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Resumen

El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) report6 en el
2020, dentro de la campafa nacional para el control de la garrapata que el 65% del territorio
nacional esta infestado con Rhipicephalus microplus. Esta garrapata es parasito de un solo
huésped, preferencialmente bovinos, aunque podemos encontrarla en otros animales ungulados.
Causa dafio en pieles y disminuye la produccién de leche y carne, lo que lo hace uno de los
ectoparasitos hematéfagos mas importantes en la ganaderia bovina. Hasta el momento, las formas
mas eficientes para controlar a la garrapata son la quema de pastizales y el uso de-quimicos que
alteran el sistema nervioso del parasito. Una de estos compuestos neurotoxicos son las
ivermectinas, que pertenecen al grupo de las lactonas macrociclicas y alteran el potencial de
membrana, modificando permanentemente el canal de cloro dependiente de glutamato (GIluCl)
causando una pardlisis y la muerte. El canal GIuCl solo esté presente en invertebrados por lo cual
la ivermectina ha sido muy exitosa comercialmente, ya que no tiene efectos secundarios
indeseables en el humano o los bovinos. Después de mas de 10 afios de uso en Latinoamérica se
han encontrado garrapatas resistentes a la ivermectina en Brasil y México. Hasta la fecha no se
han confirmado las razones moleculares a nivel genético del desarroll6 de esta resistencia. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo, es analizar secuencias que codifican para el GIuCl en garrapatas
susceptibles y con distinto grado de resistencia a ivermectina, buscando mutaciones que pudieran
ser los causantes de la desensibilizacion del canal ante la ivermectina.

Palabras clave: ivermectina, resistencia, Rhipicephalus microplus, RNA, Canal de cloro,
mutaciones.



1. Introduccién

1.1 Rhipicephalus microplus

R. microplus es una garrapata de la familia Ixodidae, denominadas garrapatas duras porque posen
una lamina dorsal dura. Es un ectoparasito obligado que debe alimentarse de fluidos tisulares
sanguineos para desarrollarse durante todo sus estadios lo cual le permite entrar a la clasificacion
de artrépodos hemimetabolos (Biology of Ticks Volume 1, 2013) .Sus estadios de desarrollo son:
huevo, larva de seis patas, ninfa de ocho patas, adultos machos y hembras de ocho patas.
R.microplus se encuentra en la clasificacién de garrapatas con un solo hospedero durante todo su
ciclo (Biology of Ticks Volume 1, 2013). La forma de alimentacion comienza cuando la garrapata
se fija en un hospedero cortando su piel con sus estructuras bucales llamadas queliceros y se
ancla a la piel con el 6rgano llamado hipostoma.

1.2 Ciclo de vida de R. microplus.

Las hembras apareadas e ingurgitadas son aquellas que descienden del hospedero y comienzan a
ovopositar. Los huevos tienen un tiempo de incubacion. promedio de 15 dias, posteriormente
eclosionan y las larvas resultantes esperan en el suelo o.en el pasto a un hospedador hasta 90
dias. Como se observa en la Figura 1 cuando una larva logra subir a un hospedero comienza la
fase parasitaria alimentandose de sangre por 8 dias antes de mudar a ninfa (Boulanger et al.,
2019).

La alimentacion de la ninfa dura 4 dias al concluir muda en adultos machos o hembras. Al terminar
la copulacion los machos mueren y las hembras contindan a alimentarse y 5 dias después se
encuentran repletas, un estadio denominado asi por el gran tamafio que adquiere la garrapata, y
se encuentran listas para descender del animal. El periodo de ovoposicién dura entre 10 a 15 dias
y al finalizar este las hembras mueren (Boulanger et al., 2019).

Larva z2 afimenta y muda
Ninfa e alimenta y muda
Adults so afimenta y so aparea

hospedero

Emboscada

Ciclo de un solo hospedero
Hzrr;bra i ﬁ
replets Huewvo

B R —

- hatching
OVOPOSICION
Eclosion

Figura 1: Ciclo de vida de un solo hospedero de la garrapata R. microplus. Imagen modificada de Biology of ticks
(Biology of Ticks Volume 1, 2013). Donde se observa el ciclo completo de R.microplus, los estadios de larva, ninfa,
adulto y hembra ovopositando.



R. microplus s6lo ocupa a un hospedero para completar su ciclo de vida y se puede encontrar
fijadas en ovinos, caprinos y equinos (Encinas et al., 1999). Durante su periodo de alimentaciéon R.
microplus puede transmitir varias bacterias patdgenas como Anaplasma marginale (Miranpuri,
1988; Ybariez et al., 2013) y Anaplasma centrale (Ehounoud et al., 2016), las cuales son agentes
etiologicos de la anaplasmosis bovina. Ademas varios protozoarios de importancia veterinaria
como: Babesia bigemina (Bluscher, 1988; Guerrero et al., 2007) y Babesia bovis (Guerrero et al.,
2007; Mbati et al., 2002) son transmitidos al ganado vacuno por la garrapata.

1.3 Importancia econdmicay epidemioldgica de R. microplus

Se han encontrado por PCR tiempo real en ADN extraido de garrapatas R.microplus las siguientes
bacterias: Borrelia burgdorferi, Borrelia theileri los causantes de la enfermedad de Lyme (Burgess
et al., 1993) y los agentes etimoldgicos de la erliquiosis bovina que son Ehrlichia minasensis y
Ehrlichia ruminantiu (Ehounoud et al., 2016; Ghafar et al., 2020). La sola presencia y fijacion al
ganado de R. microplus es un factor de riesgo para que los bovinos puedan contraer las
enfermedades transmitidas por esta garrapata, al tener estas, se observa una alta prevalencia de
infecciones por los patdégenos anteriormente mencionados (Ghafar et al., 2020; Solorio-Rivera and
Rodriguez-Vivas, 1997)

La campafia nacional para el control de la garrapata reporté en el 2020 que el 65% del territorio
nacional esta infestado con R. microplus, En la Figura 2 se observa el estatus zoosanitario
reportado en el 2020 por SENASICA. Donde la superficie libre de garrapatas es de 599,367.86
km? equivalente al 30.60% del territorio nacional..La zona en erradicacion consta de 67,472.76
km?, el 3.44% y la zona denominada control es de 1, 292, 407,02 km? el 65% del territorio
nacional. Los primeros reportes de la presencia del ectoparasito R. microplus datan de 1986 en el
sureste del pais. Los estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y Chihuahua se
consideran libres de la garrapata. En contraparte, reportan en Yucatan, Solorio-Rivera y
Rodriguez-Vivas en 1997 que cada bovino estd infestado por aproximadamente 70 garrapatas
adultas. Cada garrapata substrae entre uno a tres mililitros de sangre durante todo su ciclo de vida.
Por esta razdon en regiones donde se encuentra la presencia de R. microplus se presentan
disminuciones en la produccion de leche, pérdida de peso del ganado, dafio en las pieles y la
transmisién de enfermedades. Es por ello que el impacto econédmico anual se estima en 573.61
millones de délares en México (Rodriguez-Vivas et al., 2017). Por lo tanto el control de la garrapata
R. microplus es prioridad en la ganaderia bovina.

Para controlar estas enfermedades Yy los efectos en el ganado por la fijacion de esta garrapata, se
buscan técnicas que limiten la presencia de la garrapata. Las estrategias utilizadas son la rotacion
de potreros, uso de quimicos como los piretroides y la generacion de vacunas (Rodriguez-Vivas et
al., 2018). Por lo tanto, gran parte de pérdidas econdmicas de este sector agroindustrial, son
generadas por R. microplus, asociado al costo de las practicas de control para reducir las
infestaciones en los bovinos, basadas, principalmente, en la aplicacion de compuestos quimicos
de alto costo monetario.(de Castro, 1997; Porto Neto et al., 2011)
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Figura 2: Reporte de la distribucion de la garrapata R. microplus en el territorio mexicano por SENASICA en
2020. Se observa el estatus zoosanitario reportado en el 2020. Donde la superficie libre de garrapatas es de 599,367.86
km? equivalente al 30.60% del territorio nacional. La zona-en erradicacion consta de 67,472.76 km?, el 3.44% y la
zona denominada control es de 1, 292, 407,02 km? el 65% del territorio nacional.

1.4 Tratamientos quimicos como medio de control de las poblaciones de garrapatas
Los quimicos utilizados en el tratamiento de garrapatas actian de dos formas, la primera es de
forma sistémica cuando es consumido desde los tejidos del ganado por la garrapata. La segunda
es por contacto directo del quimico con el parasito usando aplicaciones externas (Roger lvan
Rodriguez-Vivas et al., 2014). Los compuestos quimicos mas utilizados estan enlistados en la
Tabla 1 y son las formamidinas, los piretroides, las lactonas macrociclicas, los organoclorados, los
organofosforados y ‘los fenilpirazoles (Taylor, 2001). A todos los anteriores se les conoce como
acaricidas por su actividad en contra de las garrapatas y la mayoria de los acaricidas son
considerados neurotoxinas dado que su efecto es en el sistema nervioso, cada uno con una diana
farmacoldgica distinta. Como se muestra en la Figura 3 las garrapatas tienen como sistema
nervioso central‘a una agrupaciéon de nervios fusionados denominada singanglion. De esta masa
de células salen los nervios periféricos y de estos emergen ganglios que inervan a los masculos, a
las estructuras sensoriales, a los apéndices, al tegumento, a los 6rganos internos y a las glandulas
salivales (Lees and Bowman, 2007).

