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RESUMEN

Rhipicephalus microplus es la garrapata mas importante en México. El
control quimico es la manera mas eficaz para combatir esta parasitosis, sin
embargo, el uso indiscriminado de acaricidas ha favorecido la aparicion de cepas
resistentes a varios tipos de acaricidas, lo cual justifica la necesidad de desarrollar
nuevos compuestos para su control. El objetivo de este estudio fue evaluar la
acciéon acaricida del etil-4-bromofenil carbamato (LQM 919), etil (5-nitrotiazol-2-yl)
carbamato (LQM 938) y el etil-4-clorofenil carbamato (LQM 996) usando la técnica
de inmersion de larvas sobre una cepa de garrapatas triple resistente de R.
microplus (cepa San Alfonso). De 100 a 200 larvas fueron sometidas a inmersion
por 5 minutos a diferentes concentraciones de los carbamatos (2%, 1%, 0.5%,
0.25%, 0.125%, 0.063%, 0.031% y 0.016%) usando amitraz como testigo positivo
y soblo el diluyente (etanol absoluto) como testigo negativo. Se determiné la
mortalidad de larvas a las 24 horas pos-inmersién y se calculé un porcentaje de
mortalidad corregida con la mortalidad observada en el grupo testigo negativo
(%MC). Por medio de analisis Probit se obtuvieron las concentraciones letales
(CL) de cada compuesto. Los resultados mostraron 100% de eficacia larvicida a
concentraciones del 2%, 1% y 0.5% de los tres carbamatos sobre R. microplus
resistente a acaricidas convencionales, los carbamatos LQM 938 y LQM 996
mostraron en general una mayor eficacia que el amitraz (p<0.01). Las ClLgg
obtenidas en este estudio para los carbamatos LQM 919, LQM 938 y LQM 996
fueron: 0.6%, 0.431% y 0.21% respectivamente y las CLsy obtenidas para los
mismos carbamatos fueron: 0.063%, 0.044% y 0.042% respectivamente. Los tres
carbamatos mostraron un efecto concentracion-dependiente sobre la mortalidad
de larvas. En conclusién, la TIL mostré ser una técnica sensible para la evaluacion
de la eficacia larvicida de los carbamatos, los resultados de mortalidad y las CL’s
obtenidas permiten suponer que los tres carbamatos son candidatos para su

evaluacion en pruebas de campo.



INTRODUCCION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es considerada la garrapata mas
importante del ganado bovino en varios paises del mundo, distribuyéndose
principalmente en regiones tropicales y subtropicales (Wall y Shearer, 2010). Las
infestaciones por R. microplus provocan en los bovinos disminucién de ganancia
de peso diaria, diminucién de consumo de alimento, indice de crecimiento,
fertilidad, produccién de carne y leche, provocan a su vez, mayor permanencia en
la engorda y dafno a las pieles (Rebhun et al., 1999; Taylor et al., 2007). La
presencia de garrapatas en el ganado dificulta su comercializacién y la importacion
de animales de razas mejoradas genéticamente (Ibarra et al., 2012). R. microplus
causa dafno indirecto a los bovinos por ser uno de los principales vectores de
Babesia bigemina y Anaplasma marginale (Urquhart et al., 2001). Las pérdidas
economicas en México por dafios directos e indirectos asociados a R. microplus
se estiman en aproximadamente 48 millones de dodlares anuales (lbarra et al.,
2012).

Generalidades de Rhipicephalus microplus

La garrapata R. microplus pertenece al Phylum Artropoda, Subphylum
Chelicerata, Clase Arachnida, Subclase Acari, Orden Acarina, Sub-orden Ixodida
(Metastigmata), Familia Ixodidae, llamadas informalmente garrapatas duras
(Taylor et al., 2007; Pulido-Villamarin, et al., 2016). Es una especie originaria del
continente asiatico (Low et al., 2015) que lleva a cabo su alimentacion en un solo
hospedador, posee alta especificidad de especie, parasitando principalmente a

bovinos y ocasionalmente venados (Quiroz, 2009).

Las garrapatas R. microplus (Figura 1A) son de color café a azul grisaceo,
con blanco al frente y a los costados (Taylor et al., 2007). Las larvas miden de 0.5-
1mm, las ninfas de 1-2.5mm, y los adultos entre 2-3mm de largo o hasta 12mm
una vez repletas de sangre (CTA, 1989; Taylor et al., 2007). Poseen base del

capitulo hexagonal, sin ornamentaciones y partes bucales cortas (figura 1B),
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carecen de ojos, festones, y el surco anal esta ausente o poco definido (Wall y
Shearer, 2010).

Figura 1. Morfologia de hembra repleta de Rhipicephalus microplus. A, vista

ventral; B, acercamiento al capitulo y escudo (modificado de CTA, 1989).

Es un parasito monoxeno, es decir, que necesita un solo hospedero para
completar su ciclo biolégico. Tiene cuatro etapas de vida: huevo, larva, ninfa y
adulto (Figura 2). Este ciclo presenta dos fases, una fase de vida libre en el
ambiente y una fase parasita sobre el hospedero (Georgi, 1972; Taylor et al.,
2007).

En la fase parasita las larvas, ninfas y adultos llevan a cabo tres
alimentaciones separadas de sangre, durante estas etapas pueden fijarse en
distintos lugares del hospedero antes de completar la replecién (Williams, 2010).

Después de alimentarse de sangre, tienen lugar sobre el hospedador dos mudas
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de la fase de larva a ninfa y de ninfa a adulto (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio,

2016). La fase parasita tiene una duracién promedio de 21 dias (Quiroz, 2009).

Los machos usualmente permanecen en los hospederos por mas tiempo
que las hembras, alimentandose repetidamente y fecundando a varias hembras
(Mullen y Durden, 2009). Si los machos no estan presentes, las hembras
permanecen sujetas al hospedero por periodos mas largos que en condiciones
normales (Soulsby, 1988).

Figura 2. Ciclo biolégico de R. microplus (modificado de Ibarra, 2012).

La fase de vida libre tiene duracion variable y es condicionada por la
temperatura y la humedad. Comienza cuando la hembra, fecundada y repleta de
sangre, se deja caer al suelo y busca activamente refugio entre las hierbas, las
hojas secas, debajo de las piedras, o en las grietas del suelo, en busca de un sitio
humedo, calido y protegido del calor extremo para llevar a cabo la oviposicion
(Asociacion Veterinaria Britanica Londres, 1967; Polanco-Echeverry y Rios-Osorio,

2016), éste periodo dura de 2 a 39 dias (Quiroz, 2009). Cada hembra oviposita
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una sola vez aproximadamente 4,500 huevos dispuestos en grandes masas,
(Soulsby, 1988; Quiroz, 2009). Una vez terminada la oviposicion la hembra muere

(Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016).

La eclosion de las larvas comienza de 14 y hasta 146 dias después de la
ovipuesta y es influenciada directamente por la temperatura (Quiroz, 2009). Las
larvas permanecen corto tiempo en el lugar de eclosion, posteriormente trepan las
hojas del pasto y esperan a un hospedero susceptible (larvas en fase de
busqueda). Las larvas son estimuladas fuertemente por el biéxido de carbono, las
vibraciones, corrientes de aire, calor y humedad, y son capaces de sobrevivir
hasta 240 dias o mas sin alimentarse (Asociacion Veterinaria Britanica Londres,
1967; Quiroz, 2009).

