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Resumen:

LEDESMA CARRASCO CLAUDIA. “ESTUDIO FITOQUIMICO Y CLINICO DEL POTENCIAL
IXODICIDA DEL EXTRACTO DE LA Eysendarthia polystachya”. (bajo la direccién de: MVZ M en
C Dr C Lilia Gutiérrez Olvera, MVZ M en C PhD Yazmin Alcala Canto y QFB M en C Dr C José
Fausto Rivero Cruz).

Las garrapatas del género Rhipicephalus microplus son consideradas como uno de los grandes
problemas zoosanitarios a nivel mundial. El uso inadecuado de los ixodicidas ha ocasionado la
generacién de cepas de garrapatas resistentes. En la busqueda de nuevos agentes ixodicidas,
los extractos vegetales brindan una buena opcion; en el presente trabajo de investigacién se
propuso evaluar la actividad ixodicida del arbusto E. polystachya. Se evaluaron diferentes tipos
de extractos de E. polistachya (hexanico, etilico, metilico y acuoso) de diferentes partes del
arbusto (hojas y tronco) in vitro sobre larvas y adultas de R. microplus obteniéndose como
resultado: un 100% de mortalidad con el extracto acuoso del tronco en las pruebas de paquete
larvario e inmersion de larvas. Se observd en la prueba de inmersién de adultas: 99.8% de
mortalidad, 52.4% de eclosion, 60.41% de inhibicion de la ovoposicion en adultas susceptibles y
4.8% de mortalidad, 55.3% de eclosion, 64.58% de inhibicion de la ovoposicion en adultas de
una cepa de campo (resistente al amitraz). También, se estudio el efecto de la infusion sobre
adultas susceptibles en la prueba de establo obteniéndose: 57.5% de eficacia el primer dia
postratamiento, 38.63% de inhibicion de la ovoposicion, 59.99% de eclosion. Finalmente, los
resultados en la prueba de campo para la evaluacion del extracto por aspersién vs garrapata
Rhipicephalus sp fueron: 35.4% de eficacia el primer dia postratamiento, 7.70% de inhibicion de
la ovoposicidén, 63.41% de eclosion. Por lo que se puede concluir que el extracto de
Eysenhardtia polystachya obtenido por la técnica de infusion del tronco fue el extracto con mayor
efecto ixodicida sobre R. microplus, mientras que los demas extractos no mostraron un efecto

ixodicida relevante.



ESTUDIO FITOQUIMICO Y CLINICO DEL POTENCIAL IXODICIDA DEL
EXTRACTO DE LA Eysendarthia polystachya

Introduccion:

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos obligados de un gran numero de vertebrados
incluidos los reptiles, las aves y los mamiferos. Son capaces de transmitir microorganismos ya
que juegan un papel importante como reservorios y vectores de importantes patdégenos que
incluyen géneros de protozoarios (Babesia spp y Theileria spp), rickettsias (Ehrlichia spp vy
Anaplasma spp), virus (Nairovirus, Flavivirus y Asfavirus) y nematodos (Acanthocheilonema). '
Las garrapatas transmiten dichos agentes patogenos utilizando distintas rutas que incluyen las
secreciones salivales, los fluidos coxales, la regurgitacion y a través de las heces. ? Las
garrapatas son consideradas como el segundo grupo de vectores de enfermedades que afectan
a los humanos, solo después de los mosquitos y el mas importante grupo vector de
enfermedades que afectan a los animales salvajes y domésticos.’

Las garrapatas se han adaptado a la mayoria de los habitats del planeta. Pueden vivir desde el
nivel del mar hasta los 2600 metros sobre éste y con fluctuaciones de lluvia de 400 a 2800 mm?®
anuales.® La distribucion geografica de muchas especies de garrapatas esta condicionada a
factores ambientales como la temperatura, humedad, tipo de vegetacion y disponibilidad de
hospederos.* La adaptacién evolutiva de las garrapatas a la hematofagia (alimentarse de
sangre) es la principal razén por la que originan grande pérdidas econdmicas; sin embargo, su
mayor impacto sobre los animales y el hombre es a través de los patégenos que transmiten.’
Existen 899 nombres validos que integran la lista de los géneros y especies de garrapatas
identificadas en el mundo y que han sido clasificadas por sus caracteristicas morfologicas en tres
familias:

- Lafamilia Ixodidae o garrapatas duras.



- Lafamilia Argasidae o garrapatas blandas.
- La familia Nuttalliellidae, representada por la Unica especie Nuttalliella namaqua que

posee caracteristicas intermedias de las primeras dos familias.>®

En la familia Ixodidae se incluyen 717 especies, en la familia Argasidae existen 189 especies y
por Ultimo en la familia Nuttalliellidae 1 especie.®®

Rhipicephalus microplus (R. microplus) anteriormente conocida como Boophilus microplus es
considerada la garrapata mas importante del ganado bovino a nivel mundial. El impacto
economico global en el sector pecuario debido al género R. microplus ha sido estimado en 8
billones de ddlares anuales.®. En 1991 en México se estimé que las pérdidas producidas en la
ganaderia bovina por garrapatas y las enfermedades que transmiten son de aproximadamente
48 millones de délares (USD) anuales. ® Trevifio'® documenté que en infestaciones altas hay una
disminucion de 0,0045 g/dia/garrapata, para infestaciones medias 0, 0038 g/ dia/ garrapatas y
para infestaciones bajas 0,0022 g/dia/ garrapata. Tapia'' sefiala que las pérdidas de peso vivo
son del orden de 0,28 a 0,8 kg por garrapata al afio. En particular, R. microplus ocasiona dafo
directo a la piel de los animales por accién de las picaduras, pérdida de sangre y disminucién de
parametros productivos tanto por el estrés que representan las cargas parasitarias altas asi

como por la transmisién de enfermedades. '#'¢

Rhipicephalus microplus.?

Anatomia externa:

El cuerpo de una garrapata se divide en una region anterior llamada gnatosoma (capitulum) y
una regién posterior llamada idiosoma. En la familia Ixodidae existe una capa esclerotizada
llamada escudo (scutum) que cubre la superficie dorsal. Sin embargo, en las larvas hembra vy

ninfas solo cubre la region anterior.



El gnatosoma tiene una base hexagonal y presenta areas porosas en el caso de las hembras y
en los machos dichas areas estan ausentes. En el gnatosoma también existe una proyeccién
llamada hipostoma sobre la que se encuentran dorsalmente un par de queliceros, que utilizan
para la perforacion. El hipostoma posee 4 filas de dientes curvados y los palpos se presentan a

los lados del hipostoma y se componen de 4 segmentos (véase figura 1).

Queliceros

Palpos

Hipostoma

Base del
gnatosoma

Figura 1: Anatomia del gnatosoma o capitulum de Rhipicephalus microplus.

En la superficie ventral de las garrapatas se sitian importantes estructuras: las placas ventrales,
el orificio genital, el ano y espiraculos. Los machos tienen placas adanales y accesorias. El surco
anal esta ausente o poco definido en las hembras y levemente visible en los machos. En R.
microplus estan ausentes los festones. En la figura 2 se detallan los rasgos mas importantes de

la anatomia de la garrapata R. microplus.
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Figura 2: Anatomia externa del macho y hembra de Rhipicephalus microplus.

Ciclo biologico:
Tiene 4 estadios evolutivos: huevo, larva, ninfa y adultos macho y hembra. Las garrapatas R.
microplus son de un hospedero y necesitan cursar 3 fases: no parasitica, de encuentro y

parasitica.

Fase no parasitica: también llamada de vida libre y comprende desde que la garrapata repleta se
desprende del hospedero hasta la aparicion de larvas en la vegetacion. Esta fase se divide en 5

etapas:

- Preoviposicién: abarca desde el desprendimiento de la garrapata repleta hasta la postura
del primer huevo.