Los acaricidas como los piretroides afectan a los nervios periféricos al impedir el estado abierto del
canal de sodio dependiente de voltaje (Chrustek et al., 2018). Los organofosforados inactivan a la
enzima acetilcolinesterasa, lo cual incrementa la concentracién de acetilcolina en la membrana
post-sinaptica causando paralisis muscular (George et al., 2004). Las avermectinas potencializan
los efectos del glutamato en el canal de cloruro dependiente de glutamato blogueando la
transmision de actividad eléctrica en las neuronas y musculos en invertebrados (Wolstenholme and
Rogers, 2005), paralizando a la garrapata y desprendiéndola del bovino sin que pueda terminar su
ciclo de reproduccion. Las vias de administracion mas comunmente usadas para los tratamientos
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qguimicos, que controlan y eliminan a las poblaciones de R. microplus, son bafios de inmersion,
aspersion, inyecciones subcutaneas y aplicacion topica.

Tabla 1: Nombre de los acaricidas utilizados y su diana farmacoldgica de accién

Grupo quimico Nombre del compuesto Tejido afectado Sitio de accion
Avermectinas Ivermectina Singanglion Canal de Cl-
dependiente de
glutamato
Piretroides Permetrina Singanglion Canal de Na+ voltaje
dependiente
Formaminidas Amitraz Singanglion Receptor de
Octopamidas
Organofosforados Cumafos Singanglion Acetilchilaesterasa
Fenilpirazoles Fipronil Singanglion Receptor GABA
Benzoilfenil urea Fluazuron Cuticula Formacion de quitina

Tabla de los acaricidas utilizamos para el control de la garrapata con su grupo quimico, nombre del compuesto
comercial, el tejido afectado y su sitio de accion o diana farmacolégica.

Garrapata
. 4 hembra
Intestino :
Region supra-
. , esofagica
Singanglion
Region sub-
esofagica
7.2 . MU\ i
PR X Ovarios
LT £ \
o~ NS N R > P
PES AT ; Tubulos de
L B WS \\_ Glandula Ga[rapata —
L S T salival g malpigio
= ——
Lesién Esofago

Figura 3: Imagen de una garrapata hembra alimentandose y en copula con el macho. Se muestra la localizaciéon de
los 6rganos internos y se resalta en color rojo el singanglion. Tomada y modificada de (Lees and Bowman, 2007).
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1.4.1 Lactonas macrociclicas y la ivermectina

En el grupo de las lactonas macrociclicas los acaricidas mas efectivos son las avermectinas,
ivermectinas y milbemicinas. Son exitosas por su facil absorcion en la piel de los mamiferos,
independiente de la via de administracion, gracias a su liposubilidad, almacenandose en tejidos
principalmente en grasa y piel del ganado vacuno. Esto protege al ganado por mas tiempo en
comparacion de otros acaricidas porque la Ivermectina (IVM) se encuentra por mayor tiempo viable
en los animales (Gonzalez Canga et al., 2008).

La ivermectina (IVM) es la lactona macrociclica con mayor difusion en el mercado y es utilizada en
muchas especies animales desde su descubrimiento en 1979. Es un farmaco proveniente de la
fermentacion de Streptomyces avermitilis y es un derivado de la avermectina B. En la Figura 4 se
observa la composicion quimica de la ivermectina, la cual estd conformada en un
80% 22,23-dihydro-avermectinB1 y 20% 22,23-dihydro-avermectinB1b (Campbell, 1981). La
estructura molecular consta de un grupo hexahidrobenzofurano, un grupo disacarido (en C-13) y
un anillo espirocetal (C-17 a C-28), lo cual le confiere una alta liposolubilidad y baja
hidrosolubilidad.

anillo
lactona espirocetal

\C

o

CH,

Hy

Disacarido

OH

hexahidrobenzofurano

Figura 4: Estructura quimica de la ivermectina :lmagen modificada de (Chen and Kubo, 2018). Se observa la
composicién quimica de la ivermectina, la cual esta conformada en un
80% 22,23-dihydro-avermectinB1 y 20% 22,23-dihydro-avermectinB1b (Campbell, 1981).

La diana molecular de la ivermectina se encuentra principalmente en las neuronas postsinapticas y
en las sinapsis neuromusculares. Aunque se han encontrado expresién de glucl en células
reproductivas (Li et al., 2014) El canal de cloro dependiente de glutamato tiene una alta afinidad a
la ivermectina (Laing et al.,, 2017). En la Figura 5 tenemos la representacion de solo dos
subunidades adyacentes del canal GIuCl. Se observan desde abajo (dominio intracelular) y la
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subunidad positiva se representa en color verde y la subunidad negativa en color rojo. Los cruces
transmembranales se abrevian de la siguiente manera M1, M2, M3 y M4 (Hibbs and Gouaux,
2011). El sitio de union de la IVM esta entre las dos subunidades adyacentes del canal, alrededor
de los cruces transmembranales M1 y M3. Se posiciona entre la alfa hélice del cruce
transmembranal 3 (M3) de la subunidad principal (+) y en la alfa hélice del cruce transmembranal 1
(M1) de la subunidad complementaria (-). La IVM se posiciona dentro de la interfaz de estas
subunidades e interacciona fisicamente con el cruce transmembranal 2 (M2), la cual conforma el
poro del canal. La union se logra gracias a interacciones hidrofébicas y por la formacion de enlaces
de hidrégeno con los 3 pases transmembranales en los que se ancla a los residuos, tirosina 285
del M3, leucina 218 del M1 y cerina 260 del M2. De igual manera, un residuo de glicina en la
posicion 281 del M3 es esencial para la selectividad a IVM (Althoff et al., 2014; Hibbs and Gouaux,
2011). La ivermectina puede interactuar ademas con un gran espectro de canales dependientes de
ligando como son los receptores GABA, glicina e histamina presentes en vertebrados pero
requiere altas concentraciones a diferencia de GIuCl (Wolstenholme and Rogers, 2005).

(-) Subunidad

M2

@

anillo
pirocetal

Figura 5: Sitio de unién de la ivermectina al canal GIuCl e interacciones atomicas. Representacion de solo dos
subunidades adyacentes del canal GIuCI. Se observan desde abajo (dominio intracelular) y la subunidad positiva se
representa en color verde y la subunidad negativa en color rojo. Los cruces transmembranales se abrevian de la siguiente
manera M1, M2, M3y M4 Imagen y modificada de (Hibbs and Gouaux, 2011).

1.5 Canal de Cloro dependiente de glutamato

El canal i6nico de cloro dependiente del neurotransmisor glutamato (GIuCl) contribuye al
funcionamiento del sistema nervioso de los invertebrados en la modulacién de la locomocion, en la
regulacion de la alimentacion y la mediacion de los estimulos sensoriales externos (Wolstenholme,
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2012). Es parte de la familia de los receptores Cys-loop, que son canales idnicos pentamericos
activados por ligandos y se dividen en receptores excitatorios e inhibitorios dependiendo de su
permeabilidad a cationes o aniones (Lynagh and Pless, 2014). En la Figura 6 podemos observar
que el canal est4d conformado por 5 subunidades organizadas para formar un poro central
permeable al ion cloruro. Todas las subunidades cuentan con un domino N-terminal extracelular
conformado por laminas beta, el cual se relaciona como el sitio de unién al glutamato, y tiene, en el
domino C-terminal, cuatro alfa-hélices transmembranales las cuales forman el canal (Fuse et al.,
2016).

Glutamato Glutamato

Extracelular

ivermectina

Intracelular

Figura 6: Estructura cristalogréafica del canal GIuCl unido a su ligando glutamato y a su modificador alostérico
ivermectina.. Imagen tomada y modificada de (Hibbs and Gouaux, 2011). El canal estd conformado por 5 subunidades
organizadas para formar un poro central permeable al ion cloruro. Todas las subunidades cuentan con un domino N-
terminal extracelular conformado por laminas beta, el cual se relaciona como el sitio de unién al glutamato, y tiene, en el
domino C-terminal, cuatro alfa-hélices transmembranales las cuales forman el canal (Fuse et al., 2016) .

El gen que codifica para el canal GIuCl se describi6 por primera vez en el nematodo
Caenorhabditis elegans. El estudio de este organismo y el andlisis de la secuencia del gen glucl
permitié la identificacion de una familia de genes que codifican en esta especie para diferentes
subunidades del canal de cloruro dependiente de glutamato (Cully et al., 1994). Se han descrito
dos formas alternas de la proteina del canal GIuCl, la subunidad a y las B, las cuales pueden
ensamblarse en heteropentameros u homopentameros. Los homomeéricos de subunidades a son
sensibles a la ivermectina e insensibles al glutamato cuando son expresadas en ovocitos de
Xenopus laevis. A diferencia de los heteroméricos, conformados por unidades a y 3, que son
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sensibles a la ivermectina y al glutamato (Cully et al., 1994). Sin embargo, Joseph A.Dent y
colaboradores en 1997 describen un nuevo gen en C. elegans, avr-15 que codifica a una
subunidad del canal GIuCl con propiedades diferentes a las subunidades descritas anteriormente.
La subunidad del gen avr-15 es sensible al glutamato y a la ivermectina cuando es expresada en
ovocitos de Xenopus leavis (Dent et al., 1997).

