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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), presenta
pérdidas anuales de 573.61 millones de dolares en México, con el 69.40% del territorio
nacional en fase de control y erradicacion. Debido a la resistencia a los acaricidas
comerciales, alternativas terapéuticas se han venido estudiando, como lo son las plantas.
En este trabajo, dos poblaciones de larvas de R. (B.) microplus, una del estado de Nuevo
Ledn (N.L.) y otra de Veracruz (Ver.), se caracterizaron bioguimicamente a partir de la
actividad enzimatica de la Acetilcolinesterasa (AChE), Carboxilesterasa (CaE), Glutation-
S-Transferasa (GST) y Fosfatasa Alcalina (ALP). Ademas, se evalud la actividad acaricida
in vitro de tres extractos metanolicos, uno obtenido a partir de la semilla de Litchi chinensis
y dos a partir de hojas de Artemisia ludoviciana y Cordia boissieri, asi como tres ixodicidas
de uso comun. Tres concentraciones diferentes de los extractos (50, 100 y 150 mg/mL) y un
piretroide, un organofosforado y una asociacion de piretroide-organofosforado, fueron
probados. Los datos, se analizaron para evaluar la suposicion de distribucion normal y la
homogeneidad de la varianza. Para la evaluacién de la actividad enzimatica, se utilizé la
prueba t de Student para los datos normales y U de Man-Whitney para los que no. En los
bioensayos, se utilizo6 un ANOVA vy la prueba de comparacion multiple de medias de
Tukey. Las cuatro enzimas analizadas en las dos poblaciones presentaron diferencia
significativa, siendo la poblacién de Veracruz, la que presentdé mayor actividad
enzimatica. El extracto de L. chinensis, mostré alta eficacia acaricida (99.44% en N.L y
99.73% en Ver.). En el extracto de A. ludoviciana, la eficacia fue del 89.34% y 89.21% y en
el de C. boissieri, fue del 33.04% y 10.33% respectivamente, presentando mayor eficacia
que el piretroide en la poblacién de Ver. El organofosforado, alcanz6 100% de mortalidad
en ambas poblaciones, la asociacion presentd 100% en N.L y 97.50% en Ver. Se concluye,
que el extracto de semilla de L. chinensis, mostrd potencial para ser utilizado como fuente
alternativa en el control, sin embargo, estudios previos de caracterizacion, toxicidad y
formulacién son necesarios. Por otra parte, se destaca la presencia de actividad acaricida
en los otros extractos. Respecto a los acaricidas sintéticos, cabe mencionar la baja
mortalidad del piretroide y la situacién de la mdltiple resistencia a acaricidas en la
poblacion de Ver.

Palabras clave: Extractos, Acaricidas, Garrapata.
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ABSTRACT

In Mexico, the tick species Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,
1888), causes annual economic losses estimated in US$ 573.61 million, with 69.40% of
the national territory in control and eradication phase. Due to commercial acaricide
resistance, therapeutic alternatives had been studied, such as plants. In this work, two R.
(B.) microplus larvae populations, one from the state of Nuevo Ledn (N.L.) and the other
one from the state of Veracruz (Ver.), were biochemically characterized by the enzyme
kinetics of the Acetylcholinesterase (AChE), Carboxylesterase (CaE), Glutathione S-
transferase (GST) and Alkaline phosphatase (ALP). The in vitro acaricide activity of three
methanolic extracts was evaluated. One of the extracts used, was obtained from seeds of
Litchi chinensis and the other two from leaves of Artemisia ludoviciana and Cordia boissieri.
Three commonly used commercial acaricides were also evaluated. Three different
concentrations of the extracts (50, 100 y 150 mg/mL) and a pyrethroid, an organophosphate
and an organophosphate-pyrethroid association were tested. Data was analyzed to evaluate
the supposition of the normal distribution and the homogeneity of variance. In the
biochemical characterization, Student's t-test was used for the normal distribution and the
Mann-Whitney U test for the non-normal distribution. For the bioassays, an ANOVA and a
Tukey's test were used. The four analyzed enzymes in the two populations, showed
significant difference, being the population of Ver., the one that presented higher enzymatic
activity. The extract of L. chinensis, showed high acaricide efficacy (99.44% in N.L and
99.73% in Ver.). In the extract of A. ludoviciana, the efficacy was of 89.34% and 89.21%
and in the extract of C. boissieri was of 33.04% and 10.33% respectively, showing higher
efficacy than the pyrethroid in the population of Ver. It can be concluded that the extract of
the seed of L. chinensis, showed potential to be used as an alternative source in the control,
however, prior studies of characterization, toxicity and formulation are necessary. On the
other hand, the presence of acaricide activity in the other extracts stands out. Regarding the
synthetic acaricides, it is worth mentioning the low mortality of the pyrethroid and the

multiple acaricide resistance situation in the population of Ver.

Key words: Extracts, Acaricides, Tick.
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1. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos, su importancia ha sido reconocida por
su impacto en la salud humana y animal, debido al dafio que causan al alimentarse y por
transmitir diversos organismos patogenos (Guglielmone et al., 2004). La especie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es vector de la piroplasmosis y anaplasmosis,
enfermedades de extrema importancia en la salud de los bovinos, causando un gran
impacto econdémico en el sector pecuario (Jongejan & Uilenberg, 2004; Rodriguez-Vivas
et al., 2006).

R. (B.) microplus, se presenta entre el paralelo 32° norte y 32° sur (Estrada et al., 2006),
abarcando zonas tropicales, templadas y aridas, con una distribucion del 53% del territorio
nacional, del cual, el 65.96% se encuentra en fase de control (SENASICA, 2016). En estas
zonas de la republica, se cuenta con &reas de alta humedad relativa en el suelo y
temperatura elevada, lo que favorece la sobrevivencia de poblaciones de esta garrapata
(Estrada et al., 2006), con hasta cuatro generaciones por afio y con pérdidas anuales de
hasta 573.61 millones de dolares en México (Rodriguez-Vivas et al. 2017).

En México, se sabe que, en la mayoria de los hatos de produccién, el control de R. (B.)
microplus es realizado exclusivamente con el uso de garrapaticidas sintéticos, sobre todo
organofosforados, piretroides y amidinas, asi como la implementacidn de técnicas para
mejorar la eficacia de los acaricidas, como son; las mezclas y formulaciones con
sinergistas (Rodriguez-Vivas et al., 2006: Renteria & Sevilla, 2015). El surgimiento de la
resistencia de R. (B.) microplus hacia los ixodicidas, viene generando serios problemas en
la produccidn de los bovinos, con una tendencia mundial. La principal causa del desarrollo
de la resistencia a la mayoria de los garrapaticidas sintéticos, esta asociada a la expresion
de factores intrinsecos o bioldgicos relacionados con la garrapata, como son; las
mutaciones génicas, debido a la produccion de alelos dominantes resistentes dentro de las
poblaciones, lo que resulta en la insensibilidad del sitio de accién de los ixodicidas y
cambios enzimaticos en el metabolismo (Guerrero et al., 2001; Foil et al., 2004).

Dentro de los mecanismos de la resistencia metabolica, se encuentra; la produccion de
la acetilcolinesterasa (AChE) alterada, lo que provoca la inhibicidn de organofosforados
(Temeyer et al., 2004). Otras enzimas que juegan un papel importante en la resistencia

son; las carboxilesterasas (CaE), ya que se ha descrito, una desintoxicacion metabdlica



incrementada mediada por estas enzimas, indicando resistencia tanto para
organofosforados y piretroides (Rosario-Cruz et al., 1997; Jamroz et al., 2000). Los
factores bioldgicos relacionados a la garrapata se deben principalmente al factor
operacional. Este fendmeno, se presenta debido a que la mayoria de los productores usa
el producto quimico como Unica herramienta para el control de este ectoparésito,
resultando en resistencia por presion de seleccién, siendo que muchas veces, es utilizado
de una manera erronea. Un claro ejemplo, es la utilizacion excesiva de ixodicidas, sin
conocer la biologia y ecologia de la garrapata, otro punto importante a considerar es la
falla o nula deteccién de la resistencia (Riddles et al., 1987; Denholm et al., 1992), siendo
este Ultimo, uno de los mayores problemas en México. Existen estudios sobre la
resistencia en varios estados de nuestro pais, teniendo garrapatas multirresistentes a
organofosforados con piretroides en el sureste y zonas costeras del Pacifico y del Golfo
de México (Fragoso & Soberanes, 2001; Rodriguez-Vivas et al., 2005). En el noreste de
Meéxico, especificamente en el estado de Nuevo Ledn, se han encontrado poblaciones de
larvas de garrapatas, con poca susceptibilidad a piretroides y con resistencia a
organofosforados (Renteria & Sevilla, 2015).

Actualmente, se buscan obtener otras opciones terapéuticas para resolver este
problema y disminuir el uso de los ixodicidas sintéticos. Dichas opciones, son los
compuestos y productos de origen botanico. En este contexto, estudios demuestran que
aceites y extractos vegetales, vienen ganando espacio como métodos de control para R.
(B.) microplus (Castro et al., 2011; Campos et al., 2012).

El objetivo de este estudio, es caracterizar la respuesta enzimatica de la
acetilcolinesterasa, carboxylesterasa, fosfatasa alcalina y Glutatién-S-transferasa de dos
poblaciones de larvas de R. (B.) microplus, una proveniente del estado de Nuevo Leon y
otra del estado de Veracruz, evaluar la mortalidad in vitro de las dos poblaciones frente a
extractos metanolicos de hojas de las plantas Artemisia ludoviciana (estafiate) y Cordia
boissieri (anacahuita) y de la semilla de Litchi chinensis, como también frente a un
piretroide, un organofosforado y una asociacion piretroide/organofosforado. Ademas, se

caracterizaran parcialmente los componentes quimicos de los extractos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las garrapatas

Las diversas especies de garrapatas estan ampliamente distribuidas en el mundo,
de estas, el diez por ciento, se encuentra en el territorio nacional, lo que representa el 45%
de las garrapatas de América Latina, con una gran variedad de climas, adecuados para su
desarrollo (Nufiez, 1987; Parra et al., 1999).

México, cuenta con 32 especies de garrapatas pertenecientes a cinco géneros de la
familia Argasidae y 68 especies pertenecientes a cinco géneros de la familia Ixodidae,
dando un total de 100 especies de garrapatas (Pérez et al, 2014). Las garrapatas de la
familia Ixodidae, son las que tienen mayor importancia en la medicina veterinaria, puesto
que se consideran vectores de patdgenos, causantes de enfermedades infecciosas,
generando importantes pérdidas economicas en la pecuaria (Oteo et al., 2001). La
infestacion por garrapatas en las regiones tropicales y subtropicales es uno de los
principales problemas en la salud animal (Rodriguez-Vivas et al., 2004), siendo de mayor
importancia, desde el punto de vista econdmico para la industria ganadera en México, la
especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Willadsen et al., 1999; Rodriguez-Vivas et
al., 2004).

