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1. INTRODUCCION

El control tradicional de garrapatas mediante compuestos quimicos, ademas de
ser una estrategia relativamente costosa, conlleva riesgos de contaminacién
ambiental, puede propiciar inestabilidad enzodtica y favorecer el desarrollo de
quimio-resistencia (Errecalde et al.,2009). Por lo anterior, resulta necesario
establecer métodos alternativos de control que combinen el empleo de sustancias
quimicas, la utilizacién de esquemas de inmunizacion, la utilizacion de razas por
cruces mas resistentes a la parasitacion por garrapatas y un correcto manejo de la

nutricion de los animales y de las praderas.

Cuando un acaricida es utilizado de manera intensiva ocasiona una fuerte presion
de seleccion que elimina los individuos susceptibles y el acaricida se convierte en
el agente de seleccion mas importante. De hecho, el uso indiscriminado de
ixodicidas ha contribuido al desarrollo de resistencia que corresponde a un
proceso evolutivo que aparece por seleccion genética y que conduce a la

ineficacia de los productos quimicos (Araque et al., 2014).

Adicionalmente, el uso exagerado de ixodicidas bajo un esquema de erradicacion,
genera mayor susceptibilidad a la anaplasmosis y probablemente la presencia de
mayor numero de cargas parasitarias cuando la poblacion de garrapatas aumenta
por cualquier razén. Asi mismo, el desarrollo de la resistencia a los ixodicidas
aumenta los costos requeridos para el control de las garrapatas, bien sea porque
exige la asociacion de productos o bien porque se deben utilizar dosis mayores. El
método de control tradicional mediante el uso de acaricidas quimicos como es el
caso de la ivermectina aunque ha sido exitoso, presenta serios problemas de

contaminacion en la carne y la leche (Polanco et al, 2016).

Lo anterior, determind la necesidad de buscar alternativas tales como el desarrollo
de vacunas recombinantes, que han demostrado mayor efectividad en el control

de estos parasitos. Asi mismo, se ha optado por el empleo de extractos naturales
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en la lucha integral contra las garrapatas porque brinda un control efectivo y
duradero, reduce el empleo de acaricidas sintéticos comerciales y por
consiguiente, disminuye el gasto invertido en ellos, al tiempo que prolonga la vida
atil de los compuestos acaricidas. Ademas de restringir el volumen de residuos
quimicos que se vierten al medio y reducir la resistencia que la poblacién de
garrapatas presenta a los diferentes productos de origen quimico; también reduce
las pérdidas economicas por muerte del animal y los costos por tratamiento
(Pulido- Herrera et al., 2015).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En regiones tropicales y subtropicales, R. (B) microplus es la garrapata mas
importante que afecta al ganado vacuno y, por ello, su presencia se ha convertido
en un problema para el sector ganadero en dos aspectos.

El primer &mbito es el econdmico, en el cual la capacidad de este parasito para
producir dafio, afecta al ganado provocando anemia, inapetencia y hasta la
muerte. Ademas, el dafio aumenta al convertirse en un vector de agentes
patbgenos como Babesia sp. y Anaplasma sp. El segundo, en materia comercial,
la aparicion y reproduccion de esta garrapata trae como consecuencia indirecta la
disminucién en la produccion de carne y leche; lo que conlleva a pérdidas

econdémicas alrededor de los 500 billones de dolares al afio (Grisi et al., 2002).

Con el fin de controlar de alguna manera este problema, los ganaderos han
utilizado bafios peridédicos con productos quimicos. Sin embargo, esta practica
conlleva contaminacién ambiental, presencia de residuos en carnes y leches v,
actualmente, la resistencia de las garrapatas al efecto toxico de las sustancias

guimicas se ha aumentado (Trevifio, 2013).

Ante esta situacion, se han investigado en distintas partes del mundo diferentes
opciones para el control de las garrapatas, por medio de las cuales se logré
demostrar la accion biocida o biostatica, con una serie de agentes controladores,
entre otros, los entomopatdégenos, los cuales presentan una enorme posibilidad
para el manejo integrado y el uso de extractos vegetales (Ojeda-Chi et al., 2010;
Rosado-Aguilar et al., 2010).



3. JUSTIFICACION

Las pérdidas anuales en América Latina por la presencia de garrapatas, se
estiman alrededor de $220.000.000 USD (FAO Animal Production and Health
Paper N 36). Por cada 1.400 garrapatas adultas por afio, la FAO, establecio la
pérdida de un kilogramo de carne por animal. Adicionalmente, estudios de la
dindmica poblacional indican que un bovino mantiene de 25.000 a 95.000
garrapatas por afio con una media de 55.000, que dividido dentro de 1400 resulta
es una peérdida de 18 a 68 Kg de carne por animal (Yanez, 2013).

De forma global, se estima que 80% del ganado bovino del mundo esta infestado
con garrapatas. De hecho, hay regiones del mundo donde la industria ganadera no
ha podido establecerse debido al problema de las garrapatas y las enfermedades

asociadas (Marmanillo, 2015).

A cualquier nivel pecuario, el uso de plantas y sus extractos es una gran
alternativa para el control de garrapatas, ademas de constituir un menor costo
frente a los productos comerciales existentes actualmente. La medicina verde
(productos preparados a partir de plantas medicinales), a pesar de ser muy
antigua, se ha transmitido de generacién en generacion, y por ello sigue vigente
en varios paises del mundo. La utilizacién de plantas medicinales en el control de
los ectoparasitos puede ser (til en la implementacion de nuevas formas de
produccién limpia que permitan de manera integral y preventiva, participar en los
procesos productivos y en el uso de materias primas e insumos, promoviendo la

produccion de alimento de origen animal, inocuos (Poaquiza y Angel, 2012).

Ajustando los sistemas productivos hacia una produccion mas limpia, se lograra
entrar a una apertura econémica y por ende a los mercados internacionales, que
exigen al ganadero producir carne y leche en optimas condiciones de inocuidad,
para consumidores que valoran atributos de calidad relacionados con el origen,

pagan un precio diferencial por los productos fiables para su salud.
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El presente trabajo se basa en lograr demostrar que la P. bogotensis K. y A.
acuminata K. tienen efecto ixodicida en el control de la garrapata adulta del género

R. (B) microplus y dar una alternativa de control natural.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Determinar la eficacia in vitro del extracto de P. bogotensis K. y A.

acuminata K. en el control de la garrapata del genero R. (B) microplus
4.2 Objetivos Especificos
» Determinar la accién ixodicida in vitro de P. bogotensis K. en el

control, in vitro de la garrapata adulta R. (B) microplus.

» Determinar la accion ixodicida in vitro de A. acuminata K. en el

control, in vitro de la garrapata adulta R. (B) microplus.

» ldentificar los metabolitos secundarios presentes en la P. bogotensis

K.y A. acuminata K.

12



5. MARCO CONCEPTUAL

5.1 GENERALIDADES DE LA GARRAPATA R. (B) microplus

La garrapata de la especie R.(B) microplus presenta un ciclo de vida que se
caracteriza por la utilizacion de un solo hospedero, esto es, que la fase parasitica
(larva, ninfa y adulta) ocurre sobre el mismo hospedero en el que se alimenta,
muda a ninfa y posteriormente a adulta. Los machos y las hembras copulan, y la
hembra queda gravida para desprenderse y caer al suelo e iniciar la fase no
parasitica y de encuentro. En general, esta etapa del ciclo biolégico de R.(B)
microplus dura aproximadamente de 19 a 21 dias en condiciones 6ptimas. Una
garrapata succiona de 0,5 a 3 ml de sangre durante su vida parasitaria y pone de
2.500-3.500 huevos (Figura 1) (Izquierdo, 2015).

