_ \_
LO( L CENUR
UNIVERSIDAD .\ Litoral Norte

DE LA REPUBLICA 55&5&&%
URUGUAY

Universidad de la Republica Uruguay
CENUR Litoral Norte

Laboratorio de Moléculas Bioactivas

Tesis doctoral

DESARROLLO DE HERRAMIENTAS PARA ENFRENTAR
LA RESISTENCIA DE LA GARRAPATA Rhipicephalus
microplus

Autora: TATIANA SAPORITI
Tutores: Phd. Guzman Alvarez
Dr. Ulises Cuore

Artigas, Uruguay
2024



Dedicatoria

Este trabajo estd dedicado a Guillermo Alejandro Arotce Othaix ya que ha sido un
excelente compariero y pilar fundamental para decidirme a encarar este gran desafio y
poder llevarlo adelante. Siempre incondicional fisica y emocionalmente, haciendo
muchos sacrificios para apoyarme en este gran camino. Ha hecho maravillas para
permitirme conseguir mis metas ensefidndome a confiar en mi y sin dejarme renunciar.
Se ha puesto la familia al hombro en infinidad de momentos para permitirme avanzar.
Este trabajo es en gran parte fruto de sus esfuerzos y dedicacién también por lo que le
estaré siempre eternamente agradecida.



Agradecimientos

En primer lugar, quiero agradecer a mis tutores, Guzman Alvarez y Ulises Cuore.
Guzman me mostré un mundo nuevo de quimica, bioguimica y desarrollo farmacoldgico,
desconocido para mi. Ha sido un excelente orientador en este trabajo y profesionalmente,
brindandome apoyo incondicional y dando mucho de si para ayudarme a sacar adelante
este trabajo. Siempre extremadamente comprensivo, sensible, empatico con las diferentes
situaciones que nos tocaron atravesar en estos afios. Ulises Cuore me ha acompariado en
mis primeros pasos profesionales como veterinaria y en investigacion. Ha estado a mi
lado en mis cursos de post grado, tanto de maestria como de doctorado, orientandome,
apoyandome y alentdndome a seguir trabajando para alcanzar mis objetivos y superarme
siempre. En segundo lugar, agradezco a mis padres que son quienes me han formado
desde que naci formando los cimientos de la persona que hoy soy. Siempre buscando lo
mejor para mi y ahora también para mi familia. Sostenes incondicionales para mi vida. El
mismo agradecimiento va a mi hermana que ha sido siempre mi vélvula de seguridad
permitiéndome salir adelante. Agradezco a mis hijos y que surgieron en el medio de este
proceso para alegrarme y llenarme de amor, asi como ser fuente de aliento e inspiracion
a seguir. A mis amigas un agradecimiento inmenso, en especial a Leticia de Soto, Lorena
Santos, Paula Seoane e Irina Fornio que son siempre motores en mi vida que no me dejan
bajar los brazos y me llenan de confianza. Han estado presentes en todo este proceso de
forma constante y cercana alentandome a seguir siempre. Un agradecimiento especial a
los colegas y profesionales que han colaborado en diferentes aspectos en este trabajo.
Especialmente a Josefina Bentacur, Eliza Ferrari, Juan Noboa y Facundo Goslino. En
especial a Nallely Cabrera quien se tomo el tiempo de ensefiarme sobre un area nueva
para mi con mucha dedicacién y calidez humana. Otro gran agradecimiento a todo el
equipo del polo de desarrollo tecnoldgico del CENUR situado en EEMAC, quienes me
han ensefiado, acompafiado y apoyado en todo momento, colaborando fisica e
intelectualmente con este trabajo. Un especial agradecimiento a Zoraima Acrtia, Giuliana
Bicco, lleana Corvo, Mauricio Cabrera, Lia Randall, Cintya Perdomo, Andrés Lopez y
Lucia Bergalli, quienes han sido un gran apoyo técnico y humano en este recorrido
sabiéndome acompafiar e incluso alojar en sus hogares en los momentos en los que lo
necesité.



Tabla de contenido

DT T07= o = 1
AGradeCimMIBNTOS ...t 2
Tabla de CoNtENIAOS ... .ot e e 3
Tablade abreviaturas. ... ......oooiuini e 6
RESUIMIEN . e 8
YU ] 0] 0= U 8
Palabras Clave ... 9
G YA (0] o USRI 9
Capitulo 1. Introduccion y Antecedentes. ..........cooviiriieiiiii e 10
L1, IntrodUCCION. ...ttt e e 10

1.2.  Antecedentes

.............................................................................. 12
1.2.1 Biologiay ciclo de vida de la garrapata R. microplus................................ 12
1.2.2 Resistencia a los garrapaticidas............oveivriiniiiiiiiiiiiii i 16
1.2.3 Nuevas herramientas para el diagnostico de resistencia..............c.ocoeeuenne... 20
1.2.4 Proteinas blanco en el Control de garrapatas..............c.ccoviiiiiiiiiinnenen... 22

1.2.5 Investigacion actual en la basqueda de nuevas herramientas para el control de las

GATTAPALAS . . . e ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e 24
Capitulo 2. HipOtesis Y ODjJetiVOS. .......c.oiiriii e, 26
HIPOTESIS . ..ot 26
(@] o] =] 1Yo S 26
Capitulo 3. Desarrollo de una técnica de diagndstico de resistencia por RMN ...... 27
1. Materiales Y MEtOAOS. ... ..ueneit it 27
1.1.Disefio eXperimental.........oouuiiniiitiitt i 27

1.2.Bioensayos fenotipicos para caracterizar los perfiles de resistencia de las poblaciones
BVAIUAGAS ... .ot 27

1.2.1. Evaluacion de la mMUeESIIa .....ovvreeetitette e, 27



1.2.2. TIA (Drummondetal., 1973).......ciiiiiiii e 28

1.2.3. TIA Modificado para fluazuron (Reck et al., 2014; Saporiti, 2019)................ 28
1.2.4. TPL (Miller et al., 2007; B. F. Stone & Haydock, 1962)........................... 29
1.2.5. TIL (CastroJaneretal., 2012)........cccoiiiiiiiiii e, 30
1.3.Evaluacion por PCR de la resistencia en las poblaciones evaluadas.................... 32
1.4.Procesamiento de muestras para la obtencion de los espectros de RMN................ 37
1.5.Procesamiento de las muestras por RMN..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee s 37
1.6.Procesamiento estadistico de 10 eSpectros.........cvvvviiiiiiiiiiiiii i, 37
2. Resultados y DiSCUSION. ..ottt e 38
2.1 Perfiles de resistencia de las garrapatas evaluadas por bioensayos y PCR............ 38
2.2. Puesta a punto de método de obtencion de espectros y analisis metaboldomico...... 41

Capitulo 2. Evaluacién de moléculas como inhibidores de las enzimas TIM y

L N 47
1. MaterialeS Y MEtOAOS. .. ..uiue ittt e 47
1.1. Diseflo experimental...........o.ooviiiiiiiiiiii e 47
1.2. Evaluacion de la actividad de los compuestos en las enzimas TIM y GST.......... 47
1.2.1. Sintesis recombinante de TIM y GST..........ooiiiiiiiiiiiiiiee 47
0 O T I 1 47
I O 0 L 48
1.2.2. Medicion de la actividad enzimatica...............oovviiiiiiiiiiiiiiiieean. 48
0 T 01 48
A 3 1 L 49
1.2.3. Medicioén de la inhibicion de la actividad enzimdtica....................ooooeeenn.e 49
070 0t N 1 P 49
1 2.3 2 G S T e 50
1.3.  Evaluacion de la actividad de las moléculas por medio de bioensayos............ 50
1.3.1. Seleccion de la muestra de garrapatas a evaluar.................ccooeviiinininennn.e 50
1.3.2. TIL (basadaen CastroJaneretal., 2012).........c.ccooviiriiiiiiiiiiiiieieeea, 50
1.3.3. TIA (basada en Drummond et al., 1973) ...........cooiiiiiiii e 51
1.4. Evaluacioén de la citotoxicidad y pardmetros farmacocinéticos....................... 52
1.4.1. Evaluacion de la citotoxicidad en esperma bovino...............ocooevvviiiinnnn 52
1.4.2. Prediccion de la citotoxicidad y otros pardmetros farmacocinéticos............... 52



2. Resultados ¥ diSCUSION. ....o.utiinit ittt e e e e 53

2.1.Purificacion de las enzimas recombinante TIMy GST.............cooooiiiiiiiiiin 53
2.2.Medicion de 1a actividad eNZIMALICA. . ......ue e e e, 53
2.3.Inhibicion de la actividad €NZIMAtICA. .....oevernnne ettt e 54

2.4.Resultados y discusion del efecto garrapaticida de los compuestos obtenido por medio

4 S 3 (01 1 R | o L P 57
2.5.Citotoxicidad y parametros farmacocinéticos del compuesto DMS83................... 60
2.5.1. Citotoxicidad del compuesto DM83 evaluada en esperma bovino................. 60
2.5.2. Prediccion de la citotoxicidad y otros pardmetros farmacocinéticos............... 61
CONCIUSTONES. . ..t 63
Bibliografia ........oooii 64



Tabla de abreviaturas

R.mICroplUS. ... Rhipicephalus microplus
RE . e Reproduccion estimada
T A Test de inmersion de adultos
0 Test de inmersion de larvas
0 0 Test de paquete de larvas
PCR . Reaccion en cadena de la polimerasa
RMIN e Resonancia magnética nuclear
BSPII Ol ettt et e e Espin positivo
B  Pee i, Espin negativo
8 Radio frecuencia
GO T Glutation s-transferasa
1 01 N Triosa fosfato isomerase
DIILAVE. . Division de Laboratorios Veterinarios
HRMN. ..o Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *H
BAOR.....oiii Receptor octopamina p-adrenérgico
[ 18 10 2 Receptor octopamina/tiramina
ADN . Acido desoxiribonucleico
AATP... e Trifosfato de desoxiadenosina
AGTP. .o Trifosfato de desoxiguanina
AT P Trifosfato de desoxicitidina
AT T Desoxitimidina trifosfato
ADNE. ..o Acido desoxiribonucleico genémico
PPCR.....coi Producto de la reaccion en cadena de la polimerasa
CPMBG ... Carr-Purcell- Meiboom-Gill
MIN OV, ittt MestrelLab Research, S.L.
AEMV . Analisis estadisticos multi variados
PCA. Andlisis por componentes principales
MCPO. .. Minimos cuadrados parciales ortogonales
R Bondad de ajuste



Q2 e Capacidad de prediccion

SNPS. Polimorfismos de nucleo6tido tinico
SN P . Polimorfismo de nucleétido tinico
CY PAS0. . Citocromo P450
ROC. ..o Caracteristicas de funcionamiento del receptor
RmTIM...........oooi, Triosa fosfato isomerase de Rhipicephalus microlpus
HSTIM. ..o, Triosa fosfato isomerase de Homo sapiens
G Gliceraldehido 3 —fosfato
DHAP. .o Dihidroxiacetona fosfato
alfa-GDH........ooiii Alfa-glicerolfosfato deshidrogenasa
CDNB... e 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno
DN .. 3,4-dichloronitrobenzene
GSH. .o Grupo tiol del glutation
CASA. . Analizador de semen asistido por computadora
SDZV e Espermatozoides vivos
SPZIM. .. e Espermatozoides muertos
57/ Espermatozoides



Resumen

La parasitosis por la garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus) puede representar
una limitante para la produccion bovina desde el punto de vista sanitario, asi como
econdémico. Por lo tanto, es muy importante su control, el cual se ha visto desafiado por
la seleccidn hacia la resistencia a los diferentes principios activos habilitados en Uruguay
al punto de diagnosticarse poblaciones multirresistentes. Para sortear esta dificultad es
que existen diferentes bioensayos que se utilizan de rutina y permiten determinar el perfil
de resistencia de una poblacion de R. microplus, lo que brinda una orientacion mas precisa
para su tratamiento. Sin embargo, estos llevan aproximadamente 60 dias en brindar
resultados. La resonancia magnética nuclear es una técnica que nos permite elucidar las
moléculas de una muestra, como pueden ser los metabolitos. De esta manera, mediante
un estudio metabolémico, se podrian identificar diferencias entre muestras de garrapatas
resistentes y susceptibles a los diferentes grupos quimicos garrapaticidas. Disponer de
esta herramienta para el diagnostico de resistencia podria acortar los tiempos de obtencion
de resultados. Ademas de abordar el diagnéstico es necesario contar con nuevas entidades
quimicas para el tratamiento garrapaticida. Para ello el estudio de moléculas en proteinas
blanco es un camino a seguir. En este sentido las enzimas Triosa fosfato isomerasa y la
Glutation S transferasa son importantes en el metabolismo de la garrapata. Por lo tanto,
identificar moléculas que presenten actividad inhibitoria de estas, resulta en un importante
primer paso en la busqueda y deteccion de moléculas con poder garrapaticida. En este
trabajo se logrd desarrollar un método de diagndstico que diferencia garrapatas
susceptibles de resistentes en 7 dias, ademas se identificaron moléculas con inhibicion
selectiva de enzimas esenciales de la garrapata que demostraron actividad garrapaticida

en larvas y adultas.
Summary

Parasitosis caused by Rhipicephalus microplus (R. microplus) tick can signify a limitation
for bovine production systems from a health and economic point of view. However, its
control, which turns out to be a very important issue, has been challenged by the
emergence of resistance to the different active ingredients registered in Uruguay. So much
so that currently multi-resistant populations have been diagnosticated. In order to get
around this problem different bioassays exist that are routinely used and allow us to

determine the resistance profiles of a R. microplus population, giving a more precise



orientation for its treatment. However, these results take approximately 60 days in giving
the results. Nuclear magnetic resonance is a technique that allows the elucidation of
molecules of a sample, such as metabolites. This way, differences between samples of
susceptible and resistant ticks, to the different active ingredients, could be identified.
Having this tool could shorten times for obtaining results once the sample has been
received. Besides addressing the diagnosis problem, it is also necessary to count on new
chemical entities for the tickicide treatments. Therefore, the study of molecules on the
activity of blank proteins is one way to pursue. Thus Triosephosphate-isomerase and
Glutathione S tranferase are two important enzymes on ticks” metabolism. To identify
molecules which present an inhibitory activity of these enzymes results on an important
first step on the search and detection of molecules with a tickicide effect. This study
managed to develop a diagnostic method that allows to differentiate susceptible from
resistant tick populations on 7 days. Besides it has identified molecules with selective
enzyme inhibition, on enzymes which are essential for ticks, as well as showing tickicide

activity on adult and larvae ticks.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, Resistencia, diagnéstico, moléculas
garrapaticidas, RMN.

Key words: Rhipicephalus microplus, Resistance, diagnosis, tickicide molecules, NMR.



