas (5 semanas). Finalmente se contaron en
microscopio estereoscopico la totalidad de huevos no eclosionados y de larvas
eclosionadas contenidos en un centimetro cuadrado, para obtener el porcentaje

de eclosién (%Ec).
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Analisis estadistico.

Los datos de #HO, %IOv y %Ec fueron analizados por ANDEVA una via con
un nivel de confianza del 95%, con el software Statisticafor Windows 7 de
Statsoft®. Las diferencias entre los promedios de las garrapatas tratadas y las

testigos fueron determinadas por pruebas de Tukey.
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RESULTADOS

Los tres ixodicidas utilizados (cumafds, flumetrina y amitraz) produjeron
inhibicion drastica de la oviposicidn (97 a 98%) e inhibicion total de la eclosion
(%Ec = 0) sobre la cepa Media Joya (susceptible) durante todo el experimento
(Figura 4).

Se observd un decremento gradual (p<0.05) del %IOv producida por el
cumafds sobre la cepa San Alfonso de R. microplus en relacion directa al
numero de presiones selectivas con este acaricida (Figura 4). Por otro lado, el
%Ec de la cepa aumentd en relacion directa al numero de ciclos de presidn
selectiva y fue mayor (p<0.05) en el segundo y tercer ciclo de presion selectiva

que en el primero (Figura 5).

En el caso del amitraz, se observd un incremento gradual (p<0.05) del %IOv
producida por este acaricida sobre la cepa San Alfonso en relacion directa al
numero de presiones selectivas con cumafés (Figura 6). Sin embargo, este
acaricida redujo (p<0.05) drasticamente el %Ec de la cepa en los tres ciclos de

presion selectiva con el cumafoés (Figura 7).

En el caso de la flumetrina, no se observaron diferencias en los %IOv (p>0.05)
producidos por este acaricida sobre la cepa San Alfonso (Figura 8). Sin
embargo, el %Ec aumentd con el numero de ciclos de presion selectiva y fue

mayor (p<0.05) en el segundo y tercer ciclos que en el primero (Figura 9).

Los %IOv producidos por cumafds, triclorfébn y malation sobre la cepa
San Alfonso y la cepa Media Joya (susceptible) se muestran en la figura 10. El
cumafdés produjo %IOv del 17.1% en la cepa San Alfonso y del 98.4% en la
cepa Media Joya, el troclorféon produjo %IOv del 8.1% y del 82.5%
respectivamente y el malation produjo %IOv del 6.6% y del -6.0% (aumento de
la oviposicion) respectivamente sobre las mismas cepas. El cumafés vy triclorféon
produjeron mayores %IlOv en la cepa Media Joya que en la cepa San Alfonso
(p<0.05) no observandose esta diferencia en el caso del malatién (p>0.05)
(Figura 10).
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Figura 4.- Media (DS) de los porcentajes de inhibicidon de oviposicién (%lov) producidos
por cumafds sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de presion
selectiva con media dosis de cumafds (letras diferentes indican diferencia significativa
p<0.05).
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Figura 5.- Media (+DS) de los porcentajes de eclosion (%Ec) producidos por cumafés
sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de presidn selectiva
con media dosis de cumafds. ( letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05).
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Figura 6.- Media (£DS) de los porcentajes de inhibicidon de oviposicién (%lov) producidos
por amitraz sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de presion

selectiva con media dosis de cumafoés ( letras diferentes indican diferencia significativa
p<0.05).
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Figura 7.- Media (+DS) de los porcentajes de eclosién (%Ec) producidos por amitraz

sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de presidn selectiva
con media dosis de cumafés.
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Figura 8.- Media (xDS) de los porcentajes de inhibicién de oviposiciéon (%lov) producidos

por flumetrina sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de
presion selectiva con media dosis de cumafos.
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Figura 9.- Media (zDS) de los porcentajes de eclosion (%Ec) producidos por flumetrina
sobre una cepa de Rhipicephalus microplus después de 3 ciclos de presién selectiva
con media dosis de cumafds (letras diferentes indican diferencia significativa p<0.05).

33




100 1

. m San Alfonso

30 & OMedia Joya

60 &

40 +

20 &

=20 Triclorfon

Malation

Figura 10. Media (+ DS) de los porcentajes de inhibicién de la oviposicion (%I0v)
producidos por cumafds, triclorfon y malatién sobre la cepa San Alfonso y la cepa
Media Joya (susceptible) * diferencia significativa entre cepas.
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DISCUSION

El abuso en la utilizacion de los acaricidas ha generado resistencia a los
mismos. La rapidez con la cual se genera esta resistencia depende de diversos
factores como la exposicion a bajas dosis (subexposicion) de los acaricidas, la
frecuencia de aplicacion y a la aparicion de genes de resistencia en la
poblaciéon de garrapatas. En este trabajo se estudid la evolucién de la
resistencia de una cepa de R. microplus que fue sometida a presion sistematica
con cumafds para evaluar el impacto de la subutilizacidén de los acaricidas. Los
resultados de este estudio mostraron la rapidez con la cual una cepa de
garrapatas fenotipicamente susceptibles pero con genes de resistencia en la
poblacion, recupera la resistencia a un acaricida debido a la subexposicion al
mismo.