Situacion epidemioldgica de R. microplus en México

La distribucion actual en el territorio nacional de las garrapatas del género
Rhipicephalus (Boophilus) (Figura 3) es de: 65.9% en fase de control, 3.4% en
fase de erradicacion y solo el 30.6% es libre de este ectoparasito. Las areas libres
comprenden los estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y
Chihuahua (excepto los municipios de Morelos, Guadalupe y Calvo) y el Norte de
Baja California Sur (SAGARPA, 2017). El area de erradicacion en el pais se
concentra en la parte norte de los estados de Coahuila, Nuevo Ledén y Tamaulipas,
estados colindantes con el estado de Texas, para permitir la exportacion de
ganado bovino hacia los Estados Unidos (Gonzalez-Saenz Pardo y Hernandez-
Ortiz, 2012).

Las infestaciones por ésta garrapata son mas comunes en los meses de
sequia, y disminuyen en condiciones de invierno y con el incremento de la
precipitacion pluvial (Bustillos et al., 2015), su dispersiéon se ve favorecida por el
movimiento del ganado de zonas infestadas a zonas libres, el transporte de
forrajes, las corrientes de agua y viento capaces de trasladar a las larvas a sitios
lejanos (Quiroz, 2009).
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Figura 3. Clasificacion del territorio nacional en relacion a las areas de distribucion

de la garrapata del género Rhipicephalus spp. (SAGARPA, 2017).

Patogenia de R. microplus

Las acciones patdgenas y sus repercusiones son:

Accion traumatica: fijacion al hospedero que provoca destruccion tisular, irritacion,
inflamacion e hipersensibilidad (Taylor et al.,, 2007). Las lesiones curan mal,
suelen infectarse secundariamente (Rebhun et al, 1999) y facilitan el
establecimiento de focos de miasis (Helman, 1977). Ademas, el acicalamiento
aumentado para la remocion de éstos parasitos remplaza otras actividades como

la alimentacién (Orihuela y Vazquez-Prats; 2009).

Accidon expoliatriz: los estadios activos se alimentan exclusivamente de fluidos
tisulares y sanguineos de los hospederos para completar su desarrollo (Polanco-
Echeverry y Rios-Osorio, 2016). Las hembras extraen alrededor de 1 a 3 mL de

sangre del hospedador (Braga et al., 2017).
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Accidn inoculatriz: en México es el principal vector de los protozoarios hematicos
Babesia bigemina y Babesia bovis y de la Rickettsia Anaplasma marginale,
agentes etiologicos de la Babesiosis y Anaplasmosis respectivamente (Ibarra et
al., 2009; Blanco-Martinez et al., 2015).

Accidn toxica: las garrapatas evaden o suprimen los sistemas de homeostasis del
hospedero (Mullen y Durden, 2009), secretan sustancias salivales para facilitar la
penetracion de la piel del hospedero (Williams, 2010), y otras que evitan la
coagulacion de la sangre para facilitar su ingestion (Quiroz, 2009), llegando a

disminuir la agregacion plaquetaria hasta en un 65% (Reck et al., 2009).

Control de R. microplus

Los métodos de control de las ixodidosis pueden dirigirse a la fase sobre el
hospedero o a la fase de vida libre en el ambiente, éstos se dividen en control
quimico y no quimico, y buscan principalmente prevenir el desarrollo de las
hembras repletas o limitar la oviposicion y viabilidad de los huevos (Taylor et al.,
2007).

Control no quimico

Se basa en medidas y estrategias disponibles, independientes de productos
quimicos y que buscan reducir las poblaciones de garrapatas y alargar la vida util

de los acaricidas (Rodriguez-Vivas et al., 2014). Las principales estrategias son:

-Control inmunoldgico.- Actualmente estan disponibles vacunas que contienen el
antigeno Bm86, glicoproteina recombinante obtenida a partir de células
intestinales de garrapatas R. microplus, y clonada en la levadura Pichia pastoris
(Rodriguez et al., 1994), provoca que las células intestinales del artropodo sean
atacadas por mecanismos mediados por anticuerpos del hospedador (Kemp et al.,
1989), reduciendo el peso y la ovoposicion de las hembras repletas (Rodriguez et
al., 1995). Su eficacia en R. annulatus alcanza el 99% (Fragoso et al., 1998), sin

embargo, en R. microplus el efecto es variable, con resultados de entre 10 a 89%
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de eficacia (Cunha et al., 2012). Por lo anterior nuevos antigenos vacunales como
el Bm95 y Subolesin siguen en desarrollo para mejorar la inmunizacién contra éste

parasito (Garcia-Garcia et al., 2000; Almazan, et al., 2010).

-Utilizacion de razas resistentes.- Las razas de ganado europeo Bos Taurus son
mas susceptibles a las infestaciones por garrapatas, en tanto que las razas
cebuinas Bos indicus y sus cruzas con ganado europeo desarrollan un mayor
grado de inmunidad (Quiroz, 2009). Las razas menos susceptibles expresan
genes de resistencia, que aumentan las respuestas inflamatorias y de

hipersensibilidad del hospedero (Piper et al., 2008).

-Medios fisicos.- Comprenden la eliminacion de una gran parte de la poblacion de
algun estadio de la garrapata mediante un método fisico, siendo necesario la
complementacion con otra medida de control. El laboreo de la tierra y la quema de
campos al final de la estacion de sequia (donde hay mayor presencia de larvas en
los pastos), contribuyen al control de las infestaciones por garrapatas (Helman,
1977; Quiroz, 2009). La remocion a mano de garrapatas se da principalmente en
ganado lechero, se extraen garrapatas de 5 a 10 mm de un solo lado del animal
dura aproximadamente dos minutos, pero su aplicacién se ve limitada por el
tamano del hato, el personal disponible en el sistema de produccion y la dificultad
para ver y extraer las fases juveniles (Asociacion Veterinaria Britanica Londres,
1967; WingChing-Jones, 2015).

-Control bioldgico.- Es un potencial método de control de garrapatas, donde se
hace uso de distintas especies de hongos entomopatégenos, como Cordyceps
bassiana y Metarhizium anisoplia, que han demostrado tener actividad acaricida,
disminuyendo la oviposicién y eclosién de los huevos (Lopez et al., 2009;
Fernandes et al., 2011; Garcia-Corredor et al., 2016), sin embargo la principal
desventaja es su dependencia a los factores ambientales como la temperatura,
precipitacion pluvial, textura del suelo y pH, que afectan la viabilidad y eficacia de
los hongos (Ojeda-Chi et al., 2010).

-Extractos de plantas.- El uso de sustancias extraidas de distintas especies de

plantas como Annona muricata, Syzygium aromanticum (clavo de olor), Morus
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nigra, entre otras, han demostrado in vitro poder intervenir el ciclo biolégico de R
microplus. Los principales efectos observados de los tratamientos con estas
sustancias han sido disminucion marcada de la viabilidad de los huevos
ovipositados por hembras tratadas y alta mortalidad en larvas (Broglio-Micheletti et
al., 2009; De Monteiro et al., 2012; Dantas et al., 2017).

-Nanoparticulas.- Actualmente se investiga la actividad acaricida de nanoparticulas
de plata y cloruro de plata, con las que se ha observado que pueden producir alta
mortalidad, principalmente en larvas y alterar significativamente sus indices

reproductivos (Duran et al., 2017).

