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INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus constituye uno de los parasitos
que mas pérdidas ocasiona en las explotaciones bovinas, son vectores de
diferentes entidades como protozoos, bacterias, virus y ricketsias presentes
en la sangre de los bovinos y se convierten en un grave problema para la

ganaderia, tanto por los efectos directos como indirectos que ocasionan.

Son ectoparasitos hematoéfagos que ejercen sobre el huésped una
accion debilitante, ya que pueden succionar de 0.5 a 3 ml de sangre durante
su ciclo parasitario; una poblacion de 50 garrapatas provoca la pérdida de 40
a 50 kg de peso vivo y 180 L de leche por animal por afio. Ademas afectan
directamente la capacidad reproductiva del hospedero, reduciendo los
indices de fertilidad provocando trastornos metabdlicos sobre todo en
animales jovenes; asi mismo la irritacion producida en la piel, deteriora la
calidad del cuero y puede llegar a erosionarla a tal punto, que se convierte

en una puerta de entrada para infecciones secundarias.

De forma global, se estima que el 80 % del ganado bovino del mundo
esta infestado con garrapatas, y esto provoca pérdidas de USD 2,000 a 3,000

millones en produccién pecuaria.

El control de los ectoparasitos se ha efectuado mediante la aplicacién
continua e indiscriminada de productos quimicos, sin medir el riesgo
potencial en la salud humana que significa la residualidad que dejan estos
productos en la carne, leche y otros. Ademas del nivel de contaminacion al
que es sometido el medio ambiente y los inconvenientes de tener altos costos

y surgimiento de cepas de garrapatas quimico resistentes.

El interés en el uso de tratamientos alternativos a base de plantas
para el control de las garrapatas se ha incrementado, debido a sus

inumerables ventajas, cuando se compara con el uso de quimicos sintéticos.



Los 1nsecticidas naturales son obtenidos de recursos renovables, son
rapidamente degradables y desarrollan poca resistencia hacia estas
sustancias compuestas por varios principios activos. Estos pueden ser de
facil acceso y obtencién por los pequenos productores por tener un bajo costo

de produccién y ser accesibles en el campo.

Teniendo en mente los efectos dafninos del parasitismo por garrapata
bovina y el serio escenario que se presenta con respecto a la resistencia
contra los acaricidas quimicos, se inicia una linea de investigacion para

evaluar la eficacia de la planta Gliricidia sepium sobre estos.



II. HIPOTESIS

Por lo menos una de las tinturas de Gliricidia sepium es eficaz como
1xodicida y como inhibidora de la ovipostura en garrapatas Rhipicephalus
microplus del ganado bovino.



II1I. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las tinturas de Gliricidia sepium sobre la garrapata
Rhipicephalus microplus del bovino.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad ixodicida de la tintura 1:5 de hoja y la tintura 1:5 de
corteza de Gliricidia sepium.

e Determinar la actividad inhibidora de la ovipostura de la tintura 1:5 de hoja
y la tintura 1:5 de corteza de Gliricidia sepium.

e Determinar la diferencia de la actividad ixodicida e inhibidora de la
ovipostura entre las tinturas 1:5 de hoja y de corteza de Gliricidia sepium.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Madrecacao

Gliricidia sepium (Jacq.) Steud

4.1.1 Nombres populares
Madrecacao, kante, kansim, madriado, matasarna, sacyab, yaite (4)
cacahuananche, cacaguanance, matarratén, cansin, canté. (13) cacahuanano,

cuchunuc, flor de San José, palo de corral (Méx) (6)
4.1.2 Sinonimia
Robinia rosea Mill.; R. maculata HBK; R. variegata Schlecht; R. sepium Jacq.;

Lonchocarpus maculatus DC; Gliricidia maculata Steud.; G. lambii Fernald. (4)

4.1.3 Clasificacion taxonoOmica

Reino. Plantae
Phylum. Spermatophyta
Subphylum. Magnoliophytina
Clase. Magnoliopsida
Subclase. Rosidas

Orden. Fabales
Familia. Leguminosas

Fuente: Sistema Nacional de Informacion Forestal

4.1.4 Partes usadas medicinalmente

Hojas, corteza y raiz. (4)

4.1.5 Descripcion botanica

Arbol de 10 m de alto, copa extendida, e irregular, con una amplia cobertura
de follaje. Estos arboles pierden sus hojas en la época de floraciéon que ocurre entre
los meses de febrero y marzo. Su tronco es de 30 cm de diametro, corteza café
oscura; ramas puberulentas de jovenes, luego glabras. Hojas deciduas, lanceoladas,
3-7 cm de largo, pinnadas, 2-15 foliolos. Flores en racimos densos de 5-10 cm de

largo, se sitian en las axilas de las hojas caidas; caliz puberulento o glabro, corola



rosada a blanca. Los frutos que presentan son vainas dehiscentes color café oscuro,

glabra, plana, 10-22 cm de largo. Semillas lenticulares, café oscuro. (3,4,6 )

4.1.6 Habitat

Nativo de la América tropical, esta planta crece en laderas hasta de 1,600
msnm, se ha introducido y se cultiva en todo el mundo tropical. Se ha descrito en la
mayoria de regiones calidas del pais. Esta planta se ha propagado a distintas partes
del mundo, entre ellas Africa occidental, las Antillas, el sur de Asia y tiene una

gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones agroecolédgicas. (6)
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Figura 1. Distribucion natural e introducida de Gliricidia sepium en

Ameérica Tropical. Fuente: Parrota 1992.

