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RESUMEN

Azadirachta indica es una planta reconocida como insecticida e ixodicida, se
encuentran reportes de la eficacia de los extractos elaborados en laboratorio
a partir de las semillas y las flores pero se desconoce si los extractos “rusticos”
preparados a partir de las hojas, son eficaces. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue determinar la eficacia de extractos, acuoso y etandlico, sobre
garrapatas adultas Ripicephalus (Boophilus) microplus, utilizados en
diferentes periodos de tiempo después de su preparacion, sabiendo que los
extractos naturales al no tener preservantes ni sustancias estabilizadoras,
pueden perder composicion y actividad bioquimica con el paso del tiempo. Se
utilizaron garrapatas obtenidas de bovinos naturalmente parasitados, se
dividieron en diferentes grupos los cuales fueron expuestos a extractos puros,
extractos diluidos y se incluyeron grupos control, positivo y negativo. Los
ensayos se hicieron por triplicado usando la técnica de inmersién de
garrapatas adultas y se hicieron con los extractos de 14 horas, 30 dias, 60
dias y 90 dias de preparacion para determinar la eficacia de los mismos. Se
encontré efecto ixodicida con los dos extractos puros frescos (14 horas); sin
embargo, esta fue inferior al 60%; con el extracto de 30 dias de preparacion,
se redujo notablemente y fue ausente con los extractos de 60 y 90 dias de
preparacion. Se concluye que hubo efecto ixodicida pero que el método de
extraccién no permitié la obtencién del principio activo y que el extracto se
descompone quimicamente con el paso del tiempo.

PALABRAS CLAVE: Neem, fitofarmacologia, garrapata, Ripicephalus
(Boophilus) microplus

ABSTRACT

Azadirachta indica is a plant known as an insecticide and an ixodicide. There
are reports about the effectiveness of extracts prepared from its seeds and
flowers in the laboratory; but the effectiveness of "rustic" extracts prepared
from its leaves remains unknown. Therefore, the aim of this study was to
determine the efficacy of aqueous and ethanolic extracts on adult female ticks
Ripicephalus (Boophilus) microplus, used at different time periods after its
preparation, knowing that the natural extracts do not have any preservatives
nor stabilizing substances, and can lose composition as well as biochemical
activity through time. The ticks used in this study were obtained from naturally
infected cattle. They were divided into different groups which were exposed to
pure extracts, and diluted extracts. They were also included in positive and
negative control groups. We did the assays in triplicate using the immersion
technique on adult ticks. The assays were carried out with 14-hour
preparation, 30-day preparation, 60-day preparation, and 90-day preparation
extracts, in order to determine their efficacy. We found ixodicide effect at the
two fresh-pure extracts (14-hour preparation) though; it was lower than 60%.
The ixodicide effect was notably reduced at the 30-day preparation extract,
and it was absent at the 60-day preparation, and 90-day preparation extracts.
The conclusion is that there was ixiodicide effect; but the extraction method did
not allow the obtaining of the active principle, and that the extract decomposes
through time.

KEYWORD: Neem, phytopharmacology, tick, Boophilus microplus
Ripicephalus.
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INTRODUCCION
as garrapatas constitu-
yen un grupo de parasi-
tos que genera impacto
negativo en la salud y la
produccién bovina, por
ser un paréasito hematdéfa-
go vy vector de varios agentes infec-
ciosos (Raymond et al., 2004). Su
capacidad de adaptacion frente a
condiciones adversas, les permite
sobrevivir por mucho tiempo en
ambientes diversos. En su control se
han usado productos quimicos de
sintesis, que han generado proble-
mas en la salud de animales y huma-
nos y en el equilibrio del ecosistema,
por lo que dentro de las recientes
tendencias de control esté el manejo
racional de plagas, usando insectici-
das de origen natural (Garcia-
Gutiérrez et al., 2012; Rodriguez et al.,
2010; Cruz et al 2010; Cruz et al.,
2010a). Extractos de Azadirachta
indica, elaborados en laboratorio,
muestran una alta eficacia insectici-
day garrapaticida (Arias et al., 2009).
Sin embargo, se encuentra menos
informacion sobre la actividad anti-
parasitaria de extractos rusticos
(“caseros”) de la planta. Por lo ante-
rior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto in vitro de dos
extractos de hojas de Azadirachta
indica (arbol de Neem) en diferentes
tiempos de preparacion.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