Figura 1.Cronologia del ciclo evolutivo de la garrapata R. B microplus (Mc Ginley-
Smith y Tsao, 2003)

Ciclo biolégico de Boophilus microplus
: Gonandro
s e
Ninfa
Dias 5 -8
Metalarv§|
Dias 3 -4
Neogina
Dias 15 -16
Huevo
30 a 70 dias en pastura
Larva >
25 a 120 dias en pastum Kenoglna
Dias 1 a 3 en hospedador Diaz 23 -70

El microclima influye directamente en la reproduccién y supervivencia de las
garrapatas siendo la temperatura comprendida entre 27-39 °C y humedad relativa
de 60-80% las mas propicias para su desarrollo (Rodriguez et al., 2006).
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5.2 IMPORTANCIA CLINICA

Los efectos de las garrapatas en la salud humana y animal son multiples. En la
ganaderia, la babesiosis y la anaplasmosis son dos patologias de alto impacto en
términos de morbilidad y mortalidad siendo las garrapatas, En la transmision de
Anaplasma marginale (Benavides, 1985), también intervienen otros vectores como
moscas hematofagas, también mediante agujas y material quirdrgico contaminado
(UNIVEP, 1998; Veterinaria México, 2000).

La babesiosis bovina es una infeccion parasitaria transmitida por garrapatas que
causa significativa morbilidad y mortalidad en el ganado bovino, y se identifica
como la enfermedad transmitida por artropodos mas importante del mundo. Las
especies mas prevalentes, Babesia bovis y B. bigemina, se encuentran en las
regiones tropicales y subtropicales; la incubacién de la B. bigemina es de 12-14
dias y de la B. bovis es de 6 -8 dias; la infeccion se produce por la picadura de las
garrapatas o por inoculacion parenteral de sangre, se multiplica en los vasos
periféricos y produce hemdlisis, generando una anoxia anémica, produciendo en
algunos casos la muerte. Los animales que sobreviven son portadores. Los
sintomas son muy variables, se presenta debilidad, inapetencia, sed, anemia
aguda, ictericia, hipertermia (40- 42°C), hemoglobinuria, anemia hemolitica, cese
de rumia, constipacion o diarrea (diarrea en arco), convulsiones, incoordinaciéon
con paralisis, excitacién, sialorrea y coma (B. bovis), depresion, disminucion

produccion y abortos (Urquarth, 1993).

Por su parte la anaplasmosis es causada por Anaplasma marginale, se encuentra
en Sudafrica, Australia, Asia, América del Sur y EE.UU. Se origina siempre por la
sangre de un animal infectado, son susceptibles los bovinos adultos, los animales

menores de 9 meses no desarrollan la enfermedad (Medellin, J. 2002).

Después de la entrada del agente al torrente circulatorio, sigue un periodo de
incubacion variable entre 15 y 45 dias, aunque puede ser mas largo;

14



posteriormente el parasito se multiplica y alcanza el maximo de la parasitemia
entre 8 y 13 dias. Los eritrocitos parasitados son removidos rapidamente de la
circulacion por los macrofagos del sistema fagocitico mononuclear, la anemia se
desarrolla por la destruccion de los eritrocitos parasitados debido a factores
inmunolégicos creados después de la infeccion. La destruccion endotelial resulta
de la disminucion de las cifras de hematocrito y eritrocitos con la presencia de
glébulos rojos y un subsecuente dafo tisular de los 6rganos y una pérdida de
sangre en estos espacios. La enfermedad se caracteriza por hipertermia, palidez
de las mucosas, ictericia, aborto y muerte; en los casos mas graves se observan
sintomas nerviosos por anoxia cerebral y tendencia al decubito, la orina puede ser
oscura debido a los pigmentos biliares, pero no se observa hemoglobinuria, en
vacas en lactancia se registra un marcado descenso de la produccién lactea que
junto a la disminucién del apetito son generalmente las primeras manifestaciones

gue se observan (Cordero et al., 1993).

Fuera de lo ya mencionado, las garrapatas siendo parasitos hematofagos
producen dafios en la piel del animal y de los perjuicios econémicos causados por
los gastos en insumos y mano de obra necesaria para el control del paréasito, la
garrapata es la responsable de transmitir enfermedades como lo son la babesiosis

y la anaplasmosis (Rodriguez et al., 2006).

Ademas, es el ectoparasito mas dafiino para el ganado bovino en América Latina,
Australia y parte de Africa. Por un lado, cada garrapata que consume sangre
causa estrés y debilitacion del animal afectado. A partir de unas 20-30 garrapatas
por animal, el dafio empieza a tener efectos econdémicos (merma del aumento de
peso o0 de la produccion de leche, posible efecto negativo sobre la fertilidad,
debilitamiento que favorece otras enfermedades, etc.) (Rodriguez et al, 2006). Se
ha calculado que una infestacion de 50 o mas hembras repletas o teledginas
causan una reduccion anual del aumento de peso de cerca de 500 gramos por
garrapata. En ganado lechero la reduccion de la produccion lactea anual de un
animal puede ser de 200 litros o0 mas (Navarrete, 1999).
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La FAO menciona que las pérdidas econdmicas atribuidas a R. (B) microplus por
disminucibn de la ganancia de peso se han estimado en 7,3 US
dolares/animal/afio. Asimismo, las garrapatas producen bajas en la fertilidad,
mayor tiempo en la engorda y dificultan la importacion de razas mejoradas para
incrementar la calidad genética en areas infestadas (Junquera, 2011).

5.3 TRATAMIENTO
En el contexto del desarrollo industrial de los plaguicidas se produce una alta

cantidad de ixodicidas de uso pecuario dentro de los que se destacan los
compuestos organofosforados, carbamatos, piretroides y los endectocidas, asi
como farmacos como el amitraz y el fipronil. Todos ellos eficaces, pero con riesgo
relativo de inducir efectos adversos en los animales tratados y de contaminar el

ecosistema, asi como de dejar residuos en carne y leche (Dominguez et al., 2016).

5.3.1 Organofosforados

Los organofosforados fueron desarrollados en el afio de 1950. La principal accion
de los organofosforados sobre las garrapatas es la inhibicibon de Ila
acetilcolinesterasa, que aumenta la concentracién de acetilcolina y produce una
alteracion de la transmision neuromuscular y con ello paralisis excitatoria del
parasito (Adams, 2003). En la actualidad existen varios productos comerciales en
diferentes presentaciones; spot-on, bafio para inmersién, liquidos emulsionables,

aspersion, orejeras y collares (Rivas, 2016).

5.3.2 Piretroides

Los piretroides se desarrollaron en la década de los setenta, son compuestos
liposolubles que se absorben por via dérmica y oral, de acciébn répida sobre el
parasito; el mecanismo de accion de los piretroides del grupo | consiste en
aumentar la permeabilidad de la membrana a los iones de Na*, causando una
corriente interna de Na®, seguida de un aumento en la permeabilidad del K*
causando una corriente externa del K*; lo que trae como consecuencia un

decrecimiento del pico de conductancia del Na, una prolongacion de la inactividad
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de la conductancia del Na® y una reduccién de la conductancia del K
produciendo la paralisis excitatoria de los insectos. Los piretroides tienen
un amplio espectro de accion: solo, se utilizan contra garrapatas, acaros de la
sarna, moscas, pulgas y contra los insectos adultos en general. De forma similar al
grupo anterior, se utilizan en forma de bafios de aspersion e inmersion, en pour-on
y en orejeras. Para perros y gatos, los piretroides se emplean contra pulgas,
piojos, garrapatas y acaros en jabones, champus y aerosoles, en collares y spot-
on (Sumano, 2006).