- Oviposicion: se considera asi al tiempo que transcurre desde el inicio de la postura de los
primeros huevos hasta los ultimos.

- Postoviposicion: periodo desde que la garrapata pone el ultimo huevo hasta su muerte.
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Incubacion: periodo comprendido desde que inicia la oviposicion hasta que emergen las

larvas.

- Eclosion: dentro de este periodo las larvas emergen de los huevos.

Fase de encuentro: se define como el proceso de transferencia de las larvas desde la vegetacion

al hospedero.

Fase parasitica
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Figura 3: Ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus.
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Fase parasitica: periodo en el que se completa el ciclo biolégico, siendo superada la

implantacién y donde se desarrollan algunos sucesos patoldgicos sobre el hospedero.’

El ciclo se caracteriza por el uso de un solo hospedero, sobre el cual ocurre la fase parasitica
(larva, ninfa y adultos). Asimismo, se lleva a cabo la cépula de los adultos. Posteriormente, la
hembra fecundada se desprende y cae al suelo, iniciando la fase no parasitica y de encuentro.
En general, esta etapa del ciclo dura de 19 a 21 dias en circunstancias 6ptimas. ° Estas fases se

representan en la figura 3.

Situacién actual de la garrapata R. microplus en México.

La fase libre de este parasito ocupa una porcion importante del norte del pais, asi como areas
del centro; comprende 94.4 millones de hectareas, las cuales equivalen al 47.88% del territorio
nacional.

Las zonas en fase de erradicacion cuentan con 1.1 millones de hectareas que se ubican en las
areas en las cuales el parasito ha sido eliminado por efectos de la Campana Nacional contra la
Garrapata Boophilus sp'’ y representan un 0.57%. Las areas en fase de control en este
momento alcanzan una superficie total de 101.6 millones de hectareas y representan el 51.5%
del pais. En la figura 4 se presenta un mapa que refleja la situacién actual de la garrapata R.

microplus en México.

Control de las garrapatas.

El control de las garrapatas consiste en romper su ciclo biolégico y puede efectuarse biolégica,

cultural y quimicamente. Sin embargo, se ha privilegiado al control quimico (ixodicidas) sobre
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. Libre
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Figura 4: Situacion actual de Rhipicephalus microplus en México*

cualquiera otro debido, entre otras cosas, a la facilidad para aplicarlo, al aumento en la densidad

de poblacién en las zonas ganaderas y a la excesiva publicidad alrededor de este método.™

Control biolégico:
Algunas especies de hormigas, Pheidole megacephala tienen efecto depredador en la poblacion

de garrapatas. Ademas, el acaro Anystis baccarum tiene algun efecto depredador sobre la

19, 20

poblacion de garrapatas. Los hongos entomopatégenos han demostrado poseer buena

*SENASICA, situacidén zoosanitaria de la campafa contra la garrapata del género Boophilus
spp (http://www.senasica.gob.mx/?id=4393).
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eficacia para el control de las garrapatas Rhipicephalus in vitro. Existen experiencias positivas
en diferentes paises utilizando especimenes de hongos de los géneros Beauveria,
Paecilomyces, Verticillu Rhus, Fusarum y Metarhizium. 2> En México existen algunas garzas y
pajaros que se alimentan de garrapatas y tienen un papel importante en el control biolégico. En
los ultimos afios se ha demostrado que el control bioldégico podria ser una alternativa para el
control de las garrapatas; sin embargo, es necesario realizar mas estudios de validacién a nivel

de campo. &

Control cultural:

Este tipo de control se lleva a cabo fuera del hospedero y esta estrechamente relacionado con
las practicas culturales relacionadas con el mantenimiento de potreros que implican actividades
que nos permiten manipular 6 modificar el habitat con la finalidad de afectar de manera adversa
el desarrollo de la garrapata tales como: quema controlada, inundacién, remocién de maleza,
descanso y rotacion de potreros. Estas actividades de forma aislada o en combinacién tienen un
efecto sobre el micro y el mesoclima lo que ocasiona desbalances en el microhabitat de la
garrapata R. microplus y por ende un efecto negativo en su dinamica poblacional. Su mayor
efecto es sobre la fase de vida libre y su valor radica en que es un método de control amigable
con el ambiente, completamente ecoldgico y por lo tanto de gran ayuda para el ejercicio de una

ganaderia sustentable.?*

Control quimico:
Se ha privilegiado al control quimico sobre cualquier otro debido, entre otras cosas, a la facilidad
para aplicarlo, al aumento en la densidad de poblacion en las zonas ganaderas y a la excesiva

publicidad alrededor de este método.'®
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Se le nombra ixodicida al farmaco garrapaticida que tiene efecto sobre los integrantes de la
familia Ixodidae. Los ixodicidas quimicos para el control de las garrapatas se aplican sobre el
cuerpo del hospedero a diferentes intervalos determinados por la region ecoldgica, especie a la
que se va a combatir y eficacia residual del ixodicida. ?° Existen diversas formas de aplicacion
como los bafos de aspersion o inmersion, de aplicacion por derrame dorsal o epicutaneo
conocidos como “Pour on”, los cuales son ixodicidas concentrados que se aplican sobre el
animal y actuan después de dispersarse sobre la superficie del bovino o después de absorberse
a través de la piel o por ingestién del artrépodo.?®#’ Las diferentes familias de productos que se
han utilizado para el control de las garrapatas incluyen los arsenicales, organoclorados,
organofosforados, carbamatos, amidinas ciclicas, piretroides, ivermectinas, biorreguladores del

crecimiento (IGR’s) y fenilpirazolonas. 2

Organofosforados:

Son compuestos que poseen un atomo de fésforo en el centro de la molécula, son derivados del
acido fosférico, cuyos grupos hidroxilos estan sustituidos por elementos como fluor, azufre, cloro,
grupos aminos y radicales organicos. Son lipofilicos, de rapida absorcién por la piel y se
acumulan en tejido graso, de donde se liberan lentamente al torrente sanguineo y otros liquidos
fisioldgicos. Tienen una permanencia de 4 a 8 dias. Los compuestos mas usados de este grupo
son: clorfenvinfos, clorpirifos, coumafos y diazinon." Penetran rapidamente a través de la
cuticula de la garrapata y se reconoce que el tipo de solvente utilizado es uno de los factores
que pueden hacer variar la capacidad de penetracion y la actividad del principio activo. Su modo
de accion esta basado en el bloqueo de la enzima acetilcolinesterasa mediante una fosforilacion
irreversible, la cual interviene en reacciones de impulsos nerviosos, impidiendo su transmision
normal. Aumenta el neurotransmisor acetilcolina que al ascender a niveles criticos origina una

tetanizacion y finaliza con la muerte. 2°
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La toxicidad depende diversos factores, tales como: raza, edad, especie, estado nutricional y la
administracion simultanea de otros farmacos. Su manipulacion conlleva cierto peligro para el
manipulador, por lo que es indispensable utilizar medios de proteccion como mascarilla y

guantes. *'
Piretroides:

Debido a su alta efectividad, baja toxicidad en mamiferos y reducido impacto ambiental, se
consideran los plaguicidas de eleccion en muchas partes del mundo, con mayores
probabilidades de éxito a corto plazo sobre todo por su utilidad en el control de garrapatas que
han desarrollado resistencia a otras familias de ixodicidas. Los piretroides tienen efecto residual
de aproximadamente 15 dias. Los farmacos mas usados de este grupo son: cipermetrina,

deltametrina y flumetrina. °

Las piretrinas naturales son extractos de las flores del crisantemo (Chrysanthemum
cineranaefolium). Existen seis piretrinas naturales que son ésteres de tres alcoholes
ciclopentonolones (piretrolona, cinerolona y jasmolona). Los analogos sintéticos “de primera
generacion” resultaron inestables a la luz. En la década de 1960 a 1970 se lograron piretroides
fotoestables como la permetrina, cipermetrina y fenilvalerato, llamados “de segunda generacion”.
Posteriormente, se desarrollaron la deltametrina y flumetrina que son piretrinas logradas a partir
de una sustitucién en los componentes de la férmula y tedricamente mas potentes. La
introduccion del fenoxibencil (permetrina) o ciertos alcoholes halogenados (teflutrina) mejoraron
la estabilidad quimica y permitieron el uso de los piretroides en el campo. Estos piretroides son
mas toxicos a temperaturas menores, una propiedad Unica entre los acaricidas. Los piretroides
tienen 2 tipos de efectos sobre los parasitos: un efecto inicial rapido de abatimiento o derribo
conocido como “kd” (“knockdown”), pérdida de movimiento y un efecto letal subsecuente. Los

piretroides son neurotoxinas, producen lesiones similares en las terminales de los nervios
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motores de una variedad de insectos y pueden actuar tanto en los nervios periféricos como en el
sistema nervioso central. Los piretroides que actuan preferentemente en los nervios periféricos
se conocen como tipo |, mientras que aquellos con accidn central (principalmente los piretroides
con el grupo a-ciano) son conocidos como tipo Il. A nivel molecular, los piretroides pueden

interactuar con los canales de sodio.""®"

El mecanismo de accién de los piretroides consiste en
cambiar la polaridad de la membrana nerviosa a nivel de la bomba de Na y K, con lo que activan
a nivel de sistema nervioso central y periférico, generando primero una fase de intensa agitacion,

seguida de una inmediata paralisis general en el organismo blanco. Esto se manifiesta como

choque o derribe, al que le sigue un efecto de mortalidad.®

Amidinas:

Debido a sus propiedades acaricidas se han usado varios compuestos clasificados como
amidinas. El principal compuesto de esta serie era el clordimeformo, pero se ha limitado su uso
por su oncogenicidad. Mas recientemente se cuenta con el amitraz, el cual, ademas de tener una
amplia accion residual, pasa por una conversion metabdlica y se convierte en un metabolito
activo llamado U-40481 o BTS-27271. El amitraz es ligeramente soluble al agua, pero soluble
en solventes organicos. Este compuesto imita la accion del neurotransmisor octopamina, el cual
regula el comportamiento de excitacion dentro del SNC del parasito y también tiene acciones
sobre los tejidos periféricos. La octopamina se liga a un receptor que eleva los niveles del
segundo mensajero, el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). Entonces el AMPc inicia
procesos que originan excitacion de las neuronas.” Su modo de accién se basa en interferir con
los procesos metabdlicos de las garrapatas y se caracteriza por inhibicion del sistema enzimatico
monoamino oxidasa (MAQO). La inhibicion de MAO provoca un estimulo tal que provoca la
separacion del aparato bucal del parasito y su desprendimiento del animal parasitado.

Posteriormente, se presenta una rapida paralisis de la musculatura incapacidad para digerir
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proteinas sanguineas y bloqueo en el desarrollo de los ovarios. Todo esto acarrea la muerte de

la garrapata. °

Macrolidos o Lactonas macrociclicas:

Las avermectinas (avermectina, ivermectina, doramectina y eprinomectina) y las milbemicinas
(moxidectina), son derivadas del actinomiceto Streptomyces avermitilis y de derivados de la
fermentacién de S. higroscopicus aureolacrimosus, respectivamente. 2** Su accién ha sido
determinada a nivel de acido gama amino butirico (GABA), que es un neurotransmisor inhibitorio
de los estimulos nerviosos en la placa neuromuscular. Esta inhibicién provoca paralisis e incluso

la muerte del parasito y puede afectar la produccién de huevos.®

Inhibidores del desarrollo:

La sustancia mas usada es el fluazurén. Interfieren especificamente con el sistema biosintético
de la formacion de quitina en garrapatas, que es requerida durante la alimentacion, muda vy
embriogénesis.** La limitante de este producto y otros similares es que no matan
instantaneamente a las garrapatas, sino que reducen su capacidad reproductiva® Es persistente

por aproximadamente doce semanas y sus residuos se almacenan en grasa.”

Fenilpirazolonas:

Estan relacionadas con las avermectinas por el modo de accién.® Actia a nivel de sistema
nerviosos central del parasito, interrumpiendo el paso de iones cloro a través del sistema

receptor GABA (acido gama amino butirico), cuando se bloguean los canales del sistema GABA,
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el resultado es la excitacién nerviosa y muerte del parasito.® El fipronil es la sustancia mas usada

en presentacion de “pour on”.’

Los ixodicidas quimicos han jugado un papel importante en el control de las garrapatas. Sin
embargo, entre sus desventajas se encuentran la contaminacion del medio ambiente y
alimentos y, como consecuencia del uso extensivo e indiscriminado de los acaricidas, R.
(Boophilus) microplus ha desarrollado resistencia a la mayoria de los acaricidas en muchos
paises, lo que lo vuelve ineficaz este tipo de control, haciendo dificil el manejo de las
poblaciones de garrapatas. En la mayoria de los casos, estos productos propiciaron alteraciones
en las garrapatas que conducen a través del fendbmeno de seleccion genética a una adaptacion

que les permite sobrevivir bajo las nuevas condiciones artificiales impuestas. %333

Resistencia hacia los ixodicidas.

Aunque es incuestionable el éxito de los ixodicidas para el control de la garrapata; se reconoce
que su uso inadecuado ha ocasionado la generacidén de cepas de garrapatas resistentes. La
resistencia se define como la capacidad adquirida por individuos de una poblacién parasita que
les permite sobrevivir a dosis de farmoquimicos que generalmente son letales para una

poblacién normal .>*°

Mecanismo de resistencia.

Las garrapatas han desarrollado importantes mecanismos de defensa para contrarrestar el

efecto toxico de los productos quimicos:
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Resistencia del comportamiento: es cuando el insecto modifica su conducta para evitar el
contacto con el insecticida.®

Resistencia a la penetracién: es una modificacion del exoesqueleto del insecto para
inhibir o retardar la penetracion del quimico y que en general tiene que ver con la
concentracion de lipidos que facilitan o retardan la penetracion del pesticida a través de
esta estructura. Este mecanismo solo ha sido reportado en R. microplus, en la cepa
“Malchi” y en otras cepas resistentes al Dicloro Difenil Tricloroetano ( DDT) vy
piretroides sintéticos (PS). *

Resistencia metabdlica: es la detoxificacion del insecticida por procesos enzimaticos que
radica en la modificacion de las vias metabdlicas del insecto. Las formas mas
importantes de resistencia metabdlica involucran oxidasas multifuncionales, glutation-S-
transferasa y esterasas; en el caso de los PS casi todas son esterasas.*’*® Posiblemente
estos procesos también se generan en el cromosoma Il. Este tipo de resistencia involucra
a DDT y PS, lo cual puede evaluarse por medio de inhibidores o sinergias que pueden
actuar para restituir alguno o la mayor eficacia del pesticida. Algunos investigadores
mencionan que dentro de los mecanismos de resistencia metabdlica, el mas comun
incluye la detoxificacién de PS por la sobreexpresién de enzimas citocromo P450 en el
parasito. % Las enzimas P450 (mezcla funcional de oxidasas, citocromo P450
monooxigenasas) son una compleja familia de enzimas establecida en la mayoria de los
organismos. Las enzimas P450 tienen un importante papel en la adaptacion de insectos a
compuestos toxicos de su planta hospedadora y estan involucradas en el metabolismo de
todos los insecticidas comunmente usados. *°

Insensibilidad del sitio de accion: es la modificacion del sitio de accion o diana del
insecticida para disminuir la sensibilidad del quimico. Cuando esta es la causa de

resistencia, los niveles de resistencia regularmente son altos (1000x) comparados a la
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detoxificacion (50x). Con la finalidad de ampliar el conocimiento sobre las causas de
insensibilidad del sitio de accion como mecanismo de resistencia, se han utilizado
técnicas de biologia molecular. El principal sitio de accién para PS son los canales de
sodio voltaje-dependientes en el sistema nervioso.***' El gene que codifica para el canal

de sodio en insectos, se denomina “para” y fue identificado en Drosophila sp. *?