2.2. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

2.2.1. Taxonomia

Pertenece a la familia Ixodidae (garrapatas duras), anteriormente, se le conocia como;
Boophilus microplus, pero recientemente Boophilus, se ha convertido en un subgénero del
género Rhipicephalus (Center for Food Security & Public Healt, 2007).
Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Clase: Arachnida
Orden: Parasitiformes
Familia: Ixodidae
Género: Rhipicephalus
Subgenero: Boophilus

Especie: microplus



2.2.2 Morfologia

R. (B.) microplus, se caracteriza por poseer un escudo dorsal no ornamentado,
presentandose de manera completa en los machos y de manera incompleta en las hembras,
ya que permite, que el abdomen crezca y se agrande lo suficiente para contener hasta dos
centimetros cubicos de sangre (Plata, 1931; Trevifio, 2013). EI macho, presenta dos pares
de placas adanales largas y un apéndice caudal en el idiosoma. La fase adulta presenta
cuatro pares de patas, sin embargo, las larvas presentan tres pares de patas (Aragon, 1961,
Pereira et al., 2008).

La presencia de un rostro terminal con hipostoma grande y dentado, mas largo que los
palpos, es caracteristica en todos los estados evolutivos. Los palpos, se insertan a los lados
de las piezas bucales y se componen de cuatro segmentos, siendo el segundo de estas
piezas, importantes para la diferenciacion de los géneros. En la parte dorsal anterior, se
localiza la cabeza o capitulo. Las placas espiraculares se localizan posterior a la coxa IV
(Trevifio, 2013).

Los ojos, se localizan en la regién dorsal, ubicados cada uno, al lado del escudo, entre
el segundo y tercer par de patas (Figura 1) (Plata, 1931; Trevifio, 2013). Presenta un
dimorfismo sexual muy considerado, ya que la hembra, es de un tamafio mayor
considerable en relacion con el macho. Un 6rgano adhesivo (ventosa), Ilamada caruncular,
ambulacro o pulvillum, le permite caminar sobre el animal y al mismo tiempo, sostenerse
sobre el mismo. Cuenta con un par de garras, que le permite afianzarse mejor a cualquier

superficie (Trevifio, 2013).

idiosoma

Figura 1. Morfologia general de R. (B.) microplus. Se muestra la vista dorsal de una hembra y la vista
ventral de un macho (SENASICA, 2018).



2.2.3 Ciclo de vida

Presenta un ciclo monoxénico de tres estadios (larva, ninfa y adulto), en dos fases de
vida (Figura 2):

a) Fase de vida libre: Inicia cuando la hembra adulta ingurgitada (teleogina), se
desprende del bovino, buscando un lugar oscuro y himedo para ovopositar. La teleogina,
ovoposita alrededor de 2,800-3,000 huevos. Una vez incubados, eclosionan las larvas, que
posteriormente migran a la vegetacién en busca de un hospedero. Esta fase, puede durar
de 35-90 dias dependiendo de las condiciones abioticas (Rodriguez-Vivas et al., 2005).

b) Fase de vida parésita: Inicia cuando la larva se sube a un hospedero y se alimenta
de suero, las zonas anatdmicas mas comunes de infestacion son; el pabellon auricular, la
region de la ubre y la tabla del cuello. Durante esta fase, la larva muda para transformarse
a ninfa aproximadamente en el dia 7 (Seifert et al., 1968), la cual comienza a ingerir
sangre. Esta a su vez, muda a adulto, donde se diferencia el sexo (macho y hembra adulta).
La cOpula, se realiza aproximadamente en el dia 17. El desprendimiento de la hembra del
bovino ocurre, ya una vez que esta queda repleta de sangre (ingesta de hasta 3 ml). El
tiempo total que transcurre en esta fase es de 19 a 21 dias (Rodriguez-Vivas et al., 2005;
Horn, 1983; Furlong, 1993; Gonzales, 1974).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de R. (B.) microplus (Gonzales, 1974; Rosario-Cruz et al., 2009).



2.2.4. Distribucion geogréafica en México

Se presenta con una distribucion entre el paralelo 32° norte al paralelo 32° sur (Estrada
et al., 2006). En México, esta especie de garrapata se presenta de manera muy extensa,
abarcando el 53% (1,043,772 km2) del territorio nacional, distribuyéndose en zonas
tropicales, templadas y semiéridas (SENASICA, 2015). Estas zonas, cuentan con los
factores de temperatura, humedad relativa y vegetacion ideales que le brindan las
caracteristicas de supervivencia, siendo estos, factores determinantes para la distribucion
geografica de esta garrapata en nuestro pais (Figura 3). Algunos factores que también se
ven involucrados en esta distribucion son; la altitud, presencia y abundancia de hospederos
y las practicas de control, en las que el hombre, es participe sobre las poblaciones (Quiroz,
2005).

Segun el estatus de sanidad que presentd la SENASICA (2016), se reconoce que
los estados de; Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y Chihuahua (con
excepcion de los municipios de Morelos y Guadalupe y Calvo) y el Norte de Baja
California Sur, se encuentran libres del ectoparésito. En fase de erradicacion, se
encuentran; los Municipios de Los Cabos y la parte sur de La Paz, en Baja California Sur,
los municipios de Ahome, El Fuerte y Choix, en el norte de Sinaloa, en su margen derecha
del rio El Fuerte; los municipios de la zona desierto del estado de Coahuila siendo estos;
Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra Mojada. En el resto del pais, se comparten regiones en
fase de control, ubicandose en estas los estados de Nuevo Leon y Veracruz, ademas, como

zonas libres naturales (Figura 4).
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Figura 3: Distribucion geogréfica de R. (B.) microplus en México (SENASICA, 2015).



a CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
e s 5 GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario L
[- | Control '
| Erradicacion
| Libre

| Control
T po

Facha de MUma scuskzecion: 1610112018 i Ao
D de ¢ A-S s

Figura 4: Situacion de la campafia, para el control de R. (B.) microplus en México (SENASICA, 2016).

2.2.5. Efectos directos e indirectos

La importancia de R. (B.) microplus radica en la ganaderia, ya que, a nivel mundial,
se estima una pérdida de 2.5 billones de ddlares anuales en paises tropicales y
subtropicales, en los que la garrapata, se encuentra activa durante todo el afio, incluso
existen regiones, donde no se ha podido establecer la industria ganadera, debido al
problema de infestacion por garrapatas y a sus enfermedades asociadas (Suarez et al.,
2007).

Se ha observado una relacion, entre la reduccion de la ganancia de peso y el total de
garrapatas, donde se estima, que la ingurgitacion de una garrapata de esta especie causa
la pérdida de 450 g de peso de un bovino por afio (Villar et al., 1996).

Las pérdidas por mortalidad en infestaciones masivas con 78 a 103 garrapatas, por un
periodo de 4 a 6 semanas, se calculan en un 4 a 6%, los dafios a las pieles se estiman en
un 5%, en cuanto a la produccion de leche, se calculan en un 14 a 20% en explotaciones
semi-intensivas, con un periodo de recuperacion de 15 a 30 dias post-tratamiento; por otro
lado, también se ha visto, que las infestaciones ocasionan un incremento del 7 al 9% en la
presentacion de enfermedades enzooticas. Asi también, afectan la esfera reproductiva de
sus hospederos, bajando los indices de fertilidad (Castellanos, 2018).

Los efectos directos ocasionados por la garrapata son; los dafios a la piel de los
bovinos, con un 5 a 10%, disminucion en la produccion de carne en un 15%

aproximadamente, lo que corresponde a una pérdida de entre 25 a 60 kg de peso vivo que



dejan de ganar anualmente los animales infestados y la disminucion en la produccion de
lactea, con un 15 a 20% (Castellanos, 2018).

Las pérdidas indirectas son: la transmision de enfermedades como la Anaplasmosis y
la Babesiosis bovina, la reduccién en los parametros reproductivos (abortos e intervalo
entre partos incrementado), la presencia de poblaciones de garrapatas resistentes a los
ixodicidas, la cual, amenaza seriamente la exportacion de ganado bovino a los Estados
Unidos, ya que es una actividad rentable para los ganaderos, que genera divisas por el
orden de 500 a 700 millones de dolares anuales (Gonzalez, 2009).

Lo antes mencionado, retrasa las metas de avance de la campafia, para pasar de control
a erradicacion y de ésta a libre de garrapata, restringe la movilizacion animal, dificulta la
introduccion de razas altamente productivas en regiones en donde existe garrapatas. A
estas pérdidas debe afadirse; el costo de los productos quimicos y la mano de obra para
su control, ademas de los costos en el tratamiento de enfermedades hemoparasitarias
transmitidas, gastos de investigacion para producir productos de punta, tales como;
endectocidas, fenilpirazolonas, inhibidores del crecimiento de los insectos e inmunogenos
entre otros, que sean menos agresivos para el medio ambiente y resuelvan o controlen el
problema de las poblaciones de garrapatas resistentes a acaricidas (Castellanos, 2018).
Actualmente en Meéxico, se puede presentar hasta cuatro generaciones por afio,
estimandose pérdidas de hasta 573.61 millones de délares por afio (Rodriguez-Vivas et al.
2017).

2.3. Control quimico

El uso de acaricidas sintéticos, es el método de control méas comun (Spickett, 1994).
Este se remonta a 1895, con el uso de los compuestos arsenicales. Posteriormente, se
usaron los carbamatos, los organoclorados, los organofosforados, las amidinas y los
piretroides (Sutherst et al., 1983).

A mediados de los afios 50, los organofosforados sustituyeron a los organoclorados
(George et al., 2008), inhibiendo la acetilcolinesterasa (AChE) en las uniones sinapticas
(responsables de la hidrélisis de la acetilcolina) por fosforilacion, lo que provoca,
actividad continua entre las neuronas con pérdida de coordinacion nerviosa (Lagunes &

Villaueva-Jimenez, 1999).



El uso de las amidinas o formamidinas, surgi6é a mediados de los afios 70 (George et
al., 2008; Andreotti, 2016), su mecanismo de accion es de interferencia en la fosforilacion
oxidativa, inhibiendo la accion de la enzima monoamino oxidasa, afectando la transmision
de fibras nerviosas adrenérgicas e interfiriendo en el metabolismo de las catecolaminas.
En las garrapatas, actda inhibiendo la octopamina, lo que provoca hiperexcitabilidad,
paralisis y muerte. Esto hace, que las garrapatas no se puedan fijar a los hospederos y se
suelten, también tiene un efecto repelente, conocido como; accién de derribe (Miller et
al., 2007).

En el afio de 1977, surgieron los piretroides (George et al., 2008), los cuales afectan
el sistema nervioso central y periférico, lo que ocasiona descargas continuas, seguidas de
convulsiones. Actuan en la neutrotransmision axonal, en el sitio de reconocimiento de los
canales dependientes de sodio, blogueando el transporte de sodio, lo que potencia la
inactivacion del canal y prolonga la apertura del canal durante la despolarizacion e induce
una corriente residual de actividad lenta (Casida & Durkin, 2013). Estos acaricidas, no
deben aplicarse en vacas lecheras y deben tomarse largos periodos después de su
aplicacion en bovinos de carne; por lo tanto, su aplicacion en bovinos proximos a ser
sacrificados no es posible (Benavides et al, 2000).

La eficacia en el control de las garrapatas por medio de los acaricidas sintéticos, no
depende solamente de la actividad del acaricida, sino de otros factores muy importantes,
como son: la periodicidad del bafio, la aplicacion, la calidad y la concentracion del

producto, entre otros (Rajput et al., 2006).

2.3.1. Mezclas de acaricidas y sinergistas

Para mejorar la eficacia de los acaricidas en el control de garrapatas en los bovinos,
se han usado mezclas de acaricidas y formulaciones con sinergistas. Uno de los principales
usos de las mezclas, es la posibilidad de usarlos para el control de garrapatas y moscas de
los cuernos (Haematobia irritans). Varios organofosforados sinergizan la accion de los
piretroides, como la deltametrina y cipermetrina. En México, las mezclas disponibles en
el mercado y que se usan con mayor frecuencia son clorpirifos + permetrina, flumetrina +
ciflutrina y cimiazol + cipermetrina (Rodriguez-Vivas et al., 2006).

