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RESUMEN

En la presente investigacion se evaludo el efecto
garrapaticida de los extractos y lociones elaboradas a base de
las hojas de Azadirachta indica contra Rhipecephalus
microplus. Los extractos fueron preparados por maceracion
usando como solventes agua y una mezcla de agua:etanol
(7:3). La composicion quimica preliminar se establecio
cualitativamente mediante la realizacion de pruebas quimicas
de coloracion y/o precipitacion. Se formularon dos lociones
en base a los extractos obtenidos previamente. La actividad
garrapaticida se determind mediante la técnica de inmersion
de garrapatas adultas. Los resultados del analisis fitoquimico
evidenciaron en el extracto acuoso la presencia de alcaloides
y en el extracto hidroalcoholico alcaloides, flavonoides y
triterpenos. El mayor efecto garrapaticida fue obtenido en las
lociones formuladas, presentando 76,0 % de mortalidad la
locion elaborada a base del extracto hidroalcohdlico mientras
que la locion elaborada con el extracto acuoso present6 un 68
% de mortalidad, valores muy cercanos al control positivo
Amitraz que reporto un 80 %. Este es el primer reporte sobre
actividad garrapaticida de lociones elaboradas con extractos
de hojas de Azadirachta indica contra Rhipecephalus
microplus lo cual constituye un aporte como alternativa
natural y biodegradable para el control de ectoparéasitos.
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ABSTRACT

In the present research it was evaluated the tickicide
effect of the extracts and lotions made from the Azadirachta
indica leaves vs. Rhipecephalus microplus. The extracts were
prepared by maceration using water and a water:ethanol (7:3)
mixture. The preliminary chemical composition was
stablished qualitatively through the conduct of chemical tests
of coloration and/or precipitation. Two lotions were made
from the extracts previusly obtained. The tickicide activity
was determined throught the dipping technique of adult ticks.
The results of the phytochemical analysis showed the
presence of alkaloids in the aqueous extract and alkaloids,
flavonoids and triterpenes in the hydroalcoholic extract. The
biggest tickicide effect was obtained in the formulated
lotions, presenting 76.0% of mortality in the lotion made
from the hydroalcoholic extract, meanwhile the lotion made
with the aqueous extract presented 68% of mortality, very
close values to the positive control Amitraz, which reported
80%. This is the first report of tickicide activity of lotions
made from extracts of Azadirachta indica leaves vs.
Rhipecephalus microplus, which constitutes a contribution as
a natural and biodegradable alternative for the ectoparasites
control.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son consideradas como ectoparasitos
obligados, ya que se alimentan exclusivamente de sangre
(hematofagos), ocasionando en los animales afectados dafios
directos (accion traumatica toxica e infecciosa en los
animales) e indirectos (afecciones que ocasionan en la piel)
[1]. Rhipecephalus microplus es la especie de garrapata con
mayor relevancia mundial para la produccion pecuaria, es un
acaro ixddido, ectoparasito hematofago que causa dafios
directos en bovinos a través de laceraciones en la piel,
reduccion en los niveles de produccion, alteraciones
reproductivas e indirectos mediante la transmision de agentes
patogenos (Babesia bovis, Babesia bigemina, y Anaplasma
marginale), todo esto conlleva a la disminuciéon en la
produccion de carne, produccion de leche y atraso en el
crecimiento de los bovinos [2,3].

La estrategia empleada para el control de Rhipecephalus
microplus se basa en la aplicacion de ixodicidas quimicos,
sin embargo, el uso indebido e indiscriminado, la rigurosidad
en el mecanismo de aplicacion de los productos, la
frecuencia de aplicacion, la seleccion y rotacion de
moléculas acaricidas y la falta de una base epidemioldgica
para el control de los ectoparasitos, ha propiciado la
generacion de resistencia a los medicamentos en todas las
especies de garrapatas, dificultando su control, debido a que
la disponibilidad de nuevos antiparasitarios es cada vez mas
escasa [4-8].