Control quimico

Busca interrumpir el ciclo de vida de las garrapatas a través de la aplicacion
de acaricidas, los intervalos de sus aplicaciones estan determinados por la region
ecologica, especies a combatir y eficacia residual del antiparasitario (Sumano et
al., 2015). Las familias quimicas empleadas para el control de ectoparasitos son:
organofosforados, piretroides sintéticos, lactonas macrociclicas, fenilpirazolonas,

amidinas, carbamatos, los inhibidores del desarrollo de insectos y las isoxazolinas.

-Organofosforados.- Esteres del acido fosférico que inhiben por fosforilacién la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) de manera irreversible por horas o hasta dias,
ocasionando la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en sus sitios
efectores. Provocan a nivel de placa neuromuscular una despolarizacion
persistente del musculo esquelético, ocasionando en el parasito paralisis e
incapacidad para fijarse al hospedero y finalmente la muerte (Sumano et al., 2015;
Reviere y Papich, 2009).

-Piretroides sintéticos.- Compuestos sintetizados a partir del acido crisantémico,
actuan a nivel axonal, mantienen los canales de sodio abiertos y alteran el

potencial de membrana, desarrollando paralisis flacida (Sumano et al., 2015).

-Fenilpirazolonas.- El fipronil es el unico insecticida de esta clase y es usado

ampliamente en el control de insectos de importancia en la salud publica y en la
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industria agricola, actua en el sistema nervioso central bloqueando los canales de
cloro regulados por el acido gamma-aminobutirico (GABA) y los canales de cloro
regulados por glutamato en ectoparasitos, provocan movimientos no controlados e
incapacidad para fijarse al hospedero (Sumano et al., 2015; Reviere y Papich,
2009).

-Amidinas.- El amitraz es el unico compuesto representante de este grupo, es una
triazapentadina, agonista alfa adrenérgico e inhibidor de la monoaminooxidasa,
actua en los sitios receptores de octopamina induciendo la produccion de AMP
ciclico, lo que ocasiona hiperexcitabilidad neuronal, el desprendimiento del

parasito y su muerte (Taylor, 2001; Sumano et al., 2015).

-Lactonas macrociclicas.- Se clasifican en avermectinas y milbemicinas,
intervienen en los canales ionicos de las células nerviosas y musculares,
principalmente los canales de cloro regulados por glutamato. El flujo de cloro
provoca descenso en la resistencia de la membrana celular, causando
hiperpolarizacidon de las células pos-sinapticas provocando la muerte del parasito
(Sumano et al., 2015; Reviere y Papich, 2009).

-Inhibidores del desarrollo.- Grupo de compuestos sin actividad ectoparasiticida
directo, interfieren en el crecimiento y desarrollo de las fases inmaduras del
parasito. En base a su modo de accién se clasifican en: inhibidores de la sintesis
de quitina (benzoilfenil ureas), inhibidores de quitina (derivados de triazina vy

piramidina) y analogos de hormona juvenil (Taylor, 2001).

-lsoxazolinas.- Es una nueva familia de compuestos quimicos con actividad
insecticida y acaricida, que actuan como potentes inhibidores de los canales de
cloro del acido y-aminobutirico (GABA) y glutamato de los artrépodos. Entre ellos
se pueden mencionar el fluralaner, el afoxolaner y el sarolaner (Gassel et al.,
2014; McTier et al., 2016).
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Aplicacion de acaricidas

Las vias de administracion de acaricidas difieren de acuerdo a las
caracteristicas del producto. En los bafios de inmersion o aspersion generalmente
son usados organofosforados, carbamatos, piretroides y amidinas, de forma
inyectable las lactonas macrociclicas y por derrame dorsal, spot on o pour on
organofosforados, piretroides, fipronil, fluazuron y sus mezclas (Rosa y Ribicich,
2012).

La inmersién completa requiere disponer de una fuente cercana de agua,
instalaciones adecuadas, dilucién correcta, buen manejo del bafadero y personal
responsable (Rosa y Ribicich, 2012). La aspersién es de eficacia comparable con
la inmersidbn completa, con las ventajas de operar de manera mas rapida,
instalaciones mas economicas y disminucidon de pérdidas debido a la degradacién

de insecticidas (Asociacion Veterinaria Britanica Londres, 1967).

El uso de acaricidas contra R. microplus cada 21 dias como corresponderia
con la fase parasita no es recomendado. Los tratamientos administrados deben
aplicarse a intervalos de 12 dias al comienzo de temporada de infestaciones,
debido a la menor susceptibilidad del estadio de ninfa a los acaricidas. (Taylor et
al., 2007). Las mayores infestaciones de R. microplus en México se dan
generalmente en los meses de mayo y junio, donde las condiciones climaticas son

mas favorables (Alonso-Diaz et al., 2007).

Fendmeno de resistencia

El uso indiscriminado de los productos disponibles en el mercado ha
ejercido una fuerte presién para el desarrollo de cepas resistentes a una o varias
familias de acaricidas, lo cual es un problema cada vez mas frecuente (Wall et al.,
2010; Rodriguez-Vivas et al., 2012).

El fendbmeno de resistencia es el aumento significativo de individuos de la
misma especie, con capacidad adquirida para tolerar dosis de uno o varios

farmacos que resultaban letales para una poblacion normal o susceptible. Este es
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un proceso evolutivo generado por seleccion genética (lbarra et al.,, 2012), y
afectado por factores ambientales, biolégicos y de manejo (Pérez-Cogollo, et al.,
2010). El desarrollo de la resistencia se divide en tres fases (Alonso-Diaz et al.,
2006):

-Fase de establecimiento: Aparicion por mutaciones naturales del alelo resistente

en una poblacién, independiente a la presion de seleccion.

-Fase de desarrollo: Aumento de la tasa de sobrevivencia de individuos resistentes
sobre los individuos susceptibles después del uso de productos quimicos. La
velocidad de este proceso depende si el gen de resistencia es dominante,

parcialmente dominante o recesivo.

-Fase de emergencia: Fase de corta duracion, con elevada tasa de presidon de
seleccién, donde el alelo resistente es lo suficientemente comun en una poblacién,

manifestando menos susceptibilidad a un acaricida.

Los mecanismos de resistencia en las garrapatas pueden dividirse en dos grupos,
insensibilidad del sitio de accion y resistencia metabdlica (Rodriguez-Vivas et al.,
2012).

-Insensibilidad del sitio de accion: Es la disminucién del efecto tdxico por
modificacion de la molécula blanco del acaricida. Este mecanismo se ha
documentado ampliamente en la resistencia en los canales de sodio de los

piretroides sintéticos (Dominguez-Garcia et al., 2010).

-Resistencia metabdlica: Es la detoxificacion metabdlica que se da por procesos
enzimaticos que radica en la modificacion de las vias metabdlicas del artrépodo.
Las formas mas importantes de resistencia metabdlica involucran oxidasas

multifuncionales, glutation -S- transferasa y esterasas (Alonso-Diaz et al., 2006).