Los principales sinergistas que se han usado como potencializadores de accion de

los acaricidas para el control de las garrapatas son: trifenilfosfato (un inhibidor de la
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esterasa), butoxido de piperonilo (PBO) (un inhibidor del citocromo P-450
monooxigenasas), dietil maleato (un inhibidor de la glutation-S-trasferasas) y verbutina
(un inhibidor de ciertas isoformas del citocromo P450) (Li et al. 2007). Li et al. (2010),
demostraron que el uso del PBO y la verbutina potencializan la accion de la permetrina,
amitraz y coumafds. Rodriguez-Vivas et al. (2013), evaluaron en condiciones in vitro e in
vivo la eficacia de la mezcla de cipermetrina + amitraz + PBO para el control de R. (B.)
microplus resistente a los piretroides en el trépico mexicano. Los resultados revelaron que
esta mezcla fue efectiva para matar garrapatas resistentes en condiciones in vitro (96.7-
100% de mortalidad larval) y a nivel de campo (>95% de eficacia, 28 dias post-
tratamiento).

2.4. Resistencia de R. (B.) microplus a los acaricidas

El desarrollo de la resistencia de R. (B.) microplus hacia los acaricidas, ha venido
generando serios problemas en la pecuaria bovina, relacionado principalmente a los
factores biolégicos o intrinsecos de la garrapata (cambios en el metabolismo por la
expresion de alelos dominantes resistentes), lo que se debe al factor operacional, como es;
la aplicacion inadecuada de los acaricidas y fallas en el diagnostico de la resistencia. La
resistencia, es la capacidad desarrollada por una poblacion determinada de artrépodos, a
no ser afectada, por la aplicacion de insecticidas o acaricidas (FAO, 1979). Sin embargo,
también puede definirse como “la habilidad complementaria y hereditaria, propia de un
individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiolégica y etolégicamente, para bloquear
la accion toxica de un insecticida, por medio de mecanismos metabdlicos y en
consecuencia, sobrevivir a la exposicion de dosis, que para otros seria letal” (Lagunes &

Villanueva, 1999). A continuacion, se muestras los diferentes tipos de resistencia:

1. Mdltiple: La poblacién, posee varios mecanismos de resistencia en forma
simultanea, por lo que adquiere resistencia a varios insecticidas, aunque no hayan sido
aplicados (Bisset, 2002).

2. Cruzada: Al aplicar un insecticida, la poblacion desarrolla resistencia, tanto a este
insecticida, como a otros que no hayan sido aplicados, pero que estén relacionados
toxicoldgicamente por al menos un mecanismo de resistencia comun (Lagunes &
Villanueva, 1999).
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3. Cruzada negativa: Se presenta, cuando una poblacién resistente, regresa a una
susceptibilidad cercana a la original, al aplicar otro insecticida toxicolégicamente
diferente (Lagunes & Villanueva, 1999).

El uso irracional de los acaricidas ha causado la aparicion progresiva de cepas de
garrapatas resistentes en campo. Se dice que la resistencia, es un proceso evolutivo, el cual
actla por seleccion genética y consta de 3 etapas (Lee et al., 1999):

e Etapa de establecimiento: Aparicion del alelo resistente, a través de mutaciones
naturales e independientes a la presion de seleccion, por una tasa proporcional al tamafio
de la poblacion. En algunos casos, este alelo, ya esta presente antes del primer contacto
de las garrapatas al acaricida.

e Etapa de desarrollo: Se tiene un incremento en el nimero de individuos resistentes,
que se presenta gracias a la sobrevivencia de estos a los compuestos quimicos, en relacion
con la tasa de mortalidad de individuos susceptibles.

e Etapa de emergencia: El alelo resistente, ya se considera un gen comun distribuido
entre la poblacion, el cual repercutira directo en campo y se notara en la ineficacia de los

productos.

2.4.1. Mecanismos de resistencia de R. (B.) microplus

La resistencia en R. (B.) microplus es un fendmeno multifacético, que envuelve
principalmente dos tipos de mecanismos; el tipo metabdlico o enzimatico, que consiste en
la sobreproduccion de enzimas, que metabolizan y detoxifican el acaricida, inhibiendo o
previniendo que actle sobre el sitio de accion (Hemingway et al., 2004). EI segundo
mecanismo, es el molecular, produciéndose mutaciones en los genes, que codifican las
proteinas que son el sitio de accion de los acaricidas (Stenhouse et al., 2013). Cabe
mencionar, la resistencia por comportamiento (Sparks et al., 1989) y por penetracion
reducida (Bisset, 2002).

2.4.1.1. Resistencia metabolica

De manera normal, los insectos estan expuestos a toxinas en sus dietas o a través
de la aplicacion de insecticidas (Chapman, 2013). En la mayoria de los insectos, los
toxicos son excretados, no sin antes ser metabolizados. La resistencia metabdlica,

envuelve alteraciones en el incremento de la expresion de un complejo de enzimas
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detoxificativas, como son; las oxidasas de funcion multiple, glutation-S-transferasas
(GST) y esterasas (Bisset, 2002).

El citocromo P450 es una familia de enzimas que se une a compuestos toxicos,
resultando en su oxidacion, haciéndolos mas solubles y por lo tanto de mas facil excrecion
(Hemingway J., 2002). Son responsables de la desintoxicacién de los piretroides y
organofosforados en los artrépodos, incluyendo R. (B.) microplus (Lee et al., 2002).
Existen estudios de la evaluacion de la actividad del complejo citocromo P450, asociados
a la resistencia a organofosforados y piretroides (Gosh et al., 2015).

De igual forma, la glutation S-transferasa (GST) es una familia de enzimas, que
participan en la resistencia a organofosforados, organoclorados y piretroides. Desempefian
un rol en la detoxificacién y antioxidacion celular, conjugando el glutation reducido, con
los centros electrofilicos de los acaricidas. EI mayor papel de las GST hacia los
organofosforados es la detoxificacion del acaricida, por la reaccion de conjugacion con el
glutation, resultando en una desalquilacion o desarilacion (Lumjuan et al., 2007).

Otro grupo enzimatico, son las esterasas, implicadas en la desintoxicacién de
organofosforados, en particular la AChE y la CaE. En los organofosforados, inhiben la
fosforilacion enzimética (Ranson et al., 2002). La resistencia a organofosforados y
carbamatos, producto de la accion de las esterasas, es comun en garrapatas. Existen
reportes de la alta actividad de carboxilesterasa en garrapatas resistentes a piretroides
(Jamroz et al. 2000), de igual forma, la produccion alterada de acetilcolinesterasa esta
relacionada con la resistencia a organofosforados (Gosh et al. 2015; Fournier & Mutero,
1997; Baxter & Barker 1998; y Rosario-Cruz et al., 2009).

2.4.1.2. Resistencia por mutaciones en garrapatas

Otro mecanismo importante, es la insensibilidad del sitio de accion, que resulta de
la modificacion estructural o mutaciones puntuales de genes, que codifican proteinas, que
interacttan con insecticidas o acaricidas (Casida & Durkin, 2013).

Las mutaciones knock down resistance (kdr), propician la resistencia no
metabolica, ya que actlan, contra la accion de la paralisis rapida, ocasionada por los
piretroides, reduciendo la sensibilidad en los canales de sodio (Linss et al. 2014). Otras
mutaciones, conducen a la produccion de una AChE alterada, insensible a la inhibicién

por los organofosforados (Rosario-Cruz et al., 2009) y mutaciones con sentido, que
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posiblemente traducen aminodacidos, que alteran el receptor de octopamina y que resultan
en la resistencia a las amidinas (Chen et al., 2007).

2.5. Diagnostico de la resistencia por bioensayos
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

(FAO), recomienda obtener las garrapatas de alta calidad, para el trabajo en el laboratorio
(FAO, 1999). Las principales recomendaciones son:

e Numero de garrapatas: Colectar el mayor nimero de garrapatas hembras repletas
(teleoginas), de ser posible (20-50) de al menos 10 a 15 animales de la unidad de
produccién bovina, cuidando principalmente no lesionar el hipostoma de la garrapata
al momento de desprenderla de los bovinos.

e Horade muestreo: La mayor cantidad de teleoginas, se obtiene en las horas tempranas
del dia, antes de que los rayos solares incidan directamente sobre los animales, ya que
esto estimula el desprendimiento natural de las garrapatas. Antes de la colecta, se
debe evitar el arreo de los animales de los potreros a los corrales, ya que el
movimiento y el calor generado por los animales, estimula la caida de las teleoginas.
Se recomienda dejar a los animales a muestrear en un corral durante la noche y
realizar el muestreo por la mafana.

e Tiempo con relacidn al tratamiento acaricida: Depende directamente del acaricida en
uso, su efecto residual, si tiene un alto efecto y rapido o si su efecto maximo es
retardado, asi como la especie de garrapata que se desea colectar. La garrapata R. (B.)
microplus es de un solo hospedero, es decir, sus mudas de larva a ninfa 'y de ninfa a
adulta se realizan en el mismo hospedador. Durante los periodos de muda, las
garrapatas son menos susceptibles a los acaricidas, debido a la falta de capacidad de
penetrar la doble cuticula alrededor de estos estadios. Lo anterior indica que, en las
garrapatas ingurgitadas que se alimentaron de 9 a 14 dias después del tratamiento, es
menos probable determinar una verdadera resistencia genética. Es recomendable, usar
teleoginas colectadas entre el dia 3 a 8 0 14 a 17 postratamiento, para realizar la
prueba de resistencia. Si se usan lactonas macrociclicas, es esencial colectar tres dias
0 mas después del tratamiento y si se usa fluazurén, al menos 15 dias después del

tratamiento.
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e Transporte de garrapatas: Se deben transportar en recipientes con pequerios orificios
en las tapas, para permitir la circulacion del aire. Si se transportan a grandes
distancias, los recipientes deben de ser depositados en una camara hiumeda (se puede
utilizar una caja de plastico) que contenga en la base un papel o algoddn ligeramente
himedo. Esto es, para formar un medio hiumedo y obscuro que permita la incubacion
de las teleoginas. Se debe evitar exponer las garrapatas a la luz solar directa y a altas
temperaturas.

2.5.1. Manejo de las teleoginas para la produccion de larvas

Las teleoginas, deben de ser depositadas en cajas de Petri de plastico o vidrio,
dentro de una camara himeda (80-90% humedad) en completa oscuridad y a una
temperatura controlada de 27+2°C, con la finalidad de que efectlen la ovoposicion. Ya
que la ovoposicion concluye (dos semanas después), los huevos se colectan y se depositan
en viales de vidrio con tapén de algodon y se someten a las mismas condiciones de
temperatura y humedad al que fueron expuestas las teleoginas, para esperar la eclosion
(dos semanas mas). Una vez que las larvas eclosionan, se espera a que tengan una edad de
siete a 14 dias (cinco-seis semanas post colecta), para ser sometidas al diagnostico de

resistencia para organofosforados, piretroides y amidinas (FAO, 2004).

