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RESUMEN

El uso de plantas medicinales como antiparasitario es una alternativa que no causa dafio al animal ni al medio
ambiente. El objetivo fue medir el efecto de dos plantas Sapindus saponari (choloque) y Azadirachta indica (neem) en
concentraciones de 50 ppm, 500 ppm y 5 000 ppm, medidos en una hora, en intervalos de 15 minutos. Se utiliz6 un
diseno de bloques completamente al azar para el disefio experimental, donde el valor de evaluacion para el modelo fue
menor de 0,05 (p-value=7,26e%7). Los resultados obtenidos destacan el efecto del neem desde concentraciones bajas
de 50 ppm, con los cuales se obtuvo una tasa de mortalidad de 15% y en concentraciones de 5 000 ppm una tasa de
mortalidad de 40%. Al evaluar el efecto de choloque este comienza a actuar en concentraciones de 5 000 ppm con una
tasa de mortalidad de 15%. La tasa de mortalidad se midi6 hasta los 60 minutos, tiempo en el cual neem con una
concentracion de 5 000 ppm alcanz6 una tasa de mortalidad de 85 % y el choloque a la misma concentracién alcanz6
una tasa de mortalidad de 60 %. En todas las mediciones el Anova sali6 significativo para los diferentes tratamientos.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants as antiparasitic is an alternative that does not cause harm to the animal or the environment.
The objective was to measure the effect of two plants Sapindus saponari (choloque) and Azadirachta indica (neem) at
concentrations of 50 ppm, 500 ppm and 5 000 ppm, measured in one hour, at 15-minute intervals. A completely
randomized block design was used for the experimental design, where the evaluation value for the model was less than
0.05 (p-value=7.26e07). The results obtained highlight the effect of neem from low concentrations of 50 ppm, with
which a mortality rate of 15% was obtained, and at concentrations of 5,000 ppm a mortality rate of 40% was obtained.
When evaluating the effect of choloque, it began to act at concentrations of 5,000 ppm with a mortality rate of 15%.
The mortality rate was measured up to 60 minutes, during which time neem at a concentration of 5 000 ppm reached
a mortality rate of 85% and choloque at the same concentration reached a mortality rate of 60%. In all measurements
the Anova was significant for the different treatments.
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1. INTRODUCCION

La evolucién de la resistencia de las garrapatas a los acaricidas sintéticos ha dado lugar que nuevas
investigaciones cientificas sobre nuevas alternativas en el control de estos parasitos. Dado la dificultad que
esto trae a la salud de los humanos y los animales, se han venido usando extracto de plantas con
propiedades acaricidas (1).

Existe muchas ventajas al usar extractos de plantas: por ejemplo, se puede usar como producto organico
en el ganado vacuno o incluso reemplazar acaricidas sintéticos, y estos a la vez estan asociados a una menor
contaminacién ambiental y alimentaria, un desarrollo mas lento de resistencias y menos toxicidad para los
animales y humanos (1,2).

Las infestaciones de los ectoparasitos se encuentran entre los principales problemas que afectan la
recaudaciéon de acciones en los paises tropicales (3,4). Entre estos parasitos, la garrapata de ganado
Rhipicephalus microplus se destaca, causando la pérdida de peso, la anemia y las lesiones cutdneas, asi como
la transmisién de enfermedades como la babesiosis y la anaplasmosis a los rebafios (5,6).

Las garrapatas, independientemente de la clasificaciéon, comparten una serie de caracteristicas comunes.
La gran mayoria obtiene nutricidn a través de la alimentacion de la sangre de un huésped vertebrado, y
todos tienen miltiples etapas de la vida desde el huevo hasta el adulto (7). Estadn ampliamente distribuidas
en toda Latinoamérica y es el parasito (artrépodo) con mayor impacto econémico dentro de la ganaderia
del trépico y subtrépico (8), no s6lo porque afecta directamente a los vacunos disminuyendo la produccion
de leche, la ganancia de peso y el valor de las pieles; sino también, por ser transmisora mecanica o biologica
de agentes patégenos como Babesia bovis, Babesia bigemina, Anaplasma marginale y algunos virus que
causan enfermedades en estos animales (6).

