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RESUMEN

El presente trabajo fue realizado con el objetivo de evaluar la eficacia ixodicida de
principios activos de origen botanico, sobre de garrapatas de la especie Rhiphicephalus
microplus, y desarrollar una formulacion que contenga concentraciones efectivas para el
control del ectoparasito. Los extractos a partir de frutos verdes de Melia azedarach
(paraiso) se llevaron a cabo mediante técnicas de extracciéon continda y para la
obtencién de aceites esenciales se parti6 de hojas de Cymbopogon winterianus
(citronela) mediante la técnica de destilacién por arrastre con vapor de agua. Para
evaluar la actividad ixodicida de los extractos se realizaron distintas diluciones en
solucion acuosa mediante la prueba de inmersion de adultos siguiendo el protocolo de
Drummond, para los que se utilizaron garrapatas de referencia sensible pertenecientes a
la cepa SENASA de R. microplus. Se realizaron distintas diluciones acuosas para
evaluar la actividad de cada extracto sobre teleoginas adultas y larvas, por las técnicas
de inmersién de adultos y paquete larvario. Con respecto a la inmersion de las
garrapatas, se incubaron a 28 °C y mas de 80% humedad relativa durante 14 dias, se
retiraron las teleoginas, se pesaron los huevos, y se conservaron en iguales condiciones,
durante 25 dias mas. Finalmente, el dia 39 se determiné visualmente el porcentaje de
eclosion y se establecié la Reproduccion Estimada (RE) y el porcentaje de eclosion del
control (%C). En los grupos tratados se evidencio que, con las concentraciones menores
del extracto ensayado, no se produjeron cambios significativos en la oviposicion de las
teleoginas, observandose un comportamiento similar a los obtenidos en el grupo control.
Para la técnica del paquete larvario se utilizaron larvas de entre 14 y 21 dias de edad, se
realizd la impregnacién de papeles Whatman con cada dilucidn correspondiente. Se
realizaron tres replicas por tratamiento y se dejaron secar a temperatura ambiente por 24
horas. Con la ayuda de un pincel y un estilete se recolectaron larvas de los tubos
contenedores y cada papel impregnado fue cargado con 100 larvas aproximadamente el
cual se cerrd herméticamente con clips tipo Bulldog en sus tres extremos libres e
incubado a 27°C y 80% de humedad durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas, los
sobres fueron retirados de la incubadora y con la ayuda de una bomba de succion se
fueron contando las larvas vivas y larvas muertas. Con estas pruebas se lograron obtener

concentraciones eficaces de los extractos botanicos sobre las garrapatas y a partir de los



resultados obtenidos se extrapolaron en una forma farmacéutica para un posible uso en

bovinos.

INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son algunos de los factores que afectan la produccion de
rumiantes en todo el mundo, representando grandes pérdidas econémicas debido a un
retraso en el crecimiento, pérdida de peso, reduccion del consumo de alimentos, menor
produccion de leche, deterioro de la fertilidad y, en casos de infecciones, altas tasas de
mortalidad (Cavalcante et al., 2009).

Entre las parasitosis mas frecuentes que encontramos en nuestra region, las
ectoprasitosis tienen gran relevancia, que ademas de los problemas anteriormente
mencionados, transmiten diversas enfermedades y provocan grandes limitantes a la hora
de comercializar animales a zonas libres o en lucha activa contra ciertos ectoparasitos
como las garrapatas. La infestacion de bovinos por Boophilus microplus y las
enfermedades transmitidas por este acaro, causan perjuicios a la economia agropecuaria,
no solamente por la disminucion de la produccion de carne, leche y la eventual muerte
del animal, sino también por la depreciacion de su cuero. A estas pérdidas se suman los
gastos con los tratamientos quimicos que, ademas de no resolver definitivamente el
problema, pueden favorecer la aparicion de cepas resistentes y contaminar el medio
ambiente (Martins, R. M. 2006).

Rhipicephalus microplus es la especie de garrapata con mayor relevancia mundial para
la produccion pecuaria (Jongejan y Uilemberg, 2004). En Argentina, en las zonas
ubicadas al norte de los paralelos 30°-31° S, R. microplus ocasiona fuertes limitaciones
al desarrollo de la ganaderia (Guglielmone y Nava, 2013).