2.5.2. Prueba de Paquete de Larvas

Esta prueba fue descrita por Stone y Haydock (1962) y posteriormente modificada
por la FAO (1971), se usa ampliamente para la caracterizacion de cepas, deteccion y
estudio de fendmenos de resistencia a acaricidas en garrapatas y se reconoce de manera
internacional, debido a su gran utilidad practica. Esta prueba consiste en la exposicion de
larvas de garrapata R. (B.) microplus de siete a 15 dias de edad en papeles filtro
impregnados con una dosis discriminante (DD) o distintas concentraciones de algun
quimico (organofosforados y piretroides), con el objetivo de obtener porcentajes de

mortalidad del orden de 0 a 100 (Santamaria y Soberanes, 2001).

2.5.3. Prueba de Inmersion de Larvas
También conocida como prueba de Sandwich o de Shaw, esta prueba fue descrita
por Shaw (1966) y modificada por la FAO (1984). Consiste en la inmersion, entre dos

papeles filtro, de larvas de siete a 14 dias de edad en suspensiones de acaricidas, a partir
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de concentrados emulsionables disponibles en el mercado durante un periodo de 10
minutos, posteriormente se retiran y se colocan en un sobre de papel filtro, incubandose a
27+2°C con humedad relativa del 80-90%, realizandose la lectura de los resultados a las
72 horas posteriores al tratamiento, el objetivo de esta prueba es similar a la Prueba de

Paquete de Larvas.

2.5.4. Prueba de Inmersion de Adultas
Esta prueba se basa en la inmersion de hembras repletas descrita por Drummond
etal. (1967), modificada por la FAO (1999). La prueba consiste, en sumergir en diferentes
concentraciones de acaricidas a garrapatas adultas ingurgitadas por un periodo de 1 a 30
minutos, incubarlas a 27+2°C y 80-90% de humedad relativa por siete dias y
posteriormente realizar la lectura de los resultados. Esta prueba presenta dos modalidades:
1. La prueba bioldgica (realizada con la concentracién comercial recomendada
del acaricida), con el objetivo de determinar el porcentaje de mortalidad y la
inhibicion de la ovoposicion en garrapatas adultas expuestas a un producto a
la concentracion comercial recomendada.
2. El bioensayo de concentraciones maltiples, a fin de realizar un analisis Probit
(Santamaria y Soberanes, 2001).
2.6. Situacion de la resistencia en México
Desde el 2010, se cuenta con garrapatas resistentes a tres o cuatro familias de
garrapaticidas (Organofosforados-Piretroides-Amitraz y Fipronil) en la mayor parte del
territorio nacional (SENASICA, 2016). Los estados de Nuevo Ledn y Veracruz presentan
resistencia a tres o cuatro familias (Figura 5).

* Resistencia Fipronil
Sin muestreo
[CJ una o dos familias
I Tres o cuatro familias

R g Susceptible

Figura 5: Distribucion de cepas de R. (B.) microplus en México, con resistencia a dos, tres o cuatro
familias en el 2013. (SENASICA, 2016).

15



2.7. Alternativas fitoterapéuticas

El interés del publico en las terapias naturales se ha aumentado en los paises
industrializados. Las alternativas fitoterapéuticas presentan importantes ventajas, cuando
son comparados con los acaricidas sintéticos, por ejemplo: la obtencion a partir de
recursos renovables, rapidamente degradables, selectivos y de baja fitotoxicidad, lo que
reduce su impacto a organismos benéficos, al hombre y al ambiente, presentando un lento
desarrollo de la resistencia, sin residuos en los alimentos, de rapida accion y de facil acceso
(Roel et al., 2001; Cloyd et al., 2004). Los insecticidas botanicos, pueden ser usados
dependiendo de la preparacion y esta puede ser como: producto in natura (crudo), polvo,
extracto acuoso o alcoholico, aceites esenciales, formulaciones concentradas comerciales
y semi comerciales, purificacion y aislamiento de compuestos puros de extractos de
plantas y modelos de moléculas para nuevos agroguimicos (Moreira et al., 2007; Menezes,
2005; Campos et al., 2012).

Existen varios estudios, con evaluacion de aceites esenciales y extractos de origen
vegetal frente a larvas y teleoginas de R. (B.) microplus (Borges et al., 2011). Los extractos
de plantas y metabolitos secundarios tienen buena eficacia para el control de R. (B.)
microplus (> 80%). En México, Rosado-Aguilar et al. (2010), evaluaron la eficacia de 45
extractos metandlicos de plantas en larvas de R. (B.) microplus, reportando eficacias del
5 al 99% y en adultas (utilizando los extractos de Petiveria alliacea) reportaron un 86%
de eficacia y un 91% de reduccion en el indice de eficiencia reproductiva. Martinez M.
(2011), reportd 100% de eficacia para el control de larvas, usando extractos de Cuminum
cyminum y Pimenta dioica, mientras que Villarreal et al. (2017), demostraron el poder
acaricida del aceite esencial del comino sobre adultas, presentando 100% de mortalidad.
Recientemente, Arceo et al., (2016) evaluaron seis compuestos, que se encontraron en la
fraccion activa de P. alliacea para el control de R. (B.) microplus. Los autores evaluaron
los compuestos individuales y 57 mezclas de los metabolitos. La mezcla de
benciltrisulfuro + bencildisulfuro, produjo una clara sinergia para el control eficiente de
larvas (93% de mortalidad) y adultas (98% de inhibicion de la eclosion de larvas) de R.
(B.) microplus resistentes a acaricidas. Por otro lado, los aceites esenciales o volatiles y
fijos son mezclas de compuestos organicos de bajo peso molecular y se originan a partir

de los metabolitos secundarios de plantas aromaticas. Los monoterpenos y sesquiterpenos,
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como los fenilpropanoides, son los principales componentes de los aceites esenciales, ya
que confieren sus caracteristicas organolépticas (Campos et al., 2012).

2.7.1. Género Cordia

Este género se ha estudiado por su actividad bioldgica frente a distintos
microorganismos, consiste en aproximadamente 320 especies, en su mayoria siendo
arboles, arbustos o hierbas, distribuidos en el sur y centro de América, Asia, sur y este de
Africa, y en Australia (Owis, 2014).

Algunas especies de Cordia, se caracterizan por el aroma que liberan de las hojas,
debido a la presencia de hidrocarburos terpénicos y sus derivados oxigenados (aceite
esencial), que son de interés para las industrias de: perfumes, cosméticos, alimentos y
farmacos, siendo algunas de estas de uso medicinal importante: Cordia boissieri, Cordia

myxa y Cordia sebestena (Rapisarda et al., 1997).

2.7.1.1. Cordia boissieri

La planta que se utiliz6 para este estudio corresponde a Cordia boissieri (Figura
6) de nombre comudn anacahuita. Es un arbol perenne que puede llegar a medir hasta 4
metros de altura, con hojas alternas y simples. Los frutos son drupas o bayas. Es una planta
comun y su flor blanca es representativa del estado de Nuevo Leon. Es nativa del Valle
del Rio Grande en Texas, hasta gran parte del territorio de Nuevo Leon. Es empleada para
afecciones respiratorias tales como; tuberculosis, tos, asma, bronquitis, catarros y
bronquiolitis (Alanis et al.., 1996; Owis, 2014; Molina et al., 2007). Estudios con C.
boissieri han demostrado, que los aceites esenciales obtenidos a partir de las flores
presentan componentes activos, como: el espatulenol y el cariofileno; encontrando a los
sesquiterpenos, como la clase de metabolitos secundarios predominante (Owis, 2014), con
potencial antimicrobiano contra Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae
(Molina et al., 2007). La taxonomia de la planta C. boissieri (Feuillet, 2017):
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Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Boraginaceae
Orden: Lamiales
Género: Cordia
Especie: boissieri

Figura 6: Arbol de C. boissieri en el municipio de San Nicolas de los Garza Nuevo Leon.

2.7.2. Género Artemisia

El género Artemisia, es uno de los géneros mas grandes pertenecientes a la familia
Asterales, que consta de mas de 350 especies. Se distribuye predominantemente en las
regiones templadas del mundo, en areas de precipitacion de 0 a 50 cm, muchas especies
se han utilizado desde la antigliedad como remedios caseros para algunos propositos de
tratamiento (reduccion de la flema, alivio de la tos, vigorizacion de la circulacion
sanguinea, detencién del dolor, induccion del sudor, diuresis, anti-hipertension,
antihelmintico, antitoxico y antialérgico). Segun la literatura, se han investigado mas de
260 especies de Artemisia, para revelar que contienen muchas clases de metabolitos
secundarios, incluidos los: terpenoides, flavonoides, cumarinas, glucésidos, esteroles y

poli acetilenos (Tan et al., 1998).

2.7.2.1. Artemisia ludoviciana
Es tambien conocida por su nombre comun "Estafiate”, es una hierba que puede
medir hasta un metro de altura, sus hojas contienen una pubescencia 4 en el envés y muy

aromaticas al estrujarse; sus flores son de color amarillo. El clima célido y seco es
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considerado como su hébitat principal, mediante una propagacion por semillay disponible
durante todo el afio, ya sea por medio cultivado o silvestre (Jiménez M., 2011). Es
considerada como uno de los mas grandes géneros de Asteraceae, se encuentra
ampliamente distribuida en el hemisferio norte (Zavala S. et al., 2002). Se emplea para el
tratamiento de la diarrea, la disenteria, paréasitos, dolor abdominal, vomitos y dolor de
estbmago. Ademas, se utiliza como agente antiespasmodico. Por otra parte, debido a sus
propiedades antiespasmadicas, se determino su efecto vasodilatador sobre su actividad
relajante del endotelio intacto y anillos del endotelio de aorta de rata y en los anillos
traqueales (Estrada-Soto et al., 2012). La taxonomia de la planta Artemisia ludoviciana
(Shultz, 2018):
Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida
Familia: Asterales
Orden: Asteraceae
Género: Artemisia
Especie: ludoviciana

2.7.3. Litchi chinensis

Litchi chinensis es conocida como la cereza china, lichi de montafia y lichi de agua,
es un arbol de hoja perenne subtropical de tamafio mediano, con alto valor comercial,
debido al consumo mundial de sus frutos (Figura 7). (Menzel & Waite, 2005). Se
distribuye principalmente en el sudeste asiatico, especialmente en: China, Vietnam,
Indonesia, Tailandia y Filipinas, pero ahora se cultiva como un cultivo econémico en
muchos paises de todo el mundo, por sus dulces frutas (Jiang et al., 2013; Gontier et al.,
2000). Su fruto, tiene un pericarpio rojo brillante y atractivo, que rodea un arilo carnoso
blanco y translicido, con un olor dulce a rosa, delicioso sabor y buen valor nutricional
(Bhoopat et al., 2011). Ha sido aceptado gradualmente por los consumidores y ha
establecido una gran popularidad en el mercado internacional. La fruta se puede comer
directamente y también se puede utilizar para la fabricacién de jugo, vinagre, gelatina y
vino (Alves et al., 2011; Saxena et al., 2011). Informes medicos recientes, han demostrado

que las frutas y semillas de L. chinensis impiden el crecimiento de las células cancerosas
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(Bhat & Al-Daihan, 2014). Son fuentes ricas en flavonoides, que son muy efectivas contra
el cancer de seno (Xu et al., 2011). Ademas, los frutos y las semillas poseen muchas
bioactividades como: hipoglucemiante, anticancerigeno, antibacteriano, anti-
hiperlipidémico, antiplaquetario y antiviral (Figura 8) (Xu et al., 2011; Chen et al., 2007).
En las ultimas décadas, se han aislado muchos compuestos de L. chinensis, incluidos:
flavonoides, &cidos fendlicos, proantocianidinas, antocianinas, cumarinas, lignanos,
cromanos, sesquiterpenos, acidos grasos, esteroles y triterpenos de diversas partes de la
planta (Ibrahim & Mohamed 2015). Taxonomia de la planta L. chinensis (Acevedo, 2017):
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Sapindaceae
Orden: Sapindales
Género: Litchi Sonn