La colecta del material vegetal se
realiz6 en el municipio de Cunday,
Tolima, la de garrapatas en Grana-
da, Meta y la elaboracion de los
extractos y prueba de eficacia, en el
Laboratorio de Nutricién Animal de
la Universidad Pedagoégicay Tecno-
l6gica de Colombia (UPTC) en la
ciudad deTunja, Boyacé.

Animales experimentales

Las garrapatas fueron obtenidas de
bovinos mantenidos en un sistema
de pastoreo extensivo y natural-
mente parasitados; se identificaron
como Ripicephalus (Boophilus)
microplus. Las garrapatas fueron
colectadas manualmente y envia-
das al laboratorio de Parasitologia
de la UPTC. Las garrapatas muer-
tas o mutiladas fueron eliminadas.

Disefio metodolégico
El total de garrapatas selecciona-
das para el estudio, se dividio al

azar en 10 grupos con 11 animales
cadaunoycadatratamiento se hizo
portriplicado. Las garrapatas de los
grupos 1,2, 3y4,fueron expuestas
a extracto puro acuoso, puro etanoé-
lico, extracto acuoso diluido 1:10 y
extracto etandlico diluido 1:10,
respectivamente. Por su parte, las
de los grupos b, 6y 7 se expusieron
a insecticidas comerciales a base
de ethién (1:1300), cipermetrina
(1:1000) y amitraz (1:1000) respec-
tivamente; los grupos 8, 9 y 10,
actuaron como controles negati-
VOS, ya que se expusieron, en su
orden a agua destilada, a las condi-
ciones ambientales del laboratorio
y a etanol de la misma concentra-
cién del que se utilizd en la elabora-
cion de las diluciones. EI mismo
modelo se repitio a los 30, 60 y 90
dfas de elaborado el extracto.

Elaboracién de extractos

Para la elaboracién del extracto
acuoso se usé un promedio de las
relaciones planteadas por Dublin et



al. (2012), 1 g de polvo de hojas con
3 ml de aguadestiladay por Chacin
et al. (2013) quien utiliza 1 g de
polvo por 5 ml de agua, fue asfi
como en este trabajo se usé 1g/4 ml
de agua destilada. Se mezclaron
200 g de polvo de hoja de Neem con
800 ml de agua destilada, se homo-
geniz6 y se mantuvo en un lugar
fresco y oscuro. El extracto etandli-
co se hizo siguiendo el mismo pro-
cedimiento utilizando etanol al 70%
(Chacin et al., 2013). En uno vy otro
caso los extractos estuvieron tapa-
dosy cubiertos porbolsa negra. Los
extractos que se evaluaron a los 30,
60 y 90 dias se mantuvieron en el
laboratorio en un lugar oscuro vy
fresco (temperatura de 12 grados
aproximadamente y humedad
promedio de 75%).

Identificacién de metabolitos

Se realizaron pruebas cualitativas
para establecer la presencia de
metabolitos en los dos extractos
evaluados y en los tres tiempos de

estudio, asf; Shinoda, gelatina,
Zinc HCI, Rosenheim, cloruro de
Fe, gelatina-sal, Lieberman-
Buchard, Dragendorff y saponinas
(Martinez et al., 2008; Marcano vy
Hasegawa, 200; Dominguez, 1993).