Distribucion mundial de la resistencia a ixodicidas.

Oceania:

Australia es posiblemente el pais con mayor experiencia y documentacién sobre el problema de
resistencia a ixodicidas. *** En 1996 se documento el desarrollo y la evolucién de la resistencia
a ixodicidas en Australia. ** De acuerdo a los patrones de comportamiento en 1979 que de 64
explotaciones muestreadas en Sudafrica, hubo cuatro tipos de resistencia: a arsénicales,
organoclorados, dicloro difenil tricloroetano y a la mezcla de organofosforados y carbamatos
(OF/Carbamatos), lo que constituyé el primer informe de garrapatas B. microplus resistentes a
ixodicidas en Africa. Después, Regassa y De Castro (1993), analizando la respuesta de
garrapatas B. decoloratus a ixodicidas en el oeste de Etiopia (15% del territorio nacional),

solamente informaron resistencia al toxafeno, un organoclorado en desuso. 45

América:

En 1999 en Costa Rica se describi6 la resistencia a PS en ranchos bovinos donde existia una
prevalencia del 81%.* En Colombia, se reportaron cepas de garrapatas resistentes a
cipermetrina.48 Posteriormente, se evidencid resistencia a flumetrina, deltametrina,
alfacipermetrina y lamdacialotrina.combinada tipo “Ulam” y “Parkhurst’, la cual fue designada

como “Ultimo”.*64°
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En Brasil, el primer diagndstico de resistencia a ixodicidas se realizé en 1953, al detectar una
cepa resistente a arsenicales después de 40 afos de uso y a los OC dos afos después. Al inicio
de los 70 y en los 80 surgieron los primeros casos de resistencia a OF y PS, respectivamente
(dos afios después de haber sido detectado en Australia).?>®’

Actualmente en Brasil existe una cepa resistente a amidinas (cepa “Alegrete” o “Cavalcanti”).

Se reportd que de 209 muestras colectadas de 1997 a 1999 y analizadas con la prueba de
inmersién de adultas en el estado de Minas Gerais, hubo cepas de garrapatas R. microplus

resistentes a OF, PS, amidinas y a mezclas de OF/PS.*? En Cuba se menciond la existencia de

cepas resistentes a OF y amidinas.>®

Caracterizacion y distribucion de la resistencia a ixodicidas en México.

La cepa Tuxpan, fue la primera evidencia de resistencia a ixodicidas en México. Se aislé en 1981
en el Municipio de Tuxpan, Veracruz y presentd un patron de resistencia a organofosforados. **
Posteriormente, se utilizé la cepa para determinar el tipo de respuesta y las dosis discriminantes
(DD) de varios principios activos de las familias organofosforados y organoclorados, con la
finalidad de desarrollar una técnica diagndstica capaz de evaluar una gran cantidad de muestras.
Se caracterizé asi a la cepa Tempoal, denominada asi por su procedencia (Tempoal, Veracruz)
con resistencia mixta (érganoclorados y organofosforados).'> Las cepas Tuxpan y Tempoal
estan ampliamente distribuidas en las Huastecas del pais. *°

La cepa San Alfonso, originaria de la region de los Rios en Tabasco, presenta una conducta de
respuesta multirresistente a organofosforados, piretroides sintéticos y amidinas. *® La conducta
toxicoldgica es similar a la cepa australiana “Ultimo” y brasilefia “Cavalcanti”. **

De acuerdo al analisis toxicoldgico, tanto la amidina como los piretroides sinteticos tuvieron un

26% de eficacia sobre la cepa “San Alfonso”. Posterior al hallazgo sefalado, se han analizado
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muestras de varios Estados en México encontrandose garrapatas resistentes a amidinas vy
multirresistentes a organofosforados, piretroides sintéticos y amidinas en el sureste y zonas

costeras del Pacifico y Golfo de México. °*°°

Contaminacion ambiental por ixodicidas:

Ademas del surgimiento de resistencias a los ixodicidas es relevante mencionar la
contaminacion ambiental ya que uno de los mayores riesgos en los suelos es que presentan una
gran afinidad por estos elementos, por lo que se espera que su ciclo ambiental esté diseminado
por fases de acumulacion y persistencia, teniendo una baja dispersion y remocion. EI mayor
riesgo ambiental se asocia a los organoclorados pues los factores de deterior, especificidad de
accién, fuerte toxicidad para mamiferos superiores y prolongada persistencia ambiental,
manifiestan una maxima expresion, lo que favorece su acumulacién y un maximo potencial de
biocontaminacion (suelo, subsuelo, mantos acuaticos, flora y fauna nativa). El riesgo sigue la
siguiente secuencia organoclorados> organofosforados> carbamatos y piretroides sintéticos que

son en extremo téxicos para peces. *%

Alternativas para el control de R. microplus.

Ante el panorama antes descrito, la comunidad cientifica ha emprendido una busqueda intensa
de nuevas fuentes de ixodicidas; por ejemplo, en Estados Unidos de Norte América existen
diversos centros a investigar e implementar nuevas alternativas ixodicidas, estudiando esta
problematica desde una multitud de lineas de investigacion. "%

A la fecha se han explorado hongos entomopatégenos, toxinas bacterianas, vacunas, plantas y

sus extractos alcohdlicos y acuosos.®*®® Como era de esperarse es esta Ultima fuente la que

ofrece uno de los mayores recursos para el control de plagas tanto por su gran diversidad como
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por la gran gama de compuestos que se han aislado de ellas. "° No obstante, para el uso de los
extractos vegetales se requiere de multiples estudios que demuestren su aplicacién practica y
eficacia bioldgica. *°

Se conocen ya algunos ingredientes provenientes de plantas y sus extractos por sus
propiedades acaricidas.”’ Se encuentran disponibles investigaciones en las que se muestran las
evaluaciones de las propiedades de algunos extractos herbales contra diferentes estadios de
vida de R. microplus con resultados muy alentadores.”®" Por ejemplo: el extracto de Hypericum
polyanthemum ha resultado ser altamente toxico contra las larvas de R. microplus en ensayos in
vitro, asi como los extractos de Calea serrata que tuvieron efecto sobre la oviposicion y eclosion
de sus huevos, aunque aun no se determina su potencial como ixodicidas en campo.” En otro
estudio en Brasil reporta que 6 analogos de Hyacinthanine spp (Hiacintaceas= Jacinto entre
otras) tuvieron efecto en la mortalidad de larvas de R. microplus, asi como inhibicién en la
oviposicién.” En un estudio in vitro en Irén, realizaron un amplio estudio con aceites esenciales
de plantas y los resultados obtenidos con geranio (Pelargonium roseum) y eucalipto (Eucalyptus
globulus), muestran que ambos aceites pueden ser candidatos potenciales para el control

biolégico de Rhipicephalus en campo. "

