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ABSTRACT

The efficacy of the natural extract of Verbena officinalis
L. and Ruta graveolens L. in vitro monitoring of
adult tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus was
established. The extract of each plant was obtained by
maceration. For testing two sizes (small and medium)
of adult ticks were exposed to extracts of each plant,
by immersion technique. At 24, 48, 72 and 96 h of
exposure, mortality was recorded taken as 60% mortality
as the effective minimum. Initial tests were conducted
with pure extracts, and if efficacy detected, increased
dilutions were made to establish the minimum efficiency.
Tests were conducted in cool climates conditions. The
extract of R. graveolens (rue), showed effectiveness
in small and medium tick only with the pure extract;
V. officinalis (common vervain) was effective on small
and medium-tick in dilution 5:10. J officinalis showed
greater efficacy and found that the best results were
obtained at higher concentrations.

Key words: Biological control, phytotherapy, Ruza
graveolens, Verbena officinalis.
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RESUMEN

Se determin la eficacia del extracto natural de Verbena
officinalis L. y de Ruta graveolens L. en el control in
vitro de la garrapata adulta Rbipicephalus (Boophilus)
microplus. El extracto de cada planta se obtuvo
mediante la técnica de maceracion. Para las pruebas, se
utilizaron garrapatas adultas de dos tamafios (pequenas
y medianas), que fueron expuestas a los extractos de
cada planta, utilizando la técnica de inmersién de garra-
patas adultas. A las 24, 48, 72 y 96 h de exposicidn, se
realizé la lectura de mortalidad, donde se tomé como
minimo eficaz una mortalidad de 60%. Las pruebas ini-
ciales se realizaron con extractos puros y cuando éstos
mostraban eficacia se procedia a realizar diluciones cre-
cientes, hasta encontrar la concentracién minima eficaz.
Las pruebas fueron realizadas en clima frio. El extracto de
R. graveolens (ruda) mostrd efectividad en garrapata pe-
quefia y mediana, sélo con el extracto puro; ¥ officinalis
(verbena negra) mostré eficacia sobre garrapata pequena
y mediana en la dilucién 5:10. ¥ officinalis mostré ma-
yor eficacia y se observé que los mejores resultados se
obtuvieron con las mayores concentraciones.

Palabras claves: control bioldgico, fitoterapia, Ruta
&
graveolens, Verbena officinalis.
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INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus es un
ectopardsito hematdfago que se encuentra con frecuen-
cia en bovinos, principalmente en las regiones tropica-
les y subtropicales y estd ampliamente distribuida en
Colombia. Dentro de los efectos adversos producidos,
se destaca la transmisién de microorganismos de los
cuales es vector, como Babesia spp., y Anaplasma spp.;
asi mismo, induce anemia, dafo de la piel y estrés; esto
tltimo conduce a anorexia, disminucién de peso y pér-
didas econdmicas en los sistemas de produccién animal

(Benavides, 1985).

A pesar de que en el dmbito mundial se han utilizado
diferentes estrategias para controlar estos ectoparasitos,
a través del manejo integrado con control inmunoldgico
por medio de vacunas, hongos, etc., el método més em-
pleado incluye el tratamiento con compuestos quimicos
como piretroides, organofosforados, carbamatos. Sin
embargo, el uso indiscriminado de estos firmacos ha
favorecido su residualidad en diferentes componentes
del ecosistemaylaselecciéon de poblaciones de garrapatas
resistentes, hasta hacer ineficaz su uso (Pérez et al.,
2006).

En respuesta a esta problemdtica y buscando disminuir
los costos que implica la creacién de nuevas moléculas
biolégicamente activas, se ha despertado el interés por
investigar la presencia de principios farmacolédgicos en
aquellas plantas que por tradicién popular son recono-
cidas en estudios de etnobotdnica como antiparasitarias
(Bermudez et al., 2002).