5.3.3 Los endectocidas

Los endectocidas son antiparasitarios que pertenecen al grupo de las lactonas
macrociclicas, derivadas de productos naturales obtenidos por fermentacion de
organismos del suelo del género Streptomyces. Su mecanismo de accién se
manifiesta al estimular la liberacion de acido gammaaminobutirico (GABA) del
parasito, lo que provoca la pardlisis e incluso la muerte del parasito. Los
endectocidas tienen accion sistémica (actian a través de la sangre del
hospedador. La denominacién endectocida deriva del hecho que, ademéas de
controlar muchos ectoparasitos, también son altamente eficaces contra
nematodos. El posible efecto en salud publica se debe a la persistencia del
compuesto en productos de origen animal como leche y carne con un periodo de
retiro de 42 dias en carne y 4 dias leche. Las presentaciones que existen son:
inyectables, pour-on de vertido dorsal listo para el uso, suspensiones orales, spot-
on y tabletas para mascotas; las vias de administracion son: s via oral, dérmica y

subcutanea (Sumano 2006).

5.3.4 Amidinas

Las amidinas son una clase de sustancias activas ectoparasiticidas con actividad

de contacto principalmente contra garrapatas, acaros y piojos. Su actividad

insecticida-acaricida se descubrié en los afios sesenta. La principal sustancia es

el amitraz que se sigue usando abundantemente en la ganaderia contra parasitos

externos del ganado bovino, ovino, porcino y aviar, y de los perros. El mecanismo
17



de accién se basa en el bloqueo de los receptores de la octopamina en el cerebro
de los parésitos: provocan hiper- excitabilidad y seguidamente paralisis y muerte.
La excitacion hace también que las garrapatas no logren fijarse al hospedador
para alimentarse. También poseen cierto efecto repelente lo que hace que muchas
garrapatas se desprendan del hospedador antes de morir. Actian sobre los
parasitos externos fundamentalmente por contacto. Las amidinas estan
disponibles como concentradas para bafios de inmersion, aspersion, pour-on de
vertido directo. Para perros, el amitraz también esta disponible en spot-ony

en collares (Lorenzo et al, 2004).

En las alternativas de tratamiento de control biolégico se tiene el uso del hongo
Lecanicillium lecanii (Zare y Gams, 2004), el cual tiene amplia distribucion mundial
y un gran espectro como agente potencial en control biolégico de diferentes
hospederos como reptiles, coledpteros, dipteros, colémbolos y garrapatas; por
esta razon, ha sido estudiado como posible agente antiparasitario. Segun Pucheta
Diaz et al., (2006), los hongos entomopatdégenos tienen un gran potencial como
agentes controladores, constituyendo un grupo con mas de 750 especies,
diseminados en el medio ambiente y provocando infecciones fungosas a
poblaciones de artropodos, acros e insectos; ademas el uso de cepas de hongos,
como: Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae actian sobre la inhibicion de
oviposicion, eclosién y potencial reproductivo de la garrapata Rhipicephalus

(Boophilus) microplus (Rubalcaba et al.,2011).

Quesada et al., (2006), evaluaron a M. anisopliae, B. bassiana y Verticillium lecanii
sobre teleoginas de R. (B) microplus, donde M. anisoplie generé inhibicion del
87% a concentracién de 10° conidiosporas x ml'. Posada y Lecuona (2009),
evaluaron la efectividad de 259 aislados de B. bassiana obtenidos del suelo, de
garrapatas muertas y de coleccion fuangica para el control de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus hallando que la CLso para 98 de los aislados mas virulentos
fue de 1 x 10"y 1,15 x 10’ conidias x mI*,
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Otro recurso disponible en el mercado para el control de las garrapatas es el uso
de la vacuna que es un antigeno poliprotéico puro, que genera la produccion de

anticuerpos en el ganado bovino.

La vacuna anti - garrapatas es disefiada con una proteina intestinal (antigeno) de
la garrapata B. microplus; que al ser inoculada al ganado conduce a la creacion de
anticuerpos por parte de los bovinos y a una respuesta inmune contra el parasito.
Actualmente existen dos vacunas disponibles comercialmente y recomendadas
como ayuda al control de las garrapatas se trata de Tick Gard TM (Australia) y
Gavac TM (Cuba) (Fernandez et al., 2005).

Su control se refleja inicialmente en la muerte de garrapatas adultas, pero mas
eficazmente en la disminucién de la postura de huevos de las garrapatas
sobrevivientes, al igual que la gran baja en la viabilidad de esos huevos
(Betancourt, 2005).

La utilizacién de la vacuna ha alcanzado controles superiores al 65%, con lo que
se ha logrado reducir el numero de bafios garrapaticidas requeridos durante el
afo. (Drugueri, 2004).

5.4 FITOTERAPIA EN LA PRODUCCION ANIMAL

La fitoterapia, que corresponde al uso medicinal de las plantas, nunca ha dejado
de tener vigencia. Muchas de las especies vegetales utilizadas por sus virtudes
curativas entre los antiguos egipcios, griegos y romanos, pasaron a formar parte
de la farmacopea medieval, que mas tarde se vio enriquecida por el aporte de los
conocimientos del Nuevo Mundo. Dichas plantas medicinales y los remedios que

entonces se utilizaban se siguen usando hoy en dia (Dominguez, 2008).

El empleo de plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemoral. Durante mucho tiempo los remedios naturales,
y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el anico recurso
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que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de
las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su
experiencia en el empleo de los principios activos que de ellas se extrae (Lopez,
2016).

5.5 USO DE LA FITOTERAPIA EN EL CONTROL DE LA GARRAPATA

En los ultimos afios se vienen impulsando estudios vinculados al uso de principios
activos en las plantas y fitoterapicos que tienen potencialidades como
garrapaticidas e insecticidas. Segun Mamallacta y Azucena (2013), muchas
plantas acumulan sustancias organicas que pueden ser extraidas en cantidades
suficiente para ser econémicamente utilizadas para las mas variadas aplicaciones
cientificas, tecnoldgicas y comerciales. Los quimicos extraidos de las plantas son
normalmente clasificados en metabolitos primarios y secundarios. Las proteinas y
acidos nucleicos son generalmente excluidos de esta -clasificacion. Los
metabolitos primarios son sustancias ampliamente distribuidas en la naturaleza

ocurriendo de una forma u otra en practicamente todos los organismos.

En las plantas superiores tales compuestos se concentran frecuentemente en
semillas y 6rganos de almacenamiento que son necesarias para el desarrollo
fisiol6gico, ya que poseen papel importante en el metabolismo celular basico. Ellos
son usados principalmente como materia prima industrial, alimento o aditivo
alimenticios e incluye productos tales como: aceites vegetales, acidos grasos y
carbohidratos (Martins y Gonzalez, 2007).