En las ultimas décadas, se han desarrollado diversos
estudios con la finalidad de encontrar alternativas para
controlar las infestaciones de garrapatas, a raiz de esto, se ha
presentado un gran interés de investigar las propiedades
acaricidas de un gran numero de especies de plantas, con el
fin de obtener nuevas moléculas o mezclas de sustancias que
retrasen el desarrollo de resistencia o reduzcan el problema
de los residuos toxicos por su caracteristica biodegradable
[9,10]. La herbolaria tradicional ofrece informacién valiosa
al describir los usos terapéuticos atribuidos empiricamente a
las plantas. No obstante, es crucial complementar esta
investigacion con aspectos fundamentales como la
identificacion precisa de las plantas, asi como el estudio de
su farmacologia, toxicologia y caracterizacion fitoquimica
[11].

En tal sentido, sobre Azadirachta indica (Neem) existen
diversos reportes cientificos que sefialan que contiene
compuestos con propiedades insecticidas, antisépticas,
antivirales, antipiréticas, antioxidantes, antinflamatorias,
antidiabéticas y anticancerigenas en la corteza, hojas y
semillas [12]. Investigaciones previas, mencionan el efecto
bioinsecticida de los extractos acuosos y etanolicos de las

hojas de Neem sobre larvas de garrapatas Rhipecephalus
microplus. Estos extractos también fueron probados en la
fisiologia reproductiva de hembras ingurgitadas, presentando
resultados similares [13]. De igual modo, se ha evidenciado
la reduccion de la carga parasitaria con el uso de hojas secas
deshidratadas de Neem incluidas en bloques nutricionales
para bovinos [14].

En relacion a lo mencionado anteriormente, es
necesario encontrar alternativas o potencializadores naturales
a los productos quimicos convencionales garrapaticidas, por
lo cual en esta investigacion se evalu6 el efecto garrapaticida
del extracto acuoso e hidroalcohélico obtenido de las hojas
de Azadirachta indica, asi como de las formulaciones
elaboradas en base a dichos extractos sobre Rhipecephalus
microplus.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las hojas de Azadirachta indica fueron recolectadas en
el sector El Rincon, Municipio Libertador, del Estado
Meérida. Una muestra testigo fue depositada e identificada
como Azadirachta indica por el Dr. Pablo Meléndez en el
Herbario MERF “Dr. Luis Ruiz Teran” de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes
(Voucher TVO1).
Preparacion de los extractos

Las hojas del Neem (Azadirachta indica), se sometieron a
un proceso de secado en una estufa a 40 °C y posteriormente
se molieron. Luego se pesaron dos porciones de 150 g cada
una, la primera se coloc6 con 1,5 L de agua destilada y la
segunda con 1,5 L de una mezcla de agua destilada: etanol
96 % en una proporcion 7:3, ambas soluciones se dejaron en
maceracion por 72 horas y se filtraron para obtener el
extracto acuoso al 10 % peso/volumen (p/v) (Gl) e
hidroalcohdlico al 10 % p/v (G2), respectivamente. Luego
cada extracto fue diluido con agua destilada a una
concentracion del 5 %, obteniendo el extracto acuoso al 5 %
(G3) y el extracto hidroalcoholico al 5 % (G4).
Analisis fitoquimico preliminar

Los extractos obtenidos fueron analizados mediante
pruebas quimicas de coloracion y/o precipitacion para la
determinacion de los metabolitos secundarios presentes en
los mismos, siguiendo la metodologia descrita por Marcano y
Hasegawa (2002) [15].
Formulacién de las lociones

Para la eleccion de la forma farmacéutica topica y
excipientes se tomo en cuenta algunos criterios, tales como
factibilidad de fabricacion, compatibilidad con el extracto,
aspecto, costo, estabilidad y seguridad. Se eligi6 la forma
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farmacéutica de locién para el desarrollo de las
formulaciones.

Se realizd la preparaciéon de dos lociones usando el
extracto acuoso e hidroalcohdlico de las hojas de

Azadirachta indica, éstas fueron obtenidas mediante la

mezcla y agitacion de cada uno de sus componentes a
temperatura ambiente, hasta lograr una mezcla homogénea
(Tabla 1).