Especie: chinensis

Figura 7: L. chinensis. A=Fruto con cascara, B=fruto sin cascara y C=Semilla (Ibrahim & Mohamed
2015).
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3. JUSTIFICACION

R. (B.) microplus presenta una prevalencia del 65.90% en México con un alto impacto
en la economia nacional pecuaria, con pérdidas anuales que oscilan los 573.61 millones
de ddlares, debido a sus efectos directos e indirectos causados en la ganaderia. El uso de
acaricidas sintéticos, es el método de control més utilizado, sin embargo, ocasiona
diversos problemas en el ambiente, en el ganado y en la salud publica, por su efecto tdxico
y debido a su poder residual, ademas de que su uso continuo, indiscriminado y mal
aplicado, ha generado poblaciones de garrapatas resistentes de hasta cinco principios
activos en diferentes estados de la Republica Mexicana, debido a una respuesta fisioldgica,
como el aumento de la detoxificacion enzimatica, originando resistencia metabolica frente
a dichos productos quimicos. Por lo anterior, se han implementado técnicas para mejorar
la eficacia de los acaricidas, como las mezclas y formulaciones con sinergistas, originando
que el control quimico, sea cada vez mas complicado y costoso. Por otra parte, el empleo
de plantas con actividad terapéutica es una practica muy difundida en México, ya que se
ha reportado que las plantas contienen principios activos cuya actividad resulta favorable
para combatir diversos grupos de artropodos y microorganismos. En este contexto, el
presente trabajo, propone caracterizar de manera bioquimica dos poblaciones de larvas de
R. (B.) microplus, una del estado de Nuevo Ledn (N.L) y otra de Veracruz (Ver.). Ademas,
evaluar la actividad acaricida in vitro de tres extractos metandlicos, uno obtenido a partir de
la semilla de Litchi chinensis y dos a partir de hojas de Artemisia ludoviciana y Cordia
boissieri, asi como tres ixodicidas de uso comun. Esto con el fin de desarrollar y promover
nuevas medidas de manejo, capaces de reducir y controlar infestaciones de garrapatas,

reduciendo el uso de acaricidas sintéticos.

21



4. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de Artemisia ludoviciana, Cordia boissieri y Litchi

chinensis, presentaran actividad acaricida frente a larvas de R. (B.) microplus in vitro.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la actividad enzimética de dos poblaciones diferentes de larvas de R. (B.)
microplus y evaluar el efecto acaricida in vitro de extractos metandélicos de A. ludoviciana,
C. boissieri y L. chinensis, asi como de tres acaricidas sintéticos de uso comun en dichas
poblaciones.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener y caracterizar de manera preliminar, los extractos metanolicos de A.

ludoviciana, C. boissieri y L. chinensis.

2. Evaluar la actividad enzimatica de la Acetilcolinesterasa (AChE),
Carboxilesterasa (CaE), Glutation-S-Transferasa (GST) y Fosfatasa Alcalina

(ALP), en dos poblaciones diferentes de larvas de R. (B.) microplus.

3. Evaluar los extractos metandlicos de las plantas antes mencionadas, asi como un
piretroide, un organofosforado y una asociacién piretroide/organofosforado en las
dos poblaciones de larvas antes mencionadas.

4. Comparar la actividad enzimatica, asi como los efectos acaricidas de los extractos

y los acaricidas sintéticos, mediante un analisis estadistico.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Colecta de plantas

Las semillas de Litchi chinensis, fueron colectadas en Veracruz, Ver.
(22°28°17.09” N y 93°36°39.9” W). Las hojas de Artemisia ludoviciana (estafiate), se
colectaron en el municipio de Guadalupe, N.L. (25°42°07.6” Ny 100°11°33.9” W) y las
hojas de Cordia boissieri (anacahuita), fueron colectadas en el municipio de Higueras,
N.L. (25°57°50.9” Ny 100°01°15.2” W).

7.2. Obtencion de los extractos

El material vegetal (hojas para A. ludoviciana y C. boissieri, y semillas para L.
chinensis) se lavo, se secé en la estufa a 25°C y se cortd en pequefios trozos. La obtencion
de extractos se llevd a cabo en equipos Soxhlet, en donde se colocaron 70 g de material
vegetal y aproximadamente 700 ml del solvente, posteriormente se mantuvo durante 24
horas en reflujo y el volumen de solvente obtenido, se evaporo6 en un rotavapor a 30°C y
a presion reducida. Posteriormente, se realizé el mismo procedimiento con metanol. El
extracto obtenido, se dejé secar en la estufa a 25 °C para eliminar el exceso de solvente,
posteriormente se mantuvo en refrigeracion. El calculo del rendimiento de la extraccién

se obtuvo de la siguiente formula.

x 100

% Rendimiento =

Donde:
PE = Peso obtenido después de la extraccion.

Pl = Peso inicial del material vegetal a extraer.

7.3. Analisis de la cromatografia en capa fina

Los extractos fueron analizados para su preindentificacion mediante cromatografia
en capa fina, utilizando placas de silica gel de 60 F264 TLC (Merck®). Individualmente,
una cantidad del extracto fue diluida en el solvente, posteriormente, se colocé en la parte
inferior de las placas, aproximadamente a 1.5 cm del borde con ayuda de un capilar,
aplicando puntos consecutivos del extracto para formar una linea continua en la placa. Las
placas fueron eluidas, utilizando como fase movil cloroformo-metanol 9:1 y Benceno-

Acetona 7:3. Las placas fueron retiradas del sistema cuando la fase mavil se encontraba
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aproximadamente a 1.5 cm del borde superior de la placa, una vez retiradas, se realizaron

observaciones bajo la luz UV para observar con mayor claridad la separacion de las bandas

al igual que con cloruro de cobalto.

7.4. Caracterizacion fitoquimica

Se realizaron las pruebas fitoquimicas para los extractos metandlicos de hojas de

A. ludoviciana, C. boissieri, y de semillas de L. chinensis, descritas en la Tabla 1.

Tabla. 1. Pruebas fitoquimicas efectuadas en la caracterizacién de los extractos.

Grupo quimico
Ensayo

Método

Posibles observaciones

Esteroles y triterpenos
Prueba de liebermann-
Buchard

Se mezcld 1 ml de anhidrido acético
y uno de cloroformo, se enfrid a 0 °C
y se afiadi6 una gota de 4cido
sulfirico. De gota en gota se afadid
este reactivo a la muestra.

Si hay formacion de colores azules,
verde, rojo, anaranjado, etc., los que
cambian con el tiempo, la prueba
sera positiva.

Sesquiterpenlactonas
Prueba de Baljet

A 1-2 mg del compuesto, se le
agregaron 3-4 gotas de la solucién
mezcla.

Es positiva si se torna de color
naranja a rojo oscuro.

Prueba de Shinoda

colocd 1-2 mg de lamuestray 1 ml de
etanol, se agreg6é una limadura de
magnesio y después se le agregaron
unas gotas de HCI.

Coumarinas Se disolvid la muestra en NaOH al | Si aparece una coloracion amarilla
NaOH/HCI 10%, posteriormente se agregé HCI. | que desaparece al acidular es
positiva.
Saponinas Se agregd agua a lamuestra y se agitd | La presencia de burbujas indica que
H.0 vigorosamente por un minuto. es positivo.
Flavonoides En un tubo de ensayo 13 x 100 mm se | Se considera la prueba positiva si se

presentan colores naranja, rojo, azul,
y violeta.

Taninos vegetales
Prueba de FeCls

Se afiadi6é unas gotas de cloruro de
hierro al 12.5% en agua.

La aparicion de un precipitado rojo,
azul-violeta o verde es considerado
positivo.

Carbohidratos
Prueba de Molish

En un tubo de ensayo de 13x100 mm
se coloco 1-2 mg de la muestra, se la
agregdé de gota en gota el reactivo de
Molish (alfa-naftol al 1% en etanol),
luego 1 ml de &cido sulfurico por las
paredes.

La prueba es positiva cuando se
forma un anillo coloreado en la
interfase de color purpura.

Alcaloides
Prueba de Dragendorff

Se le afiadié de 2 a 3 gotas de los
reactivos A: Nitrato de bismuto y
acido acético glacial y B: Yoduro de
potasio.

La apariciobn de una coloracion
naranja rojizo se considera positiva.

7.5. Colecta de garrapatas

La colecta de los especimenes de garrapatas se realizo a partir de dos poblaciones,
una proveniente del municipio de General Bravo (25°42°07.6” Ny 100°11°33.9” W), en

el estado de Nuevo Leon (Figura 8) y otra en el municipio de Tantoyuca (21°21°07.6” N
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y 98°14” W), en el estado de Veracruz (Figura 9). Las muestras se colectaron segun las
recomendaciones de la FAO (1999). Las hembras ingurgitadas se transportaron al
Laboratorio De Una Sola Salud, en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(F.M.V.Z) de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (U.A.N.L).

Figura 8: General Bravo, Nuevo Ledn. Figura 9: Tantoyuca, Veracruz.

7.6. Identificacion de las garrapatas

Las garrapatas colectadas se identificaron mediante la observacion de sus
caracteres morfoldgicos, utilizando las claves de Dantas-Torres (2019) y Hoskins (1991),
en el Laboratorio De Una Sola Salud, en la F.M.V.Z de la U.A.N.L.

7.7. Establecimiento de las poblaciones en el laboratorio

Las teleoginas se depositaron en cajas de Petri, dentro de una incubadora BOD con
una humedad relativa del 80-90%, en completa oscuridad y a una temperatura controlada
de 27°C£2°C, con la finalidad de que las teleoginas efectuaran la oviposicién. Ya que la
oviposicion concluy6 (dos semanas después), los huevos se colectaron y se depositaron
en tubos de vidrio de 10 mL, cerrados con una telay una liga, y se sometieron a las mismas
condiciones de temperatura y humedad a las que fueron expuestas las teleoginas para
esperar la eclosion, el tiempo de incubacion fue de dos semanas mas. Una vez que las
larvas eclosionaron, se esperé a que tuvieran una edad de siete a 14 dias (cinco-seis
semanas post-colecta), para ser sometidas a las pruebas tanto para los extractos de las

plantas, como para los acaricidas sintéticos (FAO, 2004).
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7.8. Evaluacidn de actividad enzimatica de las poblaciones

7.8.1. Obtencion de los extractos enzimaticos

Se realiz6 en el Laboratorio de Virologia de la F.M.V.Z de la U.A.N.L, se
realizaron pools de 100 mg de larvas de R. (B.) microplus de 14 a 21 dias, en 10 volimenes
(1:10) de buffer de fosfato 50 mM refrigerado (pH 7,0) con Triton-X 100 al 0,5%, los
cuales se homogeneizaron en el FastPrep®-24 (MP Biomedicals), modificado a 2,500 rpm
durante 10 min a 4-C. Los sobrenadantes resultantes se utilizaron como fuente de las
enzimas, de los cuales, se elaboraron alicuotas de 0.5 mL almacenadas a -120 °C, para
luego ser utilizadas en la evaluacion de la cinética enzimética de las enzimas:

acetilcolinesterasa, carboxilesterasa, Fosfatasa alcalina y Glutation-S-Transferasa.