En la India se realizaron estudios con extractos de etil acetato de Achyranthes aspera (malpica),
metanolico de Gloriosa superba (gloriosa) y metanolico de Ricinus communis (ricino), y
obtuvieron alta mortalidad contra las larvas de R. microplus. Asimismo, se sugiere que estos
extractos tienen potencial para ser usadas como una alternativa benévola con el ambiente.
También en la India, se utilizaron extractos de hojas, corteza y semillas de Azadirachta indica
(“Neem” o nim) para evaluar su efecto contra garrapatas R. microplus y determinaron que los
extractos de las semillas de A. indica tuvieron una eficacia notable (80%) después de 5 horas del

tratamiento. Ademas de este efecto, se observé una reduccion en la oviposicic')n.77
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En México también se han usado extractos de hojas de plantas como alternativa de control de la
garrapata R. microplus, y se obtuvieron resultados variables que van del 9 al 96%, siendo
Petiveria alliacea (Anamu) y Havardia albicans (Chukum), las plantas que produjeron mortalidad
larvaria superior al 90% en concentraciones del 10 % y bajo condiciones in vitro. "' Es evidente
que resta completar la caracterizacion de los principios activos de estos extractos herbales. El
potencial que tienen estas investigaciones para la comercializacion es evidente y resulta claro

que también tienen un enorme potencial para formar parte de un manejo integral de plagas.”®

A manera de resumen se presentan en el cuadro 1 una relaciéon de los recursos herbolarios

usados para fines ixodicidas.

Cuadro 1

PLANTAS QUE HAN DEMOSTRADO SU EFECTO IXODICIDA.

Nombre cientifico Nombre comun
Azadirachta indica Neem

Petiveria alliacea Anamu

Havardia albicans Chukum
Hypericum polyanthemum Hypericum

Calea serrate Celea
Hyacinthanine spp Jacinto
Pelargonium roseum Geranio
Eucalyptus globulus Eucalipto
Gloriosa superba Bandera Espafiola
Achyranthes aspera Malpica
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Eysenhardtia polystachya.

La Eysenhardtia polystachya es un arbusto que crece entre 3 y 6 metros, aunque puede llegar a
crecer hasta los 9 metros, con un didmetro a la altura del pecho de 15 cm o mas.” Tiene hojas
pequenas aromaticas de olor agradable, delgadas, con flores blancas agregadas en espigas.
Sus frutos son en forma de vaina con semillas de color café amarillento. Su corteza es delgada,
fisurada, y de color café grisaceo. Florece de mayo a mediados de septiembre y fructifica de

septiembre a enero.”

Figura 5.- Partes de Eysenhardtia polystachya: A.- hojas, B.- flores, C.-frutos y D.-corteza.

Es un arbusto que se puede encontrar desde el sureste de Arizona (Estados Unidos de América)

hasta Oaxaca (México) (véase figura 6).

Esta planta ha tenido usos muy diversos Robert Boyle uso un extracto acuoso de esta planta
como un indicador acido-base en la década de los setentas y se identificaron unas isoflavonas

como uno de los contribuyentes de la fluorescencia. ®'
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- Distribucién pale azul.

Figura 6.- Distribucion geografica de E. polystachya en la Republica Mexicana.

Desde tiempos prehispanicos se le ha empleado en la medicina alternativa como paliativo o cura
para diferentes enfermedades que aquejan a los seres humanos (véase figura 7). Se le han
adscrito multiples propiedades terapéuticas, entre las cuales que destacan: eliminar el acido
urico, es capaz disminuir el reumatismo, artritis, lumbago, ciatica, prevenir los colicos hepaticos;
elimina problemas renales infecciosos, Util para suprimir diarreas de diverso origen y efecto
diurético y antibacteriano. No obstante, es importante sefialar que no existen estudios

farmacoldgicos completos que confirmen la eficacia de la planta en todos estos casos.®' #2

Figura 7.- Representacion de la cosecha y uso de la E .polystachya en el codice Florentino.



27

Nombres comunes:

e Jalisco: Cuate

e Puebla: Coatillo, Palo dulce

e Lengua Nahuatl: Coatl

¢ Oaxaca: Cohuatli, Cuatle, Lanae (esta ultima en lengua chontalpa)

e Sinaloa: Rosilla, Palo cuate, Palo dulce

e Edo. De México: Palo dulce

e Hidalgo: Palo dulce, Tlapahuazpatli, Ursa (esta ultima en lengua otomi).
¢ Michoacan: Palo dulce

e Nuevo Leodn: Taray

e Durango: Taray, Vara dulce, Varaduz "

Usos:

¢ Medicinal (madera). Desde la época prehispanica era muy apreciada esta especie. Se
utiliza para el tratamiento de enfermedades en vias urinarias.”® %

e Combustible (madera). Esta especie es muy usada para lefa debido a sus buenas
caracteristicas energéticas.”

e Forrajero (tallo joven, hoja). Es altamente apetecida por el ganado bovino y caprino.”

e Uso doméstico (madera). Se elaboran con esta especie copas y vasijas.”

Composicién quimica:

A partir de E. polystachya se han aislado distintos compuestos, como los flavonoides 7-hidroxi-
2°,4° 5 -trimetoxiisoflavona, 7-hidroxi-4 -metoxiisoflavona,®* (3S)-7-hydroxi-2°,3",4°,5°,8-

pentametoxiisoflavona, (3S)-3",7-dihidroxi-2°,4",5",8-tetrametoxiisoflavona,  estigmasterol,
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cuneatina, 2, 7-dihidroxi-3°,4",8-trimetoxiisoflavona (isoduartina), 7-hidroxi-2°,4°,5"-
trimetoxiisoflavona, 3,4-dimetoxi-8,9-(metilendioxi)pteocarpano,? (aR)-0,3,4,2",4-
pentahidroxidihidrochalcona, (aR)-3"-C-B-D-xilopiranosil-a,3,4,2",4 -pentahidroxi dihidrochalcona,
(aR)-3°-O-B-D-xilopiranosil-a,3,4,2",4"-pentahidroxidihidro  chalcona,®®  3’-C-B-glucopiranosil-
a,2’,4’ 4-tetrahidroxichalcona (Coatlina A) vy (aR)-3’-C-B-D-glucopiranosil-a,3,4,2’,4'-

pentahidroxidihidrochalcona (Coatlina B).

Flavonoides:

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente distribuidos en

las frutas y en los vegetales. Existen 13 subclases de flavonoides con un total de mas de 5 000
compuestos. 568889

Los flavonoides poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombadticas,
86, 89, 90

antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, inmunoestimulantes y antiasmaticas.

Estructuralmente, los flavonoides presentan el nucleo de difenil propano, compuesto por dos

anillos bencénicos (anillos A y B) unidos por una cadena de tres carbonos (Cs-C3-Cs), la cual

normalmente forma un centro heterociclico oxigenado (anillo C) (véase figura 8). %% 93 %

Figura 8.- Nucleo estructural de un flavonoide.
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Dependiendo de su complejidad estructural y particularmente del estado de oxidacion del anillo
central C, los flavonoides son clasificados como flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles o

flavan-3-oles, isoflavonas y antocianinas como se aprecia en la figura 9. % %

R
Chalcona ¢
OH OH

R R o}
OH OH OH
:
HO o O HO O
\ ‘
= (@]
on OH
C Isoflavona R
OH

Antocianidina
Flavan-3-ol

Flavona OH o

Flavanona

Flavanol

Figura 9.- Estructura comun de los flavonoides y clasificacion.