Diversas estrategias han sido implementadas para tratar de eliminar distintos tipos de
plagas, destacando el uso de diversos insecticidas sintéticos (malation, dimetoato,
cipermetrina, azadiractina sintética e imidacloprid). Sin embargo, este tipo de
compuestos se han correlacionado con efectos toxicos sobre el ecosistema. (Cobarrubias
Carapia, S. 2020). A pesar de se han utilizado diferentes estrategias para controlar estos
ectoparasitos como ser el control inmunoldgico por medio de vacunas, hongos, etc, el
manejo farmacologico sigue siendo el de eleccidn, llevando al uso indiscriminado de
compuestos quimicos como piretroides, organofosforados, carbamatos, fipronil y

lactonas macrociclicas que han favorecido la residualidad en diferentes componentes del



ecosistema y la seleccion de poblaciones de garrapatas resistentes, hasta hacer ineficaz
su uso. Por otro lado, Clark & Séanchez (1982) publicaron resultados que muestran la
intoxicacion de los animales sometidos a consecutivos bafios de acaricidas quimicos y
que, sumados al estrés fisico del tratamiento, predisponen los bovinos a otras
enfermedades. Debido a esto, se requieren de nuevas estrategias de lucha que no tengan
efectos adversos sobre la flora, fauna u otro tipo de insectos polinizadores. Es
importante el desarrollo de productos que sean econémicamente viables mediante

métodos de preparacion y estabilizacion apropiados (Cobarrubias Carapia, S. 2020).

En respuesta a esta problematica y buscando disminuir los costos que implica la
creacion de nuevas moléculas farmacoldgicamente activas, se ha despertado el interés
por investigar la presencia de principios farmacologicos en aquellas plantas, que, por
tradicion popular, son reconocidas en estudios de etnobotanica como antiparasitarias. A
lo largo del tiempo se ha aprovechado la actividad de algunas plantas para su aplicacion
como insecticidas botanicos, diversos extractos de plantas con efecto insecticida, pero
sin dudas uno de los mas importantes ha sido el extracto de piretro, obtenido de flores
secas de margarita piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium), cuyos componentes
activos son piretrinas, cinerinas y jasmolinas. Asi mismo, se ha utilizado como
insecticida el extracto acuoso de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), cuyo principio

activo es la nicotina, de efecto toxico al solo contacto con el insecto (Velez Ramos,

2008).

Furlong et al., 2000 reportaron el efecto ixodicida del extracto etandlico y acuoso de las
hojas de Azadirachta indica, sobre larvas de garrapatas R. microplus. Estos extractos
también fueron probados en la fisiologia reproductiva de hembras ingurgitadas. Se
conoce un gran namero de especies vegetales que pueden suministrar sustancias para la
produccion de insecticidas (Huang et al., 1999; Pungitore et al., 2005). Dos especies de
la familia Meliaceae, ampliamente investigadas, son Azadirachta indica A. Juss (neem)
y Melia azedarach L. (paraiso), de las cuales se han aislado metabolitos secundarios del
tipo limonoide con efectos negativos sobre insectos y otros artropodos (Schmutterer,
1990). Melia azedarach, nativa de Asia, es ampliamente distribuida en casi todos los

paises tropicales y subtropicales (Burks, 1997).

La graminea Cymbopogon winterianus J, conocida como Citronel, ha sido descrita en la
literatura como portadora de cualidad controladora de hongos, nematodos, y
principalmente de insectos coledpteros y lepidopteros. Mas recientemente la “mosca del
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cuerno” (Haematobia irritans L.), fue controlada por el uso de extractos de la Citronela

(Martins, R. M. 2006).

De acuerdo con las investigaciones realizadas sobre el efecto insecticida y repelente de
extractos vegetales se seleccionaron las especies botanicas Melia azaderach (arbol de
paraiso), y Cymbopogon winterianus (citronela) considerando la presencia de estas en la
zona, la reciente creacion del Centro de Investigaciones de Farmacos Garrapaticidas en
nuestra unidad académica y la disponibilidad de bovinos infestados artificialmente con
garrapatas, se puede estudiar la eficacia de estos extractos naturales en los diferentes
estadios parasitarios de manera controlada. Una vez hallada la eficacia in vitro de estos
extractos se extrapolard a un concentrado emulsionable en forma de pour on o aspersion
para uso en bovinos. Borges ef al. 2003, evaluaron la eficacia de los extractos brutos de
frutos maduros de paraiso, extraidos con diferentes disolventes, sobre larvas y hembras
de R. (B.) microplus, verificaron elevada tasa de mortalidad de larvas y alta eficacia
sobre las hembras ingurgitadas, siendo que el extracto no mat6 a las hembras adultas,
pero inhibio total o parcialmente la produccion de huevos y la embriogénesis. Estos
autores concluyeron que los extractos menos polares de frutos maduros de M.
azedarach, utilizando hexano como disolvente, a la concentraciéon del 0,250%,
presentaron mejor eficacia tanto sobre hembras como sobre larvas de esta garrapata. En
otro experimento, al estudiar la accion del extracto hexanico de frutos de M. azedarach
sobre R. (B.) microplus en terneros artificialmente infestados, Borges et al. 2005
observaron interferencia de la planta en el desarrollo de la garrapata sobre los animales