4.1.7 Obtencion

Crece en el clima tropical calido, himedo, se utiliza en reforestacién, no tiene
mayores exigencias de suelos. Suele sembrarse como sombra de café y cacao. Se
propaga por semillas o por estaca. La siembra por semillas se practica poco, ya que
las estacas enraizan facilmente. Se usan estacas de 40-50 cm de largo de 6-12 meses
de edad, cortadas en chaflan, se entierran directamente en el sitio hasta 15-30 cm
de profundidad en la estacién lluviosa. Por ser una especie decidua las hojas se

colectan en la época de lluvia y se secan a la sombra. (4)



4.1.8 Usos y propiedades medicinales

Es una especie considerada como multipropésitos por la variedad de usos que
posee, es un arbol muy apreciado desde tiempos remotos. Fuentes y Guzman
indican su uso como sombra de los cacaotales, de donde viene su nombre, ya que en
esta asociacion el cacao crece mejor por su capacidad fijadora de nitrégeno y por la
actividad rodenticida de sus raices. Se usa desde la era precolombina y fue
importante en el principio de la colonia espanola en las labranzas agricolas

rudimentarias. (4)

El cocimiento de hojas y corteza se usa por via oral para tratar afecciones
gastrointestinales, respiratorias y de la piel (erupciones, erisipela, impétigo,
gangrena, granos, jiote, gonorrea, quemaduras, picaduras de insectos, ulceras),
paludismo y paperas; la decoccién de hojas se usa en el tratamiento de la

hipertension. (4, 14)

El cocimiento de las raices se toma para aliviar el dolor de garganta,
afecciones del rifidn, ictericia y edema. Topicamente las hojas y corteza, frescas o
cocidas, se aplican como lavados, compresas, emplastos o sobados sobre empeines,
raspones, salpullido, sarna, tlcera y otras enfermedades de la piel; como bafios se

aplica para el tratamiento de alergias. (4, 13)

Se le atribuye propiedad antihistaminica, antimalarica, antiséptica,
antifingica, cicatrizante, diurética, expectorante, febrifuga e hipotensora. De las

hojas hacen emplastos que se usan para curar Ulceras, tumores y gangrenas. (4,13)

En Livingston el fruto del arbol se hace envuelto en huevo se frie y se come.
En otras partes, la madera se usa para hacer postes y en construcciones pesadas.
La corteza molida y las hojas mezcladas con maiz cocido, son empleadas para

envenenar animales daninos. (13)



4.1.9 Usos en medicina veterinaria
Rodriguez en el 2005, documenta el uso de las hojas en cocimiento para el
tratamiento de diarrea de leche en terneros, coriza infecciosa aviar y para el control

de piojillos en gallinas. (17)

Como medicina tradicional se ha utilizado el cocimiento de las hojas de

Gliricidia sepium como antipirético en ganado. (10)

Vasquez en 1997 realiz6 una evaluacion de la utilizacion de Gliricidia sepium
como alimentacién de vacas lecheras, y se observé un aumento en la produccién de
leche, indicando que la utilizacién de niveles superiores a 2 kg/vaca/dia son
suficientes para aumentar la produccion lactea diaria, ya que sustituye las fuentes
convencionales de proteina y es una valiosa fuente de forraje con alto contenido de

nutrientes. (20)

La Gliricidia sepium no solo es empleada como una buena opcién en la
suplementacién alimenticia del ganado, por su valor nutricional, muchas plantas
producen ciertos metabolitos secundarios, entre ellos los polifenoles, que ejercen un
efecto en las paredes celulares de los protozoarios, produciendo lisis celular,
disminuyendo la poblacion, manteniendo el equilibrio adecuado entre los

protozoarios y los microorganismos celuloliticos. (6)

4.1.10 Farmacologia experimental y clinica

La tintura de las hojas es activa contra Neisseria gonorrohea; la decoccion
funciona contra Microsporum canis'y Trichophyton mentagrophytes con actividad
fungicida y fungistatica; los 6rganos mas activos son la corteza, flor y raiz. Las

semillas y raices tienen actividad insecticida, repelente y rodenticida. (4)

El extracto etandlico de la corteza es antiaterogénico e inhibe la liberacién de
histamina, no tiene actividad diurética, antimicrobiana, antiinflamatoria y

endocrina (anabdlica y androgénica). La decoccion de hojas es expectorante. El



extracto acuoso de la corteza y hojas disminuye la actividad motora, el tono

muscular y produce piloereccion y ptosis parpebral. (4, 14)

4.1.11 Composicion quimica y principios activos

El tamizaje fitoquimico de las hojas indica la presencia de alcaloides no
cuaternarios, saponinas, esteroles insaturados, flavonoides y polifenoles. Las hojas
y corteza contienen flavonoides (2’-0-metilsepiol, sepiol, robinetina), carbohidratos
(pinitol), rotenona, cumarinas y acidos o-cumarinico y melilético. (4) Ademas
contiene 7,4 -dihidroxi-3’-metoxiisoflavano, afrormosina, gliricidin-6 y gliricidol-9,

medicarpina y taninos. (14)