El GIuCl al ser un receptor inotrépico sufre un cambio de conformacién cuando su ligando, el
glutamato, se une a él. El cambio de conformacion abre el canal permitiendo el paso del ion cloruro
al interior de la célula. Dado que el potencial de membrana en el cual el ion cloruro esta en
equilibrio es cercano al potencial de reposo, los canales de cloro dependientes de-ligando se
oponen a la excitabilidad normal de la célula y la repolarizan (Hille, 2001). Por esto el canal GIuCl
se considera un canal inhibitorio aunque su ligando sea el glutamato que es un  neurotransmisor
excitador. En la Figura 7 tenemos la hiperpolarizacion de la membrana de la neurona postsinaptica
por la unién del neurotransmisor glutamato al canal GluCl incrementando el flujo del cloruro a la
célula.
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Figura 7: Neurotransmision inhibitoria rapida. Hiperpolarizacidn de la membrana de la neurona postsinaptica por la
unién del neurotransmisor glutamato al canal GIuCl incrementando el flujo del cloruro a la célula. La diferencia de
concentracion del cloruro se representa en el tamafio del circulo.

La ivermectina activa potentemente a GluCla y de forma simultanea hace que el canal i6nico sea
mas susceptible a la activacion por union de glutamato (Etter et al., 1996; Hibbs and Gouaux,
2011). En GluCla, se identifica a la ivermectina como un agonista alostérico. Cuando se une la
ivermectina a GIuCl suceden dos tipos de modificaciones conformacionales: la primera, una
distorsion local en la region cercana al siti6 de unién del ligando; y la segunda, un cambio de
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conformacion global del receptor que corresponde a una transicion de cerrado a reposo,
finalizando con un estado abierto de forma completa como se muestra en la Figura 8 (Althoff et al.,
2014; Hibbs and Gouaux, 2011)
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Figura 8: Cambio de conformacion global del receptor por la union de la ivermectina. Entre las subunidades del
canal se une la ivermectina Interactuando con M2, que confirma el poro del canal, y con M1y M3. La unién lleva el
canal de un estado a uno abierto de forma permanente (Hibbs and Gouaux, 2011; Wolstenholme, 2012)

1.6 Resistencia a los acaricidas

Los acaricidas utilizados de forma continua inciden una fuerte presion de seleccion al eliminar a los
individuos susceptibles. Aquellos individuos que logran sobrevivir al acaricida podran aparearse y
transmitir sus genes a la siguiente generaciéon. Conforme pasan las generaciones y el uso del

acaricida continte, el nimero de individuos que sobreviven aumentara y se le considera como una
poblacién que desarrolla resistencia (Fernandez-Salas et al., 2012).

La resistencia en una poblacién de garrapatas se puede medir con pruebas diagnosticas que se
dividen en bioensayos y pruebas moleculares. Los bioensayos a su vez se ramifican en:

Prueba de inmersion de adultas (PIA): Se utilizan hembras gravidas y estas son sumergidas en
una solucién con el acaricida a probar. Se compara la ovoposicién entre las tratadas y no tratadas
y la mortalidad de las hembras (Schumaker, 2012.). La concentracién discriminante se basa en la
concentracion recomendada por el comerciante (Drummond et al., 1973). El lado negativo de esta
prueba es el tiempo necesario para obtener una respuesta, entre 2 a 3 semanas y se requieren

16



grandes cantidades de hembras para tener un resultado confiable (Jonsson et al., 2007). La
ecuacion para calcular el indice de resistencia con esta prueba se muestra en la Tabla 2.

Prueba de paquete de larvas (PPL): En varios papeles filtro que son impregnados con distintas
dosis del acaricida se agregan 100 larvas, 24 horas después se cuantifican las larvas capaces de
moverse y caminar. Lo cual permite calcular la CL50 y la CL99 de la cepa a evaluar. Se puede
utilizar la dosis discriminante la cual es dos veces la cantidad de acaricida que podria matar al
99.99 de la poblacibn de una cepa susceptible (Schumaker, 2012.). En esta prueba en
comparacion con la PIA es més facil tener un mayor grupo de individuos y se mide la respuesta
ante el acaricida con los porcentajes de mortalidad. La ecuacién para calcular el .indice de
resistencia con esta prueba se muestra en la Tabla 2.

Prueba de inmersion de larvas (PIL): Es muy similar a la PPL pero difiere en el tiempo de
exposicién al acaricida, por diez minutos las larvas son sumergidas en una solucion con la
ivermectina (Klafke et al.,, 2006). La prueba permite evaluar diferentes concentraciones de
acaricida en el mismo ensayo. Lo cual permite determinar la CL50 y CL99 de la cepa problemay la
dosis discriminante (DD) (Sabatini et al., 2001). La ecuacién para calcular el indice de resistencia
con esta prueba se muestra en la Tabla 2. El uso de cada una de estas pruebas depende del
acaricida a evaluar y si estos ya se han descrito como acaricidas o acaricidas potenciales (Klafke
et al., 2006).

Tabla 2: Descripcion de los bioensayos, sus caracteristicas y las ecuaciones para calcular
los porcentajes

Bioensayos Caracteristicas Ecuaciones

Paquete de larvas Principal prueba de diagnostico )

(PPL) por la FAO. Se utilizan papeles % Mortalidad = — "0 de muertes 00
impregnados con el-acaricida. numero garrapatas totales
La mortalidad se cuantifica 24 ) )
horas después. % Mortalidad corregida

(% Mortalidad tratamiento — % Mortalidad control)

100% Mortalidad del control

Inmersién de Los resultados son similares a % Mortalidad corregida
Larvas (PIL) los- del PPL. 100 larvas son _ (% Mortalidad tratamiento — % Mortalidad control)
sumergidas 10 minutos en tubos 100 — % Mortalidad del control

con. el acaricida.

Poco utilizado en el diagnéstico
Inmersion de Determina la eficacia de nuevos Peso de huevos

L . - Reproducciéon estimada = ——————— X % eclosiéon
adultas (PIA) acaricidas en varias especies de Peso de hembras
garrapatas.
No _ esta estandarlzfa\da y se . (RE control — RE tratado)
requieren gran numero de Porcentaje de control = x 100

individuos y tiempo. RE tratado

Las pruebas de paquete larvario e inmersién de larvas son recomendadas por la organizacion de
agricultura de las naciones unidas (FAO siglas en inglés). Las larvas de 14 dias se exponen al
acaricida en un papel filtro impregnado por 24 horas o sumergidas en una solucién con el acaricida
por 10 minutos respectivamente. Se verifica la mortalidad a las 24 horas. Se realizan réplicas con
100 larvas cada una y se analizan los resultados por ANOVA. Utilizando la mortalidad de una cepa

17



susceptible al acaricida y comparandola con la mortalidad de una cepa problema, se obtiene el
grado de resistencia dicho acaricida (Rodriguez-Vivas et al., 2012, 2010)

1.6.1 Resistencia a ivermectina

La resistencia a ivermectina se define como un atributo heredable en la poblacion de garrapatas, la
cual incrementa el porcentaje de la poblaciébn que sobrevive a una exposicion de cierta
concentracion del acaricida (Rodriguez-Vivas et al., 2018). Para el control de R. microplus el uso
constante de la ivermectina ha generado cepas resistentes, el primer caso de garrapatas
resistentes en ameérica fue reportado en Brasil por Martins y Furlong (2001) y hasta el afio 2006
Klafkle logra estandarizar el método de prueba de inmersion de larvas. A continuacién se muestra
en la tabla 3 los reportes de resistencia a ivermectina, su método de evaluacion y gradiente de
resistencia.

Tabla 3: Reportes de casos resistentes a ivermectina con lugar, método de evaluacién vy el
valor del grado de resistencia en américa latina y principalmente México.

Lugar Método de evaluaciobn  Gradiente de Autores
resistencia
Brasil Ensayos en campo Respuesta dicotémica (Martins and Furlong,
Sobrevivian 2001)
Estado de S&o Paulo Prueba de inmersién 3.78 (LCso), (Klafke et al., 2006)
de larvas
Universidad Autbnoma Prueba de inmersion 2.9 (LCso), (Perez-Cogollo et al.,
de Yucatan de larvas 2010)
San Fernando Prueba de inmersion 8.59 (LCso) (Perez-Cogollo et al.,
(Yucatan) de larvas 2010)
Veracruz Prueba de inmersién 3.03 (LCso) (Ferndndez-Salas et
de larvas al., 2012)A
Veracruz Prueba de inmersion 8.21 a1 (LCso) (Ferndndez-Salas et
de larvas al., 2012)B

Los mecanismos de resistencia a ivermectina que se han descrito en nematodos y artropodos son:
1) El incremento de la actividad metabdlica por enzimas, como las esterasas (Hernandez et al.,
2002) y p450 (Oakeshott et al., 2003) y 2) la perdida de la sensibilidad de la diana farmacolégica
ante el acaricida (He et al., 1999).