7.8.2. Actividad de la acetilcolinesterasa (AChE)

La actividad de la cinética enzimatica se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion
de la F.M.V.Z de la U.A.N.L, utilizando el método descrito por Ellman et al. (1961) y
modificado para su aplicacion en microplacas por Huang et al. (1997). En cada pozo, se
coloco 10pL de muestra de extracto enzimatico y posteriormente 280 uL de 2'-dinitro-
5,5'-ditiodibenzoico (DTNB) en buffer Tampon Fosfato Salino (PBS) (pH 7.1) y se
adicion06 10pL de sustrato, cloruro de acetilcolina para AChE, a una concentracion final
de 0.0005 pM. Para cada poblacion se realizaron dieciocho repeticiones, se incluyeron
tres blancos por microplaca, los cuales no contenian enzimas. Para evaluar la cinética
enzimatica, se midié la degradacidon del sustrato mediante lecturas espectrofotométricas a
405 nm, cada dos min durante 12 min, teniendo un total de seis lecturas por cada pozo. La
actividad enzimatica fue expresada como pmol™* min™* mg proteina™ utilizando un

coeficiente de extincion molar de 13.6 mM™* cm™.

7.8.3. Actividad de la carboxilesterasa (CaE)

La cinética enzimética se determin6 de forma similar a la de AChE, calculando la
variacion de la absorbancia durante el tiempo de reaccion de la CaE, mediante
espectrofotometria en microplacas. Para lo anterior, se realizd un ensayo en el cual se
coloco en cada pozo: 10uL extracto enzimatico; buffer tris-HClI 50 mM (pH 7.1) y

finalmente se agregé el sustrato p-nitrofenilacetato, a una concentracion final de 0.0005
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M para iniciar la reaccion. La actividad enzimatica fue expresada como pumol * mint mg

proteina t utilizando un coeficiente de extincion molar de 13.6 mM™ cm™.

7.8.4. Actividad de la Fosfatasa alcalina (ALP)

La actividad de ALP se evalué mediante espectrometria en microplacas (Moyano
etal., 1996), se agregd en cada pozo extracto enzimatico, buffer dietanolamina 1.0 M (pH
9.8) con 50 mM MgCI2, para iniciar la reaccion se agrego el sustrato 4-nitrofenil-fosfato,
colocando tres blancos por microplaca, los cuales no contenian enzimas. Para la
evaluacion de la cinética enzimatica, se midi6 la degradacion del sustrato mediante
lecturas espectrofotométricas a 405 nm cada 2 min durante 12 min. La actividad
enzimatica fue expresada como pmol ! min™t mg proteina™ utilizando un coeficiente de

extincion molar de 13.6 mM™* cm™.

7.8.5. Actividad de la Glutatién-S-Transferasa (GST)

La actividad de la GST se analizé de acuerdo con Mannervik y Danielson (1988)
y Wilce y Parker (1994): la GST cataliza la conjugacion de L-glutation con 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), a través del grupo tiol del glutation. EI producto de la reaccién
es el conjugado GS-DNB, el cual absorbe a una longitud de onda de 340 nm, por lo cual
se puede considerar que el incremento de absorbancia (340 nm) es directamente
proporcional a la actividad de la GST en la muestra. Se realiz6 una mezcla de reaccién
con 19.8 mL de buffer de fosfato salino Dulbecco’s (pH 7.2), 200 puL de L-glutation
reducido 200 mM (G4251 Sigma) y 200 uL. de CDNB 100 mM (52569 Sigma). En cada
pozo se agregaron 10 pL del extracto enzimatico y 190 uL de la mezcla de reaccion, las
lecturas de absorbancia se realizaron a 340 nm cada dos min durante 12 min, teniendo un
total de seis lecturas de cada pozo. La actividad enzimatica fue expresada como pmol*

min~! mg proteina™* utilizando un coeficiente de extincién molar de 13.6 mM™* cm™.

7.8.6. Determinacion de la concentracion de proteina

Para determinar la concentracion de proteina en los extractos enzimaticos, se
utilizé6 una modificacion del método de Bradford (1976), adaptado para su uso en
microplacas. Se utilizé una curva estandar de 0.05 a 0.5 mg de BSA (A-9647, Sigma) por

mL de agua destilada. De cada dilucion y de las muestras se colocaron 10 pL por pozo
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(con 3 repeticiones para las diluciones y 12 repeticiones para las muestras), mas 200 uL
de solucién de trabajo que contenia 85% de agua destilada, 3% etanol al 95%, 6% acido
fosforico al 88% y 6% de la solucion stock de Bradford (100 ml de etanol al 95%, 200 ml
de &cido fosférico al 88% y 350 mg de azul de Coomassie G), pasado dos min se realizé
una lectura espectrofotométrica leyeron las placas a 620 nm en un lector de microplacas.
(Epoch, BioTek Instruments, US).

7.9. Bioensayos

Se utilizaron larvas de R. (B.) microplus de siete a 14 dias, se utilizo la Prueba de
Paquete de Larvas (PPL) descrita por Stone y Haydock (1962) para los acaricidas
sintéticos, modificada para su aplicacion en la concentracién comercial del acaricida y
para los extractos de las plantas, se utilizo la Prueba de Inmersién de Larvas (PIL) descrita
por Shaw (1966) y modificada por Santos et al. (2013).

7.9.1. Obtencion de los Acaricidas

Los acaricidas se compraron en depdsitos veterinarios del area metropolitana. Se
utilizaron: el Ticoff (Lapisa) principio activo cipermetrina, perteneciente a la clase de los
piretroides, el Asuntol liquido (Bayer) principio activo coumafds, perteneciente a la clase
de los organofosforados y el Garra Ban MO 29 (Lapisa), que es una asociacion de los
principios activos clorpirifés y permetrina, pertenecientes a las clases de los

organofosforados y piretroides respectivamente.

7.9.2. Prueba de Paquete de Larvas

Para la realizacion de esta prueba se utilizé: Papel filtro tipo Whatman del No. 1,
tricloroetileno (Tc) como diluyente, aceite de oliva (AO) como fijador, larvas de
garrapatas de siete-14 dias de edad, agarra papeles y pinceles del No. 4. Se cortaron
rectangulos de 8.5 cm de ancho por 7.5 cm de largo de papel filtro, los cuales se doblaron
a la mitad a modo de que formaran un sobre y con la ayuda de los agarrapapeles, se
cerraron los espacios laterales, quedando solo el espacio superior para permitir el llenado
con las larvas de R. (B.) microplus, estos paquetes deben ser rotulados con lapiz. Para la
preparacion de soluciones, se utilizaron las dosis recomendadas por los fabricantes, como
diluyente para todos los productos quimicos, se us6 el Tc y como fijador el AO, en una
proporcion de 2:1 respectivamente.
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Para la impregnado de los papeles, primero se impregnaron los controles
(Gnicamente Tc y AQO) y se continu6 con los acaricidas. Los rectangulos de papel filtro se
impregnaron con ayuda de una micropipeta de 1mL de capacidad (1000 pL), se aplico 0.7
mL de la solucion por cada rectangulo en la cara posterior a la identificacion y se inicio
de arriba hacia abajo de lado a lado. Posteriormente los rectangulos se dejaron secar por
aproximadamente 30 min (esto con la finalidad de que se evapore el Tc y sélo quede el
AO y el acaricida en la superficie del papel), una vez secos se almacenaron envueltos en
papel aluminio y se refrigeraron hasta su uso.

El llenado de paquetes se inicio con los controles, para colocar las larvas se utilizo
un pincel del No. 4, con el que se tomaron de 80 a 100 larvas aproximadamente del borde
del tubo y se depositaron en cada paquete, posteriormente se sellaron con los
agarrapapeles. Al concluir el llenado de los paquetes, se colocaron en una charola limpia
y se introdujeron en la estufa de incubacion BOD a 27+2°C, con una humedad relativa del
80% por 24 h.

La lectura de resultados se realizd 24 h posteriores al tratamiento, iniciando el
conteo de las larvas en los paquetes control. Se evalud el criterio de mortalidad, donde se
considero6 que todas las larvas que pudieran caminar o deslizarse se contaban como vivas.
El criterio de respuesta que se evalud en la prueba fue la mortalidad. Posteriormente, se
realizaron los calculos de los porcentajes de mortalidad, para la cual se utilizé la siguiente

férmula:

. Larvas muertas
% Mortalidad = Larvas totales © 100

7.9.3. Prueba de Inmersion de Larvas

Para la realizacion de esta prueba se utilizd: papel filtro poro fino, tubos tipo
eppendorf de 2 mL, mesa agitadora (Shaker), larvas de garrapatas R. (B.) microplus de
siete-14 dias de edad y agarrapapeles. Los rectangulos de papel filtro se prepararon de la
misma manera como se menciona en la Prueba de Paquete de Larvas, con la diferencia de
que los rectangulos eran de papel filtro poro fino, en la preparacion de las diluciones se
utilizaron las concentraciones de 50 mg/mL, 100 mg/mL y 150 mg/mL para los extractos

de hojas de A. ludoviciana y C. boissieri, y de semillas de L. chinensis, utilizando como
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diluyente agua destilada para C. boissieri y L. chinensis y metanol al 60% para A.

ludoviciana.

En la inmersion de las larvas se colocaron aproximadamente 500 larvas en los
tubos tipo eppendorf de 2mL, posteriormente se le agregdé 1 mL de la solucion del extracto
y se mantuvo en agitacion durante 10 min en una mesa agitadora (Shaker). Al concluir el
periodo de inmersidn, el contenido de los tubos tipo eppendorf de 2 mL se deposito en los
paquetes de papel filtro poro fino previamente etiquetados, sellandose los bordes con los
agarrapapeles para evitar la fuga de las larvas. Una vez los sobres sellados, se colocaron
en charolas y se introdujeron por 24 h en una incubadora BOD, con una temperatura de
27+2°C y una humedad relativa del 80-90%. Transcurridas las 24 h de incubacion se
realizd la lectura, contabilizando el nimero de larvas vivas y muertas en los tratados y
controles. Para calcular el porcentaje de mortalidad se utilizé la misma férmula que la

Prueba de Paquete de Larvas (Santamaria & Soberanes, 2001).

7.10. Andlisis Estadistico

Todos los datos se analizaron para evaluar la suposicion de distribucién normal y
la homogeneidad de la varianza. En la evaluacion enzimatica se utilizd la prueba t de
Student para los datos normales y la U de Man-Whitney para los que no. En los bioensayos
se utilizd un ANOVAy la prueba de comparacion maltiple de medias de Tukey. Los datos
de la poblacion de Nuevo Ledn no cumplieron con los supuestos de normalidad, por lo
gue se analizaron mediante la prueba paramétrica antes mencionada (Mena-Blanca 2017).
Para todas las pruebas se consider6 el valor de p < 0.05 como estadisticamente

significativo.
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8. RESULTADOS

8.1. Rendimiento de los extractos

Los extractos metanolicos se obtuvieron mediante el equipo Soxhlet, obteniendo
diferentes particiones. En la Tabla 6 se observan los diferentes rendimientos obtenidos a
partir de 460 g de material biologico de las hojas de A. ludoviciana y C. boissieri, y las

semillas de L. chinensis.