Todo el arbol es rico en flavonoides, compuestos que se sabe tienen multiples
actividades farmacolégicas. La canavanina de las semillas posee una potente

actividad inhibidora del crecimiento de varios organismos. (3,4)

4.1.12 Obtencion de principios activos mediante percolacion

Este es un método de extraccion en el que se hace pasar el disolvente a través
de la droga vegetal hasta su extracciéon completa. En pequena escala, la percolacion
se realiza en aparatos denominados percoladores, de cuerpo cilindrico o conico,
provistos de un grifo en la parte inferior, para regular el flujo de disolvente. . La
percolacion simple, comprende la extracciéon exhaustiva de la droga con el

disolvente siempre renovado. Tiene como desventaja el alto consumo de disolvente.

La repercolacion consiste en hacer recircular el disolvente a través de

distintas fracciones de la droga, utilizando una bateria de percoladores. (4)

4.1.13 Indicaciones terapéuticas

Por su uso popular, los datos experimentales demuestran su actividad
antifingica y antiinflamatoria, las hojas y corteza estan indicadas en el tratamiento
de diversas afecciones de la piel, como abcesos, llagas, raspones y tina. La

administracion oral de las hojas contribuye a mejorar la tos rebelde. (4)
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4.1.14 Contraindicaciones

No se han reportado.(4)

4.2 Garrapata del bovino

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887)

4.2.1 Sin6énimo

Garrapata tropical del bovino, Garrapata comun con ojos (8)

4.2.2 Clasificacion taxonoOmica

Phylum  Artrépodo

Clase Arachnida

Orden Acarina

Suborden Ixodidea

Familia Ixodidae

Genero Rhipicephalus

Especie microplus (Canestrini) (1)

4.2.3 Descripcion

La garrapata R. microplus es una garrapata dura, de cuerpo generalmente
ovalado, aplastado y con un escudo que cubre la parte anterior de la regién dorsal
de la hembra y la superficie dorsal del macho. Tienen un cuerpo no segmentado con
cabeza y capitulum, téorax y abdomen unido, boca especializada, colocada en la parte
anterior del cuerpo, conformado por el hipostoma o probdscide armados con dientes
en hilera (para fijacidn), palpos sensoriales o tactiles y queliceros (para cortar y

perforar piel). Son de color amarillento hasta un café rojizo oscuro. (8)

La localizacion de las garrapatas del género Rhipicephalus se distribuye por
todo el animal siendo m4s notoria la infestacién de las orejas, tabla del cuello,

region pectoral, axilas, base de la cola y region del perineo.

Via de infestacion directa, las garrapatas necesitan entrar en contacto con el

hospedador para poder alcanzarlo. (8)
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4.2.4 Ciclo evolutivo

La garrapata tiene un ciclo de vida que se divide en dos fases: la parasitaria
que se inicia con la fijacion de las larvas a su hospedero hasta el desprendimiento
de la hembra repleta, la cual tiene una duraciéon aproximada de 21 dias, y la fase
no parasitaria que comprende desde que la hembra se desprende de su hospedero
hasta la aparicion de las larvas; ésta se realiza sobre el suelo y los pastos y puede

tener una duracién variable y dependiente del clima. (1,8, 19)

El ciclo se inicia con una hembra adulta repleta de huevos se desprende del
animal y cae al suelo, esta se prepara para realizar la ovoposicion, periodo que
puede durar de 13 a 22 dias dependiendo de la temperatura. A medida que los
huevos son expulsados al exterior por el oviducto, estos son recibidos en los 16bulos
extendidos y son cubiertos con una secrecion pegajosa con el fin de hacer los huevos
una masa adherente y de esta manera protegerlos contra la deshidratacion, el
medio ambiente desfavorable y permitir la oxigenacion del embrion dentro del

huevecillo, incluso bajo el agua. (1,8, 19)

Los huevos son puestos en el terreno en areas de vegetacion abundante de
preferencia pasto crecido, resguardado y con cierta humedad. A las 6 u 8 semanas
nacen las larvas que cuentan con 6 patas y después de la incubacion se mantienen
agrupadas cerca del lugar donde eclosionaron para darse proteccion mutua contra

la desecacion y asegurar asi la sobrevivencia. (8)

Esta larva trepa sobre las hierbas, matorrales o postes en la espera de un
hospedero. Dentro de los estimulos para reconocer al huésped, incluyen el diéxido
de carbono, olor, vibraciones, interrupcion de la luz, corrientes de aire, calor y
humedad. Tan pronto encuentran un hospedero a los 7 a 10 dias se adhieren a la
piel, la perforan y succionan sangre y liquido corporal por 4 a 6 dias hasta quedar
llenas. Entonces sufren una muda metalarva con cambio de tegumento y aparicion
de un par de patas, que da lugar a los 2 dias a la ninfa con actividades y habitos
similares a los de las larvas. Estas succionan sangre durante 3 a 5 dias antes de

otra muda , desarrollando otro cambio en exoesqueleto para transformarse en 6 a 8
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dias en adulto con 8 patas y sexualmente diferenciado, permaneciendo en el

hospedero por 6 a 8 dias , periodo en que se aparean.(1,8)

