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| RESUMEN

La ocurrencia de Rhipicephalus microplus, “garrapata
comun del ganado”, representa la ectoparasitosis mas
importante de la ganaderia a nivel mundial debido a los
problemas sanitarios y pérdidas econémicas que pro-
duce. Estas pérdidas en Uruguay ascienden alrededor
de 46 millones de ddlares anuales. Actualmente existe
resistencia del ectoparasito a la mayoria de los acarici-
das de uso comercial, por lo que se encuentra dentro
de los nueve problemas mas importantes que afectan la
produccion ganadera del pais. El problema es complejo
y no tiene caminos de resolucion lineales debido a los
multiples factores que lo condicionan. Con el objetivo ge-
nerar herramientas para controlar la infeccién por este
ectoparasito en este trabajo se abordd el tema desde
multiples enfoques: 1) Desde la busqueda y desarrollo de
nuevos acaricidas; 2) Caracterizacion de la resistencia a
nivel de establecimiento y a nivel molecular; 3) Monito-
reo de acaricidas en el ambiente. Para la busqueda de
nuevos acaricidas se utilizé dos blancos moleculares de
la garrapata, la glutation S transferasa y la triosa fosfato
isomerasa. Para la primera se ensayaron 160 moléculas
in vitro y se encontrd que algunas que inhibian la enzima
también afectaron la viabilidad de larvas de la garrapata.
Asimismo, con la triosafosfato isomerasa se ensayaron
498 moléculas de nuestra coleccion y se encontrd un po-
tente inhibidor que también afecto la viabilidad de larvas
y adultas de Rhipicephalus microplus. Utilizando cultivos
de células de la garrapata se ensayaron también com-
puestos sintéticos y extractos de plantas que también
mostraron actividad acaricida in vitro. Para la caracteriza-
cion de resistencia se desarrollaron diferentes métodos,
bioensayos, PCR y resonancia magnética nuclear. Estos
se combinaron para estudiar la resistencia de muestras
de garrapatas colectadas del norte del Rio Negro, donde
la mayoria de las muestras fueron multirresistentes. Ade-
mas, se puso a punto la técnica de detecciéon por HPLC
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acoplado a espectrometria de masas, para detectar en
muestras de suelo, mas de 15 acaricidas y sus metaboli-
tos en el ambiente.

| summarY

The occurrence of Rhipicephalus microplus, the “com-
mon cattle tick”, represents the most important parasi-
tism of livestock worldwide due to the health problems
and economic losses that it produces. These losses in
Uruguay are estimated in 46 million dollars annually. Cu-
rrently, there is resistance of this ectoparasite to the acari-
cides of commercial use, which is why it is one of the most
important problems that affect livestock production in the
country. The problem is complex and does not have linear
resolutions due to the multiple factors that are conditio-
ning it. For controlling the infection by this ectoparasite,
this work addressed the issue from multiple approaches:
1) From the research and development of new acarici-
des; 2) Characterization of resistance at farm and mole-
cular level; 3) Monitoring of acaricides in the environment.
For the discovery of new acaricides, two molecular tar-
gets from tick were used: glutathione S transferase and
triose phosphate isomerase. For the first one, hundreds
of molecules were tested in vitro and it was found that
some which inhibited the enzyme also affected tick larvae
viability. Likewise, with triosephosphate isomerase, five
hundred molecules from our collection were tested and
a potent inhibitor was found that also affected the viabili-
ty of larvae and adults. Using tick cell cultures, synthetic
compounds and plant extracts were also tested, which
showed acaricidal activity in vitro. For the characterization
of resistance, different methods were used, bioassays,
PCR, and nuclear magnetic resonance. These were com-
bined to study the resistance of isolates from the north
of the Rio Negro river, where most of the samples were
multiresistant. In addition, the HPLC detection technique
coupled with mass spectrometry was developed to detect
more than 15 acaricides and their metabolites in the en-
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vironment.

| INTRODUCCION

La garrapata es una de las principales parasitosis que
afecta a los bovinos produciendo pérdidas econdmicas
para nuestro pais de U$S 46 millones anuales. De los
seis grupos quimicos que se utilizan actualmente en la
campafa sanitaria (organofosforados, piretroides sinté-
ticos, amidinas, fenil pirazoles, lactonas macrociclicas
y benzoil fenilureas), solamente las benzoil fenilureas
no cuentan con un diagndstico oficial de resistencia en
nuestro pais. Ademas, desde el afio 2014 se han repor-
tado cepas multi-resistentes a varios garrapaticidas lo
que compromete el correcto control. Se pueden identifi-
car tres problemas principales; La falta de desarrollo de
nuevos acaricidas, el uso desmedido o inadecuado de los
acaricidas existentes llevando a la acumulacion y conta-
minacion del ambiente y la generacidn de resistencia. Por
ultimo, la falta de metodologias de diagnostico rapidos de
resistencia. El estatus actual de resistencia a los acarici-
das hace necesaria la busqueda de nuevas herramientas
de control. Conocer el perfil de resistencia de las garrapa-
tas circulantes en tiempos cortos, determina la correcta
toma de decision y el correcto uso de las herramientas
de control. En la actualidad los bioensayos son el tnico
método usado para el diagnéstico de la resistencia, estos
demoran mas de 30 dias. El uso de la resonancia mag-
nética nuclear (RMN) para el diagnéstico de resistencia
permitiria tener el resultado en menos de una semana.