Diferentes plantas han sido estudiadas con efectos en el control de estos
ectoparasitos, entre ellos las hojas y semillas de Neem (Azadirachta indica), hojas
de diferentes especies de Eucalyptus (Myrtaceae); aceites obtenidos de estas
especies y extractos de otras como Anadenanther amacrocarpa, Mormodica
charantia y Artemisia annua (Duarte, 2014; Srivastava, et al., 2008; Garcia, 2011),
las cuales muestran actividad ixodicida ante esta especie de garrapata. Otros
reportes de especies como el “Rustico” Monnina phytolacaefolia H.B.K.
(Polygalaceae) y el Tabaco Nicotiana tabacum con efectos acaricidas
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representados en mortalidad larvaria y reduccion de eficiencia reproductiva. Asi
mismo existen reportes de la accion acaricida de las semillas de Annona muricata
L. (Annonaceae), las flores de Syzygium malaccensis (Myrtaceae) y las semillas

de Azadarirachta indica A. Juss. (Meliaceae) (Soares et al., 2010).

Los compuestos quimicos derivados de plantas se presentan como una alternativa
a los productos de sintesis quimica, ya que tienen baja toxicidad, son solubles en
agua y se degradan mejor en el ambiente, por radiacion solar y humedad. Estas
propiedades permiten reducir el desarrollo de resistencia acaricida y el alto

impacto ecoldgico en los sistemas ambientales.

5.5.1 Phytolacca bogotensis K.

Hierba de hojas simples, alternas, pecioladas o sésiles, estipulas ausentes o si
presentes muy pequefias, laminas de bordes enteros. Inflorescencias axilares o
terminales, dispuestas en racimos simples o compuestos 0 en espigas, con
bracteas y bractéolas. Flores perfectas o imperfectas; perigonio, con piezas libres

0 a veces unidas, persistentes en el fruto (Figura 2) (Juarez y Novara, 1993).

Figura 2.Phytolacca bogotensis. Foto de Juarez y Novara, 1993

21



La Phytolacca bogotensis es una planta herbicea presente en los andes
colombianos en alturas que oscilan entre los 2000 y 4000 msnm. La planta
contiene saponinas, una sustancia toxica, la phytolascina, &cido phytolaccico,
potasio y aceite de mostaza. Los frutos son muy jugosos y altamente toxicos. Las
hojas también son toxicas. Habita en lugares humedos, no muy sombrios. En
recuperacion de tierras degradadas, es una especie ideal por su abundante

produccion de biomasa y manejo bajo podas.

Su clasificacion botanica se muestra a continuacion:

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden  Caryophyllales

Familia Phytolaccaceae
Género Phytolacca

Especie Phytolacca bogotensis

Tradicionalmente ha sido usada para el tratamiento de neoplasias y desordenes
inflamatorios secundarios a patologias de caracteristicas infecciosas como
mastitis, parotiditis y faringitis, entre otros. Se han identificado algunos metabolitos
secundarios tales como saponinas, alcaloides, flavonoides y taninos (Pombo et al.,
2014).

5.5.2 Alnus alcuminata K.
Las especies del género Alnus se consideran de gran Importancia porque la raiz
se asocia simbléticamente con Actinomycetes, formando ndédulos fijadores de
nitrogeno atmosfeérico, siendo este el principal mecanismo para la Incorporacion de
nitrogeno reducido en suelos pobres (Burns y Hardy, 1975; Torrey, 1976; Normand
y Lalonde, 1982) (Figura 3).
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Figura 3. Alnus acuminata K

En Colombia el Aliso (A. acuminata K.), se encuentra ampliamente distribuido y se

ha Iniciado su utilizacion en proyectos de reforestacion (Caceres y Oyola, 1981).

La madera es empleada como carbén vegetal y para la fabricacion de cajas,

cajones, palillos y postes (Sicco et al., 1965), también es Importante por el

contenido de tanino (Torres, 1983).

Su clasificacion botanica se muestra a continuacion:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division  Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Hamamelididae
Orden Fagales
Familia  Betulaceae
Género  Alnus

Especie acuminata
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Los taninos contenidos en la corteza poseen propiedades astringentes
(antidiarréico, hemostatico local). Ademas, produce un efecto colerético. La
corteza del Aliso se usa popularmente como antipirético; las hojas como

analgésico local, para contener las diarreas y en la disquinesia hepatobiliar.
En uso externo se aplica en estomatitis, parodontopatias, faringitis, vulvovaginitis,

heridas, ulceraciones cutaneas con contaminacion estreptocdcica, inflamaciones

osteoarticulares, mialgias y contracturas musculares.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue de tipo experimental in vitro teniendo en cuenta la

manipulacion de algunas variables.

6.1 LOCALIZACION
El trabajo se realiz6 con garrapatas obtenidas de bovinos parasitados

naturalmente, ubicados en el municipio de Nuevo Colén-Boyaca que pertenece a
la provincia de Marquez, su cabecera esta localizada a los 05° 21’ 30” de latitud
norte y 73° 27’ 38” longitud oeste, a una altura sobre el nivel del mar de 2.500
metros; tienen una temperatura media de 16°C. Esta a una distancia de 34
Kilometros de Tunja y de Santafé de Bogota a 120 Kilémetros; tiene una poblacion

de 5.799 habitantes y su area municipal es de 51 Kmts®.

En el Laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad Pedagogica y Tecnoldgica
de Colombia, ubicada en la ciudad de Tunja. Se realiz6 la exposicion de las
garrapatas a los extractos mediante la técnica de inmersion de hembras repletas

descrita por Drummond et al .,(1973).

6.2 UNIDAD EXPERIMENTAL
Se utilizaron garrapatas del género R. (B) microplus las cuales estaban

completamente repletas de sangre (teleoginas); se colectaron manualmente hasta
obtener una cantidad minima de 180 especimenes y de acuerdo con sus
caracteristicas morfolégicas se identificaron utilizando las claves taxondmicas
recopiladas por Ruedisueli y Manship, (2006). Una vez identificadas, se lavaron
con agua y se sumergieron durante un minuto en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1% para desinfectarlas y evitar la contaminacion bacteriana o por hongos.
Después se secaron con papel absorbente y se pesaron individualmente para
obtener el peso promedio por hembra (250 + 20 mg peso optimo) y asi conformar

grupos homogéneos.
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Durante toda la fase experimental se mantuvieron en una incubadora (Memmert)

bajo condiciones controladas de temperatura (27°C) y 85% de humedad relativa,

la humedad se control6 con un termohigrometro digital el tiempo que dur6 el

tratamiento. Diariamente se examinaron visualmente o con la ayuda de un

estereoscopio para registrar la vitalidad de las garrapatas.

6.3

DISENO EXPERIMENTAL

Las 180 garrapatas se dividieron al azar en 6 grupos, teniendo cuidado que cada

grupo tuviera garrapatas de peso y tamafio equivalente. Todos los grupos de

tratamiento se hicieron por triplicado.

Grupo 1 (n=10) las garrapatas de este grupo se expusieron al extracto puro

de P. bogotensis.

Grupo 2 (n=10) las garrapatas de este grupo se expusieron al extracto puro

de A. alcuminata
Grupo 3 control positivo (n=10) las garrapatas de este grupo se expusieron a
un ixodicida comercial a base de cipermetrina al 15%, preparado segun las

recomendaciones de la etiqueta (dilucion 1:1.000 en agua).

Grupo 4 control negativo (n=10) las garrapatas de este grupo se expusieron

a agua solamente.