infestados artificialmente.

Los estudios fitoquimicos de Melia azedarach revelan en su composicion diversas
sustancias, muchas de ellas tienen sus efectos comprobados y otras vienen siendo
investigadas. Una de las actividades mas estudiada de las plantas de la familia
Meliaceae es la accion fagoinhibidora, siendo que los productos con esta accion
contienen como sustancia activa, la azadiractina. Se ha demostrado que la azadiractina
actia como un regulador de crecimiento (Al-Sharook et al, 1991). De acuerdo con el
trabajo de Vieira & Fernandes 1999, interfiere en el funcionamiento de las glandulas
endocrinas que controlan la metamorfosis en los insectos, impidiendo la ocurrencia de
la ecdisis. La azadiractina se concentra en los frutos, siendo que en las otras partes de la

planta se encuentran cantidades muy bajas (Ermel ez al, 1987).



Martins, R. M. 2006 demostro la eficacia in vitro del aceite esencial de Citronela en
bovinos infestados artificialmente con larvas de la cepa CPVDF (Centro de Pesquisas
Veterinaria Desidério Finamor — FEPAGRO, RS - Brasil) de R (B.) microplus
utilizando la técnica de inmersion de adultas, aunque variando el modo de visualizacion
al realizado en este trabajo.

Las pruebas para determinar susceptibilidad a un producto acaricida son variadas; sin
embargo, la técnica de inmersion de adultos, descrita por Drummond e al. (1973) para
teleoginas (garrapatas hembras ingurgitadas) y el Test de inmersion de larvas de Stone y
Haydock (1962), son las técnicas de referencia a nivel mundial aprobadas por la FAO
para la deteccion de resistencia (FAQ, 2004). Estas pruebas realizadas in vitro son una
aproximacion del comportamiento del principio activo in vivo y son las que se proponen
en el presente trabajo para la obtencion de las concentraciones efectivas a ser

extrapoladas en la forma farmacéutica ixodicida.

OBJETIVO GENERAL

¢ Evaluar la eficacia ixodicida de activos de origen botanico sobre R. microplus 'y
desarrollar una formulacion conteniendo concentraciones efectivas para el

control del ectoparasito.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtencion de aceites esenciales de Cymbopogon winterianus.

e Obtencion de extractos de frutos verdes de Melia azedarach.

e Estandarizacion de los métodos de bioensayos para evaluar principios activos de
origen botanico sobre garrapatas.

e Desarrollo de una formulaciéon que contenga los bioactivos de origen botanico

propuestos para uso en bovinos.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo: Catedra de Farmacologia y Toxicologia y Facultad de Ciencias
Veterinarias. Universidad Nacional del Nordeste. Calle Sargento Cabral 2139
Corrientes (Capital) CP 3400 Teléfono: 03794-425753 Interno 146.

Mantenimiento de la cepa SENASA sensible de R microplus: El ciclo parasitario se
realizd sobre bovinos de raza Hereford provenientes de campos de areas libres de
garrapatas y sin tratamientos acaricidas previos. Se realizaron tres infestaciones
semanales con 20.000 larvas por animal (Fig. 1 A). Luego de 11 parasitaciones, los
bovinos se subieron a una jaula que facilitd la recoleccion diaria de las hembras
plenamente ingurgitadas. El ciclo extraparasitario se mantuvo en una incubadora
colocando las teleoginas recogidas en cajas de Petri (Fig. 1B) e incubandolas a 28 °C y
mas de 80% de humedad. Luego de 18 dias se extrajeron las keneoginas y la masa de
huevos depositada se colocd en tubos de eclosion (Fig. 1 C), conservandose éstos en las
mismas condiciones de temperatura y humedad. Las larvas asi obtenidas fueron
empleadas en parasitaciones posteriores permitiendo de este modo el mantenimiento de

la cepa.