I MATERIALES Y METODOS

Para el ensayo con blancos aliados, se expresaron
y purificaron la triosa fosfato isomerasa y la glutation S
transferasa recombinantes de R. microplus. Para el es-
tudio fenotipico se utilizaron células embrionarias de R.
microplus (BME26). Para el estudio de actividad acarici-
da se utilizaron los bioensayos clasicos de inmersion de
larvas y adultas. Las 500 moléculas utilizadas, pertene-
cen a la coleccién del Laboratorio de Moléculas Bioacti-
vas (CENUR Litoral Norte). Para el estudio de la resisten-
cia; se realizaron extracciones de los metabolitos en una
mezcla agua cloroformo (1/1) de garrapatas susceptibles
y resistentes, en diferentes estadios, se realizaron los es-
pectros de RMN de protén de la fase acuosa. Con los es-
pectros obtenidos se realizaron los analisis comparativos
de multiples variables de los metabolitos diferenciales y
se compararon los diferentes perfiles de susceptibilidad
a los acaricidas. Para la caracterizacion genética se bus-
caron los alelos de resistencia a piretroides sintéticos, a
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fipronil y a amitraz, en garrapatas adultas y huevos de 25
establecimientos del Norte del Rio Negro. La concentra-
cion de acaricidas en suelo (de establecimientos selec-
cionados con diferente perfil de resistencia) se determin
mediante HPLC-MS/MS, las curvas de calibracién en el
rango de 5 a 1000ppb (ug/kg) se establecieron usando
minimos cuadrados analisis de regresion lineal y coefi-
cientes de correlacion (r = 0,99).

| RESULTADOS Y DISCUSION.

Los ensayos de cribado en la glutation S transferasa
mostraron que 30 compuestos de un total de 160 pro-
bados afecta la actividad de la enzima. Los inhibidores
fueron los compuestos 794 (IC50 de 7,0 £ 1,1 uM), 795
(18 £ 6 M), 798 (50+ 5 uM) y 1258 con un IC50 de 9,0 +
0,3 uM. Los compuestos 906 y 1258 mataron el 100 % de
larvas y adultos R. microplus, mientras que el compuesto
794 solo mat6 las larvas. El cribado en la triosafosfato
isomerasa se hizo a 10 uM o 100 yM con 100 compues-
tos. Los compuestos 910, 1367, 1404, 799, 1387, 1385,
1386, 879, Mar105, Mar106 y DM83 exhibieron una inhi-
bicién considerable de la actividad, con valores de 1C50
entre 0,3 y 25 uM. También es importante sefialar que la
enzima analoga en humanos HsTIM no fue inhibida por
estos compuestos a 10 uM, lo que sugiere una inhibicion
especifica. 44 extractos de 10 especies diferentes de
plantas de la zona sureste de México y 34 compuestos
de nuestra coleccion quimica se ensayaron en células
embrionarias (linea BME26) de R. microplus susceptible,
a una concentracion de 100 ug/mL. Los valores de IC50
fueron: compuesto 906: 24 + 3 uM, compuesto 885: 17+
4 uM, compuesto 1253: 12 £1 uM, compuesto 795: 20+
3 MM, compuesto 796: 15+ 3 pM.

Con respecto al estudio de la resistencia al norte de
Rio Negro la mayoria de las muestras procedieron del
departamento de Artigas (también de Salto, Paysandu y
Tacuaremb0), y todas estas dieron multirresistencia tanto
en los bioensayos cdmo en los marcadores moleculares
(piretroides sintéticos, fipronil y amitraz). Integralmente
este trabajo proporciona una visién amplia de los prin-
cipales condicionantes del control de la expansion de la
garrapata del ganado. Los datos de campo recabados a
lo largo de este trabajo hacen pensar que las garrapatas
con genes de resistencia llegan en gran medida desde
Brasil pudiendo haber incluso diferencias con la cepa
Mozo. Para confirmar esto es necesario realizar un ma-
peo poblacional, comparativo de poblaciones de Uruguay
y de los espacios fronterizos.
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