Grupo 5 control negativo (n=10) las garrapatas de este grupo no se

expusieron a ninguna sustancia.

Grupo 6 control negativo (n=10) las garrapatas de este grupo se expusieron

a etanol al 96 %.
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6.4 PROCEDIMIENTOS

6.4.1 Recoleccion de Plantas y Elaboracion de Extractos.
La recoleccion del material vegetal de P. bogotensis y A. alcuminata se realizé en

la granja la Maria propiedad de la Universidad Pedagogica y Tecnoldgica de

Colombia, donde se cortaron las hojas con tijeras, antes de la floracion.

La obtencién de los extractos de P. bogotensis y A. alcuminata, se logré a través

del método de extraccion en caliente (soxhlet), el cual consistio en:

El material vegetal (hojas) se fracciond, para aumentar la superficie de contacto
del solvente con el material a extraer para facilitar la mayor disolucién de principios
activos. Se colocé en la camara de extraccibn del equipo Soxhlet

(aproximadamente 200 gr).

Luego se calent6 el etanol situado en el recipiente contenedor evitando que llegara
a ebullicion; el vapor del solvente ascendio hasta el condensador, lo cual permitié
que el solvente se depositara gota a gota sobre la muestra, con ello se obtuvo el
extracto vegetal. Cuando el nivel de solvente condensado en la camara de
extraccidn alcanz6 la parte superior, éste rebozé y retorné junto con los

compuestos al recipiente contenedor de solvente.

Este proceso se repitid6 multiples veces hasta que se completo la extraccion de los
compuestos presentes en la planta y se concentr6 en el disolvente, lo cual
constituyé el extracto final. Para dicha extraccion se emplearon 150 mL de
solvente (etanol al 96% de pureza), de los cuales se recuperd aproximadamente el
50% mediante concentracion en el rota evaporador a una temperatura de 78°C y
60 rpm, el producto final fue de 20 ml de extracto puro.
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Figura 4. Elaboracion de los extractos etandlicos

Fue asi como se lograron los extractos puros a partir de los cuales se evalu6

posteriormente la eficacia ixodicida de los mismos (Figura 4 y 5).

Figura 5. Extractos puros
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6.4.2 Recoleccion de Garrapatas y Mantenimiento en Laboratorio.
En el municipio de Nuevo Colon, Boyaca se buscaron bovinos infestados con

garrapatas completamente repletas de sangre (Teleoginas), la recoleccién se
realiz6 de forma manual, una vez ubicada la garrapata, se tomé de la base y se

halé de manera regular hasta desprender la garrapata (Figura 6).

Figura 6. Recoleccion de R. B microplus

Una vez desprendida se colocé la garrapata en un frasco de vidrio adecuado para
su transporte.

En el laboratorio se revisaron una a una para desechar las muertas o mutiladas,
como ya se menciond; se lavaron y después se secaron con papel absorbente
(Figura 7).

Figura 7. Exposicion a los extractos
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6.4.3 Identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios

Con el fin de corroborar la presencia de metabolitos secundarios, a cada uno de

los extractos puros, se les realiz6é pruebas cualitativas asi:

e Reaccion de espuma (saponinas): la presencia de saponinas se determind
tomando 2 ml de cada extracto, se le afiadié 10 ml de agua a cada uno, se
agité vigorosamente por 30 segundos y se dejo en reposo durante 15 minutos
en la muestra (Rondina,1989). La proporcion de saponinas se midi6 de

acuerdo a la altura de la espuma sobrenadante asi:

» Altura de menos de 5 mm = no se detectan saponinas
» Altura de 5 — 9 mm = contenido bajo de saponinas
» Altura de 10 — 14 mm = contenido moderado de saponinas

» Altura mayor de 15 mm = contenido alto de saponinas

e Prueba de Wagner (alcaloides): para la prueba cualitativa de alcaloides se
empled el reactivo de Wagner (yodo y yoduro de potasio), se tomaron 2 ml de
extracto y se le agreg6 2 gotas de reactivo Wagner, se agitdé con una varilla de

vidrio y se espero un precipitado de color marrén (Jurado, 2010).

¢ Reaccion legal (cumarinas): La presencia de cumarinas se determiné facilmente
mediante la adicién de 2 ml de solucién de nitroprusiato de sodio al 0,5 % y 2
gotas de hidréxido de potasio, cuando presentd un color amarillo que

desaparece al agitar el tubo de ensayo, la prueba es positiva (Maldoni, 1991).

e Prueba de Shinoda (flavonoides): La prueba cualitativa de los flavonoides se
determiné tomando 2 ml de extracto y se le adiciond limaduras de magnesio
seguido de &cido clorhidrico concentrado y se considerd positivo cuando el

alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en
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todos los casos. Aunque no se conoce el mecanismo de esta prueba, es muy

utilizada para reconocer esta clase de compuestos (Jurado, 2010).

6.4.4 Elaboracion de diluciones
Para probar los extractos se utilizé el modelo experimental de minimas y maximas

de efectividad biologica es decir la minima concentracién a la cual se consigue
efectividad igualmente la maxima concentracion a la cual se consigue su efecto
(FAO, 1985).

Las diluciones se realizaron con agua destilada a partir del extracto puro de cada
planta, se inicié con una dilucién 1:2 es decir 5 ml de extracto puro y 5 ml de agua
destilada (solucién) para completar los 10 ml de la dilucién; si esta superaba una
mortalidad del 60%, (tomada como minimo eficaz) esta dilucidon se disminuyé a la
mitad de la concentracion, es decir, 2,5:10, asi sucesivamente hasta que la

dilucion dejara de mostrar efectividad (Figura 8).

Figura 8. Preparacion de diluciones

6.4.5 Prueba de eficacia en garrapatas adultas
La exposicién de las garrapatas a los extractos, se hizo mediante, la prueba de

inmersion de adultas (Drummond et al., 1973. Para esto, en una caja de Petri se
depositaron 5 ml del extracto a probar (puro o dilucion), luego se colocaron alli las

garrapatas (n=10), las cuales se sumergieron completamente con la ayuda de una
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aguja punta roma, para evitar dafio en la cuticula, permaneciendo sumergidas
durante 15 min; completado este tiempo, se elimind la totalidad del extracto,
dejando asi, las garrapatas en un medio seco. Posteriormente las cajas se taparon
con un lienzo y se rotularon, indicando el nombre del extracto, la dilucion y hora de

exposicion (Coronado y Enriquez, 2008).

Finalmente, la lectura de mortalidad se realiz6 a las 24-48-72 y 96 horas, se
consideré como garrapatas muertas, aquellas que luego de una exposicion a una
fuente luminosa (lampara hal6gena 6 V; 25 W) (Gallardo, 1999) por 10 minutos
(Figura 9) mostré ausencia de movimientos en sus patas. Se tom6 como valor
minimo de eficacia, una mortalidad del 60%, por lo cual valores inferiores fueron
tomados como ineficacia. En el trabajo se tomé como valor aceptado una
mortalidad no mayor al 10% en los grupos control de lo contrario se sospecharia
de malos manejos del material biologico (FAO, 1993).