De acuerdo con las investigaciones realizadas sobre el
efecto insecticida de los extractos de plantas, se reporta
la existencia de algunas de estas en el territorio de
Colombia; tal es el caso de Azadirachta indica
(Meliaceae), reportada contra garrapatas (Srivastava ez
al., 2008), Mammea americana (Clusiaceae) con accién
insecticida sobre mosquitos (Gibson er al, 1996),
Bidens pilosa (Asteraceae) con accién insecticida sobre
el gorgojo de maiz (Gruben, 2004), Brugmansia arborea
(Solanaceae) con efecto insecticida y repelente sobre
Rhynchophorus palmarum (Pérez, 2006) y Nicotiana
tabacum (Solanaceae) con accién sobre la mosca
Haematobia irritans. De igual forma, se reconocen
otras especies promisorias con accién insecticida como
Sambucus nigra (Adoxaceae), Ambrosia cumanenses
(Asteraceae), Ruta graveolens (Rutaceae) y Urtica dioca
(Urticaceae) (Gruben, 2004).

Es asi como partiendo del uso que por tradicion cultu-
ral se da a las plantas medicinales, consideradas ixodi-
cidas en ciertas zonas del departamento de Boyacd, se
desarrolld este estudio, con el fin de evaluar la eficacia
del extracto natural de Verbena officinalis L. y Ruta
graveolens L., en el control in vitro de la garrapata

adulta Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

El estudio fue de tipo experimental 77 vitro y se desarro-
116 en tres fases. La primera consistio en la colecta de las
plantas y la elaboracion de los extractos por maceracion,
en el municipio de Nuevo Coldn, Boyacd, Colombia. La
segundafase comprendi6lacolectade garrapatas de bovi-
nos parasitados naturalmente, en el municipio de Nuevo
Coldn, y el mantenimiento de las mismas en una cdmara
a temperatura constante de 18 °Cy 75% de humedad
relativa (HR), en el laboratorio de nutricién animal de
la Universidad Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia
(UPTC). La tercera fase consistié en evaluar la eficacia
ixodicida de cada extracto y de sus diluciones sobre ga-

rrapatas adultas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Colecta de plantas y elaboracién de extractos

Se seleccionaron dos plantas con accién ixodicida, estas
fueron: V. officinalis y R. graveolens. En los dos casos, se
tomaron unicamente las hojas, que fueron cortadas con
tijeras hasta alcanzar una cantidad superior a 5 kg, las
cuales se colocaron en una superficie limpia, separadas
unas de otras. Durante el secado se mantuvieron a tem-
peratura ambiente, en un lugar aireado, cubierto y seco.
Completado el secado, las hojas se trituraron manual-
mente hasta obtener una cantidad de 500 gy a partir
de ahi se obtuvo el extracto necesario para las pruebas.

El método empleado para la elaboracién de los extractos
de las dos plantas analizadas fue la maceracién (Sharapin,
2000), utilizado como método de extraccién en prictica
de campo en productos naturales. Macerar es colocar la
muestra en ¢l solvente escogido y dejarla unos dias; para
ello, se usaron, por planta, 500 g de material seco y mo-
lido que se colocd en un recipiente color dmbar, y se le
adiciond agua y alcohol al 70% en una relacién 1:3.

A esta mezcla de alcohol y agua, se agregaron los 500 g
de material molido. Se agitd y se dejé en reposo
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poder 10 a 15 dias, revolviendo ocasionalmente; cumpli-
doeste tiempo, se filtré lamezclaen unlienzo; se descartd
el ripio y asi se obtuvo el extracto, se conservé a una
temperatura ambiente entre 15y 20 °C.

Con el objeto de comprobar si la extraccién resulté efi-
caz y si realmente se obtuvieron los metabolitos secun-
darios responsables del efecto ixodicida, los extractos se
sometieron a cuatro pruebas, para determinar los po-
sibles metabolitos presentes en cada uno de ellos. Para
cada unade las pruebas se tomaron 2 mL de cada extrac-
to, se depositaron en tubos de ensayo ubicados en una
gradilla, guardando siempre el mismo orden:

o Prucba de Shinoda para identificacién de flavonoi-
des: se efectud agregando lentamente magnesio en
limaduras y posteriormente, gotas de dcido clorhidri-
co; después se esperd 2 minutos para saber si se pro-
ducia un cambio de coloracién verde violeta (indica-
cién de que es positivo a flavonoides).

o Prueba de Wagner para identificacién de alcaloides:
se efectué empleando un reactivo de precipitacion
de Wagner (yodo y yoduro potasio) (Jurado, 2010);
luego se esperd 2 minutos, para saber si se presentaba
un cambio de coloracién roja (indicacién de que es
positivo a alcaloides).

o Reaccién de Legal para la identificacién de cuma-
rinas: se adiciond una solucién de nitroprusiato de
sodio 0,5% y unas gotas de KOH 2N (hidréxido de
potasio) en cada una de las muestras de extracto, y se
esperd a que se presentara el cambio de coloracién
a roja, que se interpreta como positiva a cumarinas
(Sanabria et al., 1997).

o Reaccidn de saponinas: los 2 mL de extracto se dilu-
yeron en 5 veces su volumen en agua destilada, se
agité durante 5 min y se esperé més de 2 minutos a
que se presentara espuma en la superficie, lo que se
interpreta como positiva a saponinas (Lock, 1999).