Justificacion:

El sobreuso, en ocasiones las subdosificaciénes y una terapéutica inadecuada son parte de los
principales factores en el surgimiento de resistencia hacia los ixodicidas y con ello una pérdida
notable de eficacia en campo con las pérdidas econdmicas consecuentes. Ademas la
contaminacion ambiental que generan afade un factor adicional a la problematica derivada de su
uso si se considera que la resistencia se ha convertido en un obstaculo para el control de las
garrapatas y de las enfermedades que estas transmiten y que este problema conlleva grandes
pérdidas econdmicas al sector agropecuario, resulta de suma importancia desarrollar
herramientas para el adecuado control de dichos parasitos. Una de las lineas de investigacion

mas prometedoras para desarrollar nuevos ixodicidas es el acervo quimico de las plantas,
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evaluando en una primera instancia los extractos vegetales, mismos que presentan cientos de
moléculas y que, si en teoria pueden albergar a nuevos farmacos ixodicidas, pudieran
incorporarse eventualmente al control de garrapatas. En una primera y ldgica secuencia para
determinar dicho potencial de nuevos principios activos, resulta deseable determinar la actividad
ixodicida de los extractos de la Eysenhardtia polytachya dados los antecedentes como
insecticida que Alvarez y Delgado®® demostraron y por el éxito ectoparasiticida anecdético

observado en el ejercicio clinico. **

Objetivos:

Objetivo general:

Evaluar el efecto ixodicida de extractos de la E. polistachya contra R. microplus para en un futuro

elaborar un nuevo garrapaticida.

Objetivos especificos:

I.- Evaluar el efecto ixodicida de diferentes extractos (de mayor a menor polaridad) de E.
polystachya (hexanico, etilico, metilico y acuoso) in vitro sobre larvas y adultas de R. microplus.
Il.- Evaluar el efecto ixodicida del extracto de la E. polystachya que haya resultado mas efectivo

in vitro en animales infectados artificialmente con R. microplus.

** Dr Carlos Gutiérrez (1940-1996). Departamento de Virologia de la FMVZ, UNAM.
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lll.- Evaluar el efecto ixodicida del extracto de la E. polystachya que haya resultado mas efectivo

en animales infectados artificialmente con R. microplus en animales infestados naturalmente.

Hipotesis:
Uno o varios extractos (de diferente polaridad) de la Eysenhardtia polystachya tienen efectos

ixodicidas in vitro y/o in vivo vs Riphicephalus microplus.

Material y Métodos:

Material vegetal:

Se realizd la identificacion de la planta por un etnobotanico para cerciorarse que se trataba de E.
polystachya. Las hojas y troncos se desecaron por separado en una estufa a 40°C durante 72
horas para posteriormente ser finamente molidos y almacenados en frascos ambar con

empaques de silica para evitar la humedad.

Extraccion:

Se realizo la extraccion de la planta utilizando diferentes técnicas y diferentes solventes: hexano,

etanol, metanol y agua.

Extraccion por Infusién: se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL 20g del tronco
molido de E. polystchya, se le agrego 100 mL de agua destilada hirviendo, se tap6 el matraz y
se dejo reposar 15 minutos, posteriormente se filtrd y vertid en frascos color ambar. Este

procedimiento se repitié con las hojas molidas.

Extraccién por decoccion: se deposité 20g del tronco finamente molido en un matraz de

Erlenmeyer de 500 mL con 100mL de agua destilada y se hirvié durante 20 minutos, se dejo
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kigfmkjgfmenfriar, posteriormente se filtr6 y se verti6 en un frasco color ambar. Este

procedimiento se repitié con las hojas molidas.

La preparacion de los extractos acuosos se realizé el mismo dia que se requirieron para las

pruebas in vitro e in vivo.

Extraccién por maceracion: se depositd 20g del tronco molido en un frasco de 500 mL y se le
agrego 100mL del solvente a utilizar: hexano, etanol, metanol o agua. El recipiente permanecio
cerrado a temperatura ambiente durante 20 dias. Se agito diariamente. Posterior a este tiempo la
mezcla fue filtrada, el material insoluble fue lavado con el mismo solvente y los filtrados se
mezclaron para concentrar el extracto, sin eliminar el solvente. EI mismo procedimiento se

repitié para las hojas molidas.

Obtencion de material bioldgico:

Prueba de paquete larvario e inmersién de larvas: se utilizé una cepa susceptible a acaricidas.
Se incluyeron larvas de 7-14 dias post-eclosion en el estudio. Las larvas fueron obtenidas a
partir de huevos ovipositados por hembras plétoras colectadas de becerros infestados
artificialmente y mantenidos bajo condiciones controladas en el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (CENAPA), ubicado en Jiutepec, Morelos. La cepa susceptible se
ha mantenido durante varias generaciones en el Laboratorio de Parasitologia de la FMVZ,

UNAM.

Prueba de inmersién de adultas: para esta técnica se empled una cepa susceptible y una de
campo. La obtencion de la cepa de campo se llevd a cabo mediante la recoleccion de R.

microplus adultas plétoras de bovinos doble propdsito del rancho “Uzeta” , ubicado en la
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localidad de Uzeta en el Estado de Nayarit, las cuales fueron depositadas en tubos de ensayo
tapados con algodén. Parte de las garrapatas fueron transporadas al Centro Nacional de
Servicios de Constataciéon en Salud Animal (CENAPA) para su caracterizacion de resistencia.
Las garrapatas restantes se llevaron al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM para su procesamiento.

En cuanto a la cepa susceptible se obtuvo del Departamento de Parasitologia de la FMVZ,
UNAM.

Para cada extracto a evaluar y para el testigo, se necesitaron grupos de 30 especimenes

divididos en tres lotes de 10 garrapatas cada uno.

Pruebas in vitro:

Prueba de paquete larvario: se desarrolld la metodologia de la prueba del paquete larvario
descrito por la FAO mediante el ensayo de Stone y Haydock.®” Para cada uno de los diferentes
extractos de Eysendarthia polistachya se realizd lo siguiente: al extracto se le adicion6 una
solucion que contiene dos partes de tricloroetileno y una parte de aceite de oliva. Se realizaron
diluciones seriales para hacer dosificaciones de prueba. Posteriormente, un papel filiro de 7.5
cm x 8.5 cm se impregno con 0.67 ml de cada solucion de prueba y se permitié que el solvente
se evaporara antes de doblarlo en un paquete dentro del cual se colocaron aproximadamente
100 larvas. Las larvas se incubaron por separado de aquéllas expuestas solamente al solvente
sin acaricida (testigos). Los paquetes se incubaron a 27°C con mas de 80% de humedad relativa
y un fotoperiodo de 12:12 luz: obscuridad durante 24 horas. Después de este periodo se
contaron las larvas vivas y muertas utilizando un microscopio estereoscépico. Se realizaron 3

réplicas para cada uno de los extractos a probar y para el testigo.
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Prueba de inmersién de larvas: se aplicé la técnica de inmersién de larvas propuesta por Shaw %
para probar cada uno de los diferentes extractos. Se colocaron aproximadamente 100 larvas de
14-21 dias de edad con un pincel sobre un papel filtro de 9 cm en una caja Petri. Se anadieron 5
ml del extracto y se colocé otro papel filtro del mismo diametro sobre las larvas, asi como 5 ml
adicionales del extracto. Después de 10 minutos las larvas fueron colocadas dentro de un sobre
de papel filtro de 7.5 x 8.5 cm y se cerraron con broches de presidon. Los sobres o paquetes
fueron incubados a 27-28° C con 75-85% de humedad relativa por 72 horas. Se realizaron 3
réplicas para cada uno de los extractos a probar y para el testigo. Se contaron las larvas vivas y

muertas para estimar la letalidad.