————

Figura 9.Lectura de mortalidad

El criterio de efectividad de las soluciones, fue tomado segun la mortalidad
encontrada 24, 48, 72 y 96 horas después de realizada la prueba de inmersién de

adultas.
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Se realizaron observaciones diariamente y se llevé un seguimiento de los datos;
hasta el punto de poder calcular la eficacia de los extractos naturales en la
supervivencia de las garrapatas, tanto de los grupos control como de los grupos

experimentales, de la siguiente manera:

_ garrapatas muertas
Mortalidad = x 100
total de garrapatas

La eficacia de mortalidad en los diferentes extractos fue evaluada a través de la
mortalidad de teledginas R. (B) microplus del grupo control y de cada tratamiento

con la siguiente formula (Alvarez et al, 2008).

_(PORCENTAJE SUPERVIVENCIA gc—PORCENTAJE SUPERVIVENCIA gt
a PORCENTAJE SUPERVIVENCIA gc

EM

x100

gc =grupo control
gt= grupo tratado

6.5 ANALISIS ESTADISTICO
Se realiz6 la prueba de Chi? con un nivel de confianza de 95 %, con el cual se
determind el porcentaje de mortalidad para determinar si hay alguna diferencia
entre los siguientes variables:
e Porcentaje de mortalidad con P. bogotensis en el extracto puro y su
dilucion.
e Porcentaje de mortalidad con A. acuminata.

e Porcentaje de los grupos control.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERISTICAS FiSICAS DE LOS EXTRACTOS
Una vez obtenidos los extractos puro de guaba y de aliso respectivamente.

Mostraron caracteristicas fisicas propias (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas Fisicas

Planta Color Olor Aspecto
Phytolacca bogotensis Verde Caracteristico | Liquido
(Guaba) pasto
Alnus acuminata (aliso ) Marron Melaza Liquido

0SCUro

7.2 Pruebas cualitativas de los metabolitos secundarios
En lo que respecta al analisis cualitativo de metabolitos secundarios y teniendo en

cuenta el orden secuencial para el andlisis colorimétrico para la identificacion de
saponinas, flavonoides, alcaloides y cumarinas, se encontr6 que ambas plantas
contienen cumarinas y que la presencia de los demas metabolitos cambio entre

unay otra (Tabla 2).

Tabla 2. Presencia de metabolitos secundarios

Saponinas | Alcaloides | Cumarinas | Flavonoides
A. - + + -
acuminata
P. + - + +
bogotensis

(+)=positivo, (-)=negativo

7.2.1 Prueba de saponinas
El dnico extracto que dio positivo a saponinas fue el extracto de P. bogotensis, el
cual presentdé un sobrenadante de espuma con una altura de 20 mm, con una

persistencia por mas de 2 minutos (Figura 10).
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Figura 10. Andlisis cualitativo de saponinas

7.2.2 Prueba de Wagner
El resultado de la evaluacion colorimétrica para la identificacion de alcaloides solo

fue positivo en el extracto de A. acuminata, donde se evidencié coloracién marron
a roja al agregar el reactivo de Wagner lo que indic6 presencia de alcaloides
(Figura 11).

Figura 11. Analisis cualitativo de alcaloides
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7.2.3 Reaccion para cumarinas
En cuanto al andlisis preliminar de cumarinas los dos extractos dieron positivo

observandose una coloracion amarilla al agitar el tubo de ensayo (Figura 12).

Figura 12. Andlisis cualitativo de cumarinas

7.2.4 Pruebade Shinoda
El dnico extracto que presentd un cambio de coloracién verde violeta positivo

evidente para flavonoides después de dos minutos de realizada la prueba, fue el

extracto de P. bogotensis (Figura 13).

Figura 13. Analisis cualitativo de flavonoides
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7.3 Eficaciaixodicida de la Phytolacca bogotensis (guaba)
Segun lo planteado en este estudio el extracto de P. bogotensis (guaba), mostro la

mayor eficacia sobre garrapatas hasta la dilucion 1:2, observandose diferencias
estadisticamente significativas con las pruebas con extracto puro (Ext. Puro), la
dilucion 1:2 y 2,5:10 (Figura 14).

Figura 14. Mortalidad observada con la P. bogotensis

Mortalidad observada con la P. bogotensis
100
90
80

70
60

M 24 horas

50 W 48 horas

40 72 horas

30 W 96 horas

20
10

Extracto puro Dilucion 1:2 Dilucion 2,5:10

Se observa una mortalidad acumulada en aumento con el tratamiento con P.
bogotensis desde las 48 hasta las 96 horas post- aplicacion, en el extracto puro y

sus diluciones.
Se realiz6 la prueba Chi® para determinar si hay alguna diferencia entre los valores
de porcentaje de mortalidad con P. bogotensis en el extracto puro y su dilucién

1:2, se formulan las siguientes hipétesis (Tabla 3):

Hipotesis nula: (Ho): los porcentajes de mortalidad con P. bogotensis no

presentan diferencias significativas (p=0.05)
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Hipotesis alterna: (H,): Ha: los porcentajes de mortalidad con P. bogotensis

presentan diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 3. Analisis estadistico mortalidad con P. bogotensis y la dilucién 1:2

24h 48h 72h 96h
Puro 16,66 | 11,665 | Puro |30 25| Puro 63,33 | 54,905 | Puro 80 | 73,33
Diluciéon Diluciéon 20 o5 Dilucién Dilucién
1.2 6,67 | 11,665 1: 2 1.2 46,66 | 54,995 | 1: 2 66,66 | 73,33
23,33 50 109,99 146,66
Valor p |0,0386142 Valor p | 0,1572992 Valor p 1,12E-01 Valor p 0,270662
Chi2 4,2777583 Chi2 2,0000000 Chi2 2,5264924 Chi2 1,2133888

Se realiz6 la prueba Chi® para determinar si hay alguna diferencia entre los valores
de porcentaje de mortalidad con P. bogotensis en el extracto puro y su dilucién

2,5:10, se formulan las siguientes hipétesis (Tabla 4):

Hipotesis nula: (Hp): los porcentajes de mortalidad con P. bogotensis no
presentan diferencias significativas (p=0.05)
Hipotesis alterna: (Ha): Ha: los porcentajes de mortalidad con P. bogotensis
presentan diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 4. Andlisis estadistico mortalidad con P. bogotensis y la dilucion 2,5:10

24h 48h 72h 96h
Puro 16,66 9,995 | Puro 30 25 | Puro 63,33 46,665 | PUro 80 60
Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
2510 |3.33 9,995|2510 |20 25|2,5:10 |30 46,665 | 2,5:10 | 40 60
19,99 50 93,33 120
valorp | 00286911 valorp | 15709921 valorp | o 00056049 valorp | g 00026073
Chi2 8,88888944 Chi2 2 Chi2 11,0028062 Chi2 13,3333333
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En cuanto al porcentaje y eficacia de mortalidad sobre el tratamiento con P.
bogotensis no hubo diferencias estadisticamente significativas cuando se

analizaron los tratamientos con su respectivo grupo control (etanol y agua) (Tabla

4y5).