Colecta y mantenimiento de las garrapatas

Las garrapatas adultas de la especie Rbipicephalus
(Boophilus) microplus se colectaron en animales parasi-
tados naturalmente, en el municipio de Nuevo Colén,
Boyacd. Para tal propdsito, se pasé suavemente la mano
sobre el animal, una vez detectada la garrapata se pro-
cedié a girarla y tirarla suavemente en contrapelo hasta
desprenderla (Gallardo, 1999). Posteriormente se colo-
caron en envases de vidrio y se llevaron al laboratorio
de la UPTC, donde fueron lavadas con una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% para prevenir contaminacion
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bacteriana y fungica; se eliminaron aquellas que pre-
sentaban mutilaciones o malformaciones y finalmente
se procedié a su identificacidn como Rbipicephalus
(Boophilus) microplus utilizando las claves taxonémicas
(Martins, 2006).

Durante toda la fase experimental se mantuvieron en
condiciones controladas de humedad y temperatura por
24h (75% HR t 18 °C), tiempo que se tomé como esta-
bilizacién, por si se presentaba algun tipo de alteracion o
muerte. Diariamente se examinaron visualmente o con
la ayuda de un estereoscopio para registrar la vitalidad
de las garrapatas.

Cumplido este tiempo, las garrapatas se clasificaron se-
gun su tamafio, en pequenas y medianas. Una vez clasi-
ficadas, fueron divididas en grupos de diez y ubicadas
en cajas de Petri colocadas sobre icopor a temperatura

ambiente (Gallardo, 1999).

Evaluacién del efecto ixodicida de los extractos
puros y las diluciones

Con el fin de evaluar cada uno de los extractos puros, as
como las diluciones obtenidas a partir de estos, se em-
plearon para cada caso, tres grupos con diez garrapatas
cada uno, lo que constituyé el grupo expuesto a cada
extracto y sus tres réplicas.

La exposicién de las garrapatas (pequenas y medianas)
alos extractos, se hizo mediante la prueba de inmersion
de adultas (Bravo ez al., 2008). Para esto, en una caja
de Petri se depositaron 10 mL del extracto a probar
(puro o dilucién), luego se colocaron alli las garrapatas
(n = 10), las cuales se sumergieron completamente con
laayuda de una aguja de punta roma, para evitar dafio en
la cuticula, permaneciendo sumergidas durante 10 min;
completado este tiempo, se eliminé el extracto (Bravo ez
al., 2008), dejando asi las garrapatas en un medio seco.
Posteriormente, las cajas se taparon con un lienzo y se
rotularon, indicando el nombre del extracto, la dilucién
y hora de exposicion.

Se evalud el efecto de cada extracto puro y posterior-
mente se evaluaron las diluciones de cada uno. Las dilu-
ciones evaluadas no fueron necesariamente las mismas
para todos los extractos, puesto que se aplicé el método
de minimas y mdximas, empleado en farmacologfa,
para hallar dosis efectivas de moléculas nuevas. Bajo
este concepto, la concentracién del extracto se aumentd
o disminuyd, aproximadamente 50%, respecto a la
anterior, de acuerdo con los resultados de mortalidad.

p.91-97
-

I o
S
4

< 3
2 5
8 ¢
zZ 3
& s

Eficacia de los extractos hidroalcohélicos de dos plantas sobre garrapatas adultas Rhipicephalus (Boophilus) microplus



©
©
}

SANIDAD ANIMAL

Eficacia de los extractos hidroalcohdlicos de dos plantas sobre garrapatas adultas Rhipicephalus (Boophilus) microplus

97

9

enero - junio /2013

En consecuencia, cuando la mortalidad fue efectiva, se
prepard el extracto a una dilucién mayor hasta encontrar
la minima eficaz.