Todas las poblaciones de seres vivos en el planeta estan sujetas a
variaciones en el ambiente que las obligan a adaptarse a las nuevas
condiciones. La forma mas comun de adaptacion es la seleccion positiva de
genes mutantes que aleatoriamente ofrecen ventajas al individuo que los posee
sobre sus congéneres. En el caso de las resistencias a acaricidas,
generalmente aparecen individuos resistentes con genes mutados, pero que
estdn en muy bajo numero en la poblacion. En este trabajo se utilizé una
poblacién de garrapatas de las cuales se conocian sus antecedentes de
resistencia, cuando a esta cepa se le someti6 a una subexposicion con
cumafds (primer ciclo de presidn selectiva) y posteriormente se evaluaron sus
parametros reproductivos, se observaron %IOv del 95 % y %Ec del 0.1%, en el
segundo ciclo de presién selectiva, se observé una leve recuperacion del %I0v
aunque no fue significativa (p>0.05), sin embargo el porcentaje de eclosion fue
mayor (p>0.05) al del primer ciclo (36%). En el tercer ciclo de presion selectiva
la cepa se mostro resistente teniendo un %IOv del 17%, un %Ec del 61% de
sus huevos.

Haque et al., (2014), observaron inhibicion completa de la eclosién de huevos
de R. microplus utilizando 20 ppm de flumetrina y 250 ppm de amitraz
utilizando una técnica de inmersion directa de los huevos. En este trabajo en la
cepa “Media Joya” no fue posible evaluar la actividad del cumafés y el amitraz
sobre la eclosién de huevos, debido a que inhibieron completamente la
oviposicion a concentraciones de 200 ppm. En el caso de la flumetrina,
utilizandola a 30 ppm sélo algunas garrapatas ovipositaron pocos huevos sin
embargo el %Ec fue cero.

Reyes-Dominguez et al., (2013), reportaron un porcentaje promedio de
resistencia del 16% para el cumafés en 16 ranchos de Veracruz, por otro lado
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Armendariz (2003), reporté porcentajes de resistencia al cumafés del 1.8 y
7.7% con una diferencia de dos meses en garrapatas de Tamaulipas. En el
presente estudio, la resistencia de la cepa San Alfonso al cumafds incrementé
nueve veces en un lapso de 9 meses (3 veces por ciclo de presion), mientras
que en el estudio de Armendariz la resistencia a este ixodicida incrementé 4.2
veces en dos meses. Los resultados anteriores demuestran la velocidad con la
cual una poblacidn de garrapatas puede volverse resistente a un ixodicida,
tanto en condiciones de campo como en condiciones de laboratorio y sugieren
su alta capacidad de adaptacion a la presencia de ixodicidas.

Por otra parte, Fuentes-Manzo et. al., (2011), realizaron un trabajo en 24
ranchos de 2 municipios del estado de Veracruz en el cual reportaron un
porcentaje promedio de resistencia para cipermetrina del 44.3% y del 29.4 %
para amitraz. En el presente estudio los porcentajes de resistencia en el primer
ciclo de presion selectiva con cumafés de la cepa San Alfonso fueron del
100% para flumetrina y del 35.7% para amitraz, sin embargo en el tercer ciclo
de presion selectiva con cumafds los porcentajes de resistencia fueron del
96% para flumetrina y del 3.3% para amitraz. Los dos estudios mostraron
mayores porcentajes de resistencia a los piretroides que al amitraz, sin
embargo en el presente trabajo, conforme se presion6 a la cepa San Alfonso
con cumafds se observé aumento de la resistencia a este ixodicida pero con
disminucién de la resistencia a la flumetrina y al amitraz. En el caso de este
ultimo la resistencia disminuyé mas de 10 veces. Estos resultados sugieren que
la utilizacién de un ixodicida podria afectar positivamente la resistencia de una
cepa a dicho ixodicida pero también puede afectar negativamente a la
resistencia a otros ixodicidas, lo anterior debe ser confirmado o descartado en
estudios posteriores con otros ixodicidas.

El mecanismo de accion de todos los organofosforados es la inhibicién de la
acetilcolinesterasa. Es sabido que la resistencia a estos ixodicidas es debida a
una mutacion en la enzima que produce resistencia a mas de un
organofosforado al mismo tiempo. En este trabajo, después de llevarse a cabo
la presion selectiva con cumafés durante tres ciclos se demostré también la
resistencia de la cepa a otras moléculas de la misma familia. Los resultados
mostraron %IOv de 8.1 para el triclorfon y de 6.6 para el malatiéon, mientras que
los %Ec fueron del 60.1 para el triclorfén y del 61.0 para el malation. Lo anterior
confirma la resistencia cruzada a los varios organofosforados que puede ser
adquidrida por una cepa cuando se utiliza uno de ellos en forma inadecuada
(subexposicion).

Los riesgos que conlleva la mala utilizacion de los ixodicidas en el control de R.
microplus ademas la aparicion de resistencia en las garrapatas, son el
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incremento de costos por tratamientos ineficaces y las pérdidas productivas
debidas a las altas cargas parasitarias (Rodriguez et. al., 2012;Tapia, 2004). El
presente estudio pone en evidencia que la subutilizacion del cumafés
incrementa la resistencia al mismo en una poblacion de garrapatas. Lo anterior
sugiere que en el campo la resistencia puede verse incrementada utilizacion de
productos caducos (lo cual reduce la potencia de los mismos) o posiblemente
por la acumulacion residual de producto en el ambiente al que estan expuestas
las fases de vida libre de las garrapatas.
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CONCLUSIONES

La subexposiciéon repetida al cumafdés incrementd significativamente Ila
resistencia al mismo (%Ec) en una poblacion de garrapatas con antecedentes
de resistencia multiple (cepa “San Alfonso”).

La subexposicion al cumafés disminuyd la resistencia al amitraz (%Ec) en la
misma poblacion anteriormente mencionada.

En la poblacién de garrapatas subexpuestas al cumafos también se observéd
resistencia a otros organofosforados (malation y triclorfén).

En la cepa susceptible (Media Joya) no se observo resistencia a ninguno de los
ixodicidas evaluados (cumafés, amitraz, flumetrina, malation y triclorfon).
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