Prueba de Inmersién

de teleoginas Adultas

Se realizé la prueba de inmersién
de garrapatas adultas (Drummond,
et al., 1967) en todos los grupos de
tratamiento. Las garrapatas y sus
réplicas se colocaron por separado
en unvaso de precipitado con 30 ml
de extracto, dejandolas sumergi-
das durante 30 minutos. Al cabo del
tiempo, el extracto se desechoy las
garrapatas fueron colocadas sobre
papel de filtro para secarlas y verifi-
car el nimero de garrapatas muer-
tas respecto al total de cada grupo.
Posteriormente, fueron ubicadas
enlacajasde petriyen laincubado-
ra (Figura 1). A las 24, 48, 72 y 96
horas de exposicion a cada trata-
miento, fueron evaluadas dese-
chando cada vez, aquellas que se
encontraran muertas. Este procedi-
miento se repitié con cada uno de
los extractos evaluados en este
estudio (fresco, 30 dias, 60 dias y 90
dias de preparacion).

Férmulas aplicadas
%Mortalidad = Total de garrapa-
tas muertas / Total garrapatas
expuestas x 100

% Supervivencia = 100% - % Mor-
talidad

Eficacia = %supervivencia del
GC.%supervivencia del GT / %
supervivencia del GC x 100

GC= Grupo Control; GT= Grupo
Tratado

RESULTADOS

Metabolitos Secundarios

Se confirmd la presencia de flavo-
noles y flavonoides en los dos tipos
de extractos desde las 24 horas de
preparacion y hasta los 30 dias, a
partir de los 60 dias nofueron iden-
tificados. Se encontré mayor pre-
sencia de este tipo de metabolitos
en los extractos etandlicos en los
dos primeros tiempos que, aparen-
temente, se descomponen con el
paso de los dias. Por otra parte, se
identificd la presencia de saponi-
nas en los extractos acuosos hasta
los 30 dias, pero fueron ausentes a
partir de los 60 dias. Con las prue-
bas utilizadas, no se identificod la
presencia de compuestos hidroxi-
fendlicos ni de taninos. Se encon-
traron triterpenos en el extracto
alcohdlico pero no en el acuoso,
hubo hallazgo de este metabolito
hasta el dfa 30, pero no alos 60 ni 90
dias post preparacién. Finalmente,
se encontraron alcaloides en
ambos extractos que estuvieron
presentes a las 24 horasy 30 dias de
preparado, pero a partir de los 60
dias nofueron observados (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de las pruebas cualitativas para identificacion de metabolitos secundarios

EXTRACTO 24 H EXTRACTO 30 DiAS
PRUEBA METABOLITO Acuoso Alcohol Acuoso Alcohol Acuoso Alcohol

Shinoda Flavonoles I W + + -
Hidroxidacion Flavonoide 4 i I &
10% Flavona 4 i -
Zinc HCI Dihidroflavonoles - t - } - -
Rosenheim Lecoantocianidina, NA - NA - NA

proantocianidina
Cloruro de Compuestos hidroxilo- - -
Hierro fenolicos cambio no cambio no

significativo significativo

Gelatina-Sal Taninos
Lieberman- Triterpenos,esteroides - 4 - +
Buchard dieno conjugados
Dragendorff Alcaloides “F + + - - -
Saponinas Saponinas Moderado NA Leve NA Ausente NA
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Prueba de Eficacia de los Extractos (Inmersion de Adultas)

En los dos tipos de extractos frescos, se encontrd una eficacia inferior a
60%, considerando que aunque aparece mortalidad, no fue un extracto
ixodicida eficaz (Tabla 2). A pesar que los extractos puros no mostraron la
eficacia suficiente, se evalud el efecto ixodicida de las diluciones realiza-
das a partir de estos, sin encontrar ninguna mortalidad. En los grupos
expuestos aamitrazy ethién, la mortalidad fue de 100% hacia las 96 horasyy
en ningun caso fue inmediata y con cipermetrina fue 80%. En los grupos
control negativo la mortalidad no superd 3% en los tiempos de medicion.
Unavez se cumplieron los 30 dfas de elaborados los extractos y repetida la
prueba de inmersién de garrapatas adultas, se encontré que la mortalidad
fue inferior a la encontrada a las 14 horas de elaborados los mismos. Se
identificd un total de 3 garrapatas muertas, con el extracto acuoso y solo
una con el etandlico. El extracto etandlico diluido 1:10 no produjo ninguna
mortalidad en el tiempo de evaluaciény con el acuoso en lamismadilucion
fue de 3,08%. Los grupos controles, negativos y positivos, tuvieron el
mismo comportamiento encontrado con el ensayo realizado a 14 horas.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad encontrada con los extractos acuoso y etandlico, puros a las 24 horas de preparacion