Capitulo 1. Introduccion y Antecedentes

1.1.Introduccion

La produccion ganadera cubre casi el 40% de la produccién agricola total en los paises
desarrollados y el 20% en los subdesarrollados. También apoya los medios de vida de
1300 millones de personas en el mundo y cubre el 34% del suministro de proteinas
alimentarias a nivel mundial. De forma indirecta los productores procuran cuidar la salud
de los pastizales, mejorando la fertilidad del suelo, manteniendo su biodiversidad,
controlando incendios y acelerando los ciclos de los nutrientes, ya que la materia vegetal
es la fuente de alimentacion de los ganados (FAO, 2024b). En los ultimos 3 afios el
comercio internacional de la carne bovina y por lo tanto su produccion se ha visto en
aumento observandose lo mismo en la produccion lechera y su comercio (FAO, 2024a).
La region se destaca por involucrar a los principales paises exportadores de carne bovina,
especificamente Brasil, Argentina, Uruguay y Paraguay (Labraga, 2016; Tardaguila
Agromercados, 2023). En Uruguay particularmente se ha observado en los Gltimos afios
un aumento en la produccion, asi como en las exportaciones de la ganaderia y lecheria
(Lyonnet, 2024). Particularmente de las exportaciones correspondientes al sector carnico
ingresaron 2.637 millones délares (-2,6% vs. 2022/2023) de los cuales el 80%
corresponde a carne bovina, 11% subproductos (primario, residual e industrializado) y en
tercer lugar menudencias con el 4,2% de lo exportado, segun reportes de INAC. Este
también reporta que en volumen equivalente peso canal se exportaron, en el ejercicio
2023-2024, 527.902 toneladas aumentando un 11,3% respecto al ejercicio anterior
(INAC, 2024), en este sentido la carne bovina continda siendo el principal producto de
exportacion de Uruguay (Uruguay XXI, 2024). Por lo tanto, cualquier variable que revista
un flajelo a la produccién ganadera significa un gran impacto en la economia del pais. Es
aqui que la garrapata comun del ganado Rhipicephalus microplus (R. microplus) se
posiciona como una de las principales ectoparasitosis de los bovinos. No solamente por
el impacto que tiene a nivel pais donde las ultimas estimaciones hablan de pérdidas de
hasta 46 millones de dolares anuales (Muzzio, 2006 Cuore & Solari, 2022) sino del
impacto a nivel sanitario y por lo tanto en el bienestar del animal ya que la sanidad es una
de sus patas determinantes. El impacto econdmico de la parasitosis, segun un informe de
la IAEA (1998) (citado por Cuore et al., 2017), se asocia a mermas productivas, costos

en los que hay que incurrir e incluso pérdidas debidas a enfermedades trasmitidas por
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estos parasitos. Las mermas productivas, estimadas en 0,79 por teleogina ingurgitada
sobre el animal, se deben a variables que se asocian directamente a esta parasitosis como
el estrés causado por la picadura de estos parasitos, asi como la pérdida de sangre que
estos pueden generar, dafios en el cuero y ubres, asi como la inoculacion de toxinas. Por
otro lado, también tiene un impacto indirecto en los animales debido a que es la puerta de
entrada a enfermedades secundarias como la miasis (Alexander, 2006; FAO, 1984) y se
destaca la tristeza parasitaria (Bock et al., 2004; FAO, 2004). Esta consiste en un
complejo febril y anemizante que lo provocan dos enfermedades, la babesiosis y la
anaplasmosis (Begeres de Almeida et al., 2006). La primera es causada en Uruguay por
Babesia bovis y Babesia bigemina y la segunda por Anaplasma marginale (Solari et al.,
2013). Estos hemoparéasitos se transmiten por las garrapatas, si bien Anaplasma
marginale cuenta con otros organismos, asi como fomites que le sirven de vector (Bock
et al., 2004; Shimada et al., 2004). Estos hemoparasitos parasitan los globulos rojos de
la sangre, dentro de los cuales se reproducen generando de esta manera anemia severa en
los animales (Bock et al., 2004; Vally & Gentry, 2007). A esta parasitosis se asocia la
problematica de los residuos de garrapaticidas en productos de origen animal. Es asi que
el uso y manejo inapropiado de garrapaticidas pone en riesgo la inocuidad alimentaria y
consecuentemente los mercados comerciales para Uruguay (CONHASA, 2016). Es por
esto que R. microplus, es considerado el ectoparasito mas importante en bovinos y su
combate ha sido reglamentado desde 1940, actualmente rigiendo la Ley 18.268 del 2008
(Venzal et al., 2003). Dado lo anterior expuesto y en concordancia con esta ley resulta
imprescindible controlar esta parasitosis.

Un factor importante para lograr este control es la resistencia a los garrapaticidas. Esta se
define como la reduccion en la susceptibilidad de un paréasito a determinado insecticida,
como lo son los garrapaticidas, cuando es usado a la dosis recomendada y de acuerdo a
todas las indicaciones para su uso (FAO, 2004). Resulta entonces en una capacidad que
adquieren determinados individuos de una poblacion de paréasitos que los hace capaces
de sobrevivir a dosis de quimicos a las cuales otros individuos de la poblacion no podrian
sobrevivir (Woodham et al., 1983). Es asi que la resistencia provee a las garrapatas de un
modelo ideal de adaptacién que les permite sobrevivir a estrés severo (Denholm &
Rowland, 1992) como el generado por los garrapaticidas. La utilizacion de garrapaticidas
reiteradamente y con una alta frecuencia ha llevado a que se den las condiciones para que
se seleccione hacia esta resistencia (FAO, 2004). Inicialmente en Uruguay se observo
resistencia a los arsenicales desde 1950 siendo citada por Cardozo y Franchi en 1994
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(Cardozo & Franchi, 1994), le siguieron a esta los diagnosticos de resistencia a
organofosforados en 1978 (Petraccia et al., 1983), piretroides sintéticos en 1994 (Cardozo
& Franchi, 1994), las mezclas de piretroides y fosforados en 1994 (Cardozo & Franchi,
1994), el fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-
(trifluorometilsulfinil)pirazol-3-carbonitrilo) en 2006 (Cuore et al., 2007), el amitraz
(N,N'-[(Metilimino)dimetilidin]di-2,4-xilidino) en 2009 (Cuore et al., 2012) y las
lactonas macrociclicas en 2010 (Castro-Janer et al., 2010; Cuore et al., 2012). En los
ultimos afios la situacion de la resistencia se ha vuelto mas dificil debido a la aparicion
de poblaciones multirresistentes y con resistencia maltiple a partir del 2009 (Cuore et al.,
2012, 2017). Otro factor que impacta en lo que es el manejo de esta parasitosis a nivel
predial y su asociacion con poblaciones resistentes es el movimiento de animales
portadores de R. microplus. Tanto es asi que se ha visto asociado el surgimiento de
resistencia a determinados principios activos en poblaciones R. microplus de predios
donde no se hacia uso de esos principios activos, asociandose este surgimiento de
resistencia a movimiento de animales portadores del parasito (Saporiti et al., 2021). Es
asi que el conocimiento del riesgo de introduccion de garrapatas con nueva genética
resistente a un predio, mediante un buen proceso de analisis de riesgo y posterior
adquisicién de medidas adecuadas para esta prevencion, se torna clave (Miraballes et al.,
2019).

1.2.Antecedentes

1.2.1 Biologia y ciclo de vida de la garrapata R. microplus.

La garrapata del ganado, pertenecientes a la familia de las garrapatas duras, Ixodidae, y
recientemente descrita como R.microplus (Murrell et al., 2000), cuenta con su presencia
en Uruguay desde 1905 (Lahille, 1905). Si bien es conocido que su huésped predilecto es
el bovino, también se la ha visto parasitando ovinos, equinos, perros y venados (Venzal
et al., 2003). Segun la ley N° 18.268 del 17 de abril de 2008 Uruguay se divide en dos
zonas segun la presencia de este ectoparasito, la zona libre donde no hay presencia del
parasito, pudiendo surgir brotes ocasionales y la zona de control en la cual existe la
presencia del parasito.

El ciclo bioldgico de la garrapata se divide en una fase parasitaria y una de vida libre. La
fase parasitaria consta de tres estadios: larva, ninfa y adulto, estas etapas de vida se dan
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sobre el mismo hospedero consistiendo en un ciclo monofasico (Nufiez et al., 1982). La
duracién de estos estadios no es mayormente alterada por las condiciones climéticas ya
que se dan sobre el animal, cumpliéndose la totalidad del ciclo a los 23 dias (Cuore &
Solari, 2022). Sin embargo, esta fase parasitaria puede verse afectada por la resistencia
del huésped al parésito, ya sea porque es de una especie inespecifica, asi como
corresponda a una raza mas resistente como puede ser las razas cebuinas (Cardozo &
Nari, 1986). Desde la pastura sube la larva al bovino para fijarse a su piel. Este estadio es
dificil de observar debido a su tamarfio (0,5 x 0,4 mm). La larva posee tres pares de patas
y €s en esta etapa donde inocula la Babesia bovis. Se alimenta de sangre y evoluciona
hasta mudar su exoesqueleto entre los dias 3-4 del ciclo transformandose en metalarva,
que es de color blanquecina y su tamafio se encuentra duplicado (1mm). Esta cuenta con
una doble cuticula que le otorga una cierta resistencia mecanica a la penetracion del
garrapaticida de efecto topico. Al dia 9 la ninfa se libera de su viejo exoesqueleto. Esta
presenta 4 pares de patas y 3 hileras de dientes a cada lado del hipostoma y permanece
del mismo tamafio que en la etapa anterior. Es en esta etapa que se inocula la Babesia
bigemina (Cuore et al., 2013; Riek, 1964). Al dia 13 comienza la segunda muda,
adquiriendo en esta etapa el nombre de metaninfa. Esta es de mayor tamafio, entre 2,5 a
4 mm, y su doble envoltura de quitina (doble cuticula) le confiere un aspecto globoso. Al
comenzar su etapa adulta a los 13-14 dias, comienza la diferenciacion sexual. Los machos
se comienzan a observar a partir de los 13,5 dias del ciclo y las hembras neoginas a los
14,5 dias del ciclo. En esta posee 4 hileras de dientes a cada lado del hipostoma, y 4 pares
de patas. La garrapata adulta también es capaz de inocular a la Babesia bigemina (Cuore
et al., 2013; Riek, 1964). Al llegar los dias 17-18 del ciclo las garrapatas alcanzan el
estadio de partenogina semi-ingurgitada, quien puede ser fecundada por un macho. Si
esto sucede continda su alimentacion para finalizar la fase parasitaria como teleogina
ingurgitada. De no ser fecundada la partenogina muere. A los 19-21 dias del ciclo se
observan las primeras teleoginas, que con un tamafio de 8-13 mm, se desprenden del
bovino naturalmente y caen al suelo (Cardozo & Nari, 1986; Cuore et al., 2013). Por su
parte el macho que puede identificarse por su apéndice caudal y por ser mas pequefio que
la hembra, puede vivir por mas de 40 dias. Este tiene la caracteristica de ser muy movil,
siendo el unico que puede parasitar a otro bovino. Puede prenderse y desprenderse del
bovino en busca de alimento y hembras para fecundar. Con respecto a los hemoparasitos
puede inocular B. bigemina y ser transmisor mecanico de A. marginale (Shimada et al.,
2004). La fase de vida libre consiste en las teledginas, huevos y larvas que estan
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infestando el ambiente. La duracion de este ciclo esta condicionada por temperatura y
humedad del ambiente observandose como resultado, que con una humedad relativa
mayor a 80% y temperatura de 27°C se acorta el intervalo entre generaciones a un periodo
de dos meses observandose también que eclosionan el 85% de los huevos. Por otro lado,
en el verano las altas temperaturas asociadas a la baja humedad y en el invierno las bajas
temperaturas ocasionaran que eclosione un bajo porcentaje de la masa de huevos, o las
larvas que emergen seran poco viables. Mas especificamente, tanto las teleoginas al
desprenderse del bovino, como sus huevos y larvas pueden ser afectadas por la radiacién
solar, heladas, desecacion e incluso por hongos entomopatdgenos. De cualquier manera,
en condiciones ambientales ideales eclosionard un 85% del total de huevos (Arguedas et
al., 2008; Cardozo & Franchi, 1994; Cardozo & Nari, 1986; FAO, 2004; Sanchis et al.,
2008). En Uruguay esa fase tiene una duracion minima de 2 meses y maxima a cielo
abierto puede ser de hasta 13 meses (Cuore et al., 2019). La etapa desde que la teleogina
se desprende del animal y cae al suelo, hasta el comienzo de la ovipostura se denomina
protoquia y desde el comienzo hasta el fin de la ovipostura, ootoquia. Cada oviposicion
corresponde a 1000-4500 huevos por garrapata, en un periodo de 14 dias en condiciones
Optimas (27°C y >80% humedad). La masa de huevos tiene un peso aproximado de 0,1
gramos correspondiente a la mitad del peso de la garrapata (promedio 0,24gramos) (Cuore
et al., 2013). La garrapata tiene un gran potencial reproductivo, incluso luego de un dia
sumergida bajo agua conserva su capacidad de oviponer. Sin embargo, cuando los huevos
se encuentran sumergidos entre 7-14 dias tienen una eclosién minima o nula (Cardozo &
Franchi, 1994). Luego de eclosionadas las larvas suben al extremo superior de las pasturas
dado su geotropismo negativo. Aqui forman un cumulo entre ellas esperando su encuentro
con el huésped y protegiéndose asi de las condiciones adversas (FAO, 2004). En Uruguay
la viabilidad de las larvas en el ambiente puede ser de hasta 10 meses debido a nuestras
condiciones climaticas (Cuore & Solari, 2022). Se define como generacion de garrapatas
al periodo transcurrido desde que una larva parasita al bovino, cae como teleogina,
oviposita, eclosionan sus larvas y vuelven a parasitar a un bovino. En Uruguay
considerando que existen diferentes duraciones del ciclo no parasitario, debido a factores
climaticos, se dice que pueden desarrollarse de 1,5 a 3,5 - 4 generaciones al afio (Cardozo
et al., 1984; Cuore et al., 2013, 2019; Nari et al., 1979; Sanchis et al., 2008). La primera
generacion de garrapatas en Uruguay se da de agosto a octubre y corresponde a la
decendencia de las garrapatas caidas en otofio. Aqui las condiciones climaticas son mas
favorables que en el invierno por lo que los ciclos se acortan y aumenta la fertilidad de la
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descendencia de las garrapatas, responsables de la segunda generacion (Cuore et al.,
2013). Las cargas de garrapatas que se encuentran parasitando a los bovinos son bajas, en
promedio de 2 a 4 por animal. Pero se ha observado que a la salida del invierno en predios
con problemas de resistencia se pueden encontrar hasta 100 garrapatas ingurgitadas por
animal (Cuore et al., 2012; Solari et al., 2008). La segunda generacion va generalmente
de noviembre a enero siendo la descendencia de las garrapatas caidas en agosto a octubre.
En ésta las cargas parasitarias sobre el animal aumentan (Cuore et al., 2013). Por ultimo,
la tercera generacién se desarrolla entre enero/febrero a mayo, observandose en esta la
mayor carga de garrapatas por animal (Cuore y Solari, 2022). Las teleoginas que caen en
los meses de otofio continGan con el ciclo poniendo huevos que eclosionaran, mientras
que, las que caigan en invierno podran verse afectadas en cuanto a su viabilidad
reproductiva por el clima (Cuore et al., 2013). Las larvas que superan el invierno son las
que suben como la primera generacion de la préxima temporada de garrapatas (Cuore y
Solari, 2022).
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Hembras adultas huevos @
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No ponen huevos
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Figura 1. Modelo epidemioldgico para la garrapata Rhipicephalus microplus (extraido
de Nari, 1990)

1.2.2 Resistencia a los garrapaticidas

Actualmente existen 7 grupos quimicos registrados como garrapaticidas en Uruguay.
Estos son los piretroides, amidinas, organosfosforados, fenilpirazoles, lactonas
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macrociclicas, benzoilfenilureas e isoxazolinas (MGAP, 2024). Los piretroides, como la
cipermetrina, alfa cipermetrina, deltamentrina o flumetrina, son lipofilicos lo que permite
que penetren la cuticula de las garrapatas, rica en lipidos, facilmente. De ahi pasan a la
hemolinfay son llevados a las células nerviosas. En esta se adhieren a los canales de sodio
generando un aumento del ingreso de este i6n y asi un estado exitatorio de la célula.
También actGan como agonistas de los receptores colinérgicos nicotinicos y como
antagonistas de receptores GABA. Se observa como resultado una pardlisis rigida con
hiperexitabilidad, incoordinacién y dificultad de movimiento, temblores, convulsion y
finalmente efecto knock-down. Las amidinas, como el amitraz, penetran rapidamente la
cuticula del parasito y acttan a nivel de las células nerviosas donde actian de forma
directa sobre los canales de sodio y es agonista de los receptores cadrenérgicos
observandose una hiperexitabilidad paralisis y muerte. También se puede observar que
las teleoginas no ponen huevos debido a que no logran una buena contraccion de su
musculatura genital. Los organofosforados, como el ethion o el clorpirifos, se ligan de
forma irreversible a la colinesterasa evitando que esta hidrolice a la acetilcolina por lo
que este neurotransmisor se acumula y genera hiperexitabilidad e hiperactividad, seguido
de incoordinacion muscular, convulsiones y posteriormente la muerte del paréasito. Los
fenilpirazoles, como el fipronil, generan una inhibicién no competitiva del GABA,
fijandose en el interior de este canal de cloro. De este modo inhibe el ingreso de este i6n
por lo que genera la muerte del paréasito por hiperexitacion. Las lactonas macrociclicas se
dividen en dos subgrupos, las avermectinas, como la ivermectina, y las milbemicinas,
como la moxidectina. Son antiparasitarios de amplio espectro afectando paréasitos
externos e internos del bovino. Su mecanismo de accion implica una union al canal
GABA que nivel muscular en los parasitos aumentan la conductancia de la membrana
muscular generando un aumento del ingreso de cloro. De este modo hay una reduccion
de laresistencia de la membrana celular traduciéndose en ataxia y paralisis de la garrapata
(Sartor et al., 2011). Las isoxazolinas, como el fluralaner, se adhieren al receptor GABA,
evitando el ingreso de iones de cloro y por lo tanto manteniendo la estimulacién de la
célula. Como consecuencia hay una estimulacion excesiva del sistema nervioso que lleva
a la muerte del parasito (Gassel et al., 2014). Por ultimo, las banzoilfenilureas, como el
fluazuron, presentan un mecanismo de accion que no involucra al sistema nervioso del
parasito, sino que actua como inhibidor del desarrollo del parasito. Esto lo realiza
evitando la sintesis de sus diferentes estructuras con quitina. Como resultado este no

puede realizar las mudas, pierde hemolinfa, adquieren una coloracién oscura y mueren
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debido a la deshidratacion. También se ve afectada la capacidad reproductiva afectandose

la ovipostura y su eclosion (Sartor et al., 2011; Schmid et al., 1994).
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Figura 2. Mecanismo de accion del flluralaner (Rodrigues & Cury, n.d.)