La copula se produce sobre el hospedador. La fecundacién de la hembra se
produce antes de que ésta se nutra, lo que influye en la rapidez con lo cual ocurre la
fecundacién. Los machos copulan con una y otra hembra y mueren al fecundar. Las
hembras se ingurgitan aumentando de peso hasta 100 veces; ya repletas, se dejan
caer al suelo donde pondran sus huevos. A medida que la ovipostura progresa, la
garrapata pierde su estado de replecion, se arruga, cambia de color hasta que

termina la oviposicion y muere. (8)

Tamafio X¥ 97
Fecudacién de las real
hembras antes de la
succién de san\gro

Ninfa repleta muda
a garrapata adulta
sobre el huésped

Larva se
adhiere
al huésped

Hembras repletas
de sangre se dejan
caer al suelo

Larva saliendo \ S

del huevo
Oviposicién en el suelo

Figura 2. Ciclo Biolégico de las Garrapatas Rhipicephalus sp. Fuente: Gonzalez 2007.
4.2.5 Control quimico de la garrapata

El método mas eficiente para el control de garrapatas es la utilizacién de
productos quimicos con una frecuencia de tratamientos variables dependiendo del

nivel de infestacién de los animales. (16, 19)
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Los productos quimicos se agrupan en familias que presentan similitud en su
estructura quimica y sitio de accidon; sin embargo, se presentan diferencias en
cuanto al sitio blanco entre parasitos de diferentes géneros, siendo muy pocos los
que tienen accion cruzada. (16, 19) Dentro de estas familias de productos se

encuentran:

4.2.5.1 Organofosforados:
Se caracterizan por inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa,
produciendo un aumento de estimulos nerviosos de los insectos. Tienen una

permanencia de 4 a 8 dias.

4.2.5.2 Piretroides
Provocan un bloqueo de la actividad motriz o bien por la produccién de

excitabilidad, incoordinaciéon de movimientos, irritabilidad y muerte del insecto.

4.2.5.3 Amidinas

Ocasionan la muerte del insecto por inhibicién de la monoaminooxidasas.

4.2.5.4 Lactonas macrociclicas
Incrementan la liberacion del acido gammaaminobutirico (GABA) del sistema

nervioso de los insectos.

4.2.5.5 Fenilpirazolonas

Bloquean el paso de iones cloro a través del sistema receptor GABA. (16, 19)

4.2.6 Control no quimico de la garrapata
El control no quimico son todas las acciones ejercidas para controlar

garrapatas sin el uso de productos quimicos, entre las principales se encuentran:

4.2.6.1 Resistencia del hospedero
Las razas Bos indicus son mas resistentes a infestaciones graves de

garrapatas que los ejemplares de las razas Bos taurus. La resistencia de las
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garrapatas por parte del hospedero se manifiesta con una reducida repleciéon de la
hembra, prolongados periodos de alimentacién, disminucién en la oviposicion, cese

de etapas evolutivas y muerte de ninfas. (16, 19)

4.2.6.2 Control biol6gico

En los Gltimos anos se ha demostrado que el control biolégico podria ser una
alternativa para el control de las garrapatas, estas medidas incluyen hongos
entomopatogenos, hormigas y acaros que tienen algun efecto depredador sobre la

poblacion de garrapatas. (16, 19)

4.2.6.3 Manejo

En esta actividad el hombre realiza actividades en las que se modifica el
habitat natural de las garrapatas, afectando asi su desarrollo y viabilidad en la fase
no parasitica. Cuando las garrapatas adultas repletas caen al suelo buscan un
lugar oscuro y se protegen de la radiacion solar directa. De tal forma que las
praderas con alta vegetacion y arbustos proporcionan a las garrapatas un habitat
1deal para su desarrollo. Existen varias leguminosas que repelen, atrapan y
obstaculizan a las larvas de garrapatas que buscan hospedero, por ello este tipo de
plantas cultivadas en potreros estratégicamente utilizados reducen el riesgo del

encuentro garrapata-hospedero. (16, 19)

4.2.6.4 Vacunas

Existe una vacuna comercial para el control de garrapatas R. microplus
llamada TickGuard®. Esta contiene antigenos Bm86 que produce una reaccién
inmunolégica mediada por anticuerpos. Cuando la garrapata ingiere sangre del
animal vacunado, los anticuerpos especificos producen la lisis de las células del

Iintestino de las garrapatas. (16, 19)

4.2.7 Control no quimico de la garrapata con plantas
La utilizacién de productos quimicos es una de las formas mas difundidas y
aceptadas para el control de las garrapatas por la efectividad y facilidad que

representan, sin embargo, el uso indiscriminado de estos productos ha causado,
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contaminaciéon ambiental, peligros a la salud publica y el desarrollo de resistencia a
estas sustancias por parte de las poblaciones de garrapatas. Ante esta situaciéon se
han evaluado sustancias de origen vegetal y se ha encontrado actividad importante
para el control de algunas de las especies de garrapatas de mayor importancia

pecuaria. (2,10)

Alvarez en el 2007 realizé la evaluacién de 10 plantas promisorias, dentro de
las que se encontraba la Gliricidia sepium, para la medicion de diversos parametros
reproductivos de la garrapata Rhipicephalus microplus, mediante la prueba de
inmersion de adultas. La utilizacion del extracto de G. sepium, presento un 94% en
la inhibicién de la oviposicion de R. microplus y una mortalidad del 7.30%. A su vez
se observaron resultados satisfactorios en la utilizacién de otros extractos de
plantas como lo son, la morera (Morus alba), la pimienta negra (Piper nigrum)y el

clavo de olor (Zizygium aromaticum). (2)