De igual modo, y siguiendo la metodologia descrita para
la exposicién de las garrapatas a los extractos, se trabajé
con un grupo control positivo, en el que se emple6 un
insecticida piretroide a base de cipermetrina al 15%,
preparado segun las recomendaciones de la etiqueta
(dilucién 1:1000 en agua). Igualmente, se contd con dos
grupos control negativo, empleando agua destilada y al-
cohol al 70%. Los grupos control, positivo y negativo, y
sus respectivas réplicas, se mantuvieron en las mismas
condiciones del ensayo.

Lamortalidad de las garrapatas se evalud alas 24, 48,72
y 96 horas después de la aplicacion del extracto; se con-
sideraron garrapatas muertas aquellas que luego de una
exposicion a una fuente de calor durante 10 min mos-
traron ausencia de movimientos en sus patas. Se tomd
como valor minimo de eficacia una mortalidad de 60%,
por lo cual valores inferiores fueron tomados como

ineficacia (FAQO, 1993).
Anéilisis estadistico

El experimento se desarrollé empleando un disefio
completamente al azar. Los porcentajes de mortalidad
fueron comparados entre grupos a través de un andlisis
de varianza y las diferencias estadisticas se determina-
ron mediante la prueba de comparacién de medias de
Tukey, con el uso del programa SPSS para Windows,
versiéon 11.5.1 del 2002.

RESULTADOS

El método de extraccién por maceracién permitié obte-
nera partir de 500 gramos un volumen final de extracto
puro de 5 L, con una concentracién del 100% para R.
graveolens y V. officinalis. En cuanto a las caracteristicas
de consistencia y olor, todos los extractos fueron liqui-
dos, con olor caracteristico a la planta de origen, excepto
V. officinalis que mostr6 un olor a caramelo.

Andlisis preliminar de metabolitos secundarios

En la prueba de Shinoda para la identificacién de flavo-
noides, ¢l extracto de V. officinalis resulté el tnico que
presentd un cambio de coloracién verde violeta. Para
la evaluacién colorimétrica de Wagner se presentd un
cambio de coloracién rojo marrdn, positiva a alcaloides,
en los extractos de V. officinalis y R. graveolens. En la
reaccién de Legal para el analisis preliminar de cumari-
nas, la inica muestra positiva fue el extracto hidroalco-
hélico de R. graveolens. En la reaccién para Saponinas se
encontr6é mayor cantidad en el extracto de V. officinalis
que en el de R. graveolens.

A partir del extracto hidroalcohélico de V. officinalis
(verbena negra), se prepararon dos diluciones con agua
destilada, 5:10y 2,5:10 con las que se consiguieron mor-
talidades de 60% y 30%, respectivamente, y con el ex-
tracto puro una mortalidad de 66,6% (figura 1).

En el grupo de garrapatas expuestas al extracto hidro-
alcohdlico de R. graveolens, tinicamente el extracto
puro mostré eficacia sobre Rhipicephalus (Boophilus)

100
80 66,6 60

60
0 30
Yo 40

20

Verbena officinalis

M Extracto puro

63,3

Ruta graveolens

Dilucién 5,0:10

733 g6

40 39 333

Verbena officinalis /
Ruta graveolens

Dilucién 2,5:10

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus expuesta a extractos hidroalcohdlicos de dos plantas medicinales
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microplus, con una mortalidad de 63,3%. En el caso de
la mezcla del extracto de V. officinalis y R. graveolens se
encontro eficacia ixodicida con el extracto puro y la pri-
mera dilucidn, con mortalidades por encima de 65%, el
cual mostrd los niveles de mortalidad mds altos contra

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (figura 1).

Analizando los resultados alcanzados con el grupo
control positivo, se corroboré la eficacia del producto
utilizado y del método de aplicacién, observandose que
hubo mortalidad de 70% en la dilucién indicada en la
ctiqueta (1:1000). Con el grupo control negativo, se ob-
servo una mortalidad de 10%.

DISCUSION

Analizando los resultados del extracto de V. officinalis,
se encontrd que con el uso de diluciones altas (5,0:10) se
alcanzan resultados efectivos. De acuerdo con los resul-
tados obtenidos en este trabajo, se ratificé la accién de la
verbena, reportada por varios autores (Martins, 2006).