Prueba de inmersion de adultas: se aplico la técnica propuesta por Drummond®®, en donde las
hembras se pesaron colectivamente y se seleccionaron las de pesos similares para formar los
grupos. Las garrapatas se dividieron en muestras de 10 hembras para formar un lote, 3 lotes
formaron un grupo experimental, al cual se le sumergié en alguno de los extractos. Los grupos
se sumergieron durante 5 minutos en diluciones seriales en agua de los diferentes extractos a
probar. Los testigos fueron sumergidos en agua. Las garrapatas adultas se removieron de las
soluciones, se dejaron secar y se colocaron en cajas Petri de 9 cm de diametro para incubarlas a
27+2°C, con humedad relativa superior a 80% durante un fotoperiodo 12:12 horas de luz:
obscuridad. Se dejé que las hembras ovipositaran durante 21 dias y los huevos se pesaron y
transfirieron a viales de 24 mm x 95 mm para ser incubados. Después de transcurridos 21 dias
de haber pesado los huevos, se determind el porcentaje de eclosién mediante la estimacion
visual de la proporcion de larvas en relacién con la proporcion de huevos sin eclosionar

presentes en el vial. Posteriormente se calculé el porcentaje de inhibicién de la oviposicion:'®

P Lt — PHLt
7Y (o p—— x 100
pLT PHLT
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En donde:
e P Lt=Peso de hembras del lote tratado.
e P LT = peso de hembras del lote testigo.
e PHLt = Peso de huevos del lote tratado.

e PHLT = Peso de huevos del lote testigo.

Finalmente se calculé el porcentaje de eclosion '

% de eclosion = m & LUg

Donde:
e C = Cascarones

e H =Huevos

Pruebas in vivo (NOM-006-ZO0-1993):

Después de hacer las pruebas in vitro y determinar el extracto con mayor efecto ixodicida sobre
larvas y adultas, se procedio a realizar la pruebas in vivo en donde se siguié analizando dicho

extracto.
Prueba de establo con infestacion libre:
Material biolégico:

Bovinos:
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Se formaron 2 grupos experimentales cada uno con 6 bovinos de razas europeas con un peso
de 200-400 kg, los cuales fueron mantenidos durante la ejecucion de la prueba en corrales
especiales bajo condiciones y alimentacion controladas. Cabe mencionar que los animales

fueron de un rancho particular ubicado en el estado de Nayarit.

Larvas de R. microplus:

Para las infestaciones se utilizaron larvas de garrapatas derivadas de la cepa proveniente del

CENAPA (descrita anteriormente) de entre 15 a 30 dias de eclosionadas.

Infestaciones:

Una vez que se contd con el numero adecuado de animales, se inici6 el programa de
infestaciones que consisti6 en colocar sobre el dorso de los animales 1 g de larvas que
equivalen a 20,000. Este sistema de infestacion permitié tener garrapatas repletas unos 6 a 8
dias antes de aplicar el extracto, que fueron necesarias como controles en los grupos testigo y

tratado asi como para el célculo de los porcentajes de efectividad diario, por fase y global.

Con la finalidad de evitar diferencias significativas en cuanto a las condiciones y numero de
garrapatas por lote de trabajo, los bovinos sujetos a prueba se repartieron de acuerdo a la media
de garrapatas obtenidas en el periodo pretratamiento, de tal forma que fueran lo mas

homogéneo posible.

Tratamiento:

A un grupo se le aplico la infusion de E. polystachya por medio de un bano por aspersién el otro

grupo fungié como testigo.
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Seguimiento:

Se realizaron conteos en ambos grupos en los siguientes 5 dias postratamiento, éstos conteos
eran realizados por la mafana. Se compararon el numero de garrapatas del grupo testigo y
tratado (observando el derribo de garrapatas) para determinar el porcentaje de efectividad.
Todos los especimenes producidos por el lote tratado, asi como una alicuota significativa del
testigo, se mantuvieron en condiciones 6ptimas de temperatura y humedad para permitir que

continuaran su fase reproductiva.

Los datos derivados de las observaciones y colecta como: condiciones generales de salud de los
bovinos; niumero y peso de garrapatas obtenidas; peso de la oviposicién y porcentaje de eclosion
por grupo de especimenes por dia por animal, etc., fueron registrados en forma especifica para

el control adecuado de la informacion.

Seguimiento clinico:

Tomando en cuenta los riesgos que el tratamiento pudo implicar para los animales sometidos a
la prueba, se realizaron observaciones clinicas para detectar posibles consecuencias toxicas en
el periodo critico después del tratamiento; para lo cual fue necesario contar con los antidotos o
tratamientos que permitieran contrarrestar los efectos adversos. Tales como: Adrenalina en
solucion de 1:1000 a una dosis de 10-20 ug/kg de peso IM o SC y Dexametasona (fosfato

inyectable) a una dosis de 0.5 a 5 mg/kg de peso IM. "'

Calculo de parametros fisiolégicos de las garrapatas:

Se determind la inhibicion de la ovoposicién y el porcentaje de eclosion con las formulas

anteriormente descritas. El porcentaje de eficacia se calculé con la siguiente formula '
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% eficacia = ((C- T )/C)* 100

En donde:

C= grupo control o testigo.

T= grupo tratado

Evaluacion de resultados:

Los datos obtenidos en los seguimientos de pre y pos-tratamiento en los grupos testigo y tratado,

fueron utilizados para realizar comparaciones en:

e Efecto sobre la replecion.

e Efecto sobre la oviposicion.

Analisis estadistico:

La informacion obtenida fue sometida a un Analisis de T de Student para conocer si habia
diferencias entre el grupo testigo y el grupo tratado, usando los datos del promedio de

garrapatas por dia post-tratamiento.

Prueba de campo para la evaluacion del extracto por aspersion con garrapata Rhipicephalus sp:

El objetivo de esta metodologia fue encontrar la concentracion o dosis minima que alcanza una

efectividad igual o superior al 98%.
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Bovinos: se utilizaron 2 grupos de 6 bovinos infestados con garrapatas R. microplus que no
recibieron tratamientos acaricidas previamente. Un grupo fue el testigo y el otro el tratado. Estos
bovinos fueron también de un rancho particular ubicado en el estado de Nayarit. Cuya
caracterizacion de resistencia de las garrapatas se llevé acabo en el CENAPA, teniendo como
resultado que son resistentes al Amitraz (de 0 a 25% de mortalidad en la prueba de Stone &

Haydoc y Shaw).

Muestreo piloto: se realizé un conteo inicial de ixédidos por bovino el dia 0.

Tratamiento: al grupo testigo no se le aplico ningun extracto. Al grupo a tratar se le aplico el
extracto por aspersiéon de acuerdo con los lineamientos mencionados en la Norma Oficial

Mexicana NOM- 019-Z00-1994, Campafia nacional contra la garrapata Boophilus sp.

Seguimiento:

Con el fin de evaluar el efecto del extracto aplicado, se realizaron conteos diarios durante los 7
dias posteriores en ambos grupos. Todas la hembras repletas que se encontraron durante estas
practicas fueron colectadas para llevar a cabo el seguimiento in vitro incluyendo a las hembras

del grupo testigo.

Seguimiento clinico:

Tomando en cuenta los riesgos que el tratamiento pudo implicar para los animales sometidos a
la prueba, se realizaron observaciones clinicas para detectar posibles consecuencias téxicas en
el periodo critico después del tratamiento; para lo cual fue necesario contar con los antidotos

para contrarrestar los efectos adversos.

Evaluacién de resultados: Se aplico la forma de evaluacion descrita para la prueba de establo.
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Resultados:

Prueba de paquete larvario:

En el cuadro 2 se muestran las diferentes concentraciones del extracto simple o primario (ExPr)
obtenido de E. polystachya a través de distintas técnicas. Por referencia a dicho cuadro es
factible destacar que con el extracto derivado del tronco y con la técnica de infusion, se logré el
100% de mortalidad de las larvas en todas las concentraciones que se evaluaron a partir del
ExPr y considerando las 3 repeticiones del experimento. Evidentemente este 100% de eficacia
con el extracto obtenido por infusidon del tronco no se repiti6 con las otras metodologias de
extraccion. Por ejemplo: con el método de decoccion del tronco se obtuvo a la concentracion del
1% una eficacia media del 16.1%, al 0.5% de concentracién se obtuvo 5.26% de eficacia y a la
concentracion de 0.25% solo se observé una eficacia del 0.43%, este ultimo que se asemeja al
grupo testigo. Con los demas extractos no se observé ningun efecto de mortalidad sobre las

larvas.