Tabla 5. Porcentaje y eficacia de mortalidad de la P. bogotensis con relacién al
grupo control (etanol)

Porcentaje de Eficacia de
mortalidad (%) a | mortalidad (%)
las 96 h alas 96 h
Etanol 96 % (gc) 10 *
Ext. Puro (gt) 80 62,95
Dilucion 1:2 (gt) 40 33,33

gc=grupo control, gt=grupo tratado

*No se calcula

**Eficacia mortalidad (EM)=% supervivencia gc- % supervivencia gt / %supervivencia gc x100

grupo control (agua)

Tabla 6.Porcentaje y eficacia de mortalidad de la P. bogotensis con relacion al

Porcentaje de Eficacia de
mortalidad (%) | mortalidad (%) a
alas 96 h las 96 h
Agua (gc) 0 *
Ext. Puro (gt) 80 80
Dilucion 1:2 (gt) 40 40

gc=grupo control, gt=grupo tratado

*No se calcula

**Eficacia mortalidad (EM)=% supervivencia gc - % supervivencia gt / %supervivencia gc x100

7.4 Eficaciaixodicida de la Alnus acuminata (Aliso)
Analizando el extracto de A. acuminata (aliso), se observdé un minimo de eficacia

de mortalidad con el extracto puro (Tabla 7).
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Tabla 7.Mortalidad observada con la A. acuminata

Mortalidad observada con la A. acuminata

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de mortalidad

Extracto puro

M 24 horas M48 horas ™ 72horas ™96 horas

Se observa una mortalidad acumulada con el tratamiento con A. acuminata con un

aumento significativo en el extracto puro desde las 48 horas post — aplicacion.
Se realizé la prueba Chi? para determinar si hay alguna diferencia entre los valores
de porcentaje de mortalidad con G. sepium, se formulan las siguientes hipétesis

(Tabla 8):

Hipodtesis nula: (Ho): los porcentajes de mortalidad de A. acuminata y control no

presentan diferencias significativas (p=0.05)

Hipotesis alterna: (Ha): los porcentajes de mortalidad de A. acuminata y control
presentan diferencias significativas (p<0.05)
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Tabla 8. Andlisis estadistico mortalidad con A. acuminata

TIEMPO |24h 48h 72h 96h

Puro 26.67 33.33 40 53.33 153.33
Esperado 38.3325 38.3325 38.3325 38.3325

Valor p 0.0174018

Chi2 10.1413807

Hipotesis nula: (Hp): los porcentajes mortalidad practico y tedrico no presentan
diferencias significativas (p=0.05)

Hipotesis alterna: (Hgy): los porcentajes practico y tedrico de mortalidad son
diferentes (p<0.05)

96h 53.33 56.665

Tedrico **60 56.665
113.33

Valor p 0.53095647

Chi2 0.39256066

**E| minimo eficaz de mortalidad es de 60%

En el porcentaje y eficacia de mortalidad sobre el tratamiento con A. acuminata no

se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7,8 y 9).

Tabla 9. Porcentaje y eficacia de mortalidad de la A. acuminata con relacion al
grupo control (etanol)

Porcentaje de Eficacia de
mortalidad (%) a | mortalidad (%)
las 96 h alas 96 h
Etanol 96 % (gc) 10 *
Ext. Puro (gt) 53,3 40,74

gc=grupo control, gt=grupo tratado
*No se calcula
**Eficacia mortalidad (EM)=% supervivencia gc - % supervivencia gt / %supervivencia gc x100

7.5 Resultados de los grupos control
Durante el desarrollo de la investigacion se realizé una prueba testigo con un

control positivo cipermetrina (diluciones segun etiqueta), un control negativo con

agua destilada, uno con etanol al 96% y uno sin ninguna sustancia. Para el caso
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de la cipermetrina se observé una mortalidad del 70% y para los grupos control
negativo se observdé una mortalidad no mayor al 10%, esto indica que no
intervinieron factores ambientales en la mortalidad de las garrapatas de los grupos
tratados (Tabla 10).

Tabla 10. Mortalidad de los grupos control

Grupo Porcentaje de mortalidad (%)
24h 48h 72h 96h
Grupo (+) 30 40 50 70
Grupo (etanol 96%) 0 0 10 10
Grupo (ninguna sustancia) 10 10 10 10
Total 40 50 70 90

Se realiz6 la prueba Chi® para determinar si hay alguna diferencia entre los valores
de porcentaje de los grupos control, se formulan las siguientes hipotesis (Tabla
11):

Hipotesis nula: (Ho): los promedios de porcentaje de mortalidad de grupos control

no presentan diferencias significativas (p= 0.05)

Hipotesis alterna: (H,): por lo menos un grupo control presenta un porcentaje de
mortalidad diferente (p<0.05)

Tabla 11. Analisis estadistico de los grupos control

Esperado | Esperado | Esperado | Esperado
Grupo (+) 13,33 16,67 23,33 30,00
Grupo (etanol 96% ) 13,33 16,67 23,33 30,00
Grupo (ninguna sustancia) 13,33 16,67 23,33 30,00
valor p 2,511E-08 | 5,1091E-12 | 1,1838E-10 | 4,2484E-18
valor chi 41,1427337 | 58,8298675 | 45,7142857 80
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8. DISCUSION

Como se dijo anteriormente, en el extracto de P. bogotensis, en este estudio se
encontrod la presencia de saponinas, cumarinas y flavonoides, mostrando resultado
negativo para alcaloides (Tabla 2). Segun la literatura la guaba contiene dos
triterpenos pentaciclicos y cinco saponinas triterpénicas (Salama et al., 1996); La
presencia de saponinas triterpénicas en la Phytolacca puede explicar su utilidad
en el control de las garrapatas, que parasitan el ganado bovino. La actividad
acaricida y larvicida de plantas y extractos que contienen saponinas se encuentra
bien documentada en la literatura (Fernandez et al.,2007) (Habeeb, 2010). En el
presente estudio no se identificaron alcaloides lo cual difiere con estudios

cromatograficos realizados con esta planta (Gutiérrez et al, 2008)

A pesar de que se esperaba la presencia de alcoloides estos resultados pueden
justificarse por varios factores dentro de los que se destaca el método de
extraccion utilizado, las caracteristicas climaticas y del suelo de donde provengan
las plantas, asi como la etapa del ciclo biolégico de cada planta en la cual se tomé
la muestra. Lo anterior también explica, como las plantas pierden la eficacia
medicinal cuando se cambian las condiciones edafoclimaticas, lo cual es
necesario tenerlo en cuenta en la practica de la fitoterapia, haciendo necesario la
realizacion de estudios de fitoquimica que garanticen la presencia de los

metabolitos secundarios de interés (Almeida et al., 2010).

Por otra parte, en este estudio para el aliso se encontraron alcaloides y cumarinas,
lo cual difiere con otros estudios fitoquimicos, en donde mostré la presencia de

esteroles, triterpenos, flavonoides, taninos y compuestos fenolicos.

En el estudio de Galvis y le6n (1989), no se encontraron alcaloides y cumarinas,
pero si fueron aislados diferentes compuestos terpénicos. Asi mismo fueron
detectados y aislados varios flavonoides (Finnegan,1972), taninos y compuestos

fendlicos (Karchesy, 2007) de varias especies del género Alnus, lo cual se puede



explicar por los factores agroclimaticos ya mencionados, asi como por la variedad
de la planta y el tipo de material vegetal utilizado (hojas, tallos, flores, frutos y
raices) (Ferreira et al, 2010; Clement, 1994).

Con relacion al efecto ixodicida de la P. bogotensis en este trabajo se alcanz6 una
mortalidad alta para el extracto puro su dilucién 1:5 y 2.5:10 con 80%, 66,66% Yy
40% respectivamente. Teniendo en cuenta que la eficacia de mortalidad minima
para este estudio fue de 60%, se observa que los resultados fueron los esperados
por la presencia de flavonoides y saponinas, los cuales son sustancias que evitan
o interrumpen el proceso de alimentacion de la garrapata tras un consumo inicial
del extracto y conducen de esta manera a su muerte por inanicién o intoxicacion
(Wu, 2004).