Por otro lado Rosado en el 2010 evalué la actividad ixodicida del apazin
(Petiveria alliacea) obteniendo resultados de 96% en la mortalidad de la fase
larvaria de R. microplus. El aceite volatil de té limén también ha presentado
actividad acaricida, en el estudio realizado por Chungsamarnyarnt en 1992, las
concentraciones 1:2, 1:3 y 1:4 de aceite y etanol, presentaron alta actividad

acaricida e inhibidora de ovipostura 5 dias post inmersion. (9, 18)

Castrejon en el 2004 encontré efectos de repelencia en larvas de R. microplus
hasta de un 90% utilizando extractos de planta completa de Melinis minutiflora y
Pereira en el 2006 evalud la eficacia ixodicida de la Dahlstedtia pentaphylla contra
hembras repletas de R. microplus y su efecto se hace evidente alrededor del dia 2
post tratamiento y persistié hasta el dia 7. Los estudios sugieren un mejor efecto en
adultos y metaninfas que contra ninfas. No se presenté efecto inhibidor de la

ovipostura. (5, 12)
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4.2.8 Métodos de la evaluacion de la actividad ixodicida e inhibidora de la

oviposicion de las garrapatas

Las pruebas para el diagnoéstico de la actividad ixodicida se dividen en

bioensayos, pruebas bioquimicas y pruebas moleculares.

4.2.8.1 Bioensayos: Estos se pueden realizar con larvas o teledginas.

Prueba de paquete de larvas (PPL)

Esta sustentada y desarrollada en una serie de ensayos con garrapatas R.
microplus, fue adoptada por la FAO como la principal prueba de diagnédstico
de resistencia en garrapatas. Esta prueba consiste en exponer larvas de
garrapatas en papel filtro previamente impregnado con ixodicidas. La

mortalidad larval se cuantifica 24 horas después. (11)

Prueba de inmersiéon de larvas (PIL)
Este método no se ha utilizado ampliamente en el diagndstico de resistencia
ni ha sido promovido por la FAO. Emite un diagnéstico en el mismo tiempo

que la prueba de paquete de larvas. (11)

Prueba de inmersién de adultas (PIA)

Esta prueba fue descrita y desarrollada por Drummond y col, para
determinar la eficacia de nuevos ixodicidas contra varias especies de
garrapatas. Los bioensayos estandarizados para el diagndstico de resistencia
de una muestra de garrapatas son valiosos, porque fenotipifican la respuesta

poblacional al ixodicida. (11)

4.2.8.2 Pruebas bioquimicas:

Esta prueba consiste en el uso de sinergistas que pueden inhibir las enzimas

encargadas de la desintoxicaciéon metabdlica y por lo tanto, su efecto puede

reconstruir, parcial o totalmente, la eficacia del ixodicida hacia la cepa de

garrapatas muestra un patrén de comportamiento de resistencia mediante

desintoxicaciéon metabdlica. (11)



5.1
5.1.1

V. MATERIALES Y METODOS
Materiales
Recursos humanos
Tesista
Asesores de tesis
Técnico de Laboratorio de Parasitologia FMVZ
Personal de Laboratorio de Investigacion de
(LTIPRONAT).
Personal de Finca El Recuerdo.
Recursos de laboratorio
Alcohol etilico al 95%
Alcohol etilico al 70%
Alcohol etilico al 50%
Algodén
Balanza analitica
Balanza de humedad Ohaus
Beakers
Cajas de Petri
Campana de desecacion
Colador
Embudos
Erlenmeyers
Estufa
Horno desecador
Incubadora
Masking tape
Probetas
Papel filtro
Pinzas
Percolador de acero inoxidable

Platina magnética

Productos
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Naturales
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5.2

5.2.1
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Recursos de campo
Frascos de vidrio
Guantes

Hielera

Hielo

Recursos biologicos
Garrapatas Rhipicephalus microplus

Hoja y corteza de Gliricidia sepium

Centros de referencia

Laboratorio de Parasitologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales — LIPRONAT-,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Universidad de San Carlos de

Guatemala.

Métodos

Area de estudio

Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

5.2.2

Poblacion de estudio

Garrapatas adultas Rhipicephalus microplus del bovino.

5.2.3 Obtencion y secado del material vegetal

Se utilizaron las hojas y corteza de G. sepium, obtenidas de la Ecoparcela El

Cacaotal, Canton Chiguasté, Samayac, Suchitepéquez. Este material vegetal se

colectd y se secod por separado en un secador solar con circulacién de aire. Todo el

material vegetal seco se sometid a un proceso de segmentacién, esto con el fin, de

obtener una mayor superficie de contacto con el disolvente en el proceso de

extraccion por percolacion y pruebas de rendimiento.
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5.2.4 Determinacion de porcentaje de humedad del material vegetal

El porcentaje de humedad no debera ser mayor al 11%, por lo que los datos se
validaron utilizando una balanza analitica con porcentaje de humedad OHAUS.
Para esto se tomaron 0.5 gramos de la muestra a evaluar, se colocaron en la

balanza y se espero6 por 15 minutos hasta obtener los resultados.