El mal manejo de productos quimicos se relaciona con: la sub o
sobredosificacion, la frecuencia de las aplicaciones, la correcta aplicacion de los
acaricidas, la seleccion y rotacién de moléculas acaricidas y la falta de bases
epidemioldgicas para el control de los ectoparasitos (Polanco-Echeverry y Rios-
Osorio, 2016). En México son comunes las aplicaciones regulares anuales (4-5
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veces al afo) del mismo compuesto por varios afos, sin rotacion de la familia
quimica, favoreciendo la aparicion de poblaciones de garrapatas resistentes
(Pérez-Cogollo, et al., 2010). EI fendmeno de resistencia multiple ha sido
confirmado en varias partes el mundo y demanda la necesidad de generar nuevas
estrategias para el control racional de garrapatas (Cuore, et al., 2017, Klafke et al.,
2006).

La cepa “San Alfonso”, originaria de los rios de Tabasco, presenta triple
resistencia a los organofosforados, las amidinas y los piretroides. En varios
estados de México se han registrado muestras de garrapatas con resistencia a
estas tres familias de farmacos en el sudeste y zonas costeras del Pacifico y Golfo
de México (Alonso-Diaz et al., 2006). Garrapatas con multiple resistencia a
organofosforados, amidinas, piretroides e ivermectina se han reportado en el

estado de Veracruz (Fernandez-Salas et al., 2012).

El diagnostico de resistencia puede ser llevado a cabo con pruebas

bioquimicas, moleculares o con bioensayos (Alonso-Diaz et al., 2006).

Bioensayos para diagndéstico de la resistencia

Los métodos mas usados actualmente para la deteccion del fendmeno de
resistencia son los bioensayos. Estos consisten en la exposicion de garrapatas a
acaricidas para cuantificar su efecto toxicolégico, comparando la eficacia de un
producto en una cepa sensible con una cepa resistente. Estos bioensayos
permiten adoptar estrategias de control de poblaciones de garrapatas, prevenir y
monitorear la diseminacion de garrapatas resistentes (Dominguez-Garcia et al.,

2010). Entre estos tipos de bioensayos se pueden citar:

-Técnica de inmersibn de adultas (TIA).- Desarrollada primeramente por
Drummond et al (1967) es usada para determinar la capacidad de ovoposicién de
las garrapatas tratadas con la concentracion comercial recomendada de un
producto dado, obteniendo la concentracion inhibitoria de la oviposicion (CIO) y la

concentracion inhibitoria de la eclosion (CIE).
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-Técnica de paquete de larvas (TPL).- Fue desarrollada en ensayos con R.
microplus, por el Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization
(CSIRO) en Australia. La FAO la establece como la principal prueba de
diagnodstico de resistencia en garrapatas. En ella larvas de garrapatas son
expuestas a los acaricidas en una superficie de papel filtro previamente

impregnada (Alonso-Diaz et al, 2006).

-Técnica de inmersion de larvas (TIL).- Esta técnica fue descrita primeramente por
Shaw (1966), provee resultados de la misma confianza que los obtenidos usando
la técnica de paquete de larvas, pero al no estar promovida por la FAO no ha sido
utilizada comunmente en el diagndstico de resistencia a los acaricidas (Alonso-
Diaz, et al., 2006). Sin embargo, en varios estudios, esta técnica ha mostrado
mayor sensibilidad, por lo que es eficiente para diferenciar susceptibilidad o
resistencia en las larvas (Castro-Janer et al., 2009). La técnica de inmersién de
larvas ha tenido varias modificaciones con el fin de hacer mas practico el ensayo y
poder abarcar mayor cantidad de compuestos. La base constante de la técnica
consiste en sumergir las larvas, de 7 a 14 dias de edad, en suspensiones de un
acaricida, durante un periodo de 5 o 10 minutos, posteriormente son retiradas y
colocadas en un sobre de papel filtro e incubadas a 27+2 °C con humedad
ambiental del 80-90%, realizandose la lectura de mortalidad a las 24, 48 o 72

horas.

La TIL ha mostrado tener mayor sensibilidad que la TPL para detectar
susceptibilidad y resistencia a acaricidas, como en el Fipronil (Castro-Janer, et al.,
2010) y el Amitraz (Mendes et al., 2013), donde las concentraciones letales
obtenidas usando esta técnica fueron inferiores a las registradas en pruebas con
la TPL.

Carbamatos

Son compuestos derivados del acido metilcarbamico. Ademas de su
aplicacion acaricida, han sido utilizadas como herbicidas, fungicidas e insecticidas

(Ferrer, 2003). EI mecanismo de accion de los carbamatos utilizados para el
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control de acaros es similar al de los organofosforados, imitan la estructura de la
acetilcolina uniéndose de manera reversible al sitio de accion de la AChE (Fukuto,
1990). Inhiben la AChE por carbamilacion y su regeneracion tarda 30 minutos
aproximadamente, generalmente son menos toéxicos que los organofosforados
(Sumano et al., 2015). Son administrados principalmente por via topica y se
eliminan principalmente a través de la orina. Entre los carbamatos usados para el
control de artropodos se encuentran el carbaril (1-naftil-N-metilcarbamato) y el
propoxur (2-isopopixi-fenil-N-metilcarbamato). El uso del carbaril para el control de
garrapatas ha sido limitado debido a su inestabilidad en banos e ineficacia frente a
cepas resistentes a compuestos organofosforados (Botana-Lopez et al., 2002). El
propoxur, insoluble al agua, es usado en collares para control de pulgas en perros
(Adams, 2001).

En el Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan de la UNAM se disefaron y sintetizaron una serie de nuevos
carbamatos con posible actividad acaricida (Angeles et al., 2000). En estudios
realizados por el equipo de investigacion del Laboratorio de inmunologia y biologia
molecular de parasitos (Laboratorio 1 de la Unidad de Investigacidon
Multidisciplinaria), se demostré que el etil-4-bromofenil carbamato (LQM 919), el
etil (5-nitrotiazol-2-yl) carbamato (LQM 938) y el Etil-4-clorofenil carbamato (LQM
996) pueden interferir en el ciclo biolégico de R. microplus tanto en cepas
susceptibles como resistentes a los acaricidas convencionales (Prado-Ochoa et
al., 2013; Pérez-Gonzalez et al., 2014).

Pérez-Gonzalez et al (2014) utilizando la prueba de inmersién de adultas,
determiné in vitro una concentracién inhibitoria de la eclosion 99% (ClEg) de
0.668 mg/mL para el LQM 919 y de 0.589 mg/mL para el LQM 996 en garrapatas
de la cepa “San Alfonso”, caracterizada por ser resistente a las familias quimicas
de amidinas, piretroides y organofosforados. En trabajos anteriores se ha
demostrd que estos carbamatos son débiles inhibidores y con poca afinidad de la
AChE de las garrapatas y que su principal accion es disminucién de la oviposicion

y de la viabilidad de los huevos ovipositados por las hembras tratadas,
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modificando su color y textura, observandose opacos, secos y con poca
adherencia entre ellos (Prado-Ochoa et al., 2014). Sin embargo, aunque la
mortalidad de larvas producida por los carbamatos LQM 919 Y LQM 996 fue nula
en el bioensayo in vitro (TPL) a concentraciones porcentuales maximas de 1%
(Prado-Ochoa et al.,, 2013), lturbe-Requena (2014), utilizando la técnica de
camaras, administré por aspersion in vivo sobre el bovino las ClEgg reportadas por
Perez-Gonzalez (2014), en ellas observdo una reduccion de la replecion de
hembras que fueron tratadas en estadio de larva en un 99.09% con el LQM 919 y
96.31% con el LQM 996 con respecto a los tratamientos testigos donde solo se
utilizé el vehiculo (Iturbe-Requena, 2014). Los anterior sugirié que la accion toxica
de los carbamatos sobre las larvas se manifiesta s6lo cuando éstas son
completamente cubiertas con la solucion de carbamato o bien cuando la larva se

encuentra alimentandose sobre el bovino.