Aunque la accién ixodicida de la V. officinalis no se ha-
bia valorado en garrapatas, una vez analizados los resul-
tados del presente trabajo 7z vitro, se puede confirmar
que es efectiva como ixodicida y que en las condiciones
planteadas en la investigacion, se podria pensar en su
posible uso como ixodicida natural en las producciones
bovinas, no sin antes realizar estudios de toxicidad y re-
sidualidad en los animales tratados.

A pesar de la poca eficacia que mostré en este estudio,
R. graveolens popularmente en el departamento de
Boyaca es considerada una planta medicinal atil como
insecticida y para infecciones parasitarias intestina-
les. Su accién como insecticida natural se atribuye a
su principal componente, los taninos (Van Ginkel,
2003). En estudios realizados con R. graveolens sobre
Haemonchus contortus, este extracto mostrd ser eficaz en
diluciones bajas (1,2:10), donde la mortalidad reportada
fue de 75% (Mendoza, 2004). Sin embargo, en estudios
donde se evalué la mortalidad y repelencia en larvas de
Rhynchophorus palmarum L.y Eupalmides cyparissias
(Lepidoptera: Castniidae), se reporté una baja morta-
lidad con un aceptable efecto repelente (Pérez, 2006).
Por lo anterior, y teniendo en cuenta los resultados obte-
nidos en este estudio, se podrian llevar a cabo investiga-
ciones que prueben su efecto repelente sobre garrapatas.
Ademds, teniendo en cuenta los altos contenidos en fla-
vonoides y cumarinas, es necesario realizar pruebas de
toxicidad antes de empezar el uso en animales.
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Se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico
que presentd el mejor indice de mortalidad sobre
Rhipicephalus (Boophilus) microplus fue el obtenido con
la planta V. officinalis.

En las pruebas realizadas con los extractos de las dos
plantas estudiadas (extracto puro y diluciones), se
observé que el tamano del pardsito influye sobre la
eficacia de los extractos, observindose una mortalidad
menor en garrapatas medianas que en garrapatas peque-
fias. Ademds, se evidencié quelaeficaciafue directamente
proporcional a la dilucién del extracto, ya que cuanto
més diluido se encontraba el extracto menor era el por-
centaje de mortalidad, posiblemente por la relacion
dosis-respuestas en la cual la mayor concentracion de
compuestos quimicos logra un efecto insecticida mas
notorio (Alvarez ez al., 2008).

CONCLUSIONES

La investigacion permitié la identificacién de metabo-
litos secundarios como lo son flavonoides, cumarinas,
alcaloides y saponinas, responsables del efecto ixodicida
conseguido tras la utilizacién de extractos hidroalcohé-
licos de dos plantas.

Se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico que
presentd el mejor indice de mortalidad (66,6%) sobre
la Rbipicephalus (Boophilus) microplus fue el obtenido
con la planta V. officinalis; ademas de presentar las dilu-
ciones mis altas (5,0:10) manteniendo una mortalidad
superior o igual al 60%.

Los resultados del estudio muestran que el uso de
extractos naturales es una alternativa de elaboracién
rtesanal, limpia y segura para el control de la garrapata
Rhbipicephalus (Boophilus) microplus, alternativa que
puede ser incorporada a programas de manejo integrado
de las infestaciones de ganado bovino por dicho parésito.

El uso de extractos de plantas para controlar las garrapa-
tas, especialmente Rbipicephalus (Boophilus) microplus,
es una alternativa viable, dado el enorme niimero de
plantas con actividad ixodicida.

Es necesaria la realizacién de investigaciones donde
se determine el nivel de concentracidn, estabilidad de
las sustancias quimicas en los extractos puros y en sus
diluciones, asi como la identificacién de las sustancias res-
ponsables del efecto toxico. De manera complementaria
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serd necesario investigar diversos tipos de solventes
con el fin de lograr una penetracién eficaz de los com-
puestos activos en la cuticula del pardsito y con ello
facilitar la accién de éstos.

Finalmente, teniendo en cuenta que los componentes
activos de las plantas pueden variar por muchos facto-
res, es recomendable la realizacion de trabajos similares,
donde se evalte la accidon de estas plantas, utilizando
diferentes partes de la planta (hojas, raices, frutos) y
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