5.2.5 Determinacion del disolvente mas apropiado

Para esta prueba se realizaron extracciones con etanol al 50%, 70% y 95% con
tres repeticiones cada uno para su validacion estadistica. Se colocaron 3 g de la
muestra de corteza y hojas de G. sepium junto a 60 ml del disolvente y se dejo
reposar por 24 horas. Se pesaron 3 crisoles por cada muestra y disolvente, y se
anotaron los pesos iniciales. Luego se aniadieron 2 g del menstruo obtenido, se anotd
el dato y se evaporo el disolvente en estufa. Al haber eliminado todo el disolvente se
llevaron los crisoles al horno desecador por una hora y luego a la campana de
desecacion. Se tomaron los pesos finales de los crisoles, y se determiné el

rendimiento por medio de la siguiente formula:

Peso Final — Peso Inicial * 100 = Porcentaje de Rendimiento
Peso Muestra
5.2.6 Elaboracion de las tinturas
Las tinturas se elaboraron por medio del proceso de percolacion, para ello se
utilizo el etanol al porcentaje que presenté el mayor rendimiento en la prueba de
mejor disolvente. Para elaborar la tintura de G. sepium concentracion 1:5 se

utilizaron 40 g de material vegetal y 200 ml de disolvente.

El material vegetal y el disolvente se colocaron en un percolador limpio y
seco, se colocd un poco de algodén en la parte inferior y papel filtro cortado de
acuerdo al diametro del percolador. Se peso la cantidad de material vegetal a
utilizar de acuerdo al tamano del percolador. Este material se humedecié con el
disolvente adecuado para la extraccidon, utilizando un vaso de precipitar. Se
transfiri6 todo el material al percolador y se agregé el disolvente hasta cubrir el

material vegetal. Se dejo reposar por 72 horas. Para recolectar el material se abrid
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la llave de la parte inferior y se dej6 gotear el liquido a una velocidad adecuada. El
liquido se recogié en un erlenmeyer, y se le afiadi6 suficiente disolvente extra hasta

obtener el volumen de disolvente agregado al inicio. (18)

5.2.7 Obtencion de garrapatas Rhipicephalus microplus

Las garrapatas se obtuvieron de vacas encastadas (Holstein x Gyr)
provenientes de la Finca El Recuerdo, La Gomera, Escuintla. Para este
procedimiento primero, se determiné por observacion los bovinos que se
encontraban altamente parasitados. Luego se paso la mano sobre las areas mas
frecuentemente afectadas, como lo son la region mamaria, patas traseras, ancas,
flancos, abdomen, costillas, patas delanteras, axilas, cuellos, papada y cabeza. Al
detectar la garrapata ésta se desprendié directamente con los dedos indices y
pulgar, tomandola lo mas cerca posible del capitulo, volteandola hacia arriba y
tirando suavemente de ella en contrapelo hasta desprenderla evitando asi que el
hipostoma quede adherido a la piel del hospedero. Estas luego se colocaron en
envases de vidrio, dentro de una hielera con suficiente hielo y fueron llevadas a las
instalaciones del Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia para su identificacién y realizacién del experimento.

Con las tinturas preparadas se realizo el tratamiento de los distintos lotes de

garrapatas, siguiendo los lineamientos de la Técnica de Inmersién de Adultas. (11)

5.2.8 Técnica de inmersion de adultas (Adult Immersion Test)

Para esta prueba se seleccionaron hembras repletas del género
Rhipicephalus, directamente de los bovinos, eliminando aquellas demasiado
pequenas o muy grandes, o con claros signos de estar danadas. Estas se pesaron en
balanza analitica y se separaron en grupos homogéneos, no permitiendo diferencias

mayores a 20 mg entre grupos. (15)

Se obtuvieron 10 especimenes por cada tratamiento a evaluar, incluyendo el
grupo control que utiliza agua destilada. Se colocaron 20 ml de concentrado

(preparado) mas 20 ml de agua en vasos plasticos, los cuales se identificaron
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correctamente. Se colocaron 10 garrapatas repletas en cada uno de los vasos y se
agitaron en una platina magnética por espacio de 30 minutos. Transcurrido el
tiempo se extrajeron las garrapatas con la ayuda de un colador de metal y se

eliminé el exceso de agua y de producto con papel toalla. (15)

Las garrapatas se adhirieron dorsalmente, con la ayuda de una cinta
adhesiva, en cajas de Petri identificadas adecuadamente. Estas se incubaron a 25-
30°C y 80-90% de humedad, por siete dias, y se observaron diariamente para que no

faltara humedad o existieran variantes en la temperatura. (15)

Se realizo el conteo del numero de garrapatas que ovipositaron al dia 7y se
continud observando, en incubacién, hasta el dia 15 o al completar la oviposicion.