Por su parte el LQM 938 mostré una alta eficacia acaricida en la TPL,
provocando mortalidad en el estadio de larvas. De este carbamato se obtuvieron
las CL’s de: CLsp= 0.226 y CLgo= 0.305 sobre larvas de cepa susceptible “Media
Joya” (Prado-Ochoa, 2009) y CLsp= 0.167 y ClLgo= 2.644 en cepa “San Alfonso”

(Pérez-Gonzalez et al., 2014).
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JUSTIFICACION

R. microplus provoca importantes pérdidas econdmicas al pais y el
desarrollo de cepas resistentes a uno o varios acaricidas dificulta su erradicacion.
El control integrado de garrapatas es ideal para combatir esta problematica, pero
su dificil aplicacion a nivel de campo, la resistencia multiple y la insuficiente
eficacia de usar solo métodos de control no quimico, crea la necesidad del

desarrollo de nuevos compuestos quimicos para el control de garrapatas.

Tres nuevos carbamatos disefiados y sintetizados en el LQM en la FESC de
la UNAM: el etil-4-bromofenil carbamato (LQM 919), el etil (5-nitrotiazol-2-yl)
carbamato (LQM 938) y el etil-4-clorofenil carbamato (LQM 996) (Angeles et al.,
2000), han mostrado, en estudios realizados por el equipo de investigacion del
Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos (Laboratorio 1 de la
UIM-FESC), poder interferir el ciclo biolégico de R. microplus tanto en cepas
susceptibles como resistentes a los acaricidas convencionales (Prado-Ochoa et
al., 2013; Pérez-Gonzélez et al., 2014). Sin embargo, los resultados de las
evaluaciones in vitro e in vivo de los efectos de los carbamatos LQM 919 y LQM
996 sobre larvas de R. microplus son contradictorios. Por un lado se observé poca
o nula actividad larvicida in vitro usando la TPL (Prado-Ochoa et al., 2013) y por
otro lado se observé una alta eficacia (99%) sobre larvas cuando la evaluacion se
hizo in vivo con la técnica de camaras, utilizando las ClEgg obtenidas sobre cepa
“San Alfonso” (lturbe-Requena, 2014). Por su parte, el LQM 938 tuvo una alta
eficacia en la TPL tanto en cepa susceptible como triple resistente (Prado-Ochoa

et al., 2013; Pérez-Gonzalez et al., 2014), sin embargo, no fue evaluado in vivo.

La TIL aunque no es una técnica recomendada por la FAO, es un
bioensayo que tiene como principal ventaja la exposicion directa de toda la
cuticula de las larvas al producto por inmersion, a diferencia de la TPL en donde
las larvas soélo son expuestas a una superficie de papel impregnada con los
productos. Esto podria simular mejor las condiciones de exposicion de las larvas a

los acaricidas en el campo y puede reflejar mejor los efectos de los productos en
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condiciones reales. Por lo anterior en este estudio se utilizoé la TIL para evaluar
mejor los posibles efectos de los carbamatos LQM 919, LQM 938 y LQM 996

sobre larvas de R. microplus.
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HIPOTESIS

El efecto larvicida de los etil-carbamatos LQM 919, LQM 938 y LQM 996 es
concentracion-dependiente por lo que es posible calcular sus CL4p, CLsg, CLgo ¥
Cng.
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OBJETIVOS

Determinar mediante la TIL, la eficacia y las concentraciones letales de tres
nuevos etil-carbamatos en garrapatas Rhipicephalus microplus cepa “San

Alfonso”.

Objetivos particulares

e Estandarizar la técnica de inmersion de larvas en el laboratorio.

e Evaluar el efecto larvicida in vitro del etil-4-bromofenil carbamato (LQM
919), el etil (5-nitrotiazol-2-yl) carbamato (LQM 938) y el etil-4-clorofenil

carbamato (LQM 996) usando la técnica de inmersion de larvas.

e Determinar las CL 10, 50, 90 y 99 de los carbamatos LQM 919, LQM 938 y
LQM 996 sobre larvas de R. microplus.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion
El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia

Molecular de Parasitos (Laboratorio 1) de Ila Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FESC, UNAM.

Material biolégico

Se utilizaron larvas de garrapatas de la especie R. microplus de la cepa
“‘San Alfonso” resistente a tres familias de acaricidas: amidinas, piretroides y
organofosforados, cepa donada por el Centro Nacional de Parasitologia
perteneciente a la SAGARPA. El ciclo biolégico de la garrapata se mantuvo a
través de infestaciones controladas en bovinos dentro de las instalaciones del
modulo de produccidon pecuaria de posgrado de la FESC, a partir de hembras
repletas se obtuvieron larvas y fueron mantenidas in vitro en el laboratorio para la

realizacidon de los bioensayos.
Carbamatos

Los compuestos evaluados fueron los etil-carbamatos LQM 919, LQM 938
y LQM996 (las formulas quimicas se presentan en el cuadro 1), los cuales fueron
disefados y sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, proyecto a cargo del Dr. Enrique Angeles

Anguiano (Angeles et al., 2000).
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Peso

Nombre Quimico Estructura Molecular | cjaye
(g/mol)

, , NH o _ CH,
Etil-4-bromofenil \\( N 044 LQM
carbamato 0 919

Br
Etil (5-nitrotiazol-2-yl) 217 LQM
carbamato 938
NH o

Etil-4-clorofenil N 199.63 LQM
carbamato o o ) 996

Cuadro 1: Nombre quimico, estructura y peso molecular de los etil-carbamatos
LQM 919, LQM 938 y LQM 996.

Preparacion de material biolégico

Se pesaron 20 mg de huevos de garrapata R. microplus cepa “San Alfonso’

se introdujeron en tubos conicos de microcentrifuga de 2.0 mL (viales) y los tubos

fueron cerrados con tela de algoddén para permitir la oxigenacion. Los viales fueron

incubados en estufa entomoldgica a 2842 C° de temperatura y 80-90% de

humedad relativa. Aproximadamente de 100 a 200 larvas eclosionaron de cada

tubo y se mantuvieron en incubacién hasta cumplir 7 a 14 dias de edad para

realizar la prueba.
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Preparacion de soluciones

Se prepard una solucion madre de 9 mL al 2% de los etil carbamatos LQM
919, LQM 996, LQM 938 y amitraz (Testigo positivo), usando etanol absoluto
como diluyente. Se realizaron diluciones dobles seriadas para obtener 4.5 mL de
las concentraciones: 2%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.063%, 0.031% y 0.016%

por cada farmaco.