Tabla 2. Rendimientos obtenidos a partir de 460 g de material biolégico para cada planta.

Planta Extracto g de la planta g de extracto

A. ludoviciana Hexanico 460 g 5.54 ¢
Cloroférmico 7.94¢

Metanélico 8.94¢

C. boissieri Hexanico 460 g 415¢g
Cloroférmico 5.96 ¢

Metanélico 8.23 ¢

L. chinensis Hexanico 460 g 415¢g
Cloroférmico 8.96 ¢

Metanélico 10.23 g

8.2. Identificacidn parcial de los compuestos en los extractos
Los resultados de la cromatografia en capa fina, junto con pruebas coloridas para
la determinacion parcial de los grupos funcionales en los extractos metandlicos de las

plantas utilizadas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion fitoquimica de extractos metanélicos

Prueba L. chinensis A. ludoviciana  C. boissieri
Esteroles y triterpenos + + +
Sesquiterpenlactonas + + -
Coumarinas - + -
Saponinas - - -
Flavonoides + + +
Taninos vegetales + - -
Carbohidratos + + +

Alcaloides -
(+) presenciay (-) ausencia
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8.3. Actividad enzimatica de las poblaciones

La actividad de las esterasas: Acetilcolinesterasa (AChE), Carboxilesterasa (CaE),
Fosfatasa Alcalina (ALP) y Glutation-S-Transferasa (GST), fueron significativamente
mayor (p < 0.05) en la poblacion de larvas del estado de Ver., que la del estado de N.L.
(Figura 10).
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Figura 10: Actividad enzimética promedio de la AChE, GST, CaE, y ALP en poblaciones de larvas de R.
(B.) microplus provenientes de los estados de VER. y NL.

8.4 Bioensayos

Los resultados de la mortalidad de las larvas de las poblaciones de R. (B.)
microplus se observan en la Tabla 4, para los acaricidas sintéticos, la cipermetrina
presenté muy baja mortalidad en la poblacion de Ver. (6.03%) y una mortalidad elevada
en la poblacion de N.L. (97.38%), coumafos presentd mortalidades del 100% en ambas
poblaciones y la asociacion clorpirifés + permetrina presentd elevadas mortalidades
elevadas para ambas poblaciones (Ver. =97.5%) (N.L.=100%), el control (AO+Tc)
presentd una mortalidad por debajo del 5%, observandose diferencia significativa con
todos los tratamientos, excepto con la cipermetrina en la poblacién de Ver.

En los resultados de los extractos metandlicos (Tabla 4), se observaron

mortalidades muy similares en ambas poblaciones, con mortalidades mayores con
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respecto al control, solo C. boissieri en las concentraciones de 50 y 100 mg/mL, no
presentd diferencia estadistica significativa con respecto a los controles.

Los extractos de L. chinensis en las poblaciones de Ver. y N.L. presentaron
mortalidades similares, la concentracion de 150 mg/mL en la poblacion de Ver. (99.73%),
no presento diferencia estadistica significativa comparandolo con el coumafds, contrario
alapoblacion de N.L., donde presentdé una mortalidad del 98.44%, mostrandose diferencia
con el coumafdés y la asociacion clorpirifés + permetrina.

Los extractos de A. ludoviciana presentaron una mortalidad moderada, directamente
proporcional a la concentracion, con una mortalidad cercana al 90% en la concentracion
de 150 mg/ml.

Tabla 4. Mortalidad de los acaricidas sintéticos y extractos de las plantas en las dos poblaciones.

Tratamientos Veracruz Nueva Ledn
Cipermetrina 6.03 (1.69) 97.38 (0.99) ==
Coumafos 100 (0y = 100 (0)®
Clorpirifos + Permetrina 9750 (0.57) % 100 (02
Control (AQ+T¢) 2.00(088)" 200(0.88)¢

Litchi chinensis

50 85.09 (0.68) ¢ 88.87 (0.00)=

100 9423 (1.1 ™ 91.58 (4.91)«

130 09.73(0.38)* 98.44 (0.56) ™
Control Met 60% 457 (1.66)" 457 (1.66) =
Cordia boissieri

50 3.79 (1.01)E 13.74(122)¢

100 487 (024" 16.08 (1.62)¢

130 10.33 (1.53)¢ 33.04 (10.07)¢
Control Met 60% 457 (1.66)" 457 (1.66) =

Artemisia ludoviciana

50 73.86 (3.00)F 87.31 (0.74¢

100 82.20(2.06)" 86.85 (0.0M¢

150 £9.21 (2.26) % £9.39 (0.79)<
Control Met 60% 457 (1.66)" 457(1.66) =

Las letras correspondientes comunes a-h en una columna dada no mdican

diferencias significativas (p= 0.03).
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9. DISCUSION
Las plantas han sido utilizadas durante muchos afios en la medicina tradicional, debido

a sus efectos farmacologicos (Prieto-Gonzales et al., 2004). En las ultimas décadas,
extractos de plantas han sido aprovechados por sus actividades antimicrobianas (Sharma
et al., 2017) y acaricidas sobre las garrapatas (Adenubi et al., 2016). Respecto a la
caracterizacion parcial de los extractos metanolicos (Tabla 3), se observa que C. boissieri
presento: esteroles, triterpenos y flavonoides, lo que concuerda con lo reportado por Ferreira
et al. (2015), donde mencionan que distintas plantas del género Cordia, presentan estos
metabolitos secundarios, por otro lado, se ha reportado que distintos extractos de esta planta
presentan: actividad antibacteriana, antifungica y antioxidante (Salazar-Aranda et al., 2011;
Viveros-Valdez et al., 2016). Los extractos de A. ludoviciana presentaron: esteroles,
triterpenos, sesquiterpenlactonas, coumarinas y flavonoides. Esta planta pertenece a la
familia Asteracea, la cual cuenta con una diversidad de especies con actividades
toxicoldgicas, con estos metabolitos secundarios (Adenubi et al., 2016). Un ejemplo, es el
caso del extracto metandlico de Artemisia absinthium en una concentracion de 200 mg/mL,
presentando 100% de mortalidad en adultas de la especie de garrapata Rhipicephalus
sanguineus (Godara et al., 2014). El extracto de semilla de L. chinensis presento: esteroles,
triterpenos, sesquiterpenlactonas, flavonoides y taninos, similar a lo descrito por Ibrahim &
Mohamed (2015), donde extractos de L. chinensis presentan estos metabolitos
secundarios, con usos etnofarmacoldgicos como son: la actividad antioxidante,
anticancerigena, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antidiabética,
hepatoprotectora, inmunomoduladora y antitrombética (Yang et al., 2012; Lin et al., 2015;
Wen et al., 2014; Nimmanpipug et al., 2009; Yamanishi et al., 2014; Chang et al., 2013;
Bhoopat et al., 2011; Jing et al., 2014; Sung et al., 2012). En general, los extractos
metanolicos de las plantas usadas en este estudio, presentan algunos metabolitos
secundarios diferentes, responsables de la actividad acaricida en diferentes proporciones
(Tabla 4), con variaciones en cuanto a la mortalidad y a los parametros reproductivos de
la garrapata (Adenubi et al., 2016), ya que estos metabolitos presentes en las plantas, actian
de diferentes maneras, por ejemplo: contrarrestando las hormonas reguladoras del
crecimiento, inhibiendo la acetilcolinesterasa y la formacion de quitina (Katoch et al.,
2007; Chagas et al., 2012).
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La sobreexpresion de esterasas y glutation S-transferasas, esta asociada con la
desintoxicacion metabolica de los pesticidas (Bellgard et al., 2012). En las garrapatas,
estas enzimas se han visto implicadas en la resistencia, a través del mecanismo de
desintoxicacion metabolica (Bellgard et al., 2012; Nandi et al., 2015; Ghosh et al., 2015;
Gupta et al., 2016; Ghosh et al., 2017; Chigure et al., 2018; Fular et al., 2018). En cuanto
a las esterasas, las CaE catalizan la hidrolisis de los ésteres y se clasifican en la
superfamilia de la serina hidrolasa, involucradas en la desintoxicacién y jugando un papel
fisioldgico importante en el metabolismo de los lipidos (Ran et al., 2009). La AChE es
una enzima clave en el sistema nervioso de los animales, hidrolizando el neurotransmisor
acetilcolina (Temeyer et al., 2013). Los estudios sobre cepas de R. (B.) microplus
resistentes a los acaricidas, han demostrado que las esterasas, en particular la CaE y las
ACNhE, estan asociadas con la resistencia, lo que implica un aumento de la desintoxicacion
metabolica y la insensibilidad al sitio de accion (Li et al., 2005). Por otro lado, Baxter y
Barker (2002), demostraron la relacién entre la resistencia a los organofosforados (OP) y
la alta actividad de AChE en poblaciones de garrapatas australianas. Asi mismo, se han
detectado mutaciones puntuales de genes Cak y AChE en cepas resistentes de esta especie,
que se asocian con resistencia (Hernandez el al., 2002). De igual forma en R. (B.)
microplus, se detectaron tres esterasas, caracterizadas como CaE, basadas en la inhibicion
enzimatica y se mostr6 una alta actividad de estas enzimas en una cepa resistente
(Villarino et al. 2003). En cuanto a los resultados obtenidos de la evaluacion de la
actividad enzimatica de las poblaciones (Figura 10), observamos que las esterasas (CaE y
AChE), presentaron diferencia significativa entre las dos poblaciones, siendo la poblacién
de Ver. la que presentd mayor actividad enzimatica. Un estudio realizado por Fular A.
(2020), reporta valores de diferentes actividades enzimaticas para la CagE, AChE y GTS,
en una cepa susceptible y una resistente de R. (B.) microplus, tomando en cuenta estos
valores, observamos que la poblacion de Ver. presentd valores de actividad enzimatica de
CaE similares a la de la cepa resistente y la poblacion de N.L. a la cepa susceptible. Asi
mismo, se sabe que la actividad de la CaE, presenta una relacion con la presencia de la
resistencia a organofosforados y piretroides, ya que juega un papel importante en la
detoxificacion metabolica sobre los piretroides, esto concuerda con los resultados

obtenidos en los bioensayos (Tabla 4), donde observo una alta actividad de la enzima en
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la poblacién de Ver. y una baja mortalidad de la garrapata. Respecto a la AChE, se obtuvo
una actividad enzimatica en la poblacion de Ver. mayor que para la poblacion de NL, sin
embargo, no se mostro una baja mortalidad ante el organofosforado, esto podria deberse
a que las larvas presenten resistencia por penetracion a los OP y esta les permite inhibir o
retardar la penetracion del quimico, a través de su exoesqueleto (Alonso-Diaz el al., 2010).
Las GST son enzimas que catalizan la conjugacion entre el glutation y varias moléculas,
juegan el papel mas importante en el mecanismo de desintoxicacion celular de los
compuestos xenobioticos y endogenos (Agianian et al., 2003). La exposicidn quimica en
los artropodos, en este caso en las garrapatas, es un evento clasico que selecciona la
resistencia a los pesticidas, relacionado a una alta actividad de la GST (Ketterman et al.,
2001; Wei et al., 2001; Freitas et al., 2007). En los resultados obtenidos de la GST (Figura
10), se mostro6 un valor elevado en la poblacion de Ver., similar al presentado en el estudio
de Fular A. (2020), sin embargo, los valores en la poblacion de N.L. se encuentran por
debajo del valor de la cepa resistente y superior a la susceptible, en la poblacion de Ver.
se observan los valores superiores a los de la cepa resistente presentados por Fular A.
(2020), suponiendo que la baja efectividad de los piretroides en la poblacion de Ver.
(Tabla 4), se debe al aumento significativo de la actividad enzimatica de la GST. La
Fosfatasa alcalina (ALP) es una enzima digestiva involucrada en los mecanismos de
adsorcion y transporte a través de la hidroélisis de grupos fosfato (Moss, 1992). El aumento
en la actividad de la ALP se ha asociado con los mecanismos de desintoxicacion de los
compuestos de fosforo, particularmente en los insectos que se vuelven resistentes a estos
pesticidas (Aguilera, 2015). La ALP también participa en el transporte de glucosa y &cidos
grasos a través de la membrana del epitelio del intestino medio, como se ha observado en
Bombyx mori (Vlahovic et al., 2009). En los insectos, se han realizado pocos estudios
sobre el uso de la ALP como biomarcador, sin embargo, Bounias et al. (1996) observaron
un aumento en la actividad de ALP después del tratamiento con cobre en la abeja melifera,
asi mismo, Badiou-Bénéteau et al. (2012) evaluaron la ALP como biomarcador, para
indicar exposicion de la abeja Apis mellifera a pesticidas de la familia neonicotinoide,
observando modificacién en la actividad enzimatica en las abejas expuestas. En

garrapatas, no existen reportes de la evaluacion de la ALP asociada a resistencia a
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acaricidas, sin embargo, se observé la presencia de actividad de dicha enzima, siendo
mayor en la poblacion de Ver., mostrando diferencia significativa con respecto a de N.L.