Para estos grupos quimicos la garrapata del ganado a desarrollado diferentes mecanismos
de resistencia. Si bien se ha teorizado mucho al respecto de estos se han confirmado dos
mecanismos de resistencia, uno asociado a modificaciones en el sitio de accion de las
moléculas garrapaticidas y otro a una resistencia metabolica. En cuanto a los mecanismos
relacionados a modificaciones del sitio de accion, para los piretroides sistémicos se han
detectado modificaciones en el canal de sodio confiriendo a los parasitos que la tienen
una resistencia a estos, denominandose esta resistencia como kdr (He, Chen, et al., 1999;
Jonsson et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2012; Stone et al., 2014).
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Figura 3. Mutaciones de la resistencia kdr en canales de sodio de diversos artropodos.
Se muestra con puntos rojos las mutaciones kdr en las que se ha confirmado la reduccién
de la sensibilidad a Piretroides sintéticos (Extraido de Rodriguez-Vivas et al., 2012).

Se han detectado mutaciones genéticas en la region del canal de GABA asociados a
resistencia a dieldrin asi como a fipronil, sugiriendo que cambios en este canal podrian
generar la resistencia a estas moléculas (Castro Janer et al., 2019; Hope et al., 2010). Lo
mismo se ha observado para el receptor de octopamina, de union del amitraz (Chen et al.,
2007; Jonsson et al., 2018). En cuanto al mecanismo de resistencia metabdlica, este se ha
observado para diferentes moléculas. Inicialmente se aislé una enzima tipo tipo
carboxylesterasa de R. microplus. Dado que esta podria hidrolizar la permetrina, se
presentd como de las primeras evidencias que sugerian que enzimas metabdlicas también
pueden participar en la resistencia a los piretroides (Riddles et al., 1983). Posteriormente
el mecanismo de resistencia metabdlica fue confirmado, como por ejemplo para los
organofosforados donde se observa un aumento de enzimas involucradas en procesos de
detoxificacion (Carboxylesterasas) ante poblaciones resistentes a fosforados e incluso
previamente enfrentadas a diazinon (Brito et al., 2017; Jamroz et al., 2000). Tmbién se
pudo confirmar este tipo de resistencia para piretroides dado por enzimas como las
esterasas, asi como la mono-oxigenasa (Cossio-Bay et al., 2008; Jamroz et al., 2000;
Pruett et al., 2002).

Ante la problematica que implica la resistencia, conocer los perfiles de resistencia de las
poblaciones de campo es el puntapié inicial para realizar un plan sanitario de control de
R.microplus. Es asi que existen diversas técnicas in vitro que nos permiten diagnosticar
la resistencia de poblaciones de garrapatas a los diferentes garrapaticidas. Algunas de
estas consisten en bioensayos fenotipicos como por ejemplo el test de inmersion de

adultos que consiste en sumergir 10 teleoginas en una solucién con un determinado
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garrapaticida o una mezcla para luego de un periodo de incubacion, en condiciones
ideales para la sobrevivencia de la garrapata (28°C, 85-90%HR, 12 horas de luz), poder
evaluar no solo su mortalidad sino también su reproduccién estimada (RE= peso huevos*
peso hembras* % de eclosion* 20000) y a partir de esta el % de control (% control= (RE
control -RE tratadas)/RE control * 100), asumiendo el % de resistencia como la diferencia
entre el porcentaje de control y 100, el porcentaje que no se logra controlar (Drummond
et al., 1973). De esta manera se puede observar que para determinar el porcentaje de
resistencia son considerados pardmetros que se asocian a variables reproductivas y no
estrictamente a la mortalidad. Otro bioensayo que suele utilizarse es el test de inmersién
de larvas (TIL) donde en este caso se sumergen aproximadamente 100 larvas en una
solucidén con la molécula garrapaticida a evaluar por un periodo de tiempo determinado y
luego se colocan en sobres de papel filtro Whatman a incubar por 24 horas, en las
condiciones ideales previamente descritas, para finalizar el ensayo contando la cantidad
de larvas vivas y muertas y asi calculando el % de larvas vivas, tomando a este como el
% de resistencia (Shaw, 1966). Entre otros también se encuentran el test de paquete de
larvas (TPL) en el cual se utilizan 100 larvas que se colocan en sobres de papel filtro
Whatman, impregnados con una solucion que contiene una determinada molécula
garrapaticida a evaluar. Este se incuba con las larvas por 24 horas, en las condiciones
ideales previamente descritas, y se evalla el porcentaje de resistencia de igual modo que
se realiz6 en el TIL (Stone & Haydock, 1962). Todas estas técnicas llevan
aproximadamente entre 1,5 y 2 meses en poder brindar un resultado de resistencia.
Durante este periodo el productor debe de realizar un tratamiento con un garrapaticida ya
que de no hacerlo puede perder el control de la situacion considerando que el ciclo
parasitario de R. microplus es de 21 dias (Nufiez et al., 1987). El gran desafio en este
momento es lograr a ciegas un tratamiento eficaz, ya que de optar por un grupo quimico
para el cual existe resistencia la situacion igualmente puede llevar a un descontrol ademas
de los costos en un tratamiento fallido. También existen técnicas moleculares de
diagnostico de resistencia que utilizan la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR de
sus siglas en inglés), que nos permite obtener un resultado rapido de resistencia, sin
embargo, dependen de conocer previamente los mecanismos genéticos de resistencia, y

estos solo se conocen para unos pocos garrapaticidas (Sangster et al. 2002; FAO 2003).
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Por lo tanto, se plantea como una necesidad poder desarrollar una herramienta diagndstica
de resistencia que permita brindar una respuesta rapida al productor para que pueda tomar

decisiones en cuanto al garrapaticida a utilizar para obtener un resultado eficiente.

1.2.3. Nuevas herramientas para el diagnostico de resistencia

Hoy en dia se cuenta con una herramienta muy (til y rapida de diagndstico que es la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esta estudia ndcleos atbmicos que tienen un
nimero impar de electrones como son los atomos de H, *3C, °F y 3P, Estos ndicleos son
magnéticamente activos, es decir que poseen espin, ya que los nlcleos poseen carga
positiva y por lo tanto un movimiento de rotacion sobre un eje que hace que se comporten
como si fueran pequefios imanes. En ausencia de un campo magnético los espines se
orientan al azar, pero sometidos a un campo magnético se orientan en la direccion del
campo aquellos con espin positivo (espin a) y en direccion opuesta los que cuentan con
espin negativo (espin B). ES importante tener presente que entre estos dos estados de espin
hay una diferencia energética y cuanto mayor sea el campo magnético aplicado a esta
muestra mayor serd la diferencia energética entre los estados de espin. Cuando una
muestra es irradiada por un pulso breve de radiacion (en la region de radiofrecuencia, rf)
los nucleos en estado de espin a son promovidos a estado de espin B (resuenan con la
radiacion). Cuando los nucleos retornan a su estado de espin inicial emiten sefiales cuya
frecuencia depende de la diferencia de energia entre el estado de espin o y B. El
espectrometro de RMN detecta esta frecuencia y genera el espectro de RMN que es el
registro de esta como una gréafica de frecuencia frente a intensidad. Un espectrometro de
RMN cuenta con un iman estable (con un controlador que produce un campo magnético
preciso), un transmisor de radiofrecuencias (capaz de emitir frecuencias precisas), un
detector para medir la absorcion de energia de radiofrecuencia de la muestra y una
computadora con un registrador para realizar las graficas que constituyen el espectro de
RMN.
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Figura 4. Sistema d RMN 500 MHz donde se muestran las artes fundamentales del

mismo.

Para obtener un espectro de una muestra, esta se coloca en una pequefia cantidad (del
orden de los pL) junto al disolvente adecuado en un tubo de vidrio largo que se coloca
dentro del campo magnético del aparato. El tubo se hace girar sobre su eje vertical
mientras se o somete a un campo magnético constante mientras que se lo irradia por rf
de forma de excitar a todos los nucleos de la muestra simultaneamente. Los protones
absorben la radiacion y cambian de estado de espin (resuenan). Al volver a su estado
inicial, los nacleos emiten una radiacién de frecuencia cuya intensidad es correspondiente
a la energia entre los estados de espin. Finalmente, la computadora convierte este dato en
intensidad respecto a frecuencia de resonancia que se conoce como transformada de
Fourier. En el espectro se observa en eje de las X la frecuencia a la que resuenan los
atomos, llamada desplazamiento quimico, y en el de las Y la intensidad. El
desplazamiento quimico es caracteristico de cada atomo y el entorno que lo rodea cuando
conforma estructuras como las moléculas (Garcia Alvarez, 2017; Garcia Gonzalez et al.,
2022). Por lo tanto, esta es una técnica que permite el analisis de las moléculas presentes
en una muestra. De esta manera se podria llegar a elucidar moléculas como son los
metabolitos derivados de una célula (Laurella, 2017) reflejando de este modo su
identidad. En este sentido la metabolémica, que se refiere al estudio de estos metabolitos,
mediante el uso de la RMN ha sido sugerida como una herramienta apropiada para
detectar diferencias entre bacterias resistentes y susceptibles a antibioticos (Garcia-
Alvarez et al., 2013, 2015) asi como para hongos resistentes y susceptibles a antifingicos
(Coen et al., 2006; Plummer et al., 2007). Por lo tanto, es posible que esta sea una buena
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herramienta para poder estudiar diferencias entre las vias metabdlicas de garrapatas
susceptibles y resistentes a los diferentes garrapaticidas. Asi seria posible contar con una
herramienta que nos permita diagnosticar de forma rapida diferentes perfiles de

resistencia en poblaciones de R. microplus.

1.2.4. Proteinas blanco en el Control de garrapatas

En un abordaje integral de control de la garrapata no basta solo con el conocimiento de
los perfiles de resistencia de una poblacion, también es necesario el desarrollo de nuevas
entidades quimicas capaces de controlar estas poblaciones resistentes. Sin embargo, la
posibilidad de disponer de nuevas moléculas parasiticidas se ve comprometida por
diferentes causas como el desarrollo de la resistencia parasitaria (Schwalback et al.,
2003), los altos costos de desarrollo e investigacion de estas y su relacion con un bajo
retorno (Nari A et al., 2003). Los garrapaticidas no escapan de esta situacion siendo que
han pasado mas de 30 afios entre el descubrimiento de las dos ultimas moléculas, de
diferentes grupos quimicos, con efecto garrapaticida sobre R. microplus (Gassel et al.,
2014; Kemp et al., 1990). Esto demuestra lo dificil que es disponer de nuevas moléculas
garrapaticidas que pertenezcan a grupos quimicos diferentes a los ya utilizados. Por lo
tanto, la busqueda de nuevos garrapaticidas sigue siendo necesaria para poder contar con
estas herramientas que permitan controlar las parasitosis para R. microplus.

La busqueda de nuevos garrapaticidas puede tener diversos caminos. Actualmente existen
diferentes abordajes en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos como son
identificar nuevas moléculas que puedan regular de forma potente y selectiva la actividad
de proteinas blanco (Schenone et al., 2013). Estas pueden ser enzimas claves para la vida
de la garrapata como blanco de diferentes grupos quimicos. Teniendo esto en cuenta
surgen dos enzimas como blancos a inhibir por potenciales moléculas garrapaticidas, la
Glutation s-transferasa (GST) y la Triosa fosfato isomerasa (TIM). Por un lado, la GST
es una enzima que participa en procesos de detoxificacion y antioxidantes (Freitas et al.,
2008). Puntualmente esta cataliza la reaccion que conjuga al glutation reducido con
diversos compuestos electrofilicos, endogenos y exogenos, evitando asi el dafio oxidativo
celular (Allocati et al., 2018; Hayes et al., 2005). Se ha asociado a la GST en el
metabolismo de compuestos endo y xenobioticos en R. microplus dado un incremento en

su transcripcion, asi como en su actividad (Freitas et al., 2008). También se ha visto
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asociada su sobreexpresion a la resistencia en poblaciones de R. microplus de México
(Rodriguez-Vivas et al., 2006).

Phase llI
Excretion

xenobidticos

Fase |
Reacciones de
hldroxllaclon

Las moléculas xenobidticas llegan a ingresar a la células y pasan a ser el objetivo de enzimas de la fase I
del metabolismo (principalmente las citocromo P450) que incluyen la hidroxilaciéon de estos
compuestos. En la siguiente fase II del metabolismo la GST juega un rol principal ya que cataliza la
conjugacion del xenobidtico modificado en la fase uno a GSH enddgeno. El conjugado resultante es
transportado de forma activa para afuera de la célula a travez de bombas de excresion.

Figura 5. Esquema de la actividad de la GST dentro de la célula (modificado de Allocati et al., 2018).

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que interfieren en la catélisis enzimatica
disminuyendo su velocidad o deteniendo la reaccion por completo (Nelson & Cox, 2006).
Se han realizado diferentes estudios para evaluar inhibidores de esta enzima como
potenciales antiparasitarios en diferentes géneros de parasitos como Fasciola hepatica
(Farahnak & Brophy, 2004), Brugia malayi (filariasis humana), Setaria cervi (filariasis
bovina)(Ahmad & Srivastava, 2008), Schistosoma japonicum (Akumadu et al., 2020) y
Plasmodium falciparum (Hiller et al., 2006). A su vez habiéndose demostrado que hay
moléculas que presentan una actividad inhibidora de la GST (Meneghel, 2015) se
posiciona esta enzima como un blanco de eleccion sobre el cual comenzar a evaluar
moléculas potencialmente garrapaticidas.

Por su parte la TIM es una enzima importante que actda en las vias de glucadlisis, asi como
en las de gluconeogénesis de la garrapata R. microplus (Moraes et al., 2011). Cataliza la
quinta reaccién de la via glucolitica donde isomeriza a la dihidroxiacetona fosfato a
gliceraldehido 3- fosfato. Esta reaccion es reversible y en la gluconeogeénesis cataliza la

reaccion inversa, isomerizando el gliceraldehido 3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato.
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Figura 6. Descripcion de la reaccion de la triosafosfatoisomerasa y lugar de participacion en la
glucdlisis y gluconeogénesis.