En San Martin, la presencia de la garrapata ha llevado al uso de muchos acaricidas quimicos por parte de
los ganaderos que han intentado mermar la infestacidn de estos parasitos sin embargo la resistencia a los
diferentes productos quimicos se hace mas evidente motivo por el cual se buscan nuevas alternativas ante
el control de las garrapatas. El presente trabajo ha tenido como objetivo evaluar la efectividad del extracto
acuoso del fruto de Choloque (Sapindus Saponaria) y Neem (Azadirachta indica) en el control de la
garrapata Boophilus microplus en ganado bovino.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en las instalaciones del Laboratorio de Sanidad Animal (LASA), Fundo
Miraflores, pertenecientes a la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de
San Martin. Fundo Miraflores se encuentra ubicado en el sector Ahuashiyacu, del distrito de la Banda de
Shilcayo, provincia y departamento de San Martin.

Se colectaron un total de 120 garrapatas del género Boophilus microplus, garrapatas duras de vacunos
infestados de forma natural. Con el fin de minimizar el dafio a las piezas bucales y la cuticula, las garrapatas
se manipularon girandolas para retirarlas facilmente con un par de pinzas blandas. Las garrapatas
recolectadas luego se colocaron en un recipiente de plastico limpio con tapas perforadas para permitir la
ventilacién, luego se transportaron inmediatamente al laboratorio de Sanidad Animal de la Escuela
Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de San Martin, para la identificacion
utilizando claves internacionales estandarizadas (9). Tal como lo describe Carmona (10), estas fueron
lavadas en solucién salina al 1% para evitar contaminantes y desinfectarlas. Seguidamente se
acondicionaron en cajas Petri conformando seis grupos de la tal como se observa en la Tabla 3, donde se
seleccionaron 20 por tratamiento.
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Tabla 1. Formaci6n de los grupos de investigacion

Tratamientos Combinacién Descripcién
T1 Ay Choloque (Sapindus saponaria) con 50 ppm
T2 Az Choloque (Sapindus saponaria) con 500 ppm
T3 Az Choloque (Sapindus saponaria) con 5000 ppm
T4 B1 Neem (Azadirachta indica) con 50 ppm
Ts B2 Neem (Azadirachta indica) con 500 ppm
Ts Bs Neem (Azadirachta indica) con 5000ppm

2.1. Diseio del experimento

Se utiliz6 el Disefio Experimental Completamente al Azar (DCA), con 3 tratamientos, considerandose los
tratamientos el choloque y Neem. La unidad experimental se consider6 a cada una de las garrapatas
expuestas a cada uno de los tratamientos con diferentes concentraciones de las plantas (50; 500 y 5 000

ppm).
Modelo Matematico

Yij = p + ai+ Bj+ eij
Donde:

Yij Observacion en el Factor A i- ésimo, con el Factor B j- ésimo.

p = Media poblacional.
ai = Efecto deli- ésimo nivel del factor A.
§)

eij = Componente aleatorio del error.

Efecto del j- ésimo nivel del factor B.

Para el presente trabajo se consideraron 120 garrapatas en total, siendo separadas en grupos de 20. Los
grupos formados comprendian garrapatas en estadio adulto de preferencia. Los calculos se realizaron con
R studio (11) calculando el Anova en cada uno de los tiempos evaluados, asi como la formula del modelo.

2.2. Preparacion y extraccion de plantas

Recoleccion de semillas de choloque: Los frutos fueron colectados de forma manual de los arboles
ubicados en el Fundo Miraflores de la Universidad Nacional de San Martin.

Preparacion de la soluciéon de choloque: Se colectaron 3 kilos del fruto de tingana o choloque, tal como
lo indica Dimas (12). Se separo la cascara del fruto de forma manual. Posteriormente se sec6 a la estufa a
una temperatura de 35°C por 24 horas. Una vez concluidos los pasos anteriores se procedié a moler en el
mortero y para obtener el extracto se depositaron en 95% de etanol, se dej6 macerar por 7 dias a
temperatura ambiental. Posteriormente se procedid a poner en flujo a 60°C en bafio de termostato por tres
veces durante cuatro horas. Luego se puso a concentrar el extracto a base de bafio maria y se puso a secar
temperatura ambiente y la solucién se almacend a 4°C. El dia de su uso se hizo las diluciones de 50; 500 y
5000 ppm.

Recoleccion de las hojas de Neem: Se colectaron las hojas de Neem del Instituto Nacional de Innovacién
Agraria (INIA). Se colectaron hojas verdes sin dafio fisico y se colectaron en bolsas de papel. Estas fueron
llevadas al Laboratorio de Sanidad Animal, donde fueron lavadas con agua destilada y luego se secaron a
25-30 grados centigrados para luego ser procesamiento.