La resistencia metabodlica de la ivermectina en artrépodos se ha asociado al incremento del
metabolismo oxidativo. En un estudio de Bourguinant y colaboradores en el 2011, demuestran a
través de estudios moleculares que la proteina mas importante en la resistencia a ivermectina son
los transportadores dependientes de ATP (ABC) (Bourguinat et al., 2011). Las proteinas ABC
tienen’ como funcibn bombear metabolitos endégenos a través de membranas intra- vy
extracelulares, lo cual disminuye la concentracion de compuestos téxicos dentro de la célula
(Holland and A. Blight, 1999). Pohl y colaboradores al utilizar inhibidores de proteinas ABC junto
con IVM observaron una disminucion del indice de resistencia en los bioensayos PIL. Al analizar
la expresion de tres transportadores ABC en garrapatas resistentes describen al gen RmABCB10
como posible transportador involucrado en la resistencia a ivermectina en R. microplus (Pohl et al.,
2011). Es importante notar que aun con los inhibidores de la proteina ABC la resistencia solo
disminuyd, mas no sucedié una reversiéon por lo cual se sospecha que estan involucrados otros
mecanismos de resistencia.
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La insensibilidad en el canal GluCl, sucede cuando se evita o disminuye la unién de la ivermectina
al sitio de accion de la proteina. Este fendbmeno ocurre por cambios en la estructura terciaria de la
proteina y por cambios en la secuencia de aminoacidos (McCavera et al., 2009) (Kwon et al.,
2010). A diferencia de la resistencia metabdlica, la insensibilidad del canal se propicia en
poblaciones exogamicas por flujo genético, es decir la llegada del gen GIluCl con mutaciones o la
aparicion de mutaciones en el gen GIuCl en poblaciones endogamicas.

Las mutaciones posibles son limitadas porque es importante que el cambio disminuya la unién con
el acaricida al canal sin causar perdida de funcién primaria de la proteina. Si se cumplen estas
caracteristicas y estd la presencia del acaricida las substituciones seran favorecidas por la
seleccién natural (Tan et al., 2005). Dichas substituciones pueden ser encontradas en otros
artropodos o insectos presionados con ivermectina, por ejemplo en el piojo Pediculus humanus
capitis se encontraron las mutaciones A251V en el M3, S46P en dominio N-terminal y H272R
entre la M3 y M4 en el canal de (Amanzougaghene et al., 2018). La mutacién con mayor
frecuencia encontrada fue A251V, se sospecha que la mutacion altera las propiedades funcionales
del canal GIuCl en vez de alterar la unién de ivermectina a este. Otras mutaciones se han descrito
en distintos invertebrados resistentes a la ivermectina se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4: Organismos donde se han encontrado sustituciones de aminoéacidos en el canal
GluCl y asociado estas a la resistencia a ivermectina.

Organismo Sustitucion de AA  Region en el canal Autores

Drosophila melanogaster P 299 S Entre M2 y M3 (Kane et al., 2000)

Plutella xylostella A 309V M3 (Wang et al., 2016)
Tetranychus urticae G 323D M3 (Dermauw et al., 2012)
Tetranychus urticae G326 E M3 (Kwon et al., 2010)

Pediculus humanus A 251V M3 (Amanzougaghene et al., 2018)
Pediculus humanus S46 P N terminal (Amanzougaghene et al., 2018)
Pediculus humanus H272 R Entre M2y M3 (Amanzougaghene et al., 2018)

2. Justificacion

Cuando se presenta una poblacion de garrapatas resistentes a acaricidas como a la ivermectina,
se observa mermas productivas del hato y aumentan el nimero de casos de enfermedades como
la babesiosis bovina. Por lo tanto, entender el fendbmeno de la resistencia ante la ivermectina es de
suma importancia. Existen distintas hipotesis sobre los mecanismos que podrian explicar la
resistencia a ivermectina, la metabolizacion del acaricida y la presencia de mutaciones en la
secuencia codificante, que desensibilizan el canal GIuCl ante la lactona macrociclica.

Estudios anteriores no han podido identificar una sola causa definitiva de esta resistencia porque
utilizan garrapatas de origen silvestre para sus analisis, donde estas se encuentran en contacto
con mas de un tipo de acaricidas y el movimiento de ganado infestado permite el intercambio
constante genético entre las poblaciones de origenes distintos. Es por esto que el andlisis de
secuencias de GIuCl, proveniente de garrapatas con distintos indices de resistencia y garrapatas
susceptibles, ambos fenotipos provenientes de una misma cepa de laboratorio nos permitira
conocer si hay un cambio en la secuencia de aminoacidos que conforman al canal y si este
cambio impide la interaccion fisica de la ivermectina con la proteina. Conocer el tipo de resistencia
nos permite buscar estrategias adecuadas para controlar y disminuir la aparicién de nuevas cepas
resistentes.
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3. Hipotesis
Los diferentes grados de resistencia a ivermectina en R. microplus, se asocia a modificaciones
genéticas en el gen que codifica para el canal de cloro dependiente de glutamato.

4. Objetivo general

Establecer si hay una correlacion entre las modificaciones genéticas en el gen que codifica para el
canal de cloro dependiente de glutamato en R. microplus vy los diferentes grados de resistencia a
ivermectina.

4.1 Objetivos particulares
e Amplificacion y secuenciacion del gen del canal GluCl en garrapatas resistentes y
susceptibles a ivermectina.
e Andlisis informatico de las secuencias del canal GIuCl.
e Evaluacion de la significancia estadistica de las variaciones en las secuencias del canal
GluCl en garrapatas y su correlacién con las resistentes a ivermectina.

5. Metodologia
5.1 Consideraciones Bioéticas

5.1.1 Obtencion de muestras biolégicas

Las muestras biolégicas de garrapatas fueron proporcionadas por la Dra. Gabriela Aguilar
Tipacamu, investigador-docente de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma
de Querétaro. A través de una colabaracion en el proyecto aprobado por el comité de Bioética de
la FCN-UAQ, con el folio 3498 vy titulado “Estudio proteémico comparativo de Rhipicephalus
microplus resistentes y susceptibles a las ivermectinas”. Las muestras de garrapatas se originaron
para poder cumplir con el primer objetivo del proyecto anteriormente citado que es la de obtener
una cepa resistente a IVM, donde la cepa, que es de laboratorio y susceptible al acaricida, fue
presionada por 2 afios en bovinos medicados con subdosis hasta llegar a la dosis comercial de
ivermectina hasta obtener garrapatas resistentes, las cuales fueron evaluadas con el bioensayo
PIL para determinar el grado de resistencia. Las garrapatas fueron recolectadas en dos
momentos, antes y después de que cayeran del bovino, denominandoles semirepletas y repleta
respectivamente. Se recolectaron separando individuos en tubos indipendientes, sumergiéndolas
en solucién TRI (fenol pH 4, tiocianato de guanidinio 4 M) y congelandolas en hielo seco. Las
muestras. se recibieron y mantuvieron todo el tiempo a -80 °C hasta el momento de su
procesamiento.

5.1.2 Manejo, almacenamiento y disposicidn final de residuos peligrosos biolégicos
infecciosos
Los materiales sélidos tales como puntas de micropipetas, guantes y tubos fueron inactivados con
una solucion e hipoclorito de sodio al 10% durante 30 min. (OMS, 2005), enjuagados con agua
corriente y desechados como residuos no peligrosos. Los residuos provenientes del protocolo de
extraccién de &cidos nucleicos como productos que contengan residuos de fenol-cloroformo,
isopropanol y tiocianato de guanidinio fueron colocados en contenedores rigidos, con sellado
hermético de polipropileno, color rojo, con la leyenda “Residuos Peligrosos de fenol-cloroformo,
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isopropanol y tiocianato de guanidinio”. Dichos materiales fueron almacenados temporalmente en
el area especifica destinada y sefializada del laboratorio por no mas de treinta dias, estando a
cargo de su recoleccion y disposicion final la empresa “Transporte y recoleccion integral de
residuos peligrosos S.A. de C.V.” misma que presta sus servicios a la Universidad Auténoma de
Querétaro. La manipulacion, almacenaje, transporte y disposicion final se llevdé a cabo bajo las
consideraciones de la norma mexicana vigente NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

5.2 Extraccion de RNA

Las muestras de garrapatas congeladas con agente TRI (fenol pH 4, Tiocianato de guanidinio.4-M)
fueron maceradas con nitrégeno liquido en un mortero. El producto macerado se incub6 por 5 min
a temperatura ambiente (RT). Posteriormente se adicionaron 0.2 mL de cloroformo (grado
molecular), se agité vigorosamente por 15 seg y se incubd por 3 min a RT. Para separar las fases
con ayuda del cloroformo se centrifugo a 12000 g por 15 min a 4 °C. Se obtuvieron tres fases de
las cuales la fase acuosa se transfiri6 a un tubo nuevo. En el tubo nuevo se afadié 0.5 mL de
isopropanol (grado molecular) a la fase acuosa y se incubé por 10 min a RT. Para precipitar el
ARN se centrifugé a 12000 g por 10 min a 4 °C. Al concluir se retird el sobrenadante y se lavo el
pellet con etanol (grado biologia molecular) al 75%. Se sometié a una centrifugacion final de 7500
g por 5 min. Se dej6é secar el pellet al aire y posteriormente se agregd 30 uL de agua libre de
nucleasas. La pureza del ARN se verifico en el espectofotometro-Nanodrop (2000) buscando una
relacion 260/280 de 2 y 260/230 de 2. La integridad de las muestras se observé con la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1%