Realizacién de la TIL

La prueba fue realizada con algunas modificaciones a la técnica descrita
por Castro-Janer et al. (2009) que no alteraron la condicién de las larvas ni de los
quimicos utilizados. Se eligié el etanol absoluto como solvente y el tiempo de
inmersion (5 minutos) con base en el estudio de Gongalves et al., (2007). En este
estudio, previo a la inmersidon se colocaron los viales con la tapa de tela hacia
abajo para aprovechar el geotropismo negativo de las larvas y asi separar los
cascarones de los huevos ya eclosionados y eliminarlos facilmente (Figura5). Se
desecharon las tapas de algoddn y se llenaron con las diluciones respectivas y
cerradas rapidamente con las larvas de cada tubo fueron sumergidas por triplicado
en 1.5 mL de cada concentracion evaluada (2%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%,
0.063%, 0.031% y 0.016%) y agitadas vigorosamente por 10 segundos en agitador

vortex y puestas en agitacion leve durante cinco minutos en agitador orbital.

Las inmersiones comenzaron con los testigos negativos de agua destilada y
etanol absoluto (100%) y posteriormente se continu6 con los carbamatos
evaluados de menor a mayor concentracion. Finalmente se realizaron las
inmersiones con el testigo positivo amitraz (Bovitraz® 12.5%, Bayer) a las mismas
concentraciones que los carbamatos evaluados. Pasado el tiempo de inmersién se
decanto la solucion de los viales y las larvas fueron colocadas en paquetes de
papel filtro en donde se dejaron reposar por una hora para permitir la evaporaciéon

de los quimicos (Figura 6). Los paquetes se incubaron en estufa entomolégica a
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28+2 C° de temperatura y 80-90% de humedad relativa durante 24 horas.
Finalmente, los paquetes fueron abiertos y se evalu6 la mortalidad de las larvas,
contando el numero de larvas vivas y muertas de cada paquete. Se consideraron

larvas muertas aquellas que no lograban desplazarse.

Los datos de mortalidad de larvas observada en cada dilucion de los
carbamatos y del testigo positivo fueron corregidos tomando como base la
mortalidad observada en el testigo de etanol y utilizando la férmula Abbott para

calcular mortalidad corregida (Abbott, 1925).
%MC= 100 (%MTX-%MTO0) / (100-%MTO)

Donde:

%MC-= Porcentaje de mortalidad corregida
%MTX= Porcentaje de mortalidad de tratamiento

%MTO= Porcentaje de mortalidad de tratamiento testigo

Figura 4. Larvas de R. microplus
preparadas para inmersion. Después
del cultivo de 20 mg de huevos en
tubos conicos de microcentrifuga
tapados con tela de algodon se
voltearon. Se observa el geotropismo
negativo de las larvas disponiéndose en

la parte superior de los viales.
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Analisis estadistico

Figura 5. Paquetes de papel filtro con
de R.

incubacion. Los paquetes se mantuvieron

larvas microplus para la

abiertos una hora después de colocar a
El

objeto es permitir la evaporacion del

las larvas tratadas en su interior.

etanol.

Los %MC’s observados en los diferentes tratamientos fueron procesados
mediante un ANOVA factorial (PRODUCTO X CONCENTRACION) utilizando el

programa Statistical version 7 para Windows. Las diferencias entre medias fueron

establecidas por Diferencia Minima Significativa de Fisher tomando un nivel de

confianza del 95%. Se calcularon las concentraciones letales (CL1, CLsp, CLgo ¥

CLgg) de cada carbamato con sus respectivos limites de confianza, realizando un

analisis Probit usando el software Polo-Plus®.
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Figura 6. Disefio experimental. Disposicién de material biolégico, preparacién de

soluciones, y realizacion de la prueba de inmersion de larvas.
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RESULTADOS

Mortalidad de larvas

La mortalidad promedio observada en los testigos negativos de etanol
absoluto y agua fue de 14.6 £ 2 y 0% respectivamente (n = 9 repeticiones). El
promedio de mortalidad observada con el etanol absoluto fue tomada para el
calculo de %MC de los productos (ver formula en materiales y métodos). Los
resultados %MC (mediazEE) de larvas tratadas con diferentes concentraciones de
los carbamatos evaluados se muestran en el cuadro 2 y en la figura 7. Los tres
carbamatos y el amitraz produjeron un %MC de 100% a concentraciones de 2%,
1% y 0.5% vy fueron superiores al testigo negativo (p<0.05). En las
concentraciones de 0.25% y 0.125% todos los productos mostraron %MC mayores
al 70%, sin embargo, en la concentracién del 0.063% la actividad del amitraz y del
LQM 919 disminuyd por debajo del 50% y fue menor (p<0.05) a la actividad del
LQM 938 y LQM 996. En la concentracion de 0.031% no se observo diferencia en
la actividad del amitraz con respecto al testigo negativo (p>0.05), sin embargo los
tres carbamatos evaluados tuvieron %MC superiores al amitraz y al testigo
negativo (p<0.05). En la concentracion del 0.016% unicamente en LQM 938
mostré un %MC superior a los otros tres productos y al testigo negativo (p<0.05).
Tomando en cuenta Unicamente el efecto del factor PRODUCTO, el ANOVA
mostré mayores %MC’s (p<0.01) del LQM 938 y LQM 996 con respecto al del

amitraz (figura 8).

Concentraciones letales

Los resultados del analisis Probit para la obtencion de las CL+o, CLsp, CLgg y
CLgg de los carbamatos estudiados se muestran en los cuadros 3, 4 y 5 mientras
que los datos del testigo positivo (amitraz) se muestran en el cuadro 6. La CLgg del
LQM 919 fue mas alta que la de los otros productos (0.600 %, 1C=0.344-1.649),
mientras que del LQM 996 fue numéricamente menor (0.210 %, 1C=0.130-0.586) a
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la observada para el amitraz (0.342 %, 1C=0.255-0.540) y el carbamato LQM 938
(0.431 %, 1C=0.244-1.203). La figura 9 muestra la regresion lineal en escala
logaritmica de los carbamatos LQM919, LQM 996, LQM 938 y amitraz. Se observo

un efecto concentracién-dependiente en las cuatro moléculas evaluadas (p<0.05).
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Porcentaje de mortalidad corregida

Producto | 0.016% 0.031% 0.063% 0.125% 0.25% 05% | 1% 2%
LQM 919 | 2575+2.32 | 32.15+10.222 | 36.53+11.84° | 75.26+13.86° | 91.96+5.3° | 100+0° | 100+0° | 100+0°
LQM 996 0+0? 35.81+13.422 | 84.58+2.49° | 96.07+2.59" | 96.49+3.11° | 100+0° | 100+0° | 100+0°
FOM 938 1 13.03£9.972 | 28.0947.69° | 91.674357° | 89.51+5.025" | 89.6746.22" | 100£0° | 10040° | 1000°
Amitraz (+) | o400 0.32+0.32% | 46.45:8.53" | 82.75:8.01° | 92.89+3.6° | 100+0° | 100+0° | 1000”
Etanol (-) —

Agua (-) 020°

Cuadro 2. Media (tEE) de los porcentajes de mortalidad corregidos (%MC) de larvas de Rhipicephalus microplus
expuestas a diferentes concentraciones de los etil carbamatos LQM 919, LQM 996, LQM 938 y amitraz (testigo positivo).

*Indica diferencia significativa p<0.05 con respecto al testigo negativo (agua).