De esta forma se posiciona como otro blanco molecular de trabajo con inhibidores,
habiendo sido ya estudiada previamente no solo para otros parasitos como Trypanosoma
cruzi (Alvarez et al., 2010), Giardia lamblia (Garcia-Torres et al., 2016) y Leishmania
mexicana (Alvarez, 2008), sino también para R. microplus (Saramago et al., 2018). Por
lo tanto, identificar moléculas que presenten actividad inhibitoria de estas enzimas claves
en procesos metabolicos como los mencionados anteriormente para este parasito resulta
en un importante primer paso en la busqueda y deteccion de moléculas con poder

garrapaticida.

1.2.5. Investigacion actual en la busqueda de nuevas herramientas para el control de

las garrapatas.

Es en este sentido que se han estudiado nuevas alternativas garrapaticidas que permitan
sortear el problema de la resistencia a la vez de disminuir impactos en el ambiente (Nari
& Hansen, 1999) y cuidar la inocuidad alimentaria (Cuore & Solari, 2022). Muchos de
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estos incluyen evaluaciones con extractos vegetales (Cruz et al., 2013; Monteiro et al.,
2017; Schwalback et al., 2003; Sepulveda et al., 2013), hongos entomopatogénicos
(Rodriguez Dos Santos, 2023) y bacterias (Samish & Rehacek, 1999). Otras herramientas
que se han desarrollado, evaluado y utilizado para el control de la garrapata R. microplus
son las vacunas. En Uruguay hace méas de 20 afios se han evaluado diferentes vacunas
comerciales y con formulaciones experimentales, con antigenos recombinantes. De
momento no se han obtenido resultados eficaces con estas por lo que no han sido
aprobadas para su registro y uso en planes sanitarios (Cuore et al., 2019). Diferentes
autores han determinado que la variabilidad genética del gen Bm86 podrian explicar esta
falla en el resultado (Benavides et al., 2011; Sossai et al., 2005). En 2016 se evaluo la
vacuna Go tick, de origen colombiano, cuyo in6culo corresponde a un extracto de
proteinas de larvas de garrapatas, con un rango de peso molecular entre 25 y 110 kDa, a
una concentracién de 1000 pg por dosis contando con una eficacia del 54%. Por altimo,
en 2022 se reportan resultados en Uruguay de una vacuna desarrollada a partir de
proteinas expresadas de forma recombinante, provenientes de R. microplus de diferentes
origenes del pais. En este caso la eficacia global reportada asciende a 70% (Cuore, 2022).
De momento, en Uruguay, no se cuenta con vacunas ni garrapaticidas que manejen las

tecnologias mencionadas anteriormente (MGAP, 2024).
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Capitulo 2. Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

1. Es posible utilizar estudios metabolomicos mediante la herramienta de RMN para
diferenciar garrapatas susceptibles de resistentes.

2. Es posible detectar nuevas moléculas garrapaticidas mediante el uso de enzimas
aisladas de la garrapata como proteinas blanco.

Obijetivos

General

Generar herramientas que nos permita enfrentar la situacion compleja que plantea la
resistencia de la garrapata R. microplus a los garrapaticidas.

Especificos

1. Desarrollar una herramienta de diagnostico rapido de resistencia mediante el uso de
la RMN.

2. Detectar nuevas moléculas con accion garrapaticida, como inhibidores de enzimas
blanco aisladas de la garrapata.
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Capitulo 3. Desarrollo de una técnica de diagnostico de resistencia por RMN

1.Materiales y métodos.
1.1. Disefio experimental.

Para el desarrollo de una técnica de diagnostico rapida usando la RMN se utilizd a la cepa
“"Mozo", susceptible a todos los principios activos habilitados en Uruguay y mantenida en
la DILAVE desde 1973 sin ser presionada por garrapaticidas ni presentar infeccion con
hemoparasitos (DILAVE, 2013). Con esta se realizaron 10 repeticiones utilizando
teleoginas y huevos. Las teleoginas se evaluaron individualmente mientras que los huevos
se evaluaron de manera grupal, por oviposturas de 10 garrapatas en su conjunto. Para
confirmar que el analisis de 'HRMN realizado a las muestras no reflejo en su resultado
interferencia de la sangre ingerida por la garrapata se realizé una evaluacion de teleoginas
y huevos de la cepa Mozo que fueron extraidos de 4 animales diferentes, asi como se
comparo el espectro obtenido con la cepa Mozo vs muestras de sangre bovina.

Luego se evaluaron siete poblaciones de campo, evaluandolas en primer lugar por
bioensayos tradicionales de diagnostico de resistencia, PCR y secuenciacion genética
para caracterizar sus perfiles de resistencia a los garrapaticidas. Los bioensayos utilizados
incluyeron el TIA para amitraz y la mezcla de cipermetrina y ethion, el TIA modificado
para fluazuron, el TPL se realiz0 para cipermetrina, ethion, amitraz, fipronil e ivermectina
y el TIL para ivermectina y fipronil (Castro Janer et al., 2012; Shaw, 1966). Finalmente,
se evaluaron los huevos de estas poblaciones de campo mediante RMN, de manera grupal
por oviposturas de 10 garrapatas en su conjunto, comparando entonces espectros de las
siete poblaciones de campo, unas 35 muestras incluyendo 5 repeticiones cada una y la
misma cantidad de muestras de la cepa Mozo obtenidas de diferentes animales. Se
procesaron los datos obtenidos para poder realizar posteriormente un analisis estadistico
multivariado y asi poder agrupar los datos para correlacionarlos a los diferentes perfiles

de resistencia.

1.2. Bioensayos fenotipicos para caracterizar los perfiles de resistencia de las

poblaciones evaluadas.

1.2.1 Evaluacion de la muestra.
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Para la realizacién de los bioensayos se realizé previamente la evaluacion de la muestra
recibida para definir si podia ser utilizada para su estudio. Esta debe de llegar sin
ovipostura, sin presencia de hongos y dentro de las 24 horas de haber sido extraidas.
Luego se seleccionan las teleoginas a utilizar por un tamarfio de 0,8 cm o superior, ser
uniformes sin deformaciones, de consistencia levemente turgente y color verde oliva con
leves vetas més claras. No deben presentar coloraciones rojizas, negras o blancas. Por

ultimo, se evalla la viabilidad por medio de su movimiento y capacidad de caminar.

1.2.2. TIA (Drummond et al., 1973).

Por medio de esta técnica se evalud la resistencia a amitraz, la mezcla de Cipermetrina
(3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato de 1-ciano-1-(3-
fenoxibencil)metilo) y  ethion  (dietoxifosfinotioilsulfanilmetilsulfanil-dietoxi-
sulfaniliden-A5-fosfano) usando como control agua destilada. Para realizar la solucién de
inmersion se utilizaron productos comerciales de amitraz, (Acarmic, Microsules) a su
concentracion recomendada para bafio de 8,5 x 10 M, y de la mezcla cipermetrina y
ethion (Mixan, La buena estrella) a su concentracion recomendada para bafio de 2,4 x 10
4 M para cipermetrina y 0,1 x 102M. Estos productos fueron disueltos en agua destilada.
A continuacion, se pesaron 10 garrapatas seleccionadas para luego sumergir cada grupo
de 10 garrapatas en 30 mL de cada solucion (amitraz, mezcla y control) por 1 minuto.
Transcurrido ese minuto se secaron levemente con papel secante y se colocaron en placas
de petri identificadas por la fecha de realizada la inmersién, la poblacion y el grupo de
tratamiento al que corresponden. Estas placas se incuban posteriormente a condiciones
ideales (28°C, 85-90%HR, 12 horas luz) por 2 semanas. Transcurridas las 2 semanas se
registra el peso de los huevos ovipuestos y se colocan en un tubo de ensayo de vidrio de
1,5 cm de diametro preparados con 1 mL de agua destilada y un algodén compactado al
fondo hasta obtener un tapon de algodon de 1,5 cm de alto, evaluando siempre que la
superficie del algoddn quede seca. Estos tubos se taparon con una torunda de algodon y
se incubaron a condiciones ideales (28°C, 85-90%HR, 12 horas luz) por 6 semanas.
Transcurridas las 6 semanas se evaluo el porcentaje de eclosion por método visual. Con
estos datos se calcula la RE, el % de control y el porcentaje de resistencia, segun lo

descrito en introduccion.

1.2.3. TIA Modificado para fluazuron (Reck et al., 2014; Saporiti, 2019).
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Esta técnica consistio en diluir el estandar de fluazuron (N-[[4-cloro-3-[3-cloro-5-
(trifluorometil)piridin-2-iljoxifenil]carbamoil]-2,6-difluorobenzamida, Sigma- Aldrich,
Saint Louis, USA) en una solucién de 2 % de Tritén X-100 (Sigma Aldrich, Saint Louis,
USA) en acetona (grado técnico, Drogueria Industrial del Uruguay, Montevideo,
Uruguay) a una concentracion de 9,9 x 102 M, generando asi una solucion stock. Esta se
diluy6 con agua destilada para obtener una solucién de inmersion de 1,5 x 10* M,
correspondiente a la concentracion letal 95% de fluazuron para la cepa Mozo. El
procedimiento realizado con esta solucion es el mismo que el realizado para el TIA de
amitraz y la mezcla de cipermetrina y ethion. La Unica diferencia es que para este estudio
se realizaron 3 repeticiones por muestra y se tom6 como % de resistencia al promedio

obtenido entre los 3 % de resistencia de cada repeticion.

1.2.4. TPL (Miller et al., 2007; Stone & Haydock, 1962).

Por medio de esta técnica se evalud la resistencia a la cipermetrina, ethion, amitraz,
fipronil e ivermectina. Por cada poblacion evaluada se agregaba también un grupo control
gue consistia en paquetes impregnados con el solvente utilizado y ademas se corria en
paralelo un estudio con R. microplus de la cepa Mozo. Las teledgenas recibidas se
incubaron a en condiciones ideales (28°C, 85-90 % HR, 12 horas luz) durante 2 semanas.
Cumplido este periodo de tiempo su ovipostura se colocé en tubos de ensayo de 1,5 cm
de diametro. A estos tubos de ensayo previamente se les coloco 1 mL de agua destilada
seguido de algodon compactado en el fondo del tubo generando un tapén de 1,5 cm de
alto evaluando siempre que la superficie del tapon de algodon quedara seca. Se
monitorearon los huevos diariamente hasta detectar su eclosion. Cuando las larvas tenian
entre 14 a 21 dias de eclosionadas se las utiliz6 para realizar la prueba.

Se realiz6 una solucion de una parte de tricloroetileno (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
y dos partes de aceite de oliva (Supelco, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA ) en una relacién
2:1, donde se disolvieron los estandares analiticos de los principios activos para los que
se evaluo la resistencia de las poblaciones analizadas; cipermetrina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), ethion (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) , amitraz (amitraz comercial 12,5
%, Acarex), fipronil (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA ) e ivermectina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA). Las concentraciones que se utilizaron para las diluciones fueron las
correspondientes a las concentraciones discriminatorias para la cepa susceptible (Mozo),
con la cual se pusieron a punto las técnicas en Uruguay. Estas corresponden a 7,2 x 10-
2M para cipermetrina, 1 x 10-1M para ethion, 6,8 x 10-3 para amitraz, 6,9 x 10-3 para
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fipronil y 4,6 x 10-2 para ivermectina (6'-butan-2-il-21,24-dihidroxi-12-[5-(5-hidroxi-4-
metoxi-6-metiloxan-2-il)oxi-4-metoxi-6-metiloxan-2-ilJoxi-5',11,13,22-
tetrametilespiro[3,7,19-trioxatetraciclo[15.6.1.14,8.020,24]pentacosa-10,14,16,22-
tetraen-6,2'-o0xan]-2-ona) (Cuore & Solari, 2013).

Con cada una de estas soluciones se impregnaron papeles filtro (papel filtro hoja 50x50
cm, equiv. Whatman 1, DIU codigo: 20 67968) rectangulares de 7,5 x 8,5 cm
identificados con el principio activo correspondiente a la dilucién con la que se
impregnaron y la fecha de impregnacion. Para esto se utilizaron 0,67 mL de solucion por
papel distribuyendo la solucién de forma homogénea con una pipeta multicanal (F1-Clip
Tip, Thermo Fisher) usando nueve tips. Para lograr una mayor homogeneidad se
realizaron seis descargas en paralelo, para llegar a los 0,67 mL totales, simétricamente a
un lado y otro de la linea media del papel (teniendo como referencia su lado de 7,5 cm).
Para el amitraz se realizé el mismo procedimiento, pero utilizando papel de nylon (2320,
Cerex Advanced Fabrics, Pensacola, FL). Los papeles, una vez humedecidos, fueron
colgados con un clip bull dog, para prevenir que estuviesen en contacto con cualquier
superficie, dentro de una campana de extraccion de gases a evaporar durante 24 horas.
Transcurrido este plazo se los almacen6 en freezer (-20 °C), envueltos en papel aluminio,
correctamente identificados.

Para testear las poblaciones de los distintos establecimientos muestreados se colocaron
aproximadamente 100 larvas sobre cada papel. Estas larvas eran colectadas de la
superficie del tubo de ensayo una vez que este era colocado de forma vertical con la
abertura hacia arriba, de forma de asegurar que aquellas larvas que se evaluaban habian
caminado hasta esa superficie y por lo tanto se las consideraba viables. Los papeles con
las larvas se doblaron a la mitad, por el largo de 8,5 cm, cerrandolo en los costados y el
borde superior con clips bull dog, formando asi los paquetes de larvas. Para cada dilucion
se realizaron dos réplicas por poblacion de garrapatas testeadas. Estos paquetes se
Ilevaron a incubar a 28°C, 85-90 % HR, 12 horas luz durante 24 horas. Transcurridas las
24 horas se abrieron los sobres y se contabilizo la cantidad de larvas vivas y muertas por
sobre. Si las larvas estaban todas muertas se considerd que las mismas eran susceptibles
a ese principio activo y si se encontraban larvas vivas se asumia como resistente. Luego
se calcul6 el porcentaje de mortalidad de cada sobre como [larvas muertas/ (larvas
muertas + larvas vivas)] * 100. Cuando en las larvas utilizadas como control la mortalidad

fue mayor a 5 % los resultados se corrigieron por la formula de Abbot (% de mortalidad
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corregida= [(% de mortalidad del grupo tratado - % de mortalidad del grupo control) /
(100 - % de mortalidad del grupo control)] * 100. Cuando esta super6 el 10 % se
descartaron los resultados. La mortalidad media se calculé con el promedio de las
mortalidades calculadas para ambas replicas realizadas por dilucién para cada poblacion.
Por ultimo, se realizé el céalculo del porcentaje de resistencia a partir de la mortalidad

media como 100 - % Mortalidad media.

1.2.5. TIL (Castro Janer et al., 2012)

Se utilizo esta técnica para evaluar la resistencia de las poblaciones de campo a la
ivermectina y el fipronil. Junto a cada poblacion evaluada se agregaba también un grupo
control que consistia en la inmersion de 100 larvas en el solvente utilizado, por duplicado,
y ademas se corria en paralelo un estudio con R. microplus de la cepa Mozo. Al igual que
para el TPL las teleoginas recibidas se incubaron a en condiciones ideales (28°C, 85-90
% HR, 12 horas luz) durante 2 semanas para luego colocar su ovipostura en tubos de
ensayo de 1,5 cm de diametro. A estos tubos de ensayo previamente se les coloco 1 mL
de agua destilada seguido de algodon compactado en el fondo del tubo creando un tapén
de 1,5 cm de alto, evaluando siempre que la superficie del tapdn de algoddn quedara seca.
Se monitorearon los huevos diariamente hasta detectar su eclosion y cuando las larvas

tenian entre 14 a 21 dias de eclosionadas se las utilizd para realizar la prueba.