Composicion cuali-cuantitativa de las lociones elaboradas a partir de los extractos

TABLA 1

obtenidos de las hojas de 4. indica

Producto Composicion %
Extracto acuoso al 10 % de las 633
Locién hojas de 4. indica ’
GS Glicerina 10
Paragoén 0,2
Etanol 96 % c.s.p 100
Extracto hidroalcoholico al 10 % de 63.3
Locién las hojas de 4. indica ’
Go6 Glicerina 10
Paragoén 0,2
Etanol 96 % c.s.p 100

Recoleccion y mantenimiento de los especimenes de R.
microplus

Las garrapatas adultas de R. microplus, se colectaron de
los animales parasitados naturalmente en una finca “La
Esperanza”, ubicada en el sector Santa Rosa, Parroquia
Antonio Spinetti Dini, Municipio Libertador del estado
Meérida. Se escogid ganado bovino adulto de ambos sexos
(hembras y machos), tomando en cuenta la cabeza, cuello,
térax, ingle, etc., como principales zonas de influencia. El
proceso para la colecta de garrapatas se realizo en el lado
derecho, area expuesta a la manga, el cual consistiéo en tomar
manualmente cada garrapata, sustrayéndola suavemente al
girarla y tirarla en direccion opuesta (contrapelo) hasta
desprenderla por completo evitando no dafiar el hipostoma.
Se colectaron ectoparasitos adultos, no repletos, sin
considerar el sexo. La homogeneizacion del material
biolégico constd en seleccionar las garrapatas de entre 0,5—
1,0 cm de tamafo, evitando individuos malformados, que
tuvieran alguna alteracion de consistencia o color.
Posteriormente se colocaron en envases de vidrios para ser
transportados al Laboratorio “A” de Productos Naturales,
adscrito al Instituto de Investigaciones de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. La
identificacion se llevd a cabo utilizando las claves
taxonodmicas descritas por Nava y Simonato (2019) [16].

Evaluacion del efecto garrapaticida

Para evaluar la actividad garrapaticida, se eliminaron las
garrapatas que presentaron alteraciones fisicas y solo se
dejaron aquellas que presentaron vitalidad y movimiento al
momento de iniciar el tratamiento. Las garrapatas
previamente seleccionadas se dividieron al azar teniendo en
cuenta el tamafio entre 0,5 a 1,0 cm, para conformar grupos
de 8 y el ensayo de realizo por triplicado. La exposicion de
los ectoparasitos, se realizd mediante la técnica de inmersion
de garrapatas adultas descrita por Drummond [17]. Las
garrapatas se colocaron en cépsulas de Petri (n = 8) con la
ayuda de una aguja punta roma, evitando el dafio en la
cuticula, posteriormente se adiciond 3 mL de cada extracto
(G1, G2, G3, G4) y 3 mL de cada locion (G5, G6) y se
dejaron sumergidas durante 15 minutos. Al terminar este
periodo de tiempo, se retiraron los extractos y lociones en su
totalidad, dejando asi, las garrapatas en un medio seco. Las
capsulas fueron tapadas con un lienzo, rotuladas
exteriorizando el nombre del extracto y/o locién y hora de
exposicion. Se contd con cinco controles negativos, un grupo
no expuesto a sustancias (G7), otro empleando agua (GS8),
uno con etanol al 96 % (G9) y con etanol diluido al 50 %
(G10) y finalmente un grupo con la base de la locion (G11).
El control positivo fue el Amitraz® al 20,8 % (1 mL/L)
(G12); para la evaluacion de estos grupos controles se siguid
el mismo procedimiento descrito para las muestras.
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La mortalidad se evalu6 a las 24, 48 y 72 horas post
aplicacion de las muestras, en donde se consider6 como
garrapatas muertas, aquellas que mostraron ausencia de
movimiento en sus patas. Se tomd como valor minimo de
eficacia, una mortalidad del 60 %, valores por debajo de este
rango fueron catalogados como ineficaces. El porcentaje de
mortalidad aceptado fue no mayor al 10 % en los controles
negativos [18].