5.2.1 Gel de agarosa y electroforesis.

Para preparar el gel de electroforesis se pes6 2 g -de agarosa y se disolvio en 100 mL de buffer
TAE (Tris, Acido acético y EDTA), se calent6 la mezcla en un horno de microondas dando pulsos
de 4 seg hasta lograr una mezcla homogénea'y se vertid en el molde para geles esperando a que
enfrié y polimericé. Se colocé el gel polimerizado en una camara de electroforesis sumergido en
buffer TAE, se cargaron 50 ul de producto de PCR 6 3 ul de ARN con 3 o 1 pl de buffer de carga
(azul de bromofenol y glicerol) 'y'1 ul de marcador de peso molecular . La fuente de poder se
conecto a la camara de electroforesis a 80 V por 50 min. Al terminar la electroforesis se coloco el
gel en el transluminador y; con una aguja de bisturi nueva se cort6 y retiré el fragmento del gel de
la banda esperada, para el tamafia del amplicdn, se removi6é el exceso de agarosa y se peso en
una balanza analitica.

5.3 RT-PCR
5.3.1 Tratamiento con DNAsa

El ARN extraido fue retrotranscrito a cDNA para la amplificacién del canal GIuCl. Primero se traté
el ARNtotal con DNasa | (Invitrogen) con la finalidad de eliminar la contaminacion por ADN
proveniente del proceso de extraccion de acidos nucleicos. Para esto se agregaron a un tubo
estéril de centrifuga 1.5 mL, buffer 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM MgCI2, 500 mM KCI)
para una concentracion final 1X, 0.5 pL de enzima DNase | invitrogen por cada 1 microgramo de
ARN vy se ajust6 con agua DEPC hasta un volumen final de 10 microlitros. Se dej6 incubar 15 min
a RT y al finalizar el tiempo se inactivo la reaccién y la enzima elevando la temperatura a 65 °C
por 10 min y agregando &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 25mM.
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5.3.2 Retrotranscripcion del ARN mensajero

Al producto de la reaccion con tratamiento de DNase, se le adicionaron 0.4 pL de OligodT 50 uM y
0.4 uL de hexameros aleatorios 50 ng/pL. Se incub6 a 60 °C por 10 min para que los hexadmeros
aleatorios y los OligodT se unieran a la cadena de ARN y al finalizar inmediatamente se incubo a
4°C para mantener hibridados. Con la muestra a 4 °C se adiciond el amortiguador 10X para la
enzima Superscript lll a una concentracion final de 1X, el protector de ARN RNAsaOUT 40U/uL se
adicciono a una concentracion final de 0.5U/uL, Ditiotreitol (DTT) 0.1 M a 0.01M, los dNTPs 10mM
a 05 mM final y la enzima Superscript Il (Invitrogen) 200 U/puL a 10U/ pL final.
Se inicio la incubacion a 25 °C por 10 min con la finalidad de incentivar la union de los hexdmeros
aleatorios al ARN y se elevo a 50° C por 50 min, en donde la enzima comenz6 a funcionar y se
genero la cadena complementaria. Se finaliz6 con la inactivacion de la reaccién a 80 °C por 10 min
para detener la actividad de la enzima. Al terminar se adicion6 RNasa H (Invitrogen) 2 U/uL a .95
U/ uL final para eliminar el ARN vy dejar solamente la cadena complementaria de ADN, se incubé
a 37 °C por 20 min. El producto de la reaccion anterior se almacené a -20 °C.y se utiliz6 para la
amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa.

5.3.3 Diseiio de los cebadores

Para lograr amplificar el cDNA del canal GIuCl, se disefiaron un par de cebadores llamado Glu870,
el cual flanquea la region hidrofébica transmembranal de la proteina. EI amplicon esperado es de
870 pb. Ambos cebadores se disefiaron evitando la formacion de bucles, hetero- y homodimeros.
Los cebadores fueron analizados con el programa BLAST de NCBI para verificar que no fueran
complementarios a cualquier secuencia proveniente de bovinos, humanos y bacterias y
protozoarios. Las TM fueron calculadas en el programa OligoAnalizer de IDT con las siguientes
caracteristicas: concentracion de cebadores 0.25 mM, concentracion de Na+ 50 mMm
concentracion de Mg++ 2mM, concentracion de dNTPs .2nM. El cenador sentido es 5-CCC AAC
GTG CTT CTA CGA ATA-3" y el antisentido es 5°-TTG AAG AGG GCG AAC ATG AG-3".

5.3.4. Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En un tubo cénico de 0.2 mL se agregaron 25 UL de Thermo Scientific Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix 2x, 1.25 pL de cebador sentido 10 uM, 1.25 uL de cebador antisentido 10 yuM, 3
ML cDNA y 19.5 agua grado Biologia Molecular.

El protocolo del par de cebadores de 870pb es: un inicié con 98 °C por 10 seg para desnaturalizar
las hebras, 30 ciclos de 98 ° C por 5 seg, 62 °C por 5 seg y 72 °C por 13 seg. Finalizamos con una
extension de 1 min a 72 °C. Finalizamos con una extension de 1 min a 72 °C.

5.3.1 Purificacién de productos de PCR

Por cada 100 mg de agarosa al 2% se agregd 300 pL del amortiguador QC (QIAquick gel
Extraction kit). Se incubé a 50 °C por 10 min. Cuando el gel se disolvi6 completamente se agrego
un'volumen de isopropanol (grado molecular). Se colocé la solucién en una columna QIAquick y se
centrifugo por 1 min a 13 000 rmp. Otros 500 pL de amortiguador QC fueron agregados y como es
recomendado por el fabricante (QIAGEN) para muestras que seran enviadas a secuenciar. Para
lavar la columna se agregaron 750 uL de amortiguador PE (con etanol) se dejé incubando 5 min
antes de centrifugar por 1 min a 13 000 rmp. Al finalizar se colocé la columna en un tubo nuevo
conico de 1.5 mL y se afadié 15 pyL de agua grado Biologia Molecular a 50 °C. Se incubé por 5
minutos antes de centrifugar por 1 min a 13 000 rmp. Las muestras se cuantificaron con el método
mencionado anteriormente en el apartado 5.2. y verificadas en gel de agarosa.
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5.3.2 Secuenciacion

Las muestras de ADN junto con el cebador sentido correspondiente fueron enviadas al servicio de
secuenciacion que ofrece el laboratorio nacional de gendémica para la biodiversidad (LANGEBIO).
Donde se solicito el servicio de secuenciacion capilar con el método desarrollado por Frederick
Sanger modificada con los 4 dideoxinucleotidos marcados con fluorescencia diferencial y
electroforesis capilar. Los requerimientos para enviar a secuenciar a los servicios genémicos del
LANGEBIO fueron los siguientes: minimo 5 pL con una concentracion >15 ng/uL, obtener 2 en la
relacion 260/280 y ser solo una banda en el gel de electroforesis.

5.4 Andlisis Bioinformatico y Estadistico

Los electroferogramas y las secuencias obtenidas en el servicio de secuenciacion Sanger fueron
revisadas en el programa de libre acceso GENtle. Se verificé que los picos del electroferogramas
coincidieran con sus respectivas secuencias. Posteriormente se realizé un alineamiento en el
programa estadistico R con el paquete Biocondoctor y Biostring. Se utilizé. el algoritmo MUSCLE
para alinear las secuencias con 1000 repeticiones, utilizando la matriz de sustitucion UMPGA, las
penalizaciones por gap se ajustd a -1. El alineamiento resultante se utiliz6 para buscar
sustituciones y se utilizé el programa de libre acceso Jalview para obtener la secuencia consenso.
Se utilizé el algoritmo Neighbor Joining para generar la matriz de distancias y posteriormente se
generd un arbol filogenético en el programa R con el paquete msay ggplot.

La traduccion insilico de las secuencias se realiz6 en. GENtle usando la secuencia KF881800.1
con numero de identificacién del NCBI (Gassel et al., 2014) como referencia para la obtencién del
marco de lectura. Las secuencias de amino&cidos fueron alineadas con el algoritmo MUSCLE con
1000 repeticiones, utilizando la matriz de sustitucion UMPGA, las penalizaciones por gap se ajusto
a -1. El alineamiento resultante se utilizé para buscar sustituciones y se utilizd el programa de libre
acceso Jalview para obtener la secuencia consenso. Se utilizé el algoritmo neighbor joining para
generar la matriz de distancias y posteriormente se gener6 un arbol filogenético en el programa R
con el paquete msa y ggplot.