Como ya se menciono se identificaron cumarinas en las muestras evaluadas de P.
bogotensis aunque algunos autores indican ausencia de este metabolito (Galvis y
le6n,1989). Es asi como se ha demostrado el efecto antiparasitario de las
cumarinas extraidas de diferentes plantas, sobre Spodoptera
frugiperda,Helicoverpa zea (Dowd et al., 2011), lo que podria explicar la accion

ixodicida de la P. bogotensis en este estudio.

En este estudio, a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la aplicacion de los
tratamientos con los extractos puros y sus diluciones, se observo la eficacia con
base al porcentaje de mortalidad; sin embargo, se observé que el extracto de A.

acuminata mostro eficacia minima con el extracto puro.

Con respecto a que A. acuminata en este trabajo no fue eficaz, con lo que se
puede pensar, que la planta no tiene capacidad ixodicida, o bien el extracto no
logré superar la cuticula de la garrapata o la concentracion minima téxica no fue
alcanzada. Sin embargo, en otros casos las plantas que contienen (alcaloides y

cumarinas) tienen accion ixodicida (Gutiérrez et al., 2008).
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El A. acuminata a pesar de la poca eficacia que mostro en este estudio, en la
tradicion popular las hojas son usadas en el control de ectoparasitos (Bernal y
Correa,1989).

De forma similar a lo encontrado con el Alnus acuminata, en este estudio se
encontré un efecto ixodicida acumulativo expresado en una mayor mortalidad a
medida que aumentaba el tiempo después de la exposicion inicial. Este
comportamiento se ha observado en otros estudios realizados con los aceites de
limoncillo por Heimerdinger et al., (2006), al evaluar los extractos etandlicos de
esta planta (Cymbopogon citratus) sobre la garrapata R. (B) microplus,
encontrando una mortalidad de 40,3%, 41,5% y 46,6% post tratamiento

respectivamente.

Al hacer una comparacion de los resultados obtenidos, con lo reportado por
Alvarenga y Maria (2011), quienes mencionan que los extractos obtenidos de
jaboncillo (Phytolacca icosandra) con una concentracion 1:5, 1:10 y una
concentracion de 1:15. Se obtuvo efecto acaricida contra demodex canis in vitro

en las tres concentraciones.

A pesar que no se encuentran otros estudios sobre esta planta para el control de
garrapatas, otras plantas medicinales de frecuente hallazgo en el departamento de
Boyaca han demostrado efecto ixodicida, como extracto puro y en diluciones
similares a las utilizadas en este estudio. Dentro de dichas plantas se destaca
Nicotiana tabacum, Brugmasia arb6rea, con mayor eficacia, seguidas por
Sambucus nigra y Bidens pilosa (Rodriguez et al, 2010). Igualmente estudios
realizados con las mismas plantas, para evaluar el efecto insecticida sobre la
mosca Haematobian irritans indican mayor eficacia para el tabaco seguida por
Brugmasia arbérea y Sambucus nigran con menor eficacia, para Bidens pilosa y la
Ambrosia cumarense, cuando el extracto se obtuvo por el método se Soxhlet que

cuando este se hace por extraccion etandlica en frio (Ortiz et al., 2009)
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Es asi como, comparando los resultados obtenidos con las dos plantas evaluadas,
se puede afirmar que, en este estudio, la P. bogotensis presentdé mayor eficacia
contra las garrapatas (Tabla 3), superando al tratamiento con Alnus acuminata por

cerca de un 30 % en la mortalidad.

Tal como se indico en los resultados, los porcentajes de mortalidad observados en
los grupos control, determinan que el grupo positivo, en el cual el tratamiento se
realiz6 con un ixodicida comercial a base de cipermetrina al 15%, mostré una
eficacia del 70%, ratificando el poder ixodicida de dicho compuesto; los demas
grupos control, en este estudio mostraron un porcentaje de mortalidad no superior
al 10%, la cual es aceptable y se justifica por la variacion en las condiciones
ambientales; igualmente se considera que el solvente etanol al 96 %, no causaron
la mortalidad observada y que esta se debi6 al efecto de los metabolitos de las

plantas evaluadas.

Mientras que el tratamiento control tuvo un porcentaje de inhibicién del 0%, lo que
indica que estos artropodos tienen una alta resistencia y adaptacion al medio
ambiente, en condiciones de latencia. Segun Rodriguez (2009), pueden llegar a
pasar varios meses sin alimentarse, gracias a que poseen un exoesqueleto duro

gue recubre su cuerpo segmentado, protegiéndolas de las condiciones adversas.

Es de anotar que en experimentos realizados para evaluar el efecto ixodicida in
vivo de los extractos vegetales, no siempre se presentan resultados con relaciones
lineales ya que su mecanismo de respuesta depende de la densidad de poblacién
del parasito, de la capacidad de resistencia de los mismos y asi como de los
factores climaticos (Rodriguez et al., 2006; Tho, 2003). Es asi como, al evaluar in
Vivo los extractos vegetales ya probados en ensayos in vitro, se puede encontrar
equivalencia en las eficacias o disminucion de la misma, cuando se usan en
campo, no solo por los factores antes mencionados, sino también por el método

de extraccion utilizado (Alfonso, 2009). Es por lo anterior, que siempre que se

46



determina eficacia ixodicida in vitro es necesario evaluar esta misma in vivo

utilizando animales naturalmente parasitados.
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9. CONCLUSIONES

Con la caracterizacion fitoquimica de la A. acuminata recolectada se encontro que

los principales metabolitos secundarios de la planta son: alcaloides y cumarinas.

Los metabolitos secundarios presentes en la P. bogotensis colectada son:

saponinas, cumarinas y flavonoides.

El extracto obtenido de P. bogotensis puede constituirse en una fuente de
principios activos que contribuyan al descubrimiento de ixodicidas de origen
natural los cuales pueden ser utilizados como linea base para la sintesis de

moléculas UGtiles a nivel farmacéutico.

La influencia del tiempo de extraccion y tipo de solvente no es significativa en el

proceso y no tiene un efecto apreciable en el rendimiento.
Se puede concluir que el extracto que presento el mejor indice de mortalidad

sobre Rhipicephalus (Boophilus) microplus fue el obtenido con la planta
Phytolacca bogotensis
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10.RECOMENDACIONES

Es necesario realizar estudios con garrapatas mantenidas en laboratorio durante

todo su ciclo biolégico.

Es necesario investigar diversos tipos de solventes con el fin de lograr una
penetracion eficaz de los compuestos activos en la cuticula del parasito y con ello

facilitar la accion de éstos.

Realizar pruebas, evaluando efectos repelentes, inhibidores de queratina y

supresores de la ovulaciéon

Realizar pruebas in vivo y estudios de toxicidad, que permitan conocer el riesgo

potencial de estas plantas promisorias en las especies animales de interés.

Realizar la elaboracién de extractos con exposicion a altas temperaturas para
obtener concentraciones de metabolitos mas altas y eficaces.

Evaluar el efecto de la P. bogotensis (Guaba) como ixodicida en otras especies de

garrapatas.

Continuar con estudios in vitro para identificar otras plantas y diferentes

estructuras, para ser evaluadas como ixodicidas en condiciones in vitro.
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