Figura 1. Mantenimiento de la cepa sensible de R. microplus (A) Infestaciones al ternero
donante con larvas de cepa de referencia sensible; (B) Teleoginas ingurgitadas; (C) Tubos de
eclosion con larvas de cepa sensible.

Obtencion de los principios activos de origen botanico: muestras de las dos especies
boténicas propuestas fueron colectadas y se enviaron para la identificacion y depdsito en



herbario de referencia en el Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE). Frutos verdes
de paraiso (M azedarach) fueron colectados y el material vegetal fue secado en una
estufa a 40°C durante 72 horas y posteriormente molido usando un molinillo mecanico,
(Fig 2 A, B, C). La elaboracion del extracto se llevo a cabo en la Facultad de Ciencias
Exactas de la UNNE, 20 gramos del material previamente molido fue sometido a
extraccion continGa usando un equipo de Soxhlet y metanol como solvente. EI mismo
fue rotaevaporado y conservado a 4°C hasta su uso siguiendo la técnica de Borges-
Argéez et al., 2007. Para la obtencidn de aceites esenciales a partir de las hojas de C.
winterianus, obtenidas del pequefio jardin botanico ubicado en la FCV-UNNE, se
realizo la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua, comenzando con la
extraccion mediante corte manual del material, luego del oreado el cual se realizé a
temperatura ambiente durante 36 horas, extendiendo el material vegetal sobre el piso
limpio, bajo techo en una galeria con suficiente intercambio de aire. El proceso de
destilacion se realiz6 a temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los
componentes volatiles (citronelal, citronelol y geramol) por efecto de una corriente directa
de vapor de agua. Los vapores que salen del destilador se enfriaron en un refrigerante
donde regresan a la fase liquida, agua y aceite esencial, y finalmente se separan en un
decantador (Garcia, T. R. 201)

Figura 2. Procedimientos para la extraccion de principios activo de semillas de paraiso (A)
Frutos verdes, (B) Frutos desecados, (C) Frutos molidos.

Evaluacién de la actividad acaricida de los diferentes extractos: los ensayos de eficacia
ixodicida se llevaron a cabo aplicando la prueba de inmersion de adultos, siguiendo el
protocolo de Drummond et al, 1973. El extracto rotaevaporado, en una concentracion
de 10000 ppm, se disolvid en solucion acuosa y se realizaron distintas diluciones a
saber, 2%, 1%, 0,50%, 0,25% y 0,125%. Para el aceite esencial de citronela los

tratamientos estuvieron constituidos por las siguientes concentraciones: 0,5%, 1%, 25%



y 50%. Para evaluar la actividad acaricida de los bioactivos presentes en estos productos
naturales, se utilizaron garrapatas desprendidas del bovino en las 24 horas previas a los
ensayos. Se formaron 5 grupos con pesos homogéneos, de 10 teleoginas cada uno
(media de 4,5+0.5 gr. por grupo); 4 de ellos fueron tratados con las soluciones
previamente mencionadas, oficiando el altimo como control. El Dia 0, se utilizaron 20
ml de cada dilucion del extracto para la inmersion de las teleoginas, cada grupo fue
mantenido, agitando suavemente, durante 1 minuto. Transcurrido este tiempo, se
descarto el liquido con la ayuda de un colador y se colocaron las garrapatas sobre papel
absorbente; se secaron y acondicionaron en Cajas de Petri para permitir su oviposicion
(Fig. 3). Las mismas se incubaron a 28 °C y mas de 80% humedad relativa durante 14
dias. Asimismo, el grupo control fue inmerso en igual volumen de agua destilada,
siguiendo el mismo protocolo y condiciones de mantenimiento. El Dia 14, Se retiraron
las teleoginas de las Cajas de Petri y se registro el peso de la ovipostura. Estos huevos
fueron mantenidos en iguales condiciones durante 25 dias mas. El Dia 39, la tasa de
eclosion (%) de las distintas cajas se determin6 visualmente, comparando la masa total
de huevos eclosionados con la masa de los no eclosionados. El mismo procedimiento se
siguié para evaluar las distintas concentraciones del aceite esencial de citronela. La
eficacia de ambos productos fue determinada de acuerdo con los calculos de
reproduccion estimada y porcentaje de control, propuesto por Drummond et al., 1973,

para cada grupo.