En los resultados de la mortalidad de las poblaciones con los acaricidas sintéticos
(Tabla 4), se puede apreciar una muy baja eficacia de la cipermetrina en la poblacion de
Ver. y ligeramente baja en la poblacion de N.L., encontrandose ambas por debajo de lo
descrito en la NOM-006-Z00-1993, la cual nos dice que la eficacia de los acaricidas debe
ser mayor o igual al 98%, lo que concuerda con lo descrito por Fernandez-Salas et al.
(2012), en donde se reporta la presencia de cepas resistentes a la cipermetrina con una
mortalidad del 3% en dosis discriminantes en cuatro municipios del estado de Ver. Por
otro lado, en el estado de N.L., Esparza (2015) demostrd la presencia de cepas ligeramente
resistentes a la cipermetrina, concordando asi con nuestro resultado. Esto demuestra el
aumento de la resistencia a los piretroides en los Gltimos afios. EI coumafos y la asociacion
clorpirifés-permetrina, presentaron alta eficacia en la poblacion de N.L. (Tabla 4), existen
pocos trabajos del diagndstico de la resistencia en el estado de N.L., sin embargo, Esparza
(2015) nos confirma la presencia de cepas susceptibles en el estado de N.L. Por otro lado,
en los estudios realizados por el Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud
Animal (CENAPA) entre los afios 2015 y 2017, no indican en el estado de N.L. una
presencia de resistencia al organofosforado y a la asociacién piretroide-organofosforado
(Neri, 2018), ya que se carece de datos, debido a que la mayoria de los productores del
estado, no envian muestras para el diagndstico de resistencia, ain y cuando se tienen
problemas de resistencia importantes. En la poblacién de Ver., la eficacia del coumafos
fue del 100% de mortalidad, observando que esta poblacién, actualmente no esta
presionada por este acaricida, por lo tanto, la efectividad del producto aun es considerable
para su aplicacion. Por otro lado, la asociacion clorpirifés-permetrina fue mas baja, no
alcanzando lo establecido por la NOM-006-Z00-1993, sin embargo, Rodriguez-Vivas et
al. (2011), nos dicen, que si obtenemos una mortalidad del 80-99%, el acaricida podria
utilizarse por seis meses mas y posteriormente dejar de utilizarlo al menos por dos afios,
utilizando mientras, otras familias de acaricidas con rotacion anual, pero si la mortalidad
obtenida es muy baja (< 60%), ese producto ya no podra ser utilizado mas, ya que la
resistencia de R. (B.) microplus hacia los organofosforados y piretroides, esta

caracterizada genéticamente por dominancia incompleta, por lo que es posible encontrar
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poblaciones de garrapatas resistentes a estos acaricidas afios después de haberse dejado de
usar. Nuestros resultados en la poblacion de N.L., con respecto a la asociacion, fueron
similares a los obtenidos por Fernandez-Salas et al. (2012), en donde mencionan la
presencia de cepas multirresistentes en cuatro municipios de Ver., ademas Rodriguez-
Vivas et al. (2007), reportan la presencia de cepas resistentes a las distintas asociaciones
de acaricidas sintéticos en cuatro estados de la Republica Mexicana, entre ellos Ver. Cabe
mencionar, que las poblaciones de garrapatas de R. (B.) microplus en este estado, se
encuentran en su mayoria presionadas con estos acaricidas, por lo tanto, normalmente,
obtendremos menor eficacia de estos, lo que se debe también, a que la eficacia de los
acaricidas varia segun las regiones, dependiendo principalmente de factores como; nichos
ecologicos, el manejo del ganado y el uso de los acaricidas (Jonsson, 1997), esto
demuestra asi, que los factores ambientales y operacionales (Denholm et al., 1992), han
propiciado el aumento de la resistencia en el estado de Ver. Ademas, esta variacion de la
eficacia de los acaricidas se atribuye a que las garrapatas presentan una respuesta
toxicoldgica diferente, debido a la situacion de la resistencia en cada poblacion (Guerrero
etal., 2001; Foil et al., 2004).

Las tres concentraciones (50, 100 y 150 mg/mL) de los extractos metanolicos de
C. boissieri probadas en ambas poblaciones (Tabla 4), mostraron actividad acaricida. Sin
embargo, la eficacia en general fue muy baja, siendo la més alta del 33.04% en la
concentracion de 150 mg/ml en la poblacion de N.L., esta actividad acaricida, puede
deberse, a que el extracto actie como inhibidor de la AChE, que es la enzima blanco de
los organofosforados, que, en poblaciones de garrapatas resistentes, esta se encuentra
alterada produciéndose en exceso, como podria ser el caso de la poblacién de Ver. donde
el extracto presentd menor eficacia. Dicho esto, ya que Marinia et al. (2015), presentaron
un estudio de tres especies del género Cordia originarias de Panama, en el cual se
demostrd la capacidad in vitro de inhibir la AChE, siendo la especie Cordia megalantha,
la que presentd mayor actividad, sin embargo, estudios son necesarios para asegurar este

mecanismo de accidn con esta especie.

Los porcentajes de mortalidad del extracto de A. ludoviciana (Tabla 4) en las
concentraciones de 50, 100 y 150 mg/mL en ambas poblaciones, presentaron similitudes,

observandose ligeramente mas elevados en la poblacion de N.L. que en la de Ver., siendo
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la mortalidad més alta del 89.39 % en la concentracion de 150 mg/mL. Godara et al. (2014),
describen que el extracto metandlico de la especie Artemisia absinthium en una
concentracion de 200 mg/mL, presenta 100% de mortalidad en la especie de garrapata
Rhipicephalus sanguineus. Con esto se puede considerar, que el aumento de la concentracion
del extracto de A. ludoviciana, nos podria dar como resultado una mayor mortalidad.

Las concentraciones de 50, 100 y 150 mg/mL del extracto de la semilla de L.
chinensis (Tabla 4) en ambas poblaciones, presentaron las mortalidades mas elevadas en
la concentracion de 150 mg/mL, siendo del 99.44% en la poblacién de N.L. y del 99.73%
en la poblacion de Ver. Comparandolo con los extractos de A. ludoviciana, observamos
mayor mortalidad a menor concentracion. Estos resultados se pueden comparar con
extractos de plantas que actualmente figuran en productos comerciales como son:
Azadirachta indica en donde 8.68 mg/mL causa 90% de efectividad (Avinash et al., 2017),
Cymbopogon citratus en una concentracion de 125 mg/mL, causando 98.78% de
efectividad (Chungsamarnyart & Jiwajinda, 1992), Thymus vulgaris en una concentracion
de 20 mg/mL, causando 98.1% de efectividad (Monteiro et al., 2009). Los resultados en
este estudio, no se observan tan alejados de lo reportado para la planta C. citratus, lo cual,
nos lleva a trabajar en el proceso de obtencion y purificacion del extracto, para obtener
una mayor efectividad, de igual forma tener en cuenta que las plantas de una misma
especie, pueden variar en la cantidad de componentes quimicos, debido a sus variaciones
inter especificas y otros factores como son: la estacionalidad, ritmo circadiano, desarrollo,
temperatura, radiacion ultravioleta, disponibilidad de agua, altitud y contaminacion
atmosférica, entre otros, cambiando la tasa de produccién de los metabolitos secundarios
presentando, una efectividad diferente (Gobbo-Neto, et al., 2007). Cabe mencionar que
debido a su alta actividad acaricida mostrada en este estudio, el extracto metanolico de la
semilla de L. chinensis, puede ser utilizado como una fuente alternativa para controlar las
infestaciones de R. (B.) microplus, retrasando el desarrollo de la resistencia a los
acaricidas; por otro lado, este es solo el efecto acaricida in vitro; por lo tanto, es necesario
realizar estudios adicionales in vivo (Martins & Gonzalez, 2007), con el fin de ver si la
concentracion minima acaricida probada en este estudio, puede causar la misma actividad,
debido a las dificultades relacionadas con las condiciones ambientales externas (Mulla,
1999).
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10. CONCLUSIONES

La metodologia de obtencion mediante el equipo Soxhlet, permitié obtener
extractos de las plantas utilizadas, siendo el extracto de semilla de L. chinensis, el
que presentd un mayor rendimiento de extraccion que los extractos de las hojas de
A. ludoviciana y C. boissieri.

En la caracterizacion parcial, el extracto de C. boissieri, presenté menos grupos de
compuestos y L. chinensis, se diferencié por la presencia de taninos y A.
ludoviciana por la presencia de coumarinas, los tres extractos presentaron esteroles

y triterpenos y L. chinensis y A. ludoviciana presentaron Sesquiterpenlactonas.

Las enzimas: AChE, CaE, GST y ALP, mostraron diferencia significativa en las
dos poblaciones, siendo la poblacién de Veracruz, la que presentd mayor actividad

enzimatica (p < 0.05) y una menor eficacia de los acaricidas.

La cipermetrina, no puede ser utilizada en ninguna de las poblaciones, el coumafds
puede ser utilizado en las dos poblaciones y la asociacion solo en la poblacién de
Nuevo Leon.

Los extractos metandlicos, se comportaron de manera similar en las dos
poblaciones respecto a la mortalidad, siendo el extracto de C. boissieri, el que

presento las mortalidades mas bajas.

El extracto de L. chinensis en la concentracion de 150 mg/mL, presentd una
mortalidad mayor (p < 0.05) que la cipermetrina en las dos poblaciones y que la

asociacion en la poblacion de Veracruz.

El extracto metandlico de L. chinensis, puede ser utilizado como posible
alternativa para el control de la garrapata R. (B.) microplus, sin embargo, estudios

previos de caracterizacion, toxicidad y formulacién son necesarios.
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El extracto metandlico de A. ludoviciana, probablemente presente un mayor efecto
acaricida en una concentracion de 200 mg/mL, sin embargo, su posible aplicacion

estaria limitada por su rendimiento de extraccion.
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