Preparacion de las soluciones de Neem: El procedimiento para la extraccion del principio activo de esta
planta se baso en el trabajo realizado por Garcia et al (13), en el cual se trabajé con las hojas del Neem. Las
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hojas fueron sometidas al proceso de secado mediante la exposicion al sol durante unas cinco horas. Se
molieron las hojas usando un molino manual con la finalidad de lograr particulas pequenas para mejorar
la extraccion de los principios activos del Neem. Como disolvente se usé agua destilada.

En el presente trabajo se almaceno por 48 horas la solucién obtenida, posteriormente se procedio a filtrar
considerandose esta como la solucion madre, luego el dia del uso se realizo las diluciones pertinentes a los
tratamientos respectivos (50; 500 y 5 000 ppm).

2.3. Exposicion de las garrapatas a los tratamientos

Se colocaron las 120 garrapatas en placas Petri, agrupadas en grupos de 20. Cada grupo de garrapatas fue
sometida a la técnica de inmersion de adulto descrita por Drummond et al (14). Cada grupo fue sumergido
durante 10 minutos respectivamente en 100 ml de soluciones de 50; 500 y 5 000 ppm de las soluciones
conseguidas de Sapindus saponariy Azadirachta indica. Posteriormente se evalud la eficacia de cada uno
de los preparados.

Todos los tratamientos tuvieron una duracién de una hora donde se fueron evaluando la cantidad de
garrapatas muertas cada 15 minutos. En ese lapso se evalu6 la cantidad de garrapatas muertas.

3. RESULTADOS

En el presente trabajo los resultados obtenidos en el test de inmersion de las garrapatas de diferentes
edades de B. microplus a diferentes tratamientos y concentraciones del extracto de S. saponaria y
Azadirachta indica demostraron un fuerte efecto en dosis de 5 000 ppm en ambos casos. Los resultados se
pueden apreciar mejor en la Tabla 2. Tal como se mencioné en la metodologia la evaluacion fue por una
hora.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad en minutos de exposicion (%)

Tratamientos 15 min 30 min 45 min 60 min
M50 ppm N 15 35 35 50
M500 ppm N 20 40 60 65
M5000ppmN 40 60 70 85
M50ppmC 0 0 15 20
M500ppmC 0 0 35 45
M5000ppmC 15 35 60 60

Nota: ppm N: partes por millon de Neem; ppm C partes por millén de choloque

En la Tabla 2 se aprecia un mayor porcentaje de mortalidad a los 60 minutos y a concentraciones de 5000
ppm. Los resultados obtenidos muestran un mejor efecto con el Neem obteniéndose un 85 % de mortalidad
versus un 60% en garrapatas expuestas al choloque.

Se calculé en Anova de la relacidn existente entre tiempo de exposicion, porcentaje de mortalidad y
tratamiento, obteniéndose un p-value = 0, 016; lo cual es estadisticamente significativa, respaldando la
hipotesis de que existe una dependencia entre la concentracion de las plantas y el tiempo de exposicién en
los parasitos.

Las alternativas actuales son encontrar principios activos que puedan combatir la infestacién de parasitos
sin ocasionar dafio al medio ambiente y a los animales tratados (1). Un estudio realizado por Bacayuva
(15), donde el objetivo fue investigar el perfil de toxicidad in vitro del extracto proteico de S. saponaria y
detectar proteinas potencialmente involucradas en efectos biolégicos como la hidroélisis del coldgeno y la
inhibicién de las proteasas virales, llegd a la conclusién que las proteinas que componen las semillas de
estas plantas presentan citotoxicidad y mutagenicidad en modelo bacteriano principalmente cuando se
exponen al sistema metabdlico exdgeno y provocando efectos citotdxicos y genotdxicos en células HepG2.
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La purificacidon y caracterizacion parcial de una serina proteasa (43 kDa) y un inhibidor de cisteina proteasa
(32,8 kDa) a partir del extracto proteico de S. saponaria, corroboran la idea del uso bioldgico de la planta
como insecticida y larvicida. Aunque muestra efectos citotéxicos, mutagénicos y genotoéxicos.

En nuestro trabajo se observa que las tasas de mortalidad mas altas estan en concentraciones de 500 y 5
000 ppm, un resultado similar obtuvo Vegas (16) trabajando con Sapindus saponaria, donde no encontro
diferencia significativa en los tratamientos a 256 ppm de choloque versus la ivermectina, sin embargo, los
tratamientos de 512 ppm y 1 024 ppm le produjeron una tasa de mortalidad de 80 y 73 por ciento. Vegas
(17), probd la planta en vivo donde no encontré alteraciones en el estado de salud de los animales tratados
mejorando el estado de la piel. Fernades et al. (18), comprobaron el efecto larvicida de la planta en larvas
de garrapatas, comprobandose la mortalidad de las larvas a las 48 horas post tratamiento con extracto
etandlico crudo de choloque.