También se observd y registrd el nimero de garrapatas muertas. (15)

5.2.9 Distribucion de los grupos experimentales

En este estudio se determino el efecto de dos tinturas elaboradas con
Gliricidia sepium 1:5 a base de hoja y corteza, también se trabajé un grupo testigo
con agua destilada. Se realizaron 5 repeticiones de la técnica de inmersion para

cada tratamiento. Los tratamientos quedaron distribuidos de la siguiente manera:

Tratamiento 1: Grupo testigo inmersion con agua destilada
Tratamiento 2: Tintura de hoja de G. sepium 1:5

Tratamiento 3: Tintura de corteza de G. sepium 1:5

5.2.10 Variables a evaluar

5.2.10.1 Mortalidad de las adultas (M):
Se obtuvo el porcentaje de muerte de las garrapatas adultas, mediante la

siguiente formula:

M = % mortalidad tratamiento x % mortalidad control x 100
% mortalidad control x 100
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5.2.10.2 Porcentaje de inhibicion de la oviposicion (10)
Este es un parametro utilizado para estimar el porcentaje de huevos
ovipositados en un lote tratado, con respecto del lote control, se determind

mediante la siguiente formula:

%I0 = O/PT — O/Pt x 100
O/PT

Donde:

1.O: Inhibicién de la oviposicion

O/P: Peso de huevos/ peso de garrapatas x 20,000
T: Lote Testigo

t: Lote Tratado

5.2.11 Analisis estadistico

Para evaluar las variables de porcentaje de inhibicién de la oviposicién y
porcentaje de mortalidad se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado (Chi?). Este
procedimiento es util cuando se quiere contrastar si un conjunto de frecuencias

observadas es compatible con la hipdtesis nula. Utilizando la siguiente férmula:

X = Y (0-Ep
E

Donde:
O: representa las frecuencias observadas
E: representa las frecuencias esperadas



5.2.12 Presupuesto

El presupuesto detallado a continuaciéon fue financiado por la tesista.

Insumo Precio por | Precio
Unidad Total
2 kg Hoja Gliricidia sepium Q. 30.00 Q.60.00
3 kg Corteza Gliricidia sepium Q. 50.00 Q.150.00
2 galones de etanol al 95% Q. 55.00 Q.110.00
2 pliegos de papel filtro Q. 4.00 Q 8.00
10 rollos de papel mayordomo Q. 8.00 Q. 80.00
10 libras de Hielo Q. 8.00 Q. 16.00
Gasolina Q. 200.00 Q.200.00
Total Q. 624.00

Fuente: Elaborado por la tesista.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En las condiciones del presente estudio se permitié generar los siguientes
resultados:

El porcentaje de humedad encontrado en el material colectado de G. sepium
fue de 11.18% para la corteza y 13.45% para la hoja, por lo que se deseco en horno a
60°C por una hora, quedando una humedad de 8.64% en la corteza y 9.43% en la

hoja, siendo estos porcentajes adecuados para realizar la extraccion.

Luego de realizar la prueba de mejor disolvente el etanol al 50% demostro el
mayor rendimiento de solidos totales obteniéndose 2.967 % en hojas y 2.5270 % en

corteza.

Se obtuvieron 200 ml de tintura 1:5, tanto de hoja como de corteza de G.

sepium, mediante la técnica de percolacion durante un periodo de 72 horas.

Se colectaron 180 garrapatas hembras engurgitadas directamente de vacas
encastadas Holstein/Gyr, de la Finca El Recuerdo, localizada en La Gomera,
Escuintla. Estas se llevaron al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia para su identificacién y clasificacién de acuerdo a
su peso y tamano. Se estandarizaron en placa de Petri obteniendo los siguientes

pesos promedio:

Tratamiento Peso garrapatas
Testigo 1.138 g
Tintura de Hoja 1:5 1.97¢g
Tintura de Corteza 1:5 1.56¢g

En la prueba de inmersion de adultas, se obtuvieron los siguientes
porcentajes de mortalidad, para la tintura de hoja 28 %, para la tintura de corteza
36% y para el grupo testigo 20%. Siendo la tintura de corteza la mas efectiva de las
tinturas utilizadas. Los datos obtenidos son mayores a lo reportado por Alvarez en
el 2007 en el que, utilizando el extracto de G. sepium obtuvo hasta un 7.30% de

mortalidad.
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Los porcentajes obtenidos para la inhibicién de la oviposicién, fueron los
siguientes: 0.50% para la tintura de hoja y 4.38% para la tintura de corteza de G.
sepium. KEstos datos son considerablemente menores al 96% reportado por Alvarez
en el 2007, esta variacion en los resultados puede deberse a varios factores como lo
son la variedad de G. sepium utilizada, la concentracion de principios activos
encontrada en la planta, el estado de madurez de la planta al momento de la

colecta, asi como el método y el disolvente utilizado en la extraccion.

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizo la prueba de
chi2, tanto para las variables de mortalidad como inhibicién de la oviposicion. Para
ambas variables se rechaza la hipétesis nula, determinando que no existe una

diferencia estadistica significativa entre tratamientos.
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VII. CONCLUSIONES

El disolvente que presenté un mayor rendimiento de sélidos totales y por lo

tanto el mas adecuado para el proceso de extraccion fue el etanol al 50%.

Se demostré actividad ixodicida e inhibidora de la ovipostura con la utilizacién

de las tinturas de G. sepium.

Se obtuvo una mortalidad del 36% con la tintura de corteza y un 28% con la
tintura de hoja de G. sepium demostrando una mayor efectividad in vitro la

tintura de corteza.