Para la solucion de inmersion con ivermectina se realizo inicialmente una solucion stock
de ivermectina (estandar analitico, SIGMA — Aldrich, Saint Louis, USA), en etanol
absoluto a una concentracion de 1,1 x 10 M. Luego esta se diluyd con una solucién de
agua destilada y triton X100 al 0,02% (v/v) para realizar una solucion intermedia de una
concentracion de 1,1 x 10 M. Por Gltimo, se realizo la solucion de inmersion usando el
mismo diluyente para alcanzar una concentracion 8,2 x 10° M, correspondiente a la
concentracion letal 99,9% para la cepa Mozo. En el caso del fipronil se realizé una
solucion stock de fipronil en acetona a una concentracion de 2,3 x 102 M. Luego esta se
diluyo con una solucidn de agua destilada con Triton X 100 al 0,04% (v/v) y un 10% (v/v)
de acetona para alcanzar una solucion de inmersién a una concentracion de fipronil de 8,7

x 10% M correspondiente a la concentracion letal 99,9% descripta para a cepa Mozo.

Con ambas moléculas se realizo el mismo procedimiento de inmersién y obtencion de

resultados. Este consistio en colocar 1 mL de solucion de inmersién en un microtubo de
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1,5mL, por duplicado para cada tratamiento y control que correspondia al diluyente
utilizado para cada solucién. Se colocaron los tubos conteniendo las larvas en forma
vertical con el extremo abierto hacia arriba. Aquellas que se encontraron en el borde del
tubo fueron consideradas viables y se utilizaron para el test. Se coloco un cimulo de 2
mm de diametro con aproximadamente 100 larvas en cada uno de ellos, dejando las larvas
en inmersién durante 10 minutos homogeneizando manualmente. Luego se extrajeron las
larvas y se colocaron en sobres de papel Whatman N°1 cortados en rectangulos de 8,5 a
7,5 cm, doblados a la mitad e identificados con la fecha, muestra y el tratamiento
utilizado. Estos sobres se cerraron con pinzas cocodrilo y se incubaron por 24 horas en
condiciones ideales (28 °C, 85%-90% HR y 12 horas luz). Transcurridas las 24 horas se
abrieron los sobres y se evalu6 el % de mortalidad, asi como el porcentaje de resistencia

segun lo descrito anteriormente para el TPL.

1.3 Evaluacioén por PCR de la resistencia en las poblaciones evaluadas.

Se analizaron mediante PCR a teleoginas y huevos correspondientes a las poblaciones de
campo evaluadas mediante bioensayos y se usé a la cepa Mozo como control. Para esto
las muestras fueron conservadas a -80 °C hasta su procesamiento. Se detectaron
mutaciones asociadas a la resistencia a estos garrapaticidas que estan reportadas por lo
que se detalla a continuacion en la tabla 1 los genes asociados a resistencia para diferentes
garrapaticidas que se estudiaron en este trabajo, el tamarfio esperado de los fragmentos a
obtener, los cebadores utilizados para amplificarlos, asi como la secuencia de cada uno.
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Tabla 1. Para cada garrapaticida se presentan los genes involucrados en el mecanismo
de resistencia, los cebadores utilizados para amplificar la regién génica donde se
encuentran las variantes asociadas a la resistencia y el tamafio esperado en pares de
bases (pb) de la regién a amplificar.

Resistencia a piretroides

Dominio Il: amplicén de 167 pb

Cebador directo | TACGTGTGTTCAAGCTAGCCAA

Cebador reverso | ACTTTCTTCGTAGTTCTTGCCA

Dominio I11: amplicon de 173 pb

Cebador directo | ACCCAACTGAATAGAGAGCAAGAGGACCAACCGGAATACG

Cebador reverso | ACGCACTTGACTTGTCTTCTCTTCTTTTGTTCATTGAAATTGT

Resistencia a amitraz

Receptor octopamina f-adrenérgico (BAOR): amplicon de 183 pb

Cebador directo | GAAATCTGACGGACGAGGAA

Cebador reverso | GCGACACGATGAAGTAGTTG

Receptor octopamina/tiramina (OCT/Tyr): amplicon de 417 pb

Cebador directo | AGCATTCTGCGGTTTTCTAC

Cebador reverso | GCAGATGACCAGCACGTTACCG

Resistencia a fipronil

Canal de cloro modulado por GABA: amplicon de 290 pb

Cebador directo | CGGATTGATCGTGGTTATTT

Cebador reverso | GTTGCTCTGCAAGTTTTGCC
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Para la extraccion de ADN se emplea el kit “Quick-DNA Miniprep plus kit (ZYMO)”. El
kit utiliza una columna de unién de ADN “Zymo-Spin 1IC-XLR Column”, que permite
purificarlo de otros contaminantes como ARN y proteinas, por lo que puede utilizarse
directamente en la reaccion de PCR. Se utilizé el protocolo de extraccion de ADN para
tejidos solidos segun recomendaciones del fabricante, que consistio en cortar la garrapata
y pesar hasta 25 mg en un tubo de microcentrifuga (de 1,5 mL). A este se le agreg6 95
pL de agua, 95 pL de Solid Tissue Buffer y 15 pL de proteinasa K. Se mezclo bien y se
incubd en bafo de agua a 55 °C durante 1-3 horas o hasta que el tejido se disgregd. Luego
se centrifug6 a 12.000 x g, durante 1 minuto y se transfirio la fraccion soluble a un tubo
de microcentrifuga limpio. Se agregaron 400 puL de Genomic Binding Buffer y se
transfirio la mezcla a una columna “Zymo-Spin IIC-XLR Column” en un tubo de
recoleccion. Se centrifug6 a 12.000 x g, durante 1 minuto y desecho el tubo de recoleccion
con el liquido. En un nuevo tubo de recoleccion, se agrego 400 uL de DNA Pre-Wash
Buffer, se centrifugd durante 1 minuto, y se vacio el tubo de recoleccion. Se afiadieron
700 uL de g-DNA Wash Buffer, se centrifugd durante 1 minuto y se vacoé el tubo de
recoleccion. Se afiadieron 200 pL de g-DNA Wash Buffer, se centrifug6 durante 1 minuto
y se vacio el tubo de recoleccidn. Finalmente se centrifuga durante 1 minuto para eliminar
el excedente. Para eluir el ADN, se transfirio la “Zymo-Spin IIC-XLR Column” a un tubo
de microcentrifuga (de 1,5 mL) y se afiadieron 50 pL de H20 mili-Q. Se incub6 durante

5 minutos y se centrifug6 durante 1 minuto para recuperar el ADN.

Para determinar la concentracion de ADN obtenida de cada muestra se mide la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro tipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific),
esperando obtener aproximadamente 100 ng/uL de ADN en cada muestra. La absorbancia
es directamente proporcional a la concentracion de ADN, y el software que emplea el
equipo la estima segun la Ley de Lambert-Beer (Abs=C*g*1), donde C es la concentracion
de ADN, ¢ es el coeficiente de absortividad molar (para el ADN bicatenario es de 0,020
(ug/mL)t cm™) y I es el paso dptico (distancia que recorre el haz de luz dentro de la
muestra y esté definida por la cubeta). Para evaluar pureza se analizan los cocientes Abs
260/280 y Abs 260/230. EI ADN extraido se conserva a -20 °C hasta su uso.

Para realizar la reaccién de PCR se utilizaron los siguientes componentes en un tubo de
ensayo: ADN molde (ADN gendmico obtenido de la extraccion descrita, a partir del cual
se va a amplificar la region de interés), cebadores (los cuales estan disefiados para hibridar

en los extremos de la region a amplificar por lo que estos van a delimitar la secuencia de
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interés), ADN polimerasa, desoxinucledtidos trifosfato - dNTPs (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) y un buffer de pH y fuerza ionica adecuada. Para la sintesis se utilizd un
termociclador ((Madigan et al., 2015). La PCR fue realizada segin dos protocolos
diferentes que se presentan en la tabla 2, siendo el volumen de reaccion de 30 pL en

ambos casos.

Tabla 2. Protocolos empleados en la PCR. En ambos protocolos se emplea un volumen
final de 30 L. El Platinum ™ PCR SuperMix ya contiene ADN polimerasa, los ANTPs y
el buffer de reaccion.

Protocolo 1 Protocolo 2
Platinum™ PCR PCR buffer 10X 3uL
SuperMix 27 uL dNTPs 10mM 0,6 uL
MgCI2 50mM 0,9 pL
Cebador directo 0,5 pL Taqg DNA polimerasa @ 0,07 pL
Cebador directo 1pL
Cebador reverso 0,5 uL Cebador reverso 1pL
ADN gendmico 1puL
ADN genoémico 2 uL H20 miliQ Completar hasta 30 pL

Para evitar la contaminacion cruzada de ADN, los PCR se preparan en una zona limpia
separada de la zona donde se agrega el ADNg, para lo que se usa una zona exclusiva para
PCR. En todas las reacciones de PCR se incluye un control negativo (usando H20 miliQ
en lugar de ADNg), en el cual no se espera que haya amplificacion. Las condiciones

empleadas para la PCR se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones térmicas utilizadas en las reacciones de PCR. Para cada par de
cebadores corresponden diferentes ciclos, temperaturas y tiempos de desnaturalizacion,
alineacion y extension.

Desnaturalizacion

Cebador el Desnaturalizacion | Alineacion Extension
BmNa 95°C - 30s 50°C -30s 68°C -30s
DOMINIO I ;

( ) 40 ciclos
RmNa-cola 95°C - 30s 65°C-30s 68°C - 30s
(DOMINIO
1) 40 ciclos

95°C - 30s 68°C-30s 68°C -30s
OAR

40 ciclos

95°C - 3 min 95°C - 30s 56°C-30s 68°C -30s

BAOR

30 ciclos

95°C - 30s 58°C-30s 68°C -30s
GABA

30 ciclos

Para visualizar el resultado de la PCR se lleva a cabo una electroforesis en gel de agarosa,
en la que los fragmentos de ADN migran en funcién de su peso molecular en presencia
de un agente intercalante que permite su visualizacion en el gel. Para ello, se realiza un
gel de agarosa al 2 %, usando como colorante de carga DNA Loading Dye 6x (Thermo
Fisher) y un marcador de peso molecular en el rango de 100-3000 pb (GeneRuler 100 pb
Plus, Thermo Fisher). Se utiliza una cuba de electroforesis horizontal, en la cual se coloca
el amortiguador de corrida TAE 1x hasta cubrir el gel. Se deposita una gota del DNA
Loading Dye en un parafilm por cada muestra a sembrar, luego se agregan 10 pL de la
muestra sobre la gota de colorante y se homogeniza con la pipeta. Para cargar el gel, se
introduce cuidadosamente la punta de la pipeta en el pocillo del gel y se dispensa el
contenido (Asuar, 2023). Se realiza la corrida a 100 V durante aproximadamente 25-30
minutos. El gel se tifie con SYBR Safe DNA gel stain y para la visualizacion del ADN se

emplea un transiluminador UV.
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La secuenciacion del ADN se realizd en la empresa Macrogen, para lo cual se enviaron
10 pL de cada producto de PCR (pPCR) y los correspondientes cebadores para su

secuenciacion.

1.4. Procesamiento de muestras para la obtencion de los espectros de RMN.

Se utilizaron garrapatas adultas en estadio de teleoginas, larvas y huevos. Las teleoginas
se evaluaron de manera individual mientras que los huevos y larvas se evaluaron de forma
grupal, pesando entre 150 y 300 mg provenientes de una ovipostura de al menos 10
teleoginas de una misma poblacion. Estas muestras se colocaron en tubos de 1,5mL a los
cuales se les agregd 300 uL de buffer fosfato pH 7,4 y 300 pL de cloroformo.
Posteriormente las muestras fueron destruidas con un homogeneizador eléctrico
(BeadBugTM microtube homogenizer AC/DC input 115 V AC) a una velocidad de 6 por
2 minutos. Esta muestra homogeneizada se centrifug6 a 10000 rpm por 10 minutos para
poder extraer la fase acuosa de su contenido. Seguido a esto se agregd 300 pL de agua
deuterada a cada muestra y se analizd6 por RMN para obtener los correspondientes

espectros.

1.5. Procesamiento de las muestras por RMN.

El equipo utilizado fue un RMN Bruker AVANCE IIl de 500 MHz que tiene la
sensibilidad necesaria para estudios de metabolémica, debido a que cuenta con una sonda
inversa con gradiente-z y alta sensibilidad de *H. Los espectros se obtuvieron utilizando
supresion del pico de agua y en la modalidad de secuencias de pulsos del tipo Carr-
Purcell- Meiboom-Gill (CPMG), para eliminar las sefiales correspondientes a proteinas y
otros biopolimeros de alto peso molecular que podrian interferir en el analisis. El
procesado de los espectros, incluyendo el apodizado, la correccion de fase, y la correccion
de linea de base, se llevo a cabo con el software MNova (MestreLab Research, S.L.). Este
programa permite la superposicion, alineado, normalizacion, y reduccion espectral
(“binning”) (Anderson et al., 2011; Veselkov et al., 2009).

1.6 Procesamiento estadistico de los espectros

Los analisis estadisticos multi variados (AEMV) se efectuaron utilizando el paquete
estadistico PLS_Toolbox (Eigenvector Inc.) implementado para MATLAB (The
MathWorks Inc.). Fue necesario realizar un escalado por el factor de Pareto y un centrado

en la media previamente, dado que las variables que se encontraron presentaron distintos
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rangos de magnitud. De este modo, regiones del espectro que presentaron diferente rango
de intensidad se pudieron comparar e incluir en un modelo paramétrico. Los AEMV
empleados incluyeron métodos no supervisados y supervisados. Dentro de los primeros,
el analisis por componentes principales (PCA), permitié discriminar entre las clases sin
tener en cuenta la clasificacion de los datos. También identifico patrones y tendencias, y
detectdé muestras atipicas o outliers. A continuacion, se realiz6 un analisis supervisado
que utilizé la informacion de la clasificacion de las muestras para diferenciar entre clases;
analisis de minimos cuadrados parciales ortogonales (MCPO). El conocimiento previo de
las muestras permitié maximizar la covarianza entre los grupos, explicando la separacion
a través de variables latentes, asi como podria eventualmente identificar los metabolitos
con valor predictivo que mas aportan a la separacion entre las clases. Los métodos se
validaron por simulaciones de Monte Carlo (validacion cruzada). Aqui los datos se
dividen de forma aleatoria en subgrupos para reconstruir el modelo excluyendo cada vez
cada uno de los subgrupos. Con esta informacion, se calcularon los parametros de bondad
de ajuste (R2) y la capacidad de prediccion (Q2) del modelo, y se graficaron las curvas
de ROC con la estimacion de sensibilidad y especificidad, a través de los cuales se
verificé el ajuste del modelo. La validacion del método de prediccion se realizé a través
del test de permutaciones, que determina si la clasificacion de las muestras en sus
correspondientes grupos es significativamente mejor que cualquier otra clasificacion
obtenida de forma aleatoria. Para ello las clases de cada una de las muestras se permuto
aleatoriamente y se construy6 un nuevo modelo; este proceso se repite n veces (minimo
100 iteraciones), esperando que los valores de R 2 y Q 2 disminuyan significativamente
respecto a los del modelo original.