Porcentaje de Mortalidad en las Réplicas |
Tiempo EXTRACTO ACUOSO
(Hora) 1 2 3 X 1 2 3 X
0 0 0 0 0 9,09 0 0 0
24 9,09 0 18,08 9,09 9,09 9,09 9,09 3,03
48 18,18 18,18 18,18 18,18 9,09 18,18 27,27 18,18
72 18,18 18,18 18,18 18,18 9,09 18,18 27,27 18,18
96 18,18 27,27 18,18 21,21 9,09 27,27 36,36 24,24
Mortalidad
Total

Alos 60 dias de preparado el extracto, se logré mortalidad de 6,06% con
el extracto acuoso y 3,03% con el etandlico; en los grupos expuestos a los
extractos diluidos y grupos control no hubo mortalidad. Con los controles
positivos se encontré mortalidad de 100% con cipermetrinay amitraz y con
ethién fue de 72,72%. El mismo ensayo se realizé a 90 dias de elaborado el
extracto, montando los grupos control de igual manera; sin embargo, los
resultados obtenidos fueron iguales a los del ensayo de 60 dias. De acuer-
do con la mortalidad encontrada en los diferentes grupos y del porcentaje
de eficacia calculado, se encontrd para los extractos evaluados, que esta
fue muy bajay que donde la hubo en mayor proporcién, fue en los extractos
puros.

DISCUSION

De acuerdo con lo reportado por Dublin, et al. (2012), a partir de 14 horas
de preparado el extracto se espera la liberacion de los principios activos, lo
cual se pudo establecer con los resultados obtenidos en las pruebas cuali-
tativas para la identificacion de los metabolitos. Fue asf como en el presen-
te estudio, bajo las condiciones de elaboracion de los extractos, se encon-
traron flavonoides tanto en el extracto acuoso como en el etandlico, resul-
tado que coincide con lo reportado por Dublin, et a/. (2012). En ninguno de




los dos extractos hubo presenciade
compuestos fendlicos, aungue hay
reportes que indican que este meta-
bolito esté4 presente en las hojas.
Sin embargo, los resultados son
variables, dependiendo del método
usado para identificarlos. La prue-
ba para la identificacién de taninos
resulté negativa, indicando que no
se encontraban estos metabolitos
en ninguno de los dos extractos; en
algunos trabajos se reporta su
hallazgo en los extractos etandli-
cos, de semillas y hojas (Vasquez,
2007).

El Neem posee alcaloides, prin-
cipalmente en la epidermis de las
hojas coincidiendo con lo que indi-
ca la literatura sobre la capacidad
repelente e insecticida de dichos
metabolitos que se caracterizan
por conferir un sabor amargo (Bri-
ceno, etal. 2011y Vasquez, 2007). La
presencia de saponinas fue mode-
rada en el extracto acuoso. Se ha
indicado que los metabolitos acti-
vos del arbol de Neem son inesta-
bles, al calor, el pHy latemperatura,
lo cual conduce a que se pierda la
actividad biolégica que tiene con el
paso de losdias (Vasquez, 2007).

Lo anterior puede explicar que
las pruebas cualitativas para la
identificacion de metabolitos
secundarios resultaron negativas
después de los 60 dias, con lo que
se infiere que la presencia de meta-
bolitos se mantuvo en las dos pri-
meras mediciones (24 horas y 30
dias), pero para los 60 dias muchos
de ellos no se encontraron, en los
90 dfas, todas las pruebas fueron
negativas, lo cual coincide solo
parcialmente con Martinez, et al.
(2012), quien indica que los extrac-
tos se mantienen estables por
mucho tiempo, incluso durante
seis meses.