Se obtuvo una actividad inhibidora de la ovipostura del 4.38% para la tintura de

corteza, mientras que para la tintura de hoja tan solo un 0.50%.

No se encontré diferencia estadistica significativa entre tratamientos tanto para

la variable de mortalidad como de inhibicién de ovipostura.
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VIII. RECOMENDACIONES

. Realizar estudios in vivo sobre la utilizacion de tinturas de G. sepium como

ixodicida.

. Realizar estudios con diferentes variedades de G. sepium para evaluar su

eficacia y determinar si existe diferencia entre ellas.

. Evaluar la actividad ixodicida de la G. sepium, en diferentes estados

vegetativos.

. Realizar tinturas con una mayor concentracién de principio activo, utilizando

la técnica de repercolacion.

. Realizar tinturas con disolventes distintos, y evaluar su actividad ixodicida.
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IX. RESUMEN

La garrapata R. microplus constituye uno de los parasitos que mas pérdidas
ocasiona en las explotaciones bovinas, son vectores de diferentes entidades como
protozoos, bacterias, virus y ricketsias presentes en la sangre de los bovinos y se
convierten en un grave problema para la ganaderia, tanto por los efectos directos
como indirectos que ocasionan. El objetivo de este estudio fue el de evaluar la
eficacia in vitro de las tinturas de G. sepium para el control de R. microplus. Para
el estudio se utilizaron 150 garrapatas hembras engurgitadas, que se dividieron en
3 grupos similares de acuerdo a su peso (testigo, tintura de hoja y tintura de
corteza) para la realizacion de la técnica de inmersion de adultas con las tinturas
1:5 de corteza y tintura 1:5 de hoja de G. sepium. Estas se incubaron a 25° C por 15

dias hasta completar oviposicion.

Se evaluaron las variables de mortalidad e inhibicién de la oviposicién, en las
que los resultados mostraron una mayor actividad de la tintura elaborada a base de
corteza de (G. sepium, comparada con la tintura elaborada a base de hoja. Se
concluy6 que si bien existe actividad ixodicida e inhibidora de la oviposicién con las
tinturas de G. sepium, se requiere de mayores estudios in vivo y con diferentes
variedades de G. sepium para determinar su eficacia contra la garrapata R.

microplus.
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XI. ANEXOS
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Total
Testigo 3 3 2 1 1 10
Tintura Hoja 1:5 5 1 4 2 2 14
Tintura Corteza
1:5 3 3 3 5 4 18
Total 42
Cuadro 1. Numero de garrapatas muertas
Total
Testigo 7 7 8 9 9 40
Tintura Hoja 1:5 5 9 6 8 8 36
Tintura Corteza
1:5 7 7 7 5 6 32
Total 108
Cuadro 2. Numero de garrapatas que ovipositaron
Total
Testigo 0.2457 0.2672 0.301 0.254 0.2413 1.3092
Tintura Hoja 1:5 0.3036 0.4439 0.3495 0.5074 0.6535 2.2579
Tintura Corteza
1:5 0.3377 0.3276 0.326 0.391 0.3363 1.7186
Cuadro 3. Peso en g de huevos ovipositados
Total
Testigo 1.09 1.06 1.25 1.17 1.12 5.69
Tintura Hoja 1:5 1.84 1.9 1.87 1.95 2.28 9.84
Tintura Corteza
1.5 1.47 1.7 1.43 1.67 1.56 7.83
Cuadro 4. Peso en g de garrapatas
Inhibicion de oviposicion
Mortalidad % %
Testigo 20
Tintura Hoja 1:5 28 0.5
Tintura Corteza
1:5 36 4.38

Cuadro 5. Resultados mortalidad e inhibiciéon de oviposicion
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Cuadro 6. Prueba de mejor disolvente con etanol para hoja de G. sepium

Peso inicial |Peso muestra |Peso final | Rendimiento |Rendimiento
Identificacion | g g g % promedio
1 H95% 35.1556 2.0978 35.1658 0.4862
2 H 95% 17.8828 2.0198 17.893 0.505
3 H 95% 22.6593 2.0657 22.6697 0.503 0.498
1H70% 24.7051 2.19 24.7368 1.4475
2 H70% 29.881 2.0057 29.9107 1.4807
3 H70% 27.3981 2.0097 27.4275 1.4629 1.4637
1 H 50% 48.0044 2.2125 48.0708 3.0011
2 H 50% 30.0161 2.0313 30.0768 2.9882
3 H50% 25.479 2.2345 25.5441 2.9134 2.9675

Cuadro 7. Prueba de mejor disolvente con etanol para corteza de G. sepium

Identificacié |Peso inicial |Peso muestra |Peso final |Rendimient | Rendimient
n g g g o % o promedio
1 C 95% 22.5071 2.2043 22.5087 0.0725

2 C95% 28.0671 2.0983 28.0683 0.028

3 C 95% 26.523 2.0799 26.5248 0.0865 0.0623
1C70% 43.7839 2.0543 43.7935 0.467

2C70% 45.5981 2.0671 45.6065 0.4063

3 C 70% 37.2964 2.1049 37.3045 0.3918 0.4217
1 C 50% 45.8435 2.1881 45.8996 2.5638

2 C 50% 44.95 2.0251 45.0054 2.7356

3 C50% 22.6644 2.0115 22.7103 2.2818 2.527