Reproduccion estimada (RE) = Peso de huevos (mg) * porcentaje de eclosion (%)
P

Peso de hembras (mg)

Porcentaje de control (%C) = RE control — RE tratado * 100

RE tratado

Ademas del Bioensayo por inmersion de adultos se realizo el ensayo in vitro mediante
la Test de Paquete Larvario, (del inglés LPT) (Stone y Haydock, 1962), para lo cual se
utilizaron larvas entre 14 y 21 dias de edad. Los extractos fueron disueltos en una

mezcla de tricloroetileno y aceite de oliva (2:1) y se trabajo con dos concentraciones, 25



ppm y 50 ppm de cada extracto. Luego se llevé a cabo la impregnacién de papeles para
lo cual se utilizaron papeles Whatman N°1 con un tamafio de 85 cm por 7,5 cm
embebidos con 0,67 mi de cada dilucién correspondiente (Fig. 4 A). Se realizaron tres
replicas por tratamiento y se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas (Fig. 4
B).

Con la ayuda de un pincel y un estilete se recolectaron larvas de los tubos contenedores
(Fig. 5 A) y cada papel impregnado fue cargado con 100 larvas aproximadamente (Fig.
5 B) el mismo se cerré herméticamente con clips tipo Bulldog en sus tres extremos
libres e incubados a 27°C y 80% de humedad durante 24 horas (Fig. 5 C). Igual
procedimiento se realizd para el grupo control con la mezcla de tricoloroetileno + aceite

de oliva.

Determinacién de la mortalidad:

Transcurridas las 24 horas, los sobres fueron retirados de la incubadora y con la ayuda
de una bomba de succion se fueron contando las larvas vivas (capaz de trasladarse) y
larvas muertas (sin movimiento). Para determinar el porcentaje de mortalidad se realizd

el siguiente célculo comparando con los resultados del grupo control.

% de mortalidad = N° de larvas muertas X 100

N° de larvas totales

Figura 3. Procedimientos de bioensayos por inmersion de adultas. Garrapatas ya secadas y
acondicionadas en Cajas de Petri antes de ser incubadas, observese el liquido descartado
luego de sumergir las teleoginas ingurgitadas.




Figura 4. (A) Impregnacién de papeles con ayuda de una pipeta multicanal; (B) Dispositivo
para secado de papeles impregnados con los bioactivos.

Figura 5. Test de paquete larvario. (A) Tubo contenedor de larvas de garrapata; (B)
Procedimiento para el llenado de papeles; (C) Dispositivo para incubacién de papeles.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn de los principios activos

La identificacion taxonémica de los dos ejemplares botanicos fue confirmada por los
profesionales del IBONE. A partir de frutos verdes de paraiso sometidos al proceso de
extraccion y posterior rotaevaporacion se obtuvo un extracto blando con un rendimiento
del 0.25%, respecto del peso de la materia prima bruta. En cuanto al aceite esencial de

citronela, éste tuvo un rendimiento del 0,7%.

Obtencion de cepas sensibles



La infestacion artificial de los animales, previamente estandarizada por el equipo de
trabajo, fue satisfactoria, lo que permiti6 la recoleccion diaria de un gran numero de
teleoginas las que fueron utilizadas en el desarrollo de los distintos bioensayos. Los
efectos aqui observados del extracto de paraiso sobre R. microplus parecieran estar mas
relacionados a una alteraciéon en la reproduccion observandose en la mayor

concentracion ensayada una accion acaricida.

Eficacia in vitro por técnicas de inmersion de adultos

En la Tabla 1, se observa el comportamiento del estadio extraparasitario de las teleoginas
control (Fig. 6 A) y las sometidas a la accion del extracto de paraiso, se pudo observar
que el extracto al 2% inhibio la ovipostura de las teleoginas inmersas (Fig. 6 B), por lo
que se determino un 100% de control, mientras que al 1% hubo un 78% (Fig. 6 C), con
las concentraciones menores del extracto ensayado (0,5%, 0,25% y 0,125%) no se
produjeron cambios significativos en la oviposicion de las teleoginas observandose un
comportamiento similar a los obtenidos en el grupo control (Fig. 6 D, E y F). A
diferencia de lo expuesto por Vieira & Fernandes 1999, referente a que la azadiractina
actua impidiendo la ocurrencia de la ecdisis y evitando la muda de un estadio a otro, en
estre trabajo se observo que en las concentraciones mayores del extracto evaluado
demostraron una inhibicion y reduccion de la ovipostura. Ademas, para la concentracion
(1%), se observaron huevos secos y otros con apariencia normal pero que no
eclosionaron (Fig. 7 A-B), lo que se traduce en la infertilidad de los mismos y la

reduccion del valor de la reproduccion estimada de las hembras (RE).