37



Figura 7. Media (xEE) de los porcentajes de mortalidad corregida (%MC) en larvas de garrapata R. microplus cepa “San
Alfonso” obtenida usando la técnica de inmersion de larvas con los etil-carbamatos LQM 919, LQM 938 y LQM 996 vy

testigos de amitraz y agua destilada (mortalidad nula). Letras diferentes indican diferencia significativa entre medias

(p<0.05) de los diferentes grupos a la misma concentracion.
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LQM 919

Concentraciones letales (CL) (%) Intervalo de confianza (95%)
CL10 0.018 0.009 - 0.028
CL50 0.063 0.046 - 0.084
CL90 0.218 0.152 - 0.396
CL99 0.600 0.344 — 1.649

Cuadro 3. Analisis Probit (Polo-Plus® Software) de la mortalidad en larvas de garrapata R. microplus cepa “San Alfonso”
usando la técnica de inmersion de larvas con el etil-carbamato LQM 919. Se muestran las concentraciones letales 10, 50,

90 y 99 con sus respectivos intervalos de confianza 95%.
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LQM 996

Concentraciones letales (CL) (%) Intervalo de confianza (95%)
CL10 0.017 0.007 - 0.027
CL50 0.042 0.027 - 0.058
CL90 0.102 0.072-0.184
CL99 0.210 0.130 - 0.586

Cuadro 4. Analisis Probit (Polo-Plus® Software) de la mortalidad en larvas de garrapata R. microplus cepa “San Alfonso”
usando la técnica de inmersion de larvas con el etil-carbamato LQM 996. Se muestran las concentraciones letales 10, 50,

90 y 99 con sus respectivos intervalos de confianza 95%.
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LQM 938

Concentraciones letales (CL) (%) Intervalos de confianza (95%)
CL10 0.013 0.006 — 0.019
CL50 0.044 0.031 - 0.060
CL90 0.155 0.106 — 0.284
CL99 0.431 0.244 - 1.203

Cuadro 5. Analisis Probit (Polo-Plus® Software) de la mortalidad en larvas de garrapata R. microplus cepa “San Alfonso”
usando la técnica de inmersion de larvas con el etil-carbamato LQM 938. Se muestran las concentraciones letales 10, 50,

90 y 99 con sus respectivos intervalos de confianza 95%.
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Amitraz

CL10 0.035 0.024 - 0.045
CL50 0.078 0.064 - 0.093
CL90 0.176 0.145 - 0.232
CL99 0.342 0.255 - 0.540

Cuadro 6. Analisis Probit (Polo-Plus® Software) de la mortalidad en larvas de garrapata R. microplus cepa “San Alfonso”
usando la técnica de inmersion de larvas con amitraz (testigo positivo). Se muestran las concentraciones letales 10, 50,

90 y 99 con sus respectivos intervalos de confianza 95%.
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Figura 8. Media (xDS) de los porcentajes de mortalidad corregida (%MC) evaluando sélo el factor PRODUCTO.
*Diferencia significativa con amitraz (p<0.01).
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Figura 9. Analisis
Probit (Polo-Plus® Software). Regresion lineal en escala logaritmica de la respuesta dosis-mortalidad en larvas tratadas
con los etil-carbamatos LQM919, LQM938, LQM 996 y el amitraz.
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DISCUSION

Las infestaciones por R. microplus provocan pérdidas econdmicas
importantes a la ganaderia bovina. El fenobmeno de resistencia a productos
quimicos es cada vez mas frecuente debido a la presion de seleccién ocasionada
por el uso indiscriminado de acaricidas. El desarrollo de nuevos compuestos
quimicos, a los cuales no existen mecanismos de resistencia por parte de los
parasitos, ofrece una alternativa al problema de la resistencia. Por lo anterior se
han destinado esfuerzos y recursos para el estudio de tres nuevos carbamatos:
LQM 919, LQM 938 y LQM 996, que fueron desarrollados y patentados por la
FES-Cuautitlan, UNAM y que han demostrado un efecto inhibidor del desarrollo y
la reproduccion de R. microplus. En el presente trabajo, utilizando una técnica de
inmersion de larvas de R. microplus se observo en los tres nuevos carbamatos
una alta eficacia larvicida, incluso dos de ellos produjeron significativamente mayor
mortalidad de larvas que el amitraz y sus efectos fueron concentracion-

dependientes, lo que permitié un calculo confiable de sus concentraciones letales.

La eficacia de un acaricida puede ser medida por sus efectos en diferentes
fases evolutivas de la garrapata, por ejemplo, la técnica de TIA mide el efecto de
estos sobre la fase adulta, mientras que la TPL y la TIL miden el efecto sobre
fases larvarias. Las dos primeras técnicas mencionadas han sido estandarizadas y
recomendadas por la FAO para la evaluaciéon de la eficacia acaricida y para la
determinacién de la resistencia a los mismos (Alonso-Diaz et al., 2006) mientras
que la tercera no esta avalada por la FAO pero ha sido utilizada para la evaluacion
de la eficacia acaricida de ivermectina, fipronil (Castro-Janer et al., 2011) y amitraz
(Mendes et al., 2013). En el presente estudio utilizando TIL, los tres carbamatos
evaluados produjeron mortalidad (%MC) del 100% de las larvas a concentraciones
del 2%, 1% y 0.5% y mortalidades superiores al 70% a las concentraciones de
0.25% y 0.125%. Lo anterior fue diferente a lo observado por Prado-Ochoa (2009),
que utilizando la TPL reporté que los carbamatos LQM 919 y LQM 996 a una
concentracion del 1% produjeron porcentajes de mortalidad de 0.47% y 0%

45



respectivamente sobre larvas de una cepa susceptible (Media Joya) de R.
microplus. Por su parte Pérez-Gonzalez (2010), utilizando también TPL reporté
que el LQM 938 a una concentracion del 1% produjo porcentajes mas bajos de
mortalidad (entre el 35 y 94%) en larvas de la cepa resistente “San Alfonso”
(Pérez-Gonzalez, 2010) que los reportados en el presente estudio (100%) para el
mismo carbamato. Los resultados de este estudio permitieron demostrar que los

tres carbamatos evaluados tuvieron alta eficacia larvicida utilizando la TIL.

La TIL ofrece resultados que pueden ser comparados con los obtenidos
mediante la TPL para el diagndsticos de resistencia (Alonso-Diaz et al., 2006), La
TPL consiste en colocar a las larvas en contacto por 24 horas con un papel filtro
impregnado con el producto a probar, mientras que la TIL consiste en sumergir por
10 minutos a las larvas en una solucion del producto a probar (Shaw, 1966). Tanto
en la TPL en cepa susceptible reportada anteriormente por Prado-Ochoa et al.
(2013) como en la TIL usada en este estudio, el LQM 938 al 1% tuvo una alta
eficacia larvicida (100%), sin embargo, los carbamatos LQM 919 y LQM 996 al 1%
mostraron alta eficacia larvicida en la TIL (ambos 100%) pero nula eficacia en la
TPL (0.47% y 0% respectivamente). Lo anterior puede ser debido a varios
factores, por ejemplo: la superficie de contacto de la larva con el carbamato en la
TIL es mayor, aunque por menos tiempo que en la TPL debido a que las
inmersiones cubren una mayor area de superficie de las larvas con los productos.
Por otro lado, el vehiculo utilizado en la TIL fue etanol mientras que en la TPL se
utilizé tricloroetileno y aceite de oliva lo cual podria establecer diferencias en la
absorcion del carbamato. Estos resultados sugieren que la TIL es mas sensible
para medir la eficacia acaricida de los nuevos carbamatos y que el tipo de vehiculo

podria influir en la solubilidad de los productos y por lo tanto en su eficacia.