Los polimorfismos encontrados fueron validados con la prueba estadistica exacta de Fisher, donde
se generd una tabla de contingencia para los polimorfismos de las secuencias de nucleétido y otra
tabla para las secuencias de aminodcido. Los andlisis se realizaron dentro del programa de libre
acceso R. Las variables nominales son si la secuencia proviene de una garrapata resistente o
susceptible y si tienen el polimorfismo o no. El nivel de confianza se ajusté 95% esperando un
valor de P de 0.05.

6 Resultados

6.1 Determinacion del indice de resistencia con el bioensayo de inmersién de

larvas.

Las muestras utilizadas en nuestro estudio provinieron del proyecto “Estudio proteémico
comparativo de Rhipicephalus microplus resistentes y susceptibles a las ivermectinas” En esta
investigacion se busc6 generar una cepa de R.microplus resistente a ivermectina. Para lograrlo se
infestaron bovinos con garrapatas susceptibles y se trataron con subdosis letales de ivermectina.
Las hembras gravidas, que sobrevivieron, ovopositaron en una incubadora y las larvas que
eclosionaron de esos huevos se utilizaron para el siguiente pase. Se continu6 presionando la cepa
por dos afios y entre cada generacion se midid el indice de resistencia con el bioensayo de
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inmersion de larvas. De forma paralela la cepa de origen susceptible se preservo infestando
bovinos pero sin tratamiento de acaricida.

El nimero que se menciona en el indice de resistencia se obtiene con la siguiente formula:

(% Mortalidad tratamiento — % Mortalidad control)
100 — % Mortalidad del control

% Mortalidad corregida =

6.2 Extraccion de acidos nucleicos

Para iniciar la estrategia experimental se extrajeron los acidos nucleicos de garrapatas resistentes
y susceptibles al farmaco ivermectina. Diecinueve muestras fueron procesadas con el método de
reactivo TRIS / cloroformo, cada muestra estd conformada por el ARN de un solo individuo. El
ADN fue eliminado de las muestras con DNasas permitiendo trabajar exclusivamente con
ARNmensajero. En la Tabla 5 estan enlistados los resultados de la . cuantificacién por
espectrofotometria de UV visible de espectro completo (Nanodrop 2000). Las muestras tienen un
codigo de muestra y color de acuerdo a las caracteristicas propias de la muestra. El color azul
representa las garrapatas cuyo indice de resistencia es 4.5, el color rojo se asigné a las garrapatas
susceptibles. El cédigo amarillo representa las garrapatas resistentes con un indice de resistencia
de 5.2 y el cddigo verde tiene un indice de resistencia de 2.1. En la Figura 9 se observa la
electroforesis de ARN en agarosa, donde es visible dos bandas las cuales son las subunidades
ribosomales 28 Sy 18 S, para verificar su integridad previa a su utilizacion.

Tabla 5: Muestras de ARN de garrapatas resistentes'y susceptibles.

Cadigo Concentracion Relacion Relacion Fenotipo
color Nombre de la muestra ng/ul 260/280 260/230

Rojo 1 RSUC2791 9787.2 2.03 2.18 Susceptible
Rojo 2 RSUC2792 4396.8 2.01 2.13 Susceptible
Rojo 4 RSUC1213 2615.8 2 2 Susceptible
Rojo 5 RSUC1211 350.5 2 0.9 Susceptible
Rojo 6 RSUC1212 8602.5 2 2 Susceptible
Rojo 7 RSUC1214 823.6 2.2 1.7 Susceptible
Azul 1 RR4.52591 586.1 1.98 2.04 Resistente
Azul 2 RR4.52592 1974.5 2.17 1.91 Resistente
Azul 4 RR4.51211 2948.5 2 1.62 Resistente
Azul 5 RR4.5327 3307.9 2 2.2 Resistente
Azul 6 RR4.5322 2246.7 1.90 1.80 Resistente
Azul 7 RR4.5326 390.8 2 1.8 Resistente
Verde 1 RSIV3091 2677.2 1.96 1.99 Resistente
Verde 2 RSIV3092 3574.6 1.89 2.01 Resistente
Verde 3 RVXZ321 236 1.9 2.2 Resistente
Verde 4 RVXZ322 1587 2 2 Resistente
Verde 5 RVXZ323 400 1.9 1.9 Resistente
Amarillol RR5.2461 1674.1 2.03 1.8 Resistente
Amarillo3 RR5.32RM 1457 2 2.1 Resistente

Las diecinueve muestras de garrapatas resistentes y susceptibles al farmaco ivermectina que fueron procesadas por el
método de extraccion TRIS / cloroformo. Se muestra el cédigo de color de la muestra, nombre de la muestra, la
concentracion de ARN y el grado de pureza con base en la relacién 260/280 y 260/230.
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Figura 9: Electroforesis de ARN de garrapatas susceptibles y resistentes. Electroforesis en gel de-agarosa de ARN
extraido para verificar su integridad previa a su utilizacion. Se observa la presencia de las subunidades 28S y 18S para
comprobar la integridad y descartar degradacion del ARN.

R

6.2 Estandarizacién de la amplificacién de laregion del-gen glucl que codifica

paralaregion intramembranal de la proteina GluCl por tiempo real..

Se disefiaron un par de cebadores para amplificar la region del gen glucl a que codifica para la
region cubre la M1 y M4 de la proteina. Los cebadores sentido y antisentido hibridan en el
nucledtido 430 al 451 y 1284 al 1302 respectivamente. El tamafio del amplicon obtenido es de 870
pbs. En la Figura 10 se observan: la region de hibridacion en el gen, el nimero de nucleétidos del
producto esperado y el area de la proteina que representa el amplicon. Posteriormente los
cebadores fueron analizados en el programa OligoAnalyzer para conocer las temperaturas de
hibridacion (tm). Las temperaturas predichas-utilizando el modelo de vecino mas cercano fueron de
62 °C para ambos cebadores. La temperatura de hibridacién se comprobd experimentalmente con
una PCR maodificando el gradiente de temperatura entre 55 a 64 °C. Se observa en la figura 11 el
gel de electroforesis de ADN, en.donde a partir del segundo carril hasta el séptimo carril se
encuentran los amplicones, cada uno-amplificado con una temperatura de hibridacion distinta, de
un tamafio aproximado de 870 pbs. Para esta prueba se coloc6 el cDNA obtenido de la muestra
RSUC1213 en cantidades iguales en los seis tubos.
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Figura 10: Representacion del disefio de los cebadores: Disefio de cebadores para amplificar la region del gen glucl-a
que codifica para la region intramembranal de la proteina. Se observan: la region de hibridacion en el gen, el tamafio del
amplicén obtenido y el area de la proteina que representa el amplicon.
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Figura 11: Estandarizacion de la amplificacion del fragmente de 870pb del gen glucl-a. , gel de electroforesis de
ADN en donde a partir del segundo carril-hasta el séptimo carril se encuentran los amplicones, cada uno amplificado con
una temperatura de hibridacion distinta, de un tamafio aproximado de 870 pb. Para esta prueba se colocé el cDNA
obtenido de la muestra RSUC1213 en cantidades iguales en los seis tubos.

Con base a la abundancia relativa de del amplicén generado y su tamafo esperado, se selecciond
la temperatura de 62 °C, como la temperatura optima de amplificacién, misma que utilizaremos en
los siguientes experimentos.

6.3 Amplificacion y purificaciéon del gen GluCl

Las trece muestras de cDNA provenientes de garrapatas resistentes y las seis muestras de cDNA
de garrapatas susceptibles fueron utilizadas como ADN molde en una PCR tiempo final. A cada
reaccion con volumen final de 8 ul se agregaron 1.5 ul de cDNA y se utilizdé el programa del
termociclador descrito en la Figura 12-A. Los productos fueron analizados en un gel de
electroforesis, se observa una banda en el tamafio de 870 pb como se muestra en la figura 12-B. A
continuacion se realiz6 una reamplificacién del fragmento de 870 pb utilizando como ADN molde el
amplicén obtenido de la reaccion anterior, aumentando el volumen final a 25 pl.
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Figura 12: Amplificacion del fragmento 870pb A) Programa del termociclador para la amplificacion del amplicon de
870 pbs. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de reacciones de PCR para amplificar el fragmento de 870 pbs con
volumen final de 25ul. Las muestras Azul 4 y Azul 5 provienen de garrapatas resistentes y Rojo 6 y Rojo 7 de garrapatas
susceptibles.