2. Resultados y Discusion
2.1 Perfiles de resistencia de las garrapatas evaluadas por bioensayos y PCR.

Se realizaron los bioensayos obteniendo los perfiles de resistencia fenotipica de las 60
poblaciones evaluadas. Todas estas demostraron ser multirresistentes a todas las
moléculas testeadas excepto por la poblacion 7, 8, 11, 12, 22, 44 y 46 que se pueden
observar en la tabla 4. Estas poblaciones fueron por lo tanto seleccionadas para evaluar
por RMN. Se destaca que muchas poblaciones que no demostraron resistencia por el TPL
si la demostraron por TIA o TIL. Esto puede deberse a la diferencia entre las

concentraciones usadas para estos bioensayos, ya que el TPL utiliza la concentracion
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discriminatoria, mientras que el TIA utiliza la concentracion sugerida para bafio y el TIL
las CL 99,9 %. Por otro lado, es importante tener presente que el TIA evalGa otros
variables vinculadas a al desempefio reproductivo de las garrapatas y no solamente su
mortalidad. Por ultimo, ha sido sugerido en la literatura que las técnicas de TIL son mas
sensibles para detectar la resistencia a ivermectina y fipronil (Castro Janer et al., 2012).
De este modo si alguna poblacion daba susceptible a una molécula con el TPL y resistente
por el TIA o TIL entonces era considerada resistente. Por otro lado, también se puede
observar que existen poblaciones de campo que no presentan datos para el resultado de
resistencia para fluazuron. Esto se debe a que llegaba una muestra de volumen
insuficiente. La bibliografia ha demostrado que el TIA modificado para fluazuron si bien
es una técnica recomendada para evaluar un gran nimero de muestras, ya que es practica
y el tipo de muestra requerida no es compleja de obtener, es poco precisa (Saporiti, 2019).
Es por esto que para lograr una mayor sensibilidad se realizaron 3 repeticiones y si no se

obtenia un volumen de muestra suficiente como para realizarlas no se realizaba este test.

Se pudo evaluar mediante PCR los SNPs reportados para el gen del dominio Il del canal
de sodio: T170C, G184C, C190A, C190G y G215T. Todas las poblaciones para las que
se encontraron los SNPs evaluados tenian resistencia fenotipica a piretroides. Se destaca
que se detectd la mutacién del C190A en todas las poblaciones menos la 9 y 20. Esta se
hall6 incluso en poblaciones que tenian individuos susceptibles a los piretroides en el
andlisis fenotipico lo cual coincide con hallazgos previos en un trabajo realizado en
Uruguay (Janer et al., 2021) donde este SNP fue encontrado en todas las poblaciones
evaluadas. Estas mutaciones podrian no estar expresandose, pero también podria ser
debido a que la distribucion de la resistencia dentro de una poblacion de individuos no
fuera homogénea. Por lo tanto, dentro de esta existan individuos susceptibles y
resistentes. Si bien la poblacion 9 demostro tener resistencia a los piretroides mediante
los bioensayos fenotipicos, esta no se confirmd a nivel molecular. Esto podria explicarse
porque se contod solo con una teleogina para realizar la evaluacion que implica un nivel
muy bajo de representatividad de la resistencia en la poblacion. Por otro lado, podria ser
que contara con algun mecanismo de resistencia que no esté descrito ni se conozca la
genética que lo explique. No se detectaron los SNPs G184C, C190G ni G215T en ninguno
de los establecimientos coincidentemente con los resultados obtenidos por Janer et al.,
2021 donde tampoco se hallaron. El polimorfismo T170C (super kdr) fue diagnosticado

en una de las muestras de la poblacion 20, siendo esta la primera vez que se registra ese
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polimorfismo en Uruguay. Para el caso de las poblaciones 10, 23y 28, no se pudo evaluar
la presencia de los SNPs dado que se disponia de una Unica muestra de garrapata y las
secuencias obtenidas fueron descartadas por ser de mala calidad. No se encontraron los
SNPs evaluados para el gen del dominio Ill del canal de sodio que demuestren la
resistencia fenotipica observada en las poblaciones, asi como fue observado por (Janer et
al., 2021). En cuando a la resistencia evaluada para amitraz por PCR para el gen OAR se
observo que la mutacién A22C se encuentra presenta en la mayoria de las poblaciones
evaluadas, incluso para la cepa Mozo. También se detectd la mutacion T65C en varios
establecimientos, pero en este caso no se identificd en la cepa de referencia Mozo. Estas
mutaciones fueron previamente asociadas a la resistencia a amitraz (Chen et al., 2007),
comparando garrapatas susceptibles y resistentes a este garrapaticida provenientes de
México y Brasil. Sin embargo, los autores también reportan que estas mutaciones no estan
presentes en garrapatas australianas que contaban con resistencia a este farmaco. Esto
expone la existencia de otros mecanismos de generacion de resistencia diferentes de las
mutaciones existentes en el blanco molecular. Entre estos, se encuentran variaciones en
las enzimas que participan en la detoxificacion metabolica de estos compuestos, y en
particular los genes que codifican para las enzimas citocromo P450 (CYP450) son
candidatos a estar vinculados a este mecanismo de resistencia (de La Canal et al., 2021).
Resulta muy llamativo que se encuentra la mutacion A22C en la cepa susceptible de
referencia; Mozo. Sin embargo, se ha detectado la presencia de estas dos mutaciones
(A22C y T65C) en garrapatas susceptibles al amitraz provenientes de las Islas Filipinas
(Alotaetal., 2021). Por lo tanto, hace creer que si bien estas mutaciones puedan contribuir
a la resistencia al amitraz no sean determinantes de la misma. No se detect6 ninguno de
los SNPs para el gen OAR en los establecimientos 9, 10, 13, 14, 21, 23, 27 y 28. Varios
de estos establecimientos (9, 13, 14 y 21) mostraron alta resistencia al amitraz por
bioensayos fenotipicos. En estos casos el no hallar la mutacion podria deberse al bajo
volumen de muestra, lo que constituye una limitante para el analisis genético, dado que
la representatividad de la poblacién en estos casos no es buena. También como se
menciono anteriormente expone la posibilidad de la existencia de otros mecanismos de
generacion de resistencia diferentes de las mutaciones existentes en el blanco molecular.
En cuanto a la resistencia al amitraz vinculada al gen BAOR no se detectd ninguno de los
SNPs estudiados en el trabajo. En cuanto a los 7 SNPs asociados al gen GABA para la
resistencia al fipronil, ninguno fue detectado en este estudio, si bien en estudios anteriores
los han detectado. Por ejemplo, un estudio detectd los SNPs G842C, G856T/C, G949A,
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A982G y G985T en garrapatas de Uruguay y Brasil (Castro Janer et al., 2019). Otro
estudio més reciente realizado en garrapatas de Uruguay reportd el SNP G856T/C en
varias poblaciones de campo. Sin embargo, sugieren que no hay asociacion de este alelo
con la resistencia evaluada a nivel fenotipico (Janer et al., 2021), algo que podria estarse
viendo reflejado en este trabajo.

Tabla 4. Resultados de resistencia por bioensayos y PCR de las poblaciones
seleccionadas para evaluar por RMN

N° de Se concluye resistencia por bioensayos a Se sugiere resistencia por PCR a
poblacion | Cip | Eth | Ami | Fipro | Ivm Flz Cip Ami Fipro
MOZO NO | NO | NO NO NO NO C190A A22C NO
7 Si Si Si Si NO ND C190A | A22C/T65G NO
8 Si Si | NO NO NO Si C190A | A22C/T65G NO
6 Si | NO | NO NO NO ND C190A | A22C/T65G NO
5 Si Si Si Si NO Si C190A | A22C/T65G NO
9 Si Si Si Si Si Si NO NO NO
10 Si Si Si Si NO Si ND NO NO
11 Si Si | NO Si NO Si C190A | A22C/T65G NO

Cip (cipermetrina), Eth (ethion), Ami (amitraz), Fipro (fipronil), lvm (ivermectina), Flz
(fluazuron). ND (no hay datos).

2.2 Puesta a punto de método de obtencion de espectros y analisis metabolomico.

Inicialmente se buscd trabajar también con larvas, pero las muestras no se lograron
destruir con el homogeneizador eléctrico, por lo que se intentaron otras alternativas como
un homogeneizador manual de vidrio, ultrasonido, un mortero con la muestra a
temperatura ambiente y luego congelada con nitrégeno liquido, no teniendo éxito en
ninguno de los casos. Dado este resultado se continud trabajando con la muestra
homogeneizada de teleoginas y huevos. Se fijo la cantidad optima de muestra a ser
utilizada para la extraccién de metabolitos realizando los espectros correspondientes y
viendo la calidad de los mismos. Se decidid utilizar como muestra preferencial huevos,
debido a que representan mejor la genética de las poblaciones en estudio. Como se explico
en la seccién anterior no fue posible obtener muestras en cantidad suficiente con un
minimo de 10 espectros por muestra de poblaciones con resistencia a un solo grupo
quimico. Si fue posible obtener un numero de muestras necesario para analizar el
comportamiento de poblaciones resistentes y susceptibles. Para ello analizamos 35
espectros de poblaciones resistentes (con variado perfil de resistencia segin se demostrd
en la seccion anterior) y 35 de susceptibles (cepa Mozo). Con estos espectros realizamos
el analisis estadistico descrito en la metodologia para desarrollar un método de
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discriminacion entre las dos poblaciones. Todos los espectros obtenidos se alinearon
(Figura 7) y procesaron previamente al analisis estadistico y desarrollo del método, luego

se analizaron inicialmente con un PCA (Figura 8).

Figura 7. A) Todos los espectros obtenidos procesados y alineados B) Acercamiento de
la zona aromatica donde se puede ver una mayor diversidad de sefiales y diferencias en
la poblacion susceptible y las resistentes, donde en estas ultimas hay mayor diversidad
de metabolitos aromaticos.
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Figura 8. PCA de todas las muestras estudiadas, es el primer paso para agrupar posibles
diferencias entre el conjunto de sefiales de los espectros en la figura se muestra las
diferentes clases, en rojo metabolitos de huevo de cea Mozo, en azul metabolitos de
teleoginas de Mozo, en celeste suero bovino, en verde metabolitos de huevo de oblaciones
resistentes.
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(suero bovino), hr (huevos de poblaciones resistentes.

Del estudio de PCA se puede observar la calidad de las réplicas entre las diferentes clases
de espectros donde mayoritariamente se agrupan las muestras de las distintas clases y
también se identifica una que escapa de los grupos clasificados. Esta ultima se debe a la
baja calidad del espectro por la cantidad de muestra analizada. Tambiéen observamos que
el suero de bovino no interfiere con el andlisis de las muestras si es que existiria
contaminacion de metabolitos del mismo en las muestras de teleoginas, de todas formas,
también hay que comparar con espectros de sangre total bovina. Segun este analisis la
calidad de los espectros es suficiente para realizar el siguiente analisis de minimos
cuadrados parciales ortogonales (MCPO). Este permite desafiar las muestras y buscar
diferencias significativas desarrollando un método que sea capaz de identificar muestras
de dos poblaciones distintas. Para ello realiza un proceso interactivo de comparacion de
muestras donde compara sin clasificacion de clases las distintas muestras y realiza las

agrupaciones que pude medir la calidad del método mediante los pardametros de Q2 y R2.
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Estos deben ser mayores a 0.6 y 0.8 respectivamente y los arrojados en el proceso
interactivo deben ser menores a estos, es decir los Q2 y R2 del método desarrollado con
las poblaciones clasificadas debe ser mejor estadisticamente que los del método

desarrollado con las muestras sin clasificar.

El andlisis mediante MCPO (Figura 9), demuestra que las poblaciones susceptibles y
resistentes tienen un perfil metabdlico significativamente diferente y que es posible
entonces identificar poblaciones problema por este método debido a que los valores
estadisticos fueron superiores al del estudio randomizado, demostrado asi la robustes
del método (Figura 10).

Figura 9. MCPO de los 35 espectros de metabolitos de huevo de cepa Mozo susceptible
(rojo) y de 35 espectros de poblaciones resistentes (verde).
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Ademas, se puede observar que la variabilidad dentro de las poblaciones resistentes es
baja considerando los perfiles descritos mediante el diagndstico por bioensayo y
molecular, alertando la homogeneidad de la resistencia en las poblaciones de campo en
la zona analizada (norte del Rio Negro, principalmente Artigas y Tacuarembd). Lo mismo
podemos decir de la homogeneidad de la cepa Mozo debido a que estas muestras fueron
tomadas en distintas épocas, de distintos animales y aun asi tienen perfiles metabolomicos

estadisticamente similares.
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Figura 10. Analisis estadistico del método A) parametros de bondad de ajuste (R2) y la
capacidad de prediccion (Q2) del modelo, y B) curvas de ROC con la estimacion de

sensibilidad y especificidad.
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La calidad de los espectros ademas permite un analisis mas detallado de los metabolitos

presentes, de estos espectros ricos en informacion, se podria analizar los mecanismos de

resistencia a estos garrapaticidas. En la figura 11 se muestran las sefiales de proton que

diferencian a la poblacion susceptible de las resistentes y preliminarmente se puede

observar la presencia de metabolitos como histidina, n-acetil aspartato, lactosa, manosa
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uridina monofosfato entre mas de 10 metabolitos diferentes que se encuentran en una y

no en otra poblacion.

Figura 11. Grafico de sefiales de HIRMN de susceptibles vs resistentes. En la region
positiva estan las resistentes y en la negativa las susceptibles.
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Finalmente se puede decir entonces que es posible diferenciar poblaciones resistentes de
susceptibles mediante muestras de metabolitos de huevo de garrapata, por ende, el método
desarrollado puede diferencia una muestra problema de campo y clasificarla en
susceptible o resistente, sin poder por el momento determinar el tipo de resistencia.
Entonces esto permitiria un diagnéstico rapido y preliminar en menos de 5 dias, y dar una
respuesta al productor para la toma de decisiones. Para poder realizar un método que
diferencia la resistencia entre grupos quimicos es necesario contar con un mayor nimero
de muestras por tipo de resistencia, pero preliminarmente se podria decir que es posible
hacer un diagndstico mas detallado en esas condiciones debido a que la Gnica muestra
incluida en este ensayo que tenia una resistencia a un solo grupo quimico fue una de las
que se puede observar como levemente diferente en la Figura 8 donde hay una

superposicion de muestras con la cepa Mozo.
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Capitulo 4. Evaluacién de moléculas como inhibidores de las enzimas TIM y GST.

1. Materiales y métodos.

1.1 Disefio experimental.

El estudio de moléculas con efecto garrapaticida comenzé por la evaluacion de estas en
enzimas recombinantes de R. microplus GST y TIM. Se seleccionaron un grupo de
moléculas que pertenecian a la coleccion de moléculas del Laboratorio de Moléculas
Bioactivas, segun su actividad antiparasitaria frente a otros parasitos, asi como por su
similitud estructural con otras moléculas inhibidoras de estas enzimas. Luego la TIM fue
producida por el laboratorio del Dr. Ruy Pérez Montfort del Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Autdbnoma de México y la GST por el laboratorio del Dr. Itabajara da
Silva Vaz Jr (Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil). Se evaluaron especificamente 86 moléculas como potenciales
inhibidores de la TIM (Alvarez et al., 2017; Lawrence & Mason, 2012) y 160 con la GST.
Por ultimo, se continud trabajando con las que presentaron mayor poder inhibitorio
(inhibicion >30%) para realizar una curva de dosis respuesta. Por otro lado, se evalud el
efecto garrapaticida por medio de bioensayos para 33 compuestos seleccionados segln
su efecto antiparasitario frente a otros parasitos (F hepatica, T. cruzi y Leishmania spp.)
y aquellos que demostraron inhibicion de las enzimas evaluadas. Por ultimo, se evalué la
citotoxicidad y otros parametros farmacocinéticos del compuesto mas prometedor en
esperma bovino y por medio del software de libre acceso SwissADME software

(http://www.swissadme.ch accedido 25 noviembre 2024).

1.1. Evaluacion de la actividad de los compuestos en las enzimas TIM y GST.
1.2.1. Sintesis recombinante de TIM y GST.
1.2.1.1. TIM.