Tabla 1. Resultados de las pruebas de inmersion de adultos usando Extracto de paraiso
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Concentracion
(%)

CONTROL
2%

1%
0,5%
0,25%
0,125%

Peso de
hembras

(@)
3,04
3,05
3,03

3
3,01
2,94

Peso

huevo

(@)
1,64

0,0
0,8
1,01
141
1,43

Porcentaje Reproduccion  porcentaje

de Estimada
> eclosion (RE)

95 51

40 1n

65 22

75 35

80 39

de Control
(%C)
NC*
100
78
56
31
24

Fig
ura
6.
Ovi
post
ura
DI
4
de
tele
ogi

fias expuestas a los extractos de paraiso. Estadio extraparasitario de las teleoginas (A) Control,

(B) expuestas al extracto al 2%, (C) 1%, (D) 0,5%, (E) 0,25%, (F) 0,125%.

Figura 7. (A) Imagen ampliada de la oviposicion de una teleogina expuesta al extracto al 1%,
(B) se aprecian huevos secos Yy otros con apariencia normal pero que no eclosionaron.

il



En cuanto al tratamiento con las distintas diluciones del aceite esencial de citronela in
vitro observd un efecto ascendente a medida que fueron aumentadas las
concentraciones. En la tabla 2 podemos ver que el producto al 50% proporcioné una
mayor inhibicion en la ovipostura de las hembras expuestas, en relacion a los demas, y
un porcentaje de eclosion del 50%, aproximadamente. En cuanto al porcentaje de
control obtenido con la maxima concentracién evaluada, este arrojé un valor de 68%,

muy por debajo de lo expresado por Martins, R. M. 2006 quien obtuvo un 100% de

eficacia en concentraciones
de hasta 10% | Concentracion N° de Porcentaje aunque
(%) larvas de Control
tratandose de una muertas (%C) cepa deferente.
Paraiso 50 ppm 83 60,4%
Paraiso 25 ppm 43 44,8%
Citronela 50ppm 100 100%
Citronela 25 ppm 100 100%

Tabla 2. Aceite esencial de citronela: resultados de las pruebas de inmersion de adultos.

*NC: valor que no puede ser calculado a partir de la formula de Drummond et al., 1973.

Eficacia in vifro por técnicas de paquete larvario

De acuerdo con el porcentaje de mortalidad, el extracto de paraiso a una concentracion
de 50 ppm registro, en promedio, 83 larvas muertas equivalente al 60,4% mientras que
con el extracto de 25 ppm se obtuvieron 43 larvas muertas (44,8%). Se puede observar
que con el extracto alcoholico (metanol) el porcentaje de mortalidad fue mayor al 50%
lo cual coincide con los estudios realizados por Borges et al (2003) quienes probaron
dos extractos utilizando hexano y metanol como solventes y también con lo expuesto
por Al-Sharook et al, 1991 sobre su papel como regulador de crecimiento.

Podemos inferir que la efectividad del acaricida dependié de la concentracién extracto,
cuanto mas concentrado mejor porcentaje de mortalidad de larvas. Seria interesante
utilizar mayores concentraciones para hallar la dosis letal 999 y la dosis
discriminatoria.

Por su parte el aceite esencial de citronela, provoco en las técnicas de LPT la

muerte del estadio larvario en las dos concentraciones ensayadas (25 y 50 ppm).

A partir de estos resultados se extrapolaron en la formulacién del concentrado

13



emulsionable para ser usado por aspersion, cuya composicion se detalla a continuacion.