En este estudio la eficacia del
extracto acuoso de las hojas de
Neem, contra las garrapatas estu-
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diadas, fue baja, contrario a lo que
se encuentra cuando se usan la
semillas de la planta para la elabo-
racion del mismo tipo de extracto,
en donde la eficacia del extracto es
equivalente a diferentes productos
comerciales ixodicidas, eficacia
que se ha justificado por la accién
repelente e ixodicida (Isea, et al.,
2013; Guerra et al., 2005; Schwal-
bach et al.,, 2003). De manera simi-
lar a lo encontrado en el presente
trabajo, Ramzam, et a/. (2008), no
reporta eficacia en bovinos tratados
con extracto acuoso de hojas de
Neem en los dias 7y 14; sin embar-
go, en otro trabajo realizado /n vivo,
con extracto acuoso de hojas del
arbol, se logré mortalidad de 68%.
Fue inferior a la lograda con el uso
de ivermectina y cipermetrina pero
los autores lo interpretaron como
eficaz Ramzam, et a/. (2008). Puede
resultar importante destacar que
en el estudio mencionado, el polvo
obtenido de las hojas de Neem, una
vez mezclado con el agua setuvo a
temperatura constante de 40°C
durante varias horas, lo que podria
explicarla mayor eficacia.

En este estudio, hubo mayor
mortalidad 24,24% con el extracto
etandlico que con el acuoso; a las
14 horas de preparado, resultado
similar a lo encontrado por Giglioti
et al., (2011), quienes con semillas
de Neem, obtuvieron una mortali-
dad de 32%. El uso de diferentes
solventes determina diferencias en
la obtencién de los metabolitos
activos, por tal razén y de acuerdo
con varios reportes, el etanol pare-
ce no extraer eficientemente los
metabolitos secundarios del Neem
como sf lo hace el hexano (Forti, et
al., 2009; Forti et al.,, 2009a). En un
estudio realizado con extractos
etandlicos de hojas de Neem, hubo
eficacia ixodicida de 65% (Isea et
al., 2013), la cual fue superior a lo
encontrado, posiblemente porque

en dicho trabajo, las hojas se man-
tuvieron en infusién durante 72
horas. Por el contrario, los extrac-
tos etandlicos elaborados con las
semillas de Neem, muestran mor-
talidad de 70-80% en estudios /n
vivo e in vitro (Isea et al., 2013), lo
cual supera lo encontrado en este
trabajo.

La mayor concentracién de
azaridachtina se logra en la semilla
de los frutos inmaduros, identifi-
cando eficacia para més de 500
insectos, sin afectar aquellos con-
siderados benéficos. Fuera del
efecto insecticida, una accién
reductora de la ovoposicion y de la
eclosién, asi como de la capacidad
de mudar de un estadio al otro (Vi-
llar et al., 2012). Es posible que la
acciéon ixodicida reducida que se
encontré en este estudio, se deba a
que las hojas concentran menos
azaridactina que las semillas y que
los métodos de extraccion utiliza-
dos aquf no hayan permitido una
mayor concentracion de los princi-
pios activos. Los resultados obteni-
dos en los grupos control negativo,
indican que las condiciones de
laboratorio, el agua usada para el
extracto acuoso y para las dilucio-
nesy el etanol con el que se hizo el
extracto alcohdlico, no causaron la
muerte.

CONCLUSIONES

Azadirachta indica es una planta
con accién insecticida e ixodicida
por la presencia de metabolitos
secundarios. En este estudio, a
pesar de observar efecto ixodicida,
la mortalidad lograda bajo las con-
diciones planteadas fue baja, pro-
bablemente porque los métodos de
extraccion rusticos dificultan la
obtencién de una alta concentra-
cion del metabolito activo. Adicio-
nalmente, se demostrd que el tiem-
po de almacenamiento de los
extractos influye notoriamente en

su estabilidad por lo que la reduci-
da eficacia lograda, se obtuvo con
los extractos frescos (14 horas de
preparacion), pero esta se fue redu-
ciendo de manera proporcional al
tiempo de almacenamiento con los
extractos almacenados con el paso
de los dias, de manera que hacia
los 60 y 90 dias de preparacion, no
hubo accién ixodicida y no se
encontraron metabolitos en los
extractos.
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