Para la produccion de las enzimas TIM de R. microlpus (RmTIM) y Homo sapiens se
clonaron los genes en el sistema de plasmido pET 32 (RmTIM) y pET3? (HsTIM) (Aguirre
et al., 2011). Se purificd desde células BL21(DE3) codon plus RIL que se crecieron en
medio Luria Bertani con ampicilina 100 ug/mL y cloranfenicol 30 pug/mL. Los cultivos
se indujeron con 1 mM de isopropil-beta-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (21 °C por 16
hrs). Las células inducidas se centrifugaron y el paquete celular se sénica en amortiguador
A (fosfato de sodio 50 mM pH8, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM), después de ultra
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centrifugado a 40K rpm, el sobrenadante se purificé en una columna de niquel His Trap
HP 5 mL con un gradiente de 10 a 500 mM de imidazol. Se utiliz enterocinasa para
eliminar la etiqueta de His. La purificacion fue monitoreada por electroforesis en SDS-
PAGE (Saramago et al., 2018).

1.2.1.2. GST

Las secuencias decodificantes para RmGST fueron clonadas en liségenos de XL1-
Blue/rBmGST luego de crecimiento en un medio de Luria — BertNI (Rosa de Lima et al.,
2002). Cultivos de Escherichia coli BL21(DE3) y E. coli AD494(DE3) se transformaron
con plasmidos pET43a_GST-Av, pET43a_GST-HI, pET43a_GST-Rd y pET43a_GST-
Rm, pET43a_GST-Ra respectivamente. Los cultivos se indujeron con la adicion de IPTG
1mM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) por 6 o0 18 horas a 37°C. El cultivo
fue posteriormente centrifugado a 16,000 x g por 10 min a 4 C y los pellets lavados con
PBS pH 7,2 para almacenarse a — 20 °C. Luego se resuspendieron los pellets con el PBS
y se lisaron con ultrasonido en 5 ciclos de 30 pulsos por 30 segundos (Pulse Sonics Vibra-
cell VCX 500- 700, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, USA). Las proteinas se
purificaron por cromatografia de afinidad usando 1 mL de GSTrap 4B (Ge Healthcare,
Chicago, IL, USA). Se equilibra la columna inicialmente con un buffer PBS 7,4. Se coloca
la muestra y se lava con PBS pH 7.4. Para eludir las proteinas se utilizé un buffer 50 mM
Tris-HCI 10 mM reducido en glutatién pH 8,0. La purificacion de la proteina fue luego
verificada por electroforesis SDS-PAGE. Se cuantifico la proteina purificada mediante
medicién de la absorbancia UV a 280nm. Las fracciones que contenian proteina se
dializaron con Tris-HCI pH 7.4 100mM por 12 horas a 4°C (Ndawula et al., 2019). Esto
fue realizado en el Laboratorio del Dr. Itabajara da Silva Vaz Jr (Faculdade de

Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil).

1.2.2. Medicion de la actividad enzimatica.
1.2.2.1 TIM.

La actividad enzimatica de la RmTIM y HsTIMse determin6é a 25 °C siguiendo la
conversion de gliceraldehido 3 —fosfato (G3P) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
utilizando como enzima acoplante la alfa-glicerolfosfato deshidrogenasa (alfa-GDH) y
monitoreando la disminucion de la absorbancia a 340 nm y 25°C en un lector multiplacas
Varioskan™ Flash Multimode Reader (Thermo ScientificTM,Waltham, MA, USA). La
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mezcla de reaccion (ImL pH 7,4) contenia 10 mM de EDTA, 0,2 mM NADH, 1mM
gliceraldehido 3 fosfato y 0,9 unidades de glicerol fosfato deshidrogenasa. El inicio de la
reaccion estaba determinado por el agregado de 5 ng/mL de RMmTIM. De esta manera
el 100% de actividad enzimatica fue determinada por la reaccion de la enzima sin
compuesto con 2 hrs de incubacién como control negativo a 10% DMSO (Saporiti et al.,
2022).

1.2.2.2 GST

La actividad enzimética de la RmGST se determind usando los sustratos 1-chloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y 3/4-
dichloronitrobenzene (DCNB) (Sigma- Aldrich) a 25°C con espectrofotometro
VersaMax™ Microplate Reader) midiendo el aumento en la absorbancia producido por
el aumento en el conjugado (CDNB-SH). Este es producto de la reaccion catalizada por
la GST, quien conjuga el 1-chloro-2,4-dinitrobenzene con el grupo tiol del glutation
(GSH). Las lecturas se realizaron cada 15 segundos por 30 minutos a 340nm
observandose un aumento en la absorbancia (da Silva Vaz et al., 2004; He, C. Chen, et
al., 1999). Para la mezcla de reaccion se diluyeron los sustratos CDNB a1 mM y DCNB
a 1 mM en metanol y se agregaron a la reaccién en buffer Tris-HCl a 100 mM y pH 7.4
y glutatién reducido a 3 mM. Esta mezcla se realizé en placas de 96 pocillos y se agreg6
1.6 ug de proteina recombinante en un volumen final de 100 pL. El control negativo
consistio en buffer, GSH, and CDNB sin agregado de la enzima a 10% DMSO. Cada
ensayo se realizé por triplicado en dos experimentos independientes.

1.2.3. Medicion de la inhibicion de la actividad enziméatica.

26.3.1. TIM

La inhibicion de la actividad enzimatica de la RmTIM y HSTIM se realiz6 mediante su
incubacion a 5 pg/mL en amortiguador trietanolamina 100 mM pH 7.4, 10mM de EDTA
y 10% de DMSO a 25°C por 1 hora. La mezcla también contenia los compuestos disueltos
en DMSO a 10 y 100uM de concentracién final a 10% DMSO. Luego de transcurrida la
hora de incubacidn se agregaron 10 pL de esta mezcla a la mezcla de reaccidn alcanzando
un volumen final de 100 uM en placas de 96 pocillos. La medicion de la inhibicion se
realizdé nuevamente por la lectura de la disminucion en la absorbancia a 340 nm y 25°C
en un lector multiplacas Varioskan™ Flash Multimode Reader (Thermo
ScientificTM,Waltham, MA, USA). Es importante aclarar que ninguno de los compuestos
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agregados en esta reaccion afectd la reaccion de la glicerol-fosfato-deshidrogenasa
(corroborada in situ en la reaccion de inhibicion, con el agregado de glicerolfosfato
deshidrogenasa y volviendo a medir)(Saporiti et al., 2022). La concentracion inhibitoria
50% fue tomada como la concentracion de compuesto necesaria para reducir la actividad
enzimatica un 50% y fue analizada usando la regresion sigmoidal de la OriginLab 8.5
(Corporation, Northampton, MA, USA). Los ensayos fueron realizados por triplicados en
dos ensayos independientes (Saporiti et al., 2022).

1.2.3.2. GST

Los compuestos evaluados como potenciales inhibidores de la RmGST fueron diluidos
en DMSO 100% (v/v). Para el ensayo se utilizé Tris HCl a 100 mM pH 7.4 con un 10%
(v/v) DMSO en presencia 0 en ausencia (control negativo) de 100 uM de los compuestos
a evaluar (pre-incubacion de 5 min a 25°C) y siguiendo las condiciones utilizadas para
evaluar la actividad enzimatica de la RmGST. Estos se realizaron por triplicado en dos

ensayos independientes.

2.7. Evaluacién de la actividad de las moléculas por medio de bioensayos.

Para realizar estos estudios se utilizo la cepa susceptible Mozo aportada por la DILAVE,

Montevideo (tanto adultas como larvas).

1.3.1. Seleccidén de la muestra de garrapatas a evaluar

Al igual que para la realizacion de los bioensayos se realizo previamente la evaluacién de
la muestra recibida para definir si podia ser utilizada para su estudio. Esta debe de llegar
sin ovipostura, sin presencia de hongos y dentro de las 24 horas de haber sido extraidas.
Luego se seleccionan las teleoginas a utilizar por un tamafo de 0,8cm o superior, ser
uniformes sin deformaciones, de consistencia levemente turgente y color verde oliva con
leves vetas méas claras. No deben presentar coloraciones rojizas, negras o blancas. Por

ultimo, se evalua la viabilidad por medio de su movimiento y capacidad de caminar.

1.3.2. TIL (basada en Castro Janer et al., 2012)

Para realizar las soluciones de inmersion los compuestos a evaluar se diluyeron en DMSO
y se llevan a una concentracion de 3,0 mM sin sobrepasar el 15 % v/v de DMSO en agua
(Cover et al., 2022). Se utiliza como control negativo DMSO al 15 % v/v en agua, y

como control positivo Ivermectina (Sanimax, Laboratorio Adler) a una concentracion de
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8,2 x 10> M (concentracion letal 99 definida por Castro-Janer et al., 2012). Las teleoginas
seleccionadas se incubaron en condiciones ideales (28°C, 85% - 90% HR, 12 horas luz),
a las 2 semanas se pasaron las oviposturas a tubos de ensayo de vidrio de 1,5cm de
diametro que contenian una torunda de algodén humedecido con agua destilada
compactado al fondo. Luego se taparon con algoddn para incubarse a condiciones ideales
(28°C, 85% - 90% HR, 12 horas luz). Se utilizaron las larvas a los 14 a 21 dias de
eclosionadas para realizar la inmersion. Luego se colocd 1 mL de solucion de inmersion
en un tubo de 1,5mL, por duplicado para cada tratamiento y control. Se colocaron los
tubos conteniendo las larvas en forma vertical con el extremo abierto hacia arriba y se
utilizaron aquellas que se encontraron en el borde del tubo ya que fueron consideradas
viables. Se colocd un cumulo de 2 mm de diametro con aproximadamente 100 larvas en
cada uno de los tubos con la solucién de inmersion, dejando las larvas en inmersién
durante 10 minutos y homogeneizando manualmente. Luego se extrajeron las larvas y se
colocaron en sobres de papel Whatman N°1 cortados en rectangulos de 8,5a 7,5 cmy
doblados a la mitad. Estos sobres se cerraron con clip bulldog y se incubaron por 24 horas
a las condiciones ya mencionadas. Transcurridas las 24 horas se abrieron los sobres y se

evalué el % de mortalidad, tomandose éste como % de control.

1.3.3. TIA (basada en Drummond et al., 1973)

Se utilizaron las teleoginas seleccionadas segun lo descrito anteriormente y las soluciones
de inmersidén se realizaron diluyendo el compuesto a evaluar en DMSO a una
concentracion de 3,0 mM sin sobrepasar el 15 % v/v de DMSO en agua (Cover et al.,
2022). Se utiliza como control negativo DMSO al 15 % v/v en agua, y como control
positivo Amitraz (Acarmic, Laboratorio Microsules) a una concentracion de 8,5 x 10* M
(concentracion comercial para bafio). Se pesaron y luego sumergieron 7 garrapatas de la
cepa Mozo en un tubo tipo Falcon conteniendo 10 mL de solucion con el compuesto
(seguin se menciono anteriormente) durante 30 minutos. Luego de la inmersion, las
hembras se extrajeron y secaron cuidadosamente con papel absorbente, y colocaron
individualmente en tubos tipo Falcon de 15 mL identificados con la garrapata que
contenian y el tratamiento (Compuesto o control). A estos se les agregd algodén
humedecido con agua destilada (esfera de 0,5 cm de diametro) se los tap6 con una torunda
de algoddn y se incubaron a condiciones ideales (28°C, 85% - 90% HR y 12 horas luz)
durante 14 dias. Luego se registro el peso de la masa de los huevos, se humedecid

nuevamente la esfera de algodon con agua destilada, se tapd y se incubaron nuevamente
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bajo condiciones ideales (28°C, 85% - 90% HR y 12 horas luz) por un periodo de dos
meses. Transcurrido este periodo se registro el porcentaje de eclosion por el método
visual. Finalmente se calcul6 la reproduccion estimada y el % de control segun lo descrito

anteriormente para los estudios de resistencia mediante el TIA.

2.8. Evaluacidn de la citotoxicidad y pardmetros farmacocinéticos

1.4.1. Evaluacién de la citotoxicidad en esperma bovino

Las muestras de esperma se obtuvieron de toros Polled Hereford del banco de semen de
Gensur Ltda Montevideo. Se mantuvieron congeladas bajo nitrogeno liquido en pajuelas
de 0,5 mL (Andromed, Minitube, Alemania) hasta su uso (Figura 11). Se descongelaron
muestras de dos pajuelas y se prepar6 una reserva de esperma en una solucion tampén de
fosfato salino PH 7,4 a una concentracion de 40 millones de espermatozoides por mL,
luego 50 pL de esta suspension de esperma se mezcld con 50 pL. del compuesto diluido a
100 uM o con DMSO al 1 % v/v en el caso del control. EI compuesto se ensayd por
duplicado en placas de 96 pocillos incluyendo los controles. Las placas se incubaron a 37
°C durante 30 minutos con agitacion moderada. Luego 10 pL de cada muestra se
colocaron en una cdmara de conteo de Makler (profundidad 10 um, Sefi-Medical
Instruments, Israel). Mediante el uso del sistema Androvision (Minitube, Tiefenbach,
Alemania) del CASA (Analizador de semen asistido por computadora) y utilizando un
microscopio Olympus BX 41 (Olympus, Japdn) equipado con una platina caliente a 37
°C, se filmaron cuatro campos microscopicos para cada duplicado de la muestra y se
realizd visualmente el contaje de espermatozoides vivos (spzv), como aquellos que
mostraron parametro de motilidad progresiva, y muertos (spzm) de cada muestra de los
cuatro campos microscopicos en 100 células. Con esos datos se calculé la cantidad de
células relativas luego de 30 minutos de incubacion (spz totales - spzv) y el %
citotoxicidad del compuesto ([(nimero de células relativas del control- nimero de células

relativas del compuesto) *100] / numero de células relativas del control negativo).

1.4.2. Prediccién de la citotoxicidad y otros parametros farmacocinéticos

Para usar el software SwissADME se utilizd6 como imput el cdédigo SMILES, para la
molécula que se mostr6 mas prometedora, generado por el software ChemBioOffice
2010.
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2. Resultados y discusion
2.1. Purificacion de las enzimas recombinante TIM y GST

Se confirmo la purificacion de la RmTIM y HsTIM mediante una electroforesis en SDS-
PAGE observando una Unica banda de aproximadamente 27 kDa (figura 12). De igual
modo se confirmé la purificacion de la GST mediante una electroforesis en SDS-PAGE

observando una unica banda de aproximadamente 25 kDa.

Figura 12. SDS-PAGE. Banda de 27kDa marcada en una electroforesis SDS- PAGE
confirmando la purificacién de la RmTIM STD (estandar de pesos moleculares), F8 (8°
fraccion purificada), F9 (9° fraccion purificada), F10 (10° fraccion purificada), F11 (11°
fraccién purificada), F12 (12° fraccion purificada), F12 (12° fraccion purificada), F13
(13° fraccion purificada), F14 (14° fraccion purificada), F15 (15° fraccion purificada).
La flecha roja sefiala los pesos moleculares correspondientes a los 27kDa.

STD F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15
# - - — .
-

L

2.2. Medicion de la actividad enzimatica.

También se comprobo la actividad enzimatica de la TIM mediante la conversion de G3P
a DHAP observandose una disminucion en la absorbancia, es decir el consumo de NADH
segun lo reportado en esas condiciones. A su vez se demostro la actividad enzimatica de
la GST frente al CDNB, con el cual se realizé el trabajo, pero no contra el DCNB,

obteniendo para el primer sustrato un aumento en la absorbancia. Bajo las condiciones
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testeadas la GST demostré una actividad de (36 + 3) x1073 nmol de producto por segundo

"L por pg de proteina -1.
2.3. Inhibicion de la actividad enzimatica.

Para el caso de la TIM se realizé la evaluacion de la inhibicion de la actividad enzimatica
evaluando a los compuestos a dos concentraciones, 10uM y 100uM, mientras que para la
GST solo se pudo realizar la evaluacion a 100uM. De cualquier manera, tanto para la
TIM como para la GST se observaron compuestos que lograban inhibiciones de su
actividad superiores al 30%.