Las concentraciones letales (CL) son obtenidas mediante regresion lineal y
nos indican la concentracion calculada de alguna sustancia donde se espera que
produzca un porcentaje determinado (50%, 90% o 99%) de mortalidad (NOM-006-
Z00-1993). La mas utilizada para la determinacion de las dosis de prueba de los

productos es la CL que produce el 99% de mortalidad (CLgg). En este trabajo todos

46



los productos evaluados mostraron tener efectos concentracidn-dependiente
(figura 7) por lo que se ajustaron al modelo matematico del analisis Probit y
pudieron ser calculadas sus diferentes CL’s. Las ClLgg obtenidas de los etil-
carbamatos fueron: LQM 919 =0.6%, LQM 938 =0.43% y LQM 996 = 0.21%. Estas
concentraciones fueron relativamente mas altas que las concentraciones
recomendadas de algunos acaricidas como el cumafés (0.02%), la flumetrina
(0.004%) y el amitraz (0.015%) para cepas susceptibles (Foil et al., 2004). Con
respecto a este ultimo, este estudio mostré que desde la concentracién de 0.031%
el amitraz ya no tuvo eficacia larvicida en la TIL (%MC = 0.3%) contra la cepa San
Alfonso que es resistente a este acaricida. En contraste, los carbamatos LQM 919,
LQM 938 y LQM 996 mostraron mayor eficacia que el amitraz a esta misma
concentracion (%MC = 32%, 28% y 36% respectivamente) y en el caso de los
carbamatos LQM 938 y LQM 996 el efecto general de todas las concentraciones
(figura 8) mostré mayores eficacias (p<0.01) de estos dos carbamatos con
respecto al amitraz. Mendes et al. (2013), utilizando la TIL reportaron para el
amitraz un rango de ClLgg de 0.002% a 27% en 16 cepas brasilefias de R.
microplus con diferentes rangos de resistencia, lo que indica que este producto
puede no comportarse homogéneamente a la concentracién recomendada contra
cepas resistentes de R. microplus. Los resultados anteriores indican que, aun
cuando sus Clgg son relativamente altas, los tres carbamatos evaluados muestran
mejor eficacia que el acaricida comercial amitraz contra una cepa triple resistente

de R. microplus.

En el desarrollo de un nuevo farmaco se deben realizar escalonadamente
diferentes tipos de estudios in vitro como son: pruebas de eficacia, pruebas de
xenotoxicidad y pruebas de mutagenicidad ademas de estudios in vivo como son:
pruebas de toxicidad en roedores, pruebas de teratogenicidad en roedores,
pruebas de eficacia en infestaciones controladas en camaras aisladas sobre la piel
de bovinos y finalmente pruebas de eficacia en campo sobre animales con
infestaciones naturales. En este contexto, es importante conocer la relacion entre
las concentraciones del farmaco que son eficaces in vitro y las concentraciones

que son eficaces in vivo. lturbe-Requena (2014), realizé6 estudios de los
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carbamatos LQM 919 y LQM 996 en pruebas de camaras en bovinos utilizando la
misma cepa “San Alfonso” de este trabajo. La autora expuso por aspersién a
concentraciones del 0.07% (0.668 mg/mL) y 0.06% (0.589 mg/mL) de cada
carbamato respectivamente a diferentes estadios de R. microplus (larvas, ninfas y
adultas) establecidos sobre la piel de bovinos. Las camaras donde se expusieron
fases larvarias a los carbamatos LQM 919 y LQM 996, se revisaron continuamente
las camaras y como resultado se obtuvo una reduccién de la replecion de hembras
en un 99.09% y 96.3% respectivamente, por lo que se dedujo que la gran mayoria

de las larvas expuestas habian muerto.

Los resultados de este estudio mostraron que los carbamatos LQM 919,
LQM 938 y LQM 996 a una concentraciéon similar (0.063%) a las utilizadas por
lturbe-Requena (2014), produjeron %MC de 36.5%, 91.7% vy 84.6%
respectivamente, es decir, produjeron mortalidades mas bajas que las observadas
en los estudios in vivo. Lo anterior puede deberse a distintos factores, por ejemplo,
diferencias en el vehiculo utilizado (mencionado anteriormente) para disolver los
carbamatos, en la prueba de camaras se utilizé Dimetilsulféxido (4%) y agua, lo
cual pudo haber causado una mayor solubilidad y penetracion de estos productos
que cuando fueron disueltos en etanol para el ensayo in vitro. Otro factor a
considerar, es que en la técnica de camaras no es evaluada la mortalidad de
larvas a las 24 horas pos-tratamiento como en la TIL, sino la ausencia de fases
adultas repletas a los 21 dias pos-tratamiento, en este sentido el mayor efecto in
vivo pudo ser debido a un efecto larvicida producido por un mayor tiempo pos-
exposicion, o bien, porque los carbamatos pudieron provocar algun efecto sobre
las larvas que impidieran o dificultaran su fijacion o alimentacién. A este respecto
se debe mencionar que las larvas expuestas a los carbamatos en la TIL que se
mantuvieron vivas, se notaron aletargadas y con menor desplazamiento que las
larvas de los paquetes del testigo negativo. Futuros estudios en donde se
profundice sobre el mecanismo de accion de cada uno de los carbamatos pueden

aclarar esta cuestion.
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Los resultados de un trabajo experimental pueden ser afectados por
distintas variables indeseadas, es por ello que en los experimentos siempre se
debe hacer uso de los grupos testigo. En el presente trabajo el etanol absoluto,
usado como solvente y testigo negativo, produjo una mortalidad promedio del
14.6% similar a lo reportado por Gongalves et al., (2007) y los testigos de agua
presentaron nula mortalidad. La utilizacion de la mortalidad corregida por el
promedio del etanol (%MC) disminuye los efectos del solvente y refleja los
resultados de manera mas confiable. Los resultados de este trabajo utilizando una
técnica diferente a las técnicas convencionales aprobadas por la FAO, permiten
estimar el efecto larvicida de los carbamatos evaluados y compararlos con sus
efectos in vivo, sus concentraciones letales indican que estos carbamatos podrian
ser evaluados en pruebas de campo con buenas perspectivas para su uso

acaricida.
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CONCLUSIONES

Se estandariz6 O6ptimamente la TIL en el laboratorio y fue posible
determinar una alta eficacia larvicida de los carbamatos LQM 919, LQM 938
y LQM 996 sobre larvas de garrapata R. microplus de una cepa resistente a

acaricidas convencionales (cepa “San Alfonso”).

Las concentraciones letales de los etil-carbamatos obtenidas con la TIL
fueron, del LQM 919: CLso= 0.063% y CLgg= 0.600%, del LQM 938: CLso=
0.044% y ClLgo= 0.431% y del LQM 996: CLso= 0.042% y CLgg= 0.210%.

Los carbamatos LQM 938 y LQM 996 mostraron significativamente una
mayor eficacia que el acaricida comercial amitraz contra una cepa triple

resistente de R. microplus.

Los resultados de la TIL muestran que es una técnica mas sensible que la
TPL para la evaluacion de la eficacia larvicida de los tres carbamatos
evaluados. Los resultados de mortalidad y las CL’s obtenidas permiten
suponer que los tres carbamatos son candidatos para su evaluacién en

pruebas de campo.
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