Los resultados para el presente trabajo muestran una mejor efectividad en los tratamientos realizados con
el Neem. Tal como se aprecia en la Tabla 2 y en la Figura 1, Neem comienza su efectividad a los 15 minutos
de exposicion. Soto (18) realiz6 un trabajo similar al nuestro en donde determiné el efecto ixodicida de tres
concentraciones diferentes de aceite de Neem in vitro sobre garrapatas Boophilus sp, obteniendo un 100%
de mortalidad en las concentraciones de 10 000y 15 000 ppm, incluso este trabajo determino la efectividad
del Neem en la oviposicién del parasito, inhibiendo completamente este proceso.

15MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN

=== 50 ppm nimm 500 ppm nimm 5000 ppm nimm

Figura 1. Efecto de Neem en una hora de evaluacién

Seguin Fernandez et al. (19), el Neem presenta 24 principios activos con actividad sobre los artrépodos,
identificAndose en las semillas: solanina, meliantriol, nimbina, nimocinolina e isonomiocina con efecto
sobre la oviposicion, bloqueo alimenticio y crecimiento del parasito (20). En el trabajo de Nolasco (15), este
atribuye a la azadiractina principio activo de las hojas del Neem, como agente que bloquea el crecimiento.
ovoposicion y genera la muerte del parasito, de igual manera este autor atribuye a este componente su
efectividad en estadios jovenes de la garrapata, ya que en estas bloquea la produccién de hormonas de esta
manera las garrapatas no se reproducen. Resultados similares obtuvo Garcia (14) e incluso él pudo medir
el efecto residual de la planta que en este caso fue de 28 dias.

Efecto de los tratamientos a los 15 minutos post inmersiéon: Como se mencion6 anteriormente el conteo de
las garrapatas se realiz6 a los 15 minutos post exposicion, observandose que Neem a una concentracion
baja de 50 ppm ya presenta tres garrapatas muertas de las 20 expuestas. a pesar de que la concentraciéon
es baja la efectividad de la planta es evidente a diferencia de choloque que no presenta garrapatas muertas.
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Figura 2. Efecto de Neem y choloque a los 15 min

Si evaluamos las otras concentraciones podemos observar que a 5 000 ppm choloque muestra tres
garrapatas muertas, muy diferente a lo observado en Neem donde la tasa de mortalidad es de 40%. Dimas
(13) obtuvo resultados similares a concentraciones cercanas de choloque (6 000 ppm). Al parecer nuestros
resultados obtenidos por la exposicion al Neem, no difieren mucho en los mencionados en otros trabajos
ya que parecen tener similares eficacias a concentraciones menores del 5 000 ppm (20). Tal como lo
mencionamos anteriormente, los componentes del Neem también tienen efecto insecticida y microbicida,
siendo las mas importantes la actividad anti alimentaria y el bloqueo en el proceso de metamorfosis de
larva (15). El grado de significancia en la evaluacién del efecto tiempo versus exposicion a las diferentes
concentraciones de Neem y de choloque nos sali6 estadisticamente significativa con un evalue inferior a
0,05 (los calculos se observan en los anexos de la presente tesis).

Efecto de los tratamientos a los 30 minutos post inmersion: La tasa de mortalidad se fue incrementando a
medida que el tiempo pasaba, tal como se observa en la Figura 3. Sin embargo, concentraciones de 50 y 500
ppm de choloque aun no presentaron efecto en las garrapatas, por lo contrario, la concentracién de 5 000
ppm incremento la tasa de mortalidad a 35%.
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Figura 3. Efecto de Neem y choloque a los 30 min