Particularmente para la TIM se observaron 15 compuestos que lograron inhibir la
actividad de la enzima en un rango de 38% al 100% de inhibicion a diferentes
concentraciones. En este sentido se observa que para algunos compuestos se logra una
inhibicion de la actividad enzimatica diferente al ser evaluado a diferentes
concentraciones. Incluso en algunos casos esta fue superior cuando este es evaluado a una
concentracion de 10uM que a 100uM. Esto podria deberse a que en estos casos el
compuesto no se solubiliza a concentraciones altas generando que se agregue sobre si
mismo y evitando de este modo que interactle con la enzima, por lo tanto, perdiendo su
actividad inhibitoria. Para mejorar este aspecto podrian evaluarse a futuro nuevas
soluciones para poder mejorar su dilucion. Los compuestos que se destacan con mayor
actividad de inhibicién enzimética son el 1404 (100% a 10 uM, 1387 (100% a 10 pM),
1386 (100% a 10 uM) y DM80 (99% a 10 y 100 uM).
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Figura 13. Curva Dosis-Respuesta para el compuesto DM83 evaluado como inhibidor
de la enzima RmTIM. % inhibicion (porcentaje de inhibicion enzimatica), Log DM83
(LM) (logaritmo de la concentracion uM del compuesto DM83).
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Si bien se busc6 obtener, para todos los casos de los compuestos presentados en la tabla
4, su correspondiente CI150%, en muchos casos no fue posible o0 no de forma precisa ya
que no se logro llegar a las concentraciones necesarias para obtener una buena evaluacion
dosis respuesta por falta de compuesto o por problemas de solubilidad. EI compuesto
DM83, no solamente logra una respuesta uniforme a las diferentes concentraciones
evaluadas, sino que también demuestra una C1 50% de 0.4 uM la mas baja reportada hasta
el momento para esta enzima (figura 13). También este compuesto no afecto la enzima
humana a concentracién mayores a 50uM, siendo este entonces selectivo para la TIM de
la garrapata. Ademas, se evaluo tambien el ligando libre del DM83 y no fue activo, por
lo que la inhibicion es debida principalmente al complejo metalico.
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Tabla 4. Resultados de la inhibicidn de la actividad enzimética en la TIM y concentracion
inhibitoria 50% de aquellos compuestos que demostraron una inhibicion enzimatica
superior al 30%.

Compuestos Estructura % Inhib100* y 10** uM |CI 50% pM
1367 Crivsa 82* <10
1366 | (ol 38+ ND
1378 (\J/\J"\EM.M/\ I/\:°J> . 30
1404 RGPS 100* <10

"
799 OO0 8" =
1387 \//—"'Tli/.\\'b’ _/.J\_\_: %:;\_\ﬁl_,_,\) 100* <10
1088 QX fﬁ;f;j,.lii:ﬁi 50* >50
1408 7% >50
1385 89* <10
1386 100* <10
AT
879 Cro-C10 95+ <10
o
Oy e
MAR 106 ;n/[v r-ii} 69** 2514
-~ = m\j 0-\/'--._
MAR105 | 177 g 65* 1041
DM83 99* 0.4

%INHIB*100uM (porcentaje de inhibicion enzimatica a 100 uM), % INHIB *10 uM
(porcentaje de inhibicidn enzimatica a 10 uM), CI 50% (concentracion inhibitoria del
50% de la actividad enzimatica), ND (no hay datos).
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Para el caso de los compuestos evaluados con la GST se observa que hubo 5 compuestos
que lograron inhibir la GST en mas de un 30% (Tabla 5). A su vez en todos los casos se
consigue definir la Cl 50% destacandose los compuestos 794 y 1258 con una Cl 50% de
7.0+ 1.1 uM y 9.0 = 0.3 uM respectivamente.

Tabla 5. Resultados de la inhibicién de la actividad enziméatica y concentracion
inhibitoria 50% de aquellos compuestos que demostraron una inhibicion enzimatica
superior al 30%.

Compuestos Estructura % Inhib 100uM Cl 50% pM
N R
794 [’// \_‘|_/ S \_\_|/ \.\\] 58 70 i 11
795 <=.\ﬁ/.Q\NI.J\~4/‘\.\E,C> >50 18 i 6
: I 92
— -"%q ™ g +
796 q‘;— ) i E__}' 50+ 5
798 ((\i\'/N‘\\\\\“'/\‘}:‘\/}H\\;}&\\ﬁ‘;\\ﬂ/s> \ >50 50 i 5
O
= 59
1258 e F,_:,,-\_) 9.0+0.3

% Inhib100uM (porcentaje de inhibicidn enziméatica a 100 uM), C1 50% (concentracién
inhibitoria del 50% de la actividad enzimatica).

2.4. Resultados y discusion del efecto garrapaticida de los compuestos obtenido por
medio de bioensayos.
De los compuestos evaluados mediante el TIL se observo que 18 de estos tenian un efecto
garrapaticida ya que se registraba algin porcentaje de mortalidad. A su vez se puede
observar que los resultados de cada repeticion por compuesto son diferentes, lo que
sugeriria alguna falla en la técnica que no permite el mismo nivel de absorcion/ ingestion
por individuo. Para mejorar esto se podria trabajar en la solucion de inmersién, asi como
aumentar el periodo de tiempo de inmersién. Otra alternativa podria ser la de evaluar los
compuestos a una solucion inferior a la evaluada. Ya que, si en el caso de los ensayos de
inhibicidn enzimatica con la TIM esta variacion en la concentracion en algunos casos
demostro una inhibicion mayor, podria suceder lo mismo con los TIL. Sin embargo, otra
alternativa podria ser la de utilizar otras técnicas que podrian asegurar niveles de

administracion mas precisos por individuo, como pueden ser los ensayos de alimentacion
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artificial que implican administrar via oral con sangre el compuesto a cada garrapata
(Kuhnert, 1996; Pohl et al., 2011).

Tabla 6. Resultados de compuestos que demostraron % de mortalidad obtenidos
mediante el TIL.

Compuestos 1rep % Mt 2rep % Mt % Mt promedio
885 11 42 26,5
1456 4,6 3,7 4,2
266 7,1 8,3 7,7
912 30 7,1 18,6
715 6,7 28 17,4
903 8,8 15 11,9
796 3,6 2,0 2,8
906 2,8 1,4 2,2
809 2,9 2,6 2,8
795 12 14 6,7
1455 1,3 8,8 51
794 5,1 3,3 4,2
1258 1,1 1,6 1,35
1378 6,9 0 3,5

DM83 75 63 69
MAR 106 2,1 4,1 3,1

1rep %MT (porcentaje de mortalidad de la primera repeticion), 2rep %Mt (porcentaje
de mortalidad de la segunda repeticion), %Mt promedio (porcentaje de mortalidad entre
la primera y segunda repeticion). Los compuestos coloreados son aquellos que también
presentaron una inhibicién de la actividad enzimatica.

De los compuestos que demostraron generar algin % de mortalidad por medio del TIL
hubo 7 que también contaron con inhibicion de la actividad de las enzimas evaluadas.
Particularmente aquellos que también contaron con inhibicion de la TIM fueron el 1378,
Mar 106, DM 83. Por otro lado, los que a la vez inhibieron la actividad de la GST fueron
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el 794, 795, 796 y 1258, los compuestos 795 y 796 ademas inhibieron el crecimiento de
células de garrapata a 100 uM (Tabla 7). Los compuestos que presentaron mejores datos
de repetibilidad para estas 2 muestras fueron el 1456, 266, 796, 906, 809, 1258, 794 y
MAR 106 y los que mostraron los peores fueron el 885y el 912. Hubo compuestos que
si bien inhibieron la actividad enzimatica no fueron exitosos al evaluarlos por bioensayos.
Estas diferencias entre estos ensayos pueden estar sugiriendo que las moléculas no estan
logrando alcanzar a la enzima por lo que amerita a seguir trabajando en una mejor
formulacién para la solucién de inmersién, asi como cambiar por un bioensayo de
alimentacion artificial y agregar el monitoreo de la concentracion de compuesto a nivel
de la garrapata.

Tabla 7. Resultados de compuestos que demostraron generar mortalidad
cualitativamente medida mediante el TIL y a su vez habian demostrado un % de

inhibicién en células de garrapata, realizados previamente en el Laboratorio de
Moléculas Bioactivas.

Estructura % de inhibicion
Compuestos células garra/
1Cs0
906 o9 95/ 24 + 3uM
0
HO OH
795 o 80
0~ "~ O
U L/
796 o 93/ 15+ 3uM
S S
\_/ | /

S
266 /o\ o ma 77
\ s
N
912 N \N/NJMQ 52

885 OH 91/ 17 + 4uM

Por otro lado, hay compuestos que demostraron tener algin efecto garrapaticida con el

TIL (Tabla 7) y que tenian estudiado previamente el efecto citotdxico en células de
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garrapata (BME26) pero no fueron inhibidores de ninguna de las dos enzimas estudiadas.
Por lo tanto, se desconoce el mecanismo de accion de estos, lo cual podria indicar un

camino de estudio a seguir que a su vez nos podria orientar a nuevos blancos moleculares.

El compuesto DM 83 fue el que demostrd la mayor mortalidad promedio con el TIL
(69%) y a su vez logro porcentajes de inhibicion de la actividad de la TIM excelentes y
uniformes y selectivo. Ante la baja disponibilidad de teleoginas Mozo sobre las cuales
poder realizar el TIA se opta por priorizar el realizar con este compuesto el TIA. Los
resultados de % de control para las 7 garrapatas evaluadas se muestran en la tabla 8. Se
destaca que la garrapata evaluada como repeticion 6 tiene como resultado un porcentaje
de control negativo ya que su control negativo obtuvo un porcentaje de eclosion de
solamente el 40%, mientras que el resto de los controles negativos correspondientes a las
otras 6 repeticiones obtuvieron un 100% de control. Es posible que ante la falta de

teleoginas haya habido una falla en la eleccion del control de esta.

Tabla 8. Resultados de las garrapatas evaluadas mediante el TIA con el compuesto
DM83.

Repeticion Peso _de Peso de % eclosion ER %Control
teleoginas huevos

1 0,289 0,055 5 19031,1 96,7

2 0,328 0,075 85 388719,5 20,5

3 0,25 0,079 30 189600 58

4 0,296 0,045 100 304054,1 36,1

5 0,282 0,072 100 510638,3 6,3

6* 0,259 0,036 95 264092,7 -280,2
7 0,271 0,048 100 354243,5 11,4

% eclosion (porcentaje de huevos eclosionados), ER (reproduccion estimada), %
Control (porcentaje de control), * el control negativo de esta garrapata fue deficiente ya
tuvo solamente un 40% de eclosion.

Se pudo observar que los porcentajes de control variaron entre 11,4% y 96,7%. Esta
variacion esta principalmente relacionada a la variacion observada en el peso y porcentaje
de eclosidon de los huevos. Nuevamente esto podria estar explicado porque no esta
Ilegando la misma cantidad de compuesto a cada individuo. En este sentido plantearse
trabajar en la formulacion de bafio, aumentar el periodo de inmersion, modificar la
concentracion de la solucion de bafio o recurrir al uso de otro bioensayo. De cualquier

manera, se posiciona como un compuesto prometedor sobre el cual continuar trabajando.

2.5. Citotoxicidad y parametros farmacocinéticos del compuesto DM83.
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2.5.1. Citotoxicidad del compuesto DM83 evaluada en esperma bovino.

El analisis cualitativo del efecto del compuesto DM83 en esperma bovino a una
concentracion de 100 uM demostré un % de citotoxicidad de 33,1% y 35,6% para cada
una de las repeticiones realizadas. Teniendo en cuanta la potencia de inhibicion de este
compuesto en la TIM, su selectividad y se puede considerar que esta es una baja toxicidad
en células de mamifero y que podria ser un compuesto prometedor para realizar otros

estudios preclinicos como por ejemplo evaluar la toxicidad in vivo en roedores.

2.5.2 Prediccion de la citotoxicidad y otros parametros farmacocinéticos.

El software SwissSADAME brinda informacion predictiva respecto a diferentes
parametros farmacocinéticos como la dosis letal 50% (mg/Kg) en roedores, potencial de
mutagenicidad (test de Ames), solubilidad (mg/mL), absorcion gastrointestinal
(humanos), permeabilidad en la piel (humanos), estabilidad metabdlica y lipofilicidad

(Consenso log po/w) que se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados obtenidos para el compuesto DM83 con el software swisSADMA

LD 50 - Sol Perm. En piel
Comp Mutag (ma/Kg) Lipofil (mg/mL) Abs Gl (log Kp cms) Estab. Met
DM83 | Negativa | 1700 >5 <3x10*| Alta -4,9
Amitraz | Negativa 400 4.8 1,6x10° | Alta 4,2

Comp (Compuesto), Mutag (Mutagenicidad), LD 50 (dosis letal 50), Lipofil
(lipofilicidad), Sol (solubilidad), Abs GI (Absorcion gastrointestinal), Perm en piel
(permeabilidad en la piel), Estab. Met (Estabilidad metabdlica).

Segun los resultados obtenidos se puede observar que los resultados de solubilidad y
liposolubilidad podrian estar explicando la dificultad obtenida al general las soluciones
para las pruebas de inmersion en garrapatas. La alta absorcion a nivel gastrointestinal y
estabilidad metabolica media plantean la posibilidad de pensar en una formulacién
eficiente que permitiria que la garrapata ingiera este compuesto a través de la sangre
bovina. De cualquier modo, en primer lugar, seria recomendable confirmar su actividad
a través de ensayos de alimentacion artificial en garrapatas. Posteriormente habria que
trabajar en pensar en una formulacién que sortee toda la maquinaria de preestbmagos con
los que cuentan los bovinos. Esto es importante ya que su transito a través de estos generar
inestabilidades bioquimicas que podrian impactar directamente en la integridad del

compuesto. En cuanto a la LD 50, es muy importante destacar que es muy superior a 400
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mg/Kg, detectada para Amitraz en roedores. Esto lo posiciona como un compuesto seguro

para su uso, asi como la baja capacidad mutagénica.
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Conclusiones

Fue posible desarrollar un método que diferencia garrapatas susceptibles de resistentes
utilizando el andlisis de metabolitos de huevo de garrapata mediante el uso de RMN.

Esto demuestra la posibilidad de contar con un diagnostico rapido y preliminar de
resistencia, en menos de 5 dias, y dar una respuesta a tiempo al productor para la toma de
decisiones. Por otro lado, esta técnica demuestra un gran potencial para poder realizar un
diagndstico de resistencia mas detallado para las diferentes moléculas garrapaticidas y, al
reflejar lo que sucede a nivel metaboldmico en estos paréasitos, también serviria como una
gran herramienta para determinar nuevos mecanismos de resistencia a estas moléculas.
Un camino en esta direccidn consistiria en poder determinar que metabolitos se pueden
asociar especificamente a la resistencia por molécula. Para esto es clave poder obtener
muestras de poblaciones con perfiles de resistencia a menos moléculas simultdneamente,
asi como un andlisis mas detallado del espectro correspondiente al metabolismo de estas
poblaciones. Por otro lado, estudios méas detallados de estos espectros podria explicar las
diferencias observadas entre los resultados obtenidos para las poblaciones resistentes

mediante los bioensayos y estudios genéticos.

Se lograron identificar mediante estudios fenotipicos y target dirigido 22 compuestos
como potenciales garrapaticidas a ser desarrollados en un programa de estudios
preclinicos. Ademas, se identificd el inhibidor mas potente reportado para la TIM, un
compuesto selectivo de baja toxicidad inespecifica y con un prometedor perfil
farmacologico a ser desarrollado como garrapaticida. En principio se podria comenzar a
trabajar en su formulacion para lograr una mejor absorcién por parte de las garrapatas y

asi asegurar una mejor llegada al sitio de accion.

El trabajo finalizd con dos publicaciones realizadas, "Phenotypic and Target-Directed
Screening Yields New Acaricidal Alternatives for the Control of Ticks™ (Saporiti et al.,
2022) y "Novel tick glutathione transferase inhibitors as promising acaricidal
compounds” (Ozelame et al., 2022).
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