El gel con los productos de la PCR de 25 pl fue incidido con un bisturi estéril para cortar el
amplicon obtenido de la reaccion y posteriormente se sometié al kit de extraccién QlAquick gel
extraction de Qiagen. EI ADN producto de la purificacion se corrié en un gel agarosa para verificar
gue solo estuviera la banda en el tamafio esperado y se realizé6 una cuantificacién por
espectrometria visible a las muestras de ADN del fragmento 870pbs amplificadas y purificadas,
mismas que fueron enviadas por paqueteria a los servicios de secuenciacion del LANGEBIO. Se
muestra en la tabla 5 el cédigo de color de la muestra, el nombre de la muestra, la concentracion
de ADN y el grado de pureza con base en la relacion 260/280 y 260/230.
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Tabla 6: Muestras de ADN del fragmento 870 purificadas

Cddigo color Nombre de la Concentracion Relacién pl enviados
muestra ng/pl 260/280 para secuenciar

Rojo 1 RS01411 59.5 2 10
Rojo 2 RS02411 22.9 1.9 9

Rojo 5 RSOV3POL 25 2.4 10
Rojo 6 RS06102 25 2.4 10
Rojo 7 RS07102 25 2 10
Azul 1 RR2.11411 20.2 2 10
Azul 2 AR4.52411 14.4 2 10
Azul 4 AR4.54102 25 1.96 10
Azul 5 AR4.55102 25 1.89 10
Azul 7 AR4.57102 25 2 10
Verde 1 VIV1411 69.1 1.89 5

Verde 2 VIXR2102 25 2.3 10
Verde X1 VIXR4102 25 2 10
Verde X3 VIXR3102 25 2.01 10
Amarillo 1 YR5.21411 211 1.95 10
Amarillo 3 YR5.23102 25 1.96 10

Cuantificacion por espectrometria de las muestras de ADN del fragmento 870pbs re-amplificadas y purificadas,
mismas que fueron enviadas a los servicios de secuenciacion del LANGEBIO. Se muestra el cddigo de color de la
muestra, el nombre de la muestra, la concentracion de ADN vy el grado de pureza con base en la relacién 260/280 y
260/230.

6.4 Revision y analisis bioinformaticos de los productos de secuenciacion
Las secuencias reportadas por el LANGABIO fueron revisadas utilizando el software Blastn, solo
aquellas que al ser alineadas con-la secuencia de referencia KF881800.1 namero de identificacion
del NCBI (Gassel et al.,, 2014) obtuvieron un valor de E igual a 0.0 y aquellas que en su
electroferograma solo tuvieron.un pico de emision por nucleétido a lo largo de la secuencia fueron
utilizadas en los siguientes' andlisis. Posteriormente solo cinco secuencias provenientes de
garrapatas susceptibles y nueve de garrapatas resistentes cumplieron con los requisitos antes
mencionados y fueron ingresadas con formato FASTA al programa de libre acceso R para ser
alineadas con el algoritmo MUSCLE con las caracteristicas predeterminadas. El alineamiento,
producto del proceso anterior, fue visualizado en el programa Jalview donde se produjo la imagen
de la Figura 13-A. Esta incluye todas las secuencias analizadas, la secuencia KF881800.1 y una
secuencia consenso, generada por los algoritmos de Jalview. El andlisis de las secuencias nos
permitié-identificar una substitucion del nucle6tido 1146 de una timina a citosina en las garrapatas
con indice de resistencia de 2.1 hasta las 5.4. Por lo tanto el 100% de las secuencias que
provenian de una garrapata resistente tuvieron este polimorfismo.

Todas las secuencias previamente alineadas fueron ingresadas a un matriz de distancias, donde
cada secuencia fue comparada contra las demas. Se generd con ella un mapa de calor para
visualizar la similitud entre las secuencias de forma grafica y posteriormente realizar un arbol
filogenético para la identificacién de grupos de secuencias, representado en la Figura 13 (B). Las
secuencias de las muestras provenientes de garrapatas resistentes formaron un grupo filogenético,
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el cual es independiente de las secuencias cuyo origen fueron las muestras de garrapatas
susceptibles al farmaco ivermectina.

Posteriormente se realiz6 el andlisis de los resultados con la prueba estadistica exacta de Fisher,
mismo que se presentan en la tabla 6 de datos. Las variables nominales son si la secuencia
proviene de una garrapata resistente o susceptible y si tienen el polimorfismo o no. Con este
andlisis se busco identificar si el nUmero de secuencias de garrapatas resistentes o susceptibles
difiere dependiendo del nimero de secuencias con el polimorfismo 1146C o 1146T.En el analisis
obtuvimos un valor de P de 0.0019, lo cual nos dice que si existe una dependencia entre las dos
variables nominales antes mencionadas. Para conocer el valor de asociacion se-calculd el
coeficiente Phi, resultando en un valor de 0.8. Lo anterior significa que la presencia del
polimorfismo 1146C se relaciona fuertemente con el fenotipo resistente a la ivermectina.

Tabla 7: Tabla de contingencia de la prueba Fisher secuencias nucleétidos

Secuencias Secuencias Total
resistentes Susceptibles
N 678 C 9 1 10
N678T 0 5 5
total 9 6 15
Valor de P obtenido 0.001998 Coeficiente phi : 0.866

Tabla de contingencias de los datos de secuencias resistentes.y susceptibles y resultados de la prueba Fisher. Se anotan
los valores de Py del coeficiente de phi obtenidos de la prueba Fisher.

6.5 Traduccion insilico y analisis bioinformatico de las secuencias del

fragmento de 870 pb.

Las secuencias de nucleotidos provenientes de garrapatas susceptibles y resistentes fueron
traducidas insilico con el programa GENtle usando el marco de lectura de la secuencia con el
cbédigo de identificacion AHE41097.1 en el NCBI (Gassel et al., 2014) como referencia.
Posteriormente las secuencias. proteicas fueron alineadas con el algoritmo MUSCLE con los
pardmetros predeterminados en el programa de libre acceso R. El alineamiento, producto del
proceso anterior, fue visualizado en el programa Jalview donde se produjo la imagen de la Figura
14-A. Esta incluye todas las secuencias de aminoacidos analizadas, la secuencia AHE41097.1 y
una secuencia consenso, generada por los algoritmos de Jalview. Todas las secuencias
presentaron ‘una. sustitucion en el aminoacido 35 de arginina a histidina, con referencia la
secuencia ' AHE41097.1. Sélo dos muestras, provenientes de garrapatas resistentes, presentaron
una sustitucion en el aminoacido 103 de arginina a lisina.

Todas las secuencias previamente alineadas fueron ingresadas a un matriz de distancias, donde
cada secuencia fue comparada contra las demas. Se generd con ella un mapa de calor para
visualizar la similitud entre las secuencias de forma grafica y posteriormente realizar un arbol
filogenético para la identificacion de grupos de secuencias, representado en la Figura 14 (B). En el
arbol se observan a las secuencias resistentes y susceptibles de forma intercalada.

Al analizar el alineamiento de las secuencias de proteinas con la prueba estadistica exacta de
Fisher se formul6 la siguiente tabla 7 de datos. Con este analisis se buscdé identificar si el nimero
de secuencias de garrapatas resistentes o susceptibles difiere dependiendo del namero de

29



secuencias con el aminoacido 103 R y 103K. Se obtuvo en el andlisis un valor de P de .1429, lo
cual nos dice que no existe una dependencia entre las variables antes mencionadas.

Tabla 8: Tabla de contingencia de la prueba Fisher secuencias aminoacidos

Secuencias Secuencias Total
resistentes Susceptibles
103 K 0 2 2
103 R 9 4 13
total 9 6 15
Valor de P obtenido 0.1419 Coeficiente phi : 0.48

Tabla de contingencias de los datos de secuencias resistentes y susceptibles y resultados de la prueba Fisher. Se anotan
los  valores de P 'y del coeficiente  de phi obtenidos  de la. prueba Fisher.
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Figura 13: Graficas del andlisis-bioinformatico de las secuencias de nucleétidos: Alineamiento parcial de las secuencias obtenidas en la amplificacion por PCR con los
cebadores Glu870. Se muestra la secuencia consenso generada en el programa de libre acceso Jalview(A). El arbol filogenético de las secuencias analizadas, en color rojo estan
el clado de secuencias provenientes de garrapatas resistentes y en verde de susceptibles a ivermectina (B) Histograma de la matriz de identidad de las secuencias analizadas(C).

31



AmMFBE1BO0. 1/308-4
Am AR 54102/152-26
Am AR 55102/152-26
AmARL E7102/152-26
AmARY 5B/152-288
AmREOVIPOLME2-28
AmRE0G102152-268
AmREQTI02152-268
AmWXR2 B152-288
AmWXR3105M152-268
AmVWXR4102/152-268
Am¥YRE 23B5152-268
AmYRE 231152-288
AmREQIS117159-267
AmRE02411/152-268

I T T I T I T I T I T T I I WO-

07

110

Conservation I

o

—:MM“

AmRS01411

AmARASA10

,— AmVIRI0

l— AmVINR2B

AmYRS23

AmARLSE
—,—: PR

AmYRS23IB

—,—‘— AmARASS1

AmRSITI02

4 G

Color Key

——

0 0085 015
Value

iJile

=1
=1
@
@
©
L
¥
E
<

AMRS01411

Secuencias de aminoacidos
del gen GluCl

AmRS02411
AmAR4 57102

AMYRS5.23
AMYRS 238

AMRS07102

AMRS06102

AmMAR4 .58
AmMRSOV3POL

AmVIXR4102
AmAR4 55102

-

AmARd 54102

AMVIXR310

AMVIXR2.B

C

AmMVIXR2.B
AmMVIXR310
AMAR4 54102
AmAR4 55102
AmVIXR4102
AMRSOVIPOL
AMAR4. 5B
AMRS06102
AMRS07102
AMYRS5.23B
AMYRS5.23
AMAR4. 57102
AmMRS02411
AmMRS01411
AmKF&81800.1

Figura 14: Graficas del andlisis bioinformatico de las secuencias de aminoacidos: Alineamiento parcial de las secuencias de aminoéacidos traduccidas insilico en el
programa GENtle(A). El arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos analizados (B). Histograma de la matriz de identidad de las secuencias analizadas(C).En el canal
de sodio dependiente de voltaje, el cambio F15381l en el dominio Il del S6 les confiere a R. microplus resistencia a los piretroides (Guerrero et al., 2001).
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7 Discusion

R.microplus es un ectoparasito cuyo impacto, en el sector ganadero, se incrementa cuando se
presentan cepas resistentes a acaricida, ya que la infestacion de los hatos provoca pérdidas de
peso en los animales y un incremento de casos de enfermedades como anaplasmosis y
babesiosis. Ademas de la inversion econémica, al adquirir un nuevo acaricida efectivo. En México
ya se han reportado casos de cepas resistentes a la ivermectina en Yucatan, Veracruz y Chiapas.
(Fernandez-Salas et al., 2012; R. |. Rodriguez-Vivas et al., 2014). Las fallas en el control de la
garrapata mediante el uso de acaricidas genera la necesidad de conocer el origen de la
resistencia, con el propésito de poder modificar su causay asi evitarlo o si es posible revertirla.