La accidn ixodicida del Neem no es conocida ni valorada en nuestro departamento, prueba de ello es que
no existe ningdn trabajo que haya probado su efectividad en garrapatas en San Martin. Los estudios de esta
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investigacién muestran que la efectividad de esta planta se da en concentraciones bajas y a los 45 minutos
post inmersidn la tasa de mortalidad se increment6 a 35; 40 y 60 % en las diferentes concentraciones de
Neem (50; 500 y 5 000 ppm respectivamente). Las garrapatas del ganado vacuno en la regién han
desarrollado resistencia a los acaricidas de uso comun y se ha intentado formular de combinacién de
diferentes antiparasitarios consiguiendo en poco tiempo la resistencia de estos, asi como efectos negativos
al medio ambiente. Ghosh et al. (21), obtuvo valores similares a una concentraciéon de 4 800; 5 700 y 6 000
ppm, en nuestro caso el p-value = 0,00915, altamente significativa que respalda nuestro trabajo. Segin
Ghosh (21) compuestos como quercetina, acido galico, flavona y kaempferol que parecian tener una accién
acaricida sinérgica, extraidos de la planta de Neem son los que le proporcionan el efecto en las garrapatas.
Este mismo autor midi6 la eficacia de la planta en dos exposiciones in vivo obteniendo un 59,9 % ante un
primer desafio y reduciéndose estd a 48,5% en un segundo desafio.

Efecto de los tratamientos a los 45 minutos post inmersion: Los resultados muestran que a los 45 minutos
las concentraciones de 50 y 500 ppm de choloque tuvieron una tasa de mortalidad de 15 y 35%, es aqui
donde los principios activos de esta planta en menor concentraciéon a 5 000 ppm, empiezan a tener efecto
sobre las garrapatas expuestas. El evalue en este caso fue igual a 0,00701; altamente significativo.
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Figura 4. Efecto de Neem y choloque a los 45 min

Los efectos de Neem debido a sus principios activos hacen que la tasa de mortalidad se incremente tal como
se observa en la Figura 4, en este caso la tasa de mortalidad mas alta es de 70% con una concentracién de
Neem de 5 000 ppm. Nuestro trabajo muestra una alternativa diferente para los ganaderos de la zona, a los
cuales se les presenta siempre el problema de la resistencia de las garrapatas en el ganado, y dado las
condiciones climaticas y el manejo del ganado, esta resistencia esté influenciada por una serie de factores.
Los mas importantes son el aumento de los niveles de histamina en las primeras etapas de la infestacién
(22), asi como las caracteristicas del pelo y el pelaje también pueden estar relacionadas con la gravedad de
la infestacién por garrapatas, pero hay pocos datos disponibles sobre la relacién de estas caracteristicas
con la resistencia a las garrapatas (23), basoéfilos y mastocitos, la presencia de patrones especificos de
inmunoglobulinas, células T (24) entre otros factores.

Tal como se menciond en la metodologia, nosotros medimos la tasa de mortalidad de las garrapatas
ocasionada por las diferentes concentraciones de ambas plantas en un periodo maximo de 60 minutos. En
este caso los resultados se pueden observar en la Figura 5. A la hora de exposicion las tasas de mortalidad
de las garrapatas son mas evidente consiguiéndose una tasa de 85% para el Neem en concentracion de 5
000 ppm, y de 65% para 5 000 ppm de choloque. El grado de significancia conseguido para los 60 minutos
se muestra en el anexo y este fue de p-value=0,000918.
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Figura 5. Numero de garrapatas muertas: Efecto de Neem y choloque a los 60 min

Los resultados sugieren que a mayor exposicion en tiempo la eficacia de las planta se hace mas evidente.
Tal como lo mencionamos anteriormente, el uso de plantas genera un paso importante en la produccién de
nuevas moléculas como alternativa para el control de las garrapatas. Aun falta conocer mas la toxicidad de
estas plantas, asi como su efecto residual y su mutagenicidad, lo que hace que este tipo de estudio sea ain
mas relevante.

Comparando los diferentes tratamientos a través de la prueba de Tukey se obtiene el siguiente resultado
como se muestra en la Tabla 3, en el cual se puede observar que el tratamiento con Nimm a 5000 ppm es el
que difiere a los otros tratamientos. Los otros tratamientos muestran semejanzas.

Tabla 3. Diferencia entre los tratamientos (Prueba de Tukey)

Tratamiento Grupos
A3 El
A2 b
B3 b
Al bc
B2 cd
B1 d

4. CONCLUSION

Los mejores porcentajes de mortalidad se consiguen a los 15 minutos de exposicién y a una concentracién
de 5 000ppm con el 40% (8) de garrapatas muertas para la Azadirachta indica. En el caso de Sapindus
saponaria el mejor porcentaje de mortalidad del 60% (12) se consigue a los 45 minutos de exposiciéon y a
una concentracion de 5 000 ppm. Ambas plantas tienen un efecto acaricida sobre las garrapatas, probadas
estas in vitro.
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