Se realizaron observaciones diarias y se llevd un
seguimiento de los datos; hasta lograr calcular la eficacia de
los extractos y de las formulaciones en la supervivencia de
las garrapatas, tanto de los grupos control como de los
grupos experimentales, de la siguiente manera:

Garrapatas muertas

Mortalidad =
oA Total de garrapatas %

Analisis estadistico

La media y la desviacion estandar de los extractos
ensayados se calcularon por triplicado utilizando
Microsoft Excel Profesional Plus 2016. Para evaluar su
importancia, todos los resultados se sometieron a una
prueba de Tukey (p<0,05) para analisis unidireccional
(ANOVA) [19].

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis fitoquimico preliminar

El anélisis quimico cualitativo de los extractos de las
hojas de Azadirachta indica (Tabla 2) se realiz6 mediante
pruebas quimicas especificas, los extractos obtenidos se
colocaron en contacto con diversos reactivos y se observaron
las reacciones de coloracion o precipitacion que
determinaron la presencia de ciertos metabolitos secundarios.
En el extracto acuoso se determind la presencia de
alcaloides, mientras que el extracto hidroalcohdlico presentd
alcaloides, flavonoides y triterpenos. Estos resultados se
correlacionan con lo reportado previamente para el extracto
acuoso y etandlico de las hojas de Azadirachta indica, donde
se sefala que posee alcaloides, esteroles, terpenoides,
flavonoides, compuestos fendlicos y taninos, sin embrago, se
observdo que solo hay diferencia por la ausencia de
compuestos fenolicos y taninos en los extractos evaluados en
el presente estudio [20,21]. La discrepancia determinada por
la ausencia o presencia de metabolitos secundarios puede
atribuirse a las polaridades de los solventes y los métodos de
extraccion usados. Ademas, debido a factores geograficos y
ambientales a los que estd expuesta la planta puede variar la
composicion quimica [22].

TABLA 2

Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de las hojas de Azadirachta indica

Resultados
. Extracto Extracto
Pruebas Metabolitos 2CU0S0 hidroalcoholico
(G1) (G2)
Mayer + +
Dragendorff Alcaloides + +
Wagner + +
Liebermann- Esteroles (verde) ++
Burchard Triterpenos (rojo) ) (r0jo)
Espuma Saponinas - -
FeCls 1 % Cor?puestos ) -
fenolicos
Gelatina 1 % Taninos - -
Shinoda Flavonoides - -
NaOH al 10 % Flavonoides - +
NH4OH conc. Quinonas y/o - -
H>SO;4 conc. Antraquinonas - -
NH;OH conc. Cumarinas - )
NaOH al 10 % Lactonas - -

Leyenda: (-): ausente; (+): presente; (++): abundante
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Evaluacion del efecto garrapaticida

Las muestras fueron evaluadas a las 24, 48 y 72 horas, los
resultados obtenidos evidencian que a las 72 horas (Tabla 3),
se obtuvo el mayor efecto garrapaticida sobre R. microplus,
siendo las lociones (G5, G6) las que presentaron mejor
porcentaje de mortalidad con 68 % y 76 %, se presume que
este efecto se relaciona con las formulaciones elaboradas, ya
que las mismas se adhieren de manera eficiente a la
superficie de la piel o a la cuticula de los parasitos sin
eliminarse facilmente, permitiendo la penetracion vy
absorcion del producto, llegando al sistema nervioso del
parasito interrumpiendo el ciclo bioloégico al inhibir la
produccion de la hormona que promueve la ecdisis [23,24] .

Asimismo, se observd que las concentraciones de los
extractos influyeron en la eficacia de los mismos, ya que G1
y G2 (extractos al 10 %) produjeron una mortalidad de 20 %
y 40 %, mientras que con G3 y G4 (extractos al 5 %) fue de
8 % y 12 %, respectivamente. Para el caso del Amitraz®
(control positivo) se visualizd6 una mortalidad del 80 % y
para los grupos de control negativo, se establecidé una
mortalidad no mayor al 10 %, esto indica que no
intervinieron factores ambientales en la mortalidad de las
garrapatas de los grupos tratados.