Es por eso que en el presente trabajo nuestro objetivo fue establecer si hay una correlacién entre
las modificaciones genéticas en el gen glucl en R. microplus vy los diferentes grados de
resistencia a ivermectina para el cual, se obtuvieron 14 secuencias del gen GIuCl de garrapatas R.
microplus resistentes y susceptibles a la lactona macrociclica ivermectina. Las garrapatas
utilizadas en este proyecto provinieron de un estudio anterior, donde se utiliz6 una cepa de
laboratorio de garrapatas y se presiond con subdosis letales de ivermectina hasta obtener una
cepa resistente (Garcia, 2019). Se analizaron 9 secuencias provenientes de garrapatas resistentes
y 5 de garrapatas susceptibles

Se encontr6 un polimorfismo en el gen que codifica para el canal de cloro dependiente de
glutamato de las garrapatas resistentes, en el nucleétido 1146 por la sustitucién de timina a
citosina. El algoritmo MUSCLE fue utilizado para alinear estas secuencias de nucleétidos. La
substitucidon se encontré en las muestras de garrapatas con indice de resistencia de 2 .1 en
adelante. Al aplicar la prueba exacta de (Fisher obtuvimos un valor de P de 0.001998 y un
coeficiente de Phi de .866. Con las secuencias obtenidas se hizo una matriz de identidad usando
el método de reconstruccién neighbour-joinig y en el arbol filogenético resultante se observa una
clara divergencia entre los grupos de secuencias, separando a las resistentes de las susceptibles.
Por lo tanto los diferentes grados de resistencia a ivermectina en R. microplus, se lograron asociar
a una modificacibn genética en el gen que codifica para el canal de cloro dependiente de
glutamato.

Existen estudios anteriores en donde han tratado de relacionar polimorfismos con la resistencia a
ivermectina. Rodriguez Vivas y colaboradores en el 2016 compararon tres secuencias amplificadas
a partir de la'secuencia GU562859.1 (numero de identificacion del NCBI) del gen gluc/ a: una cepa
mexicana susceptible, una cepa mexicana resistente con origen en Veracruz y una cepa brasilefia
resistente reportada en el trabajo de Klafke y colaboradores en el 2010. Al realizar el alineamiento
no se encontré diferencia alguna entre las cepas mexicanas, pero en la brasilefia se observaron
dos polimorfismos, en los nucledtidos 982 y 1012 ambos de citosina a timina comparandolos con
las cepas mexicanas y la secuencia del gen completo KF881800.1. Estas substituciones de
nucledtidos no se observan en nuestras muestras de garrapatas resistentes y susceptibles. Lo cual
sefiala que puede existir mas de una modificacién en el gen glucl que confiera resistencia a la
ivermectina.

La obtencién de las secuencias de aminoacidos fue a través del programa de libre acceso GENltle.
Se utilizé la secuencia KF881800.1 como referencia para obtener el marco de lectura. Las
secuencias de aminoacidos traducidas insilico fueron alineadas con el algoritmo MUSCLE pero no
se encontré sustitucion de aminoéacidos a lo largo de las secuencias. Lo cual indica que la
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sustitucion en el nucleétido 1146 resulto en una sustitucion sindnima. Especulamos que no hay
cambios en la proteina GIuCl de garrapatas resistentes comparandola con la proteina GIuCl de
garrapatas susceptibles a ivermectina. Este resultado podria disminuir la posibilidad de una
resistencia por insensibilizacion de la proteina diana. Lo cual abre la idea de una resistencia
metabdlica.

Garcia y colaboradores en el 2019 generaron la cepa resistente de garrapatas que utilizamos en
nuestro estudio. Ellos reportan una reduccion en el promedio del tamafio (peso total) de forma
significativa en las garrapatas resistentes en comparacién de las susceptibles. De la misma
manera el nimero de huevos viables fue menor en garrapatas resistentes aunque el valor de
ovoposicién no tuvo diferencias entre ambas cepas. Un signo de toxicidad de la ivermectina en
hembras gravidas es la disminucion en la ovoposiciéon (Klafke et al., 2010) por lo tanto la reduccion
del tamafio y el nimero de huevos viables podria ser explicado a través de un mecanismo de
desvid de recursos para la sobreexpresion de proteinas con funciones de detoxificacion en las
garrapatas resistentes y no directamente a causa de una intoxicacion por el acaricida

Pohl y colaboradores en el 2011 utilizaron inhibidores de proteinas de transporte como la
ciclosporina A y MK571 en garrapatas resistentes, describiendo un.incremento en la mortalidad en
garrapatas resistentes al combinar los inhibidores de transportadores ABC y la ivermectina. Con la
ayuda de la técnica gPCR, ellos describen un aumento en la expresion del transportador ABCB10
en huevos de garrapatas resistentes en comparacion de los huevos de garrapatas susceptibles. La
funcion de ABCB10 es bombear moléculas de .ivermectina fuera de la célula evitando altas
concentraciones dentro de la célula. Cabe mencionar que la mortalidad de las garrapatas
resistentes al aplicar los inhibidores de los ABC no se igualo a la de la poblaciéon susceptible al
acaricida. Lo cual sugiere la participacién de-mas mecanismos en la resistencia a ivermectina.

Las cepas silvestres de garrapatas resistentes reportadas por Perez-Cogollo et al 2010 y
Fernandez-Salas et al 2012 eran procedentes de ranchos, donde el uso de la ivermectina para
control de la plaga era de uso recurrente, cuatro o0 mas veces al afio y su aplicacién comenzé cinco
afios antes de presentarse garrapatas resistentes. En Brasil los investigadores Martins y Furlong
2001 y Klafk et al 2006 reportan casos similares, donde el uso del acaricida comenzé cinco afios
antes del inicio de la resistencia. Esta informacién es similar con otros tipos de acaricidas, los
organofosforados fueron utilizados 10 afios antes del primer caso de resistencia, los piretroides
estuvieron en uso por 5 afios hasta que aparecieron reportes de pérdida de eficacia. La
recurrencia en la resistencia a los distintos acaricidas, podria ser explicada a través de la teoria del
reloj molecular. Donde se postula que cada gen tiene su propia tasa de mutacién y que esta se ve
modificada por las caracteristicas propias del organismo en el que se evalle la resistencia, como
es el nimero de generaciones por afio, el tipo de metabolismo y edad de apareamiento del
parasito.Induciendo una frecuencia de mutaciones distinta en el tiempo.

En nuestro estudio se analizaron las muestras de garrapatas con diferentes indices de resistencia,
comenzando desde el 2.1 hasta el 5.2. En ninguna se observé alguna mutacién no sinénima. El
tiempo que nuestra cepa fue presionada con ivermectina fue de dos afios. La cepa resistente de
Brasil presionada por Klafke y colaboradores en el 2010 requirié ocho generaciones para alcanzar
el indice de 8.4 y se observa una mutacion no sinénima en el nucleétido 982. La substitucién es en
el aminoacido 338 de una arginina a un triptéfano. Es posible que la cepa de nuestro estudio
requiera mas generaciones siendo presionada con ivermectina para que presente mutaciones no
sindénimas en la secuencia del gen que codifica para el canal de cloro dependiente de glutamato.
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8 Conclusion

En el presente estudio se analizaron 14 muestras de garrapatas con distintos grados de resistencia
a la ivermectina. En todas las muestras con un indice de resistencia entre 2.1 a 5.4 encontramos
un polimorfismo en el nucle6tido 1146 del gen que codifica para el canal de cloro dependiente de
glutamato. La mutacién fue una transversion de timina a citosina. Con un valor estadistico de P de
0.0019 logramos asociar la presencia de la modificacién genética T1146C en el gen glucl a la
resistencia a ivermectina en garrapatas R.microplus. Al realizar andlisis insilico no encontramos
substituciones de aminoacidos entre las secuencias de garrapatas resistentes y las susceptibles.
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