La composicion cuali-cuantitativa fue la siguiente:

Aceite esencial de citronela..................... 25%
Extracto metanolico de paraiso................ 20%
Alcohol estearilico............................... 20%
Triton x100..............oovi 1%
Ceralanette.......................o..o L, 20%
Aceitedeolivacsp............................... 100%

Las enfermedades parasitarias en especial los ectoparasitos, tales como las garrapatas
que son relevantes en la produccion ganadera y que ocasiona grandes pérdidas
econdmicas, no solo en nuestro pais, sino que es de conocimiento mundial, lleva al uso
indiscriminado de productos quimicos de diferentes indoles que buscan controlar estos
ectoparasitos con el perjuicio de crear resistencia a los mismos, como asi también actuar
en deterioro del ecosistema por sus efectos residuales en distintos componentes del
mismo (Cavalcante ef al., 2009). Es por ello que, en basqueda de respuestas a esta
problematica, es de interés conocer y estudiar alterativas que permitan disminuir los
costos, y que nos ofrece la naturaleza, a través de plantas populares, que tienen efectos
antiparasitarios importantes, si bien la obtencion de los principios activos no es facil
tarea, es una herramienta 1til no solo para el beneficio del ganado bovino sino también
contribuir con nuestro planeta.

A una concentracion del 2% del extracto de paraiso se observd la inhibicion de la
ovipostura por las técnicas de inmersion de adultos y para el caso de citronela a la
concentracion 50% se observo un 68% de control sobre las garrapatas estudiadas.

En el primer caso, el extracto botanico ensayados dieron un alto poder de sensibilidad, y
en el caso de citronela se evidencid que son necesarias concentraciones elevadas del
mismo. Comparando las técnicas de larvas se observd que los extractos de paraiso son
menos eficaces, mientras que, en las dos concentraciones evaluadas para citronela se
observo un gran poder de letalidad en las condiciones en el que fue realizado el presente
trabajo.

Como la formulacion propuesta se pretende un mecanismo de accién por contacto, es
que se tendran en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de inmersion,

proponiéndose un concentrado emulsionable que este al 20% de extracto de paraiso para
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ser disuelto en 1000 ml de agua para la aspersion llegando a una concentracion final del
2%. En el caso de citronela no se extrapolo directamente segin el resultado de
inmersion, debido al escaso rendimiento de los bioactivos, por lo que propone en esta
formula un 25% de citronela, esperando un sinergismo entre los bioactivos de ambos
extractos y considerando la propiedad de repelencia de este aceite esencial justificando
su menor concentracién. Asimismo, se observd que la actividad de citronela sobre el
estadio larvario podria ser mayor segun los resultados obtenidos en el presente trabajo,

esto ultimo también justificaria el menor contenido en la formula final.

CONCLUSIONES
Se puede concluir que los ensayos in vitro de los bioactivos extraidos de Paraiso y

Citronela demostraron tener gran actividad en el tratamiento sobre diferentes etapas del
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ciclo de la garrapata, por ese motivo resulta interesante y muy promisorio el poder
extrapolar estos resultados a ensayos in vivo con una forma farmacéutica para uso en
bovinos a fin de ajustar la solucion con las concentraciones efectivas para animales a
campo, permitiendo de esta manera implementar su uso como parte de los protocolos en
el manejo integral de plagas, siendo ademas una alternativa mas econdémica, sustentable
y ecoldgica que podrian el futuro reemplazar a los farmacos sintéticos que muchas
veces son mal utilizados produciendo efectos negativos a la naturaleza.

Asi mismo, esta experiencia abre paso a otras investigaciones acerca de diferentes
protocolos y técnicas de extraccion de los principios activos o sobre las concentraciones
y combinaciones posibles para obtener mejores resultados, asi como también sobre el
uso de otros principios activos de origen botanico y al estudio comparativo de como
estos afectan al ecosistema en el cual se utilizan para evaluar el impacto ambiental de
los mismos en relacion a los farmacos mas utilizados en la actualidad. Es de interés
fomentar este tipo de estudios que permiten aprovechar de los recursos naturales
existentes en la zona, no solo por razones economicas sino también favorables para el
planeta.

Los cambios socioculturales de la poblacion que diariamente tiende a optar por
productos mas ecologicos, han permitido establecer la importancia de desarrollar
programas que evaluien los efectos a la salud por contaminantes quimicos y promover la
reduccion de los mismos, asi como sistemas de vigilancia y normas de niveles
permisibles de contaminantes basados en efectos a la salud, mejorando su calidad de
vida, sobrevida y control de enfermedades cronicas, por lo que las organizaciones
médicas, cientificas y gubernamentales deben respaldar medidas estrictas para su

vigilancia.
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