TABLA 3
Porcentaje de mortalidad de las garrapatas Rhipicephalus
microplus tratadas con los extractos y lociones elaboradas a
base de los extractos de las hojas de A. indica

Promedio en porcentaje
Muestras (%) de mortalidad post
aplicacion (t: 72 h)
Gl 20
G2 40
G3 8
G4 12
G5 68
G6 76
G7 10
G8 8
G9 8
G10 4
Gl1 4
G12 80

Leyenda: G1: extracto acuoso. G2: extracto
hidroalcohoélico. G3: extracto acuoso al 50 %. G4:
extracto hidroalcohdlico al 50 %. GS: locion
formulada a base de Gl al 10 %. G6: locion
formulada a base de G2 al 10 %. G7: grupo no
expuesto a sustancias. G8: agua. G9: etanol al 96
%. G10: etanol diluido al 50 %. G11; Base locion.
G12: Amitraz 20,8% (1 ml/L). t: 72 h: tiempo de
post aplicacion a las 72 horas. Las determinaciones
se realizaron por triplicado (n=3).

El arbol de Azadirachta indica (Neem), contiene
componentes  bioldogicamente  activos  como  los
triterpenoides, conocidos como limonoides, entre los que
destacan la azadiractina, salanina, meliantrol, nimbina y
nimbidina, los cuales ejercen efectos insecticidas mediante
diversos mecanismos como la interrupcion del crecimiento
de huevos, larvas y pupas; impiden que las larvas se muden a
ninfas; repelen a las larvas y adultos, repelen a las hembras
para ovipositar, esterilizan a los adultos, envenenan a las
larvas y adultos, impide que los insectos se alimenten,
confunde a los insectos para realizar la metamorfosis e
impide la formacion de quitina [25].

En general, las actividades insecticidas de A. indica estan
asociadas con la azadiractina A, que es el compuesto mas
conocido de esta planta y su funcion no es provocar la
muerte de organismos dafiinos ya sean estos insectos, acaros,
hongos y ectoparasitos si no detener el desarrollo fenoloégico
de los mismos [26]. El contenido de azadiractina varia a
través de las distintas etapas de desarrollo del arbol durante
el afio. Al respecto, el mayor contenido de este principio
activo se encuentra durante el periodo vegetativo o de
produccion de hoja (2,7 pg de AZA/g), disminuyendo
durante la floracion (2,1pg de AZA/g) y casi desaparece
durante la formacién y madurez del fruto (0,5ug de AZA/g),
el nivel alcanzado en esta ultima etapa varia de 4,7 a 9,0 pg
de AZA/g de semilla o sea 2 a 4 veces mas que la contenida
en las hojas [27, 28].

En tal sentido, se presume que los bajos porcentajes de
mortalidad de las garrapatas expuestas a los extractos
obtenidos de las hojas de A. indica se debe a una
disminucion en la concentracion de azadiractina influenciada
probablemente por la época de recoleccion de la planta. De
igual modo, la formulacion de las lociones debido a los
excipientes que poseen, favorece la fijacion de los extractos
sobre las garrapatas aumentando la actividad garrapaticida
consecuencia de un posible efecto residual de los metabolitos
activos sobre los especimenes en estudio.

CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad garrapaticida de los extractos
y lociones obtenidas de las hojas de Azadirachta indica
frente a Rhipecephalus microplus evidenci6 que las hojas
poseen metabolitos secundarios de origen terpénico como la
azadiractina, que actia contra ectoparasitos regulando las
funciones reproductivas de los mismos. Las lociones
formuladas a base del extracto acuoso al 10 % (G5) y a base
del extracto hidroalcoholico al 10 % (G6), fueron las mas
activas con un porcentaje de mortalidad similar al control
positivo (Amitraz 20,8 %), lo cual sugiere que la utilizacion
de biopreparados a base de Azadirachta indica son efectivos
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para el control de garrapatas, constituyendo una alternativa
terapéutica de bajo costo de produccion y con nula incidencia
contaminante al ambiente.
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