De acuerdo con la prueba estadistica de Dunnett existio diferencia significativa entre el extracto
obtenido por infusion del tronco y el extracto obtenido por decoccion del tronco con respecto al
testigo, en tanto que los otros extractos no presentaron diferencia significativa con respecto al

testigo (alfa 0.05).

Prueba de Inmersién de larvas:

En el cuadro 3 se muestran las diferentes concentraciones de los extractos de E. polystachya
referidos en el cuadro 2. Nuevamente se observd que al igual que en la prueba de paquete

larvario el extracto obtenido del tronco por la técnica de infusion fue la fraccion y el método de
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extraccion que mejores resultados logré. Asimismo, el extracto obtenido por decoccién del tronco
obtuvo a la concentracion del 1% una eficacia media del 6.56%, 0.5% de concentracién obtuvo

1.6% de eficacia y los demas extractos no presentaron ninguna actividad ixodicida.

En la prueba de Dunnett existié diferencia significativa entre el extracto obtenido por infusion del
tronco y el extracto obtenido por decocciéon del tronco con respecto al testigo, los otros

tratamientos no presentaron diferencia significativa con respecto al testigo (alfa 0.05).



Cuadro 2
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PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE LARVAS R. microplus SOMETIDAS A LA TECNICA DE
STONE Y HAYDOCK PARA EVALUAR EL EFECTO IXODICIDA DE LOS DIFERENTES

EXTRACTOS DE LA E. polytachya.

Concentracion (%) 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 Testigo

Tipo de obtencidn del extracto

Infusion del tronco. 100+0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+0

Infusion de las hojas 00 00 0+0 00 0+0 +

Decoccién del tronco 16.1+3.7 | 5.26+1.1 | 0.43+0.7 0t

Decoccién de las hojas 0+0 0+0 0+0

Maceracion con hexano del tronco 0+0 0+0 0+0

Maceracion con etanol del tronco 0+0 0+0 0+0

Maceracion con metanol del tronco 0+0 0+0 0+0

Maceracién con agua del tronco 0+0 0+0 0+0

Maceracioén con hexano de las hojas 0+0 0+0 0+0

Maceracion con etanol de las hojas 0+0 0+0 0+0

Maceracién con metanol de las hojas 0+0 0+0 0+0

Maceracion con agua de las hojas 0+0 0+0 0+0 + + +
Cuadro 3

PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE LARVAS R. MICROPLUS SOMETIDAS A LA TECNICA
DE DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA DE SHAW

Concentracién (%) 1 0.5 0.25 0.125 0.0625 Testigo
Tipo de obtencién del extracto

Infusién del tronco. 100+0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+0 +0
Infusioén de las hojas 00 00 +0
Decoccion del tronco 6.56 £ 2.7 1.6+0.7 + +
Decoccion de las hojas 0+0 0+0

Maceracion con hexano del tronco 0+0 0+0

Maceracion con etanol del tronco 0+0 0+0

Maceracioén con metanol del tronco 0+0 0+0

Maceracién con agua del tronco 0+0 0+0

Maceracién con hexano de las hojas 0+0 0+0

Maceracioén con etanol de las hojas 0+0 0+0

Maceracion con metanol de las hojas 0+0 0+0

Maceracioén con agua de las hojas 0+0 0+0 + + + +




Prueba de inmersién de garrapatas adultas:

En ésta se observd nuevamente el efecto ixodicida que presento el extracto obtenido por medio
de la técnica de infusion del tronco y los resultados en garrapatas R. microplus se presentan en
el cuadro 4 tanto para garrapatas susceptibles como para cepa de campo. En el cuadro 6 se

presenta lo correspondiente pero para el extracto obtenido por decoccion del tronco. El resto de

los extractos no mostrd ningun efecto sobre las garrapatas adultas (véanse cuadros 5, 7-15).

En cuanto al analisis estadistico, en la prueba de Dunnett se demostré diferencia significativa del
extracto del tronco obtenido por la técnica de difusidbn en todas sus diluciones y el extracto

obtenido por decoccion del tronco en sus 2 primeras diluciones con respecto al testigo. Los

demas extractos no mostraron diferencia significativa con respecto al testigo (alfa 0.05).

Cuadros 4

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE

ADULTAS CON LA INFUSION DEL TRONCO, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.

% % inhibicion | o % % Inhibicién g
Concentracién . dela L. Concentracién . .~.~ | % eclosion
Mortalidad s eclosion Mortalidad | ovoposicion
ovoposicion.

1% 99.8+£5.8 60.41 524 1% 48123 64.58 55.3
0.50% 97.4+19 52.08 67.1 0.50% 3.5+0.6 60.41 65.9
0.25% 95.3+8.1 47.91 69.7 0.25% 29+07 56.25 67.1
0.13% 93.4+7.8 41.66 73.1 0.13% 1.24+04 52.08 743
0.06% 92.1+6.5 37.5 72.4 0.06% 1.03+£0.2 33.33 74.8
Control 0 0 Control 0 0 90.3

92.3
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Cuadros 5
PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON LA INFUSION DE LAS HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO

Garrapatas susceptibles. Cepa de campo.
o % inhibicion % o % inhibicion B
Concentracién Mortalidad de la o eclosion Concentracion Mortalidad dela o % eclosion
ovoposicién. ovoposicién.

1% 0 0 91.4 1% 0 0 94.3
0.50% 0 0 88.2 0.50% 0 0 90.7
0.25% 0 0 93.8 0.25% 0 0 93.2
0.13% 0 0 90.9 0.13% 0 0 95.1
0.06% 0 0 911 0.06% 0 0 935
Control 0 0 92.4 Control 0 0 94.2

Cuadros 6

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR LA DECOCCION DEL TRONCO, CEPA
SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO

Garrapatas susceptibles. Cepa de campo.
e % inhibicion | o e % Inhibicion g
Concentracion Mortalidad dela eclosion Concentracion Mortalidad OVODOSici6Nn % eclosion
ovoposicion. P
1% 60.2 £ 2.1 56.9 57.2 1% 2.8+0.8 48.4 67.9
0.50% 58.1+4.1 54.1 62.9 0.50% 251204 491 73.5
0.25% 56.8 £2.3 49.8 71.2 0.25% 20+6.1 39.9 82.1
0.13% 49.7 £8 .9 42.3 83.3 0.13% 1.98 £ 9.1 47.4 85.1
0.06% 51.6£7.9 36.9 89.9 0.06% 2.8+3.9 45.7 88.2
Control 0 0 92.6 Control 0 0 90.4




Cuadros 7

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR LA DECOCCION DE LAS HOJAS, CEPA
SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.

Concentracién

%

% inhibicién
dela

%

Concentracioén

% Mortalidad

% inhibicién
de la

% eclosion

Mortalidad s eclosion L
ovoposicion. ovoposicion.

1% 0 0 94.1 1% 0 0 90.1
0.50% 0 0 93.9 0.50% 0 0 92.8
0.25% 0 0 927 0.25% 0 0 94.2
0.13% 0 0 90.8 0.13% 0 0 90.2
0.06% 0 0 93.7 0.06% 0 0 91.2
Control 0 0 93.2 Control 0 0 915

Cuadros 8

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON HEXANO DEL
TRONCO, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.
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%

% inhibicién

%

% inhibicién

Concentracién Mortalidad dela eclosion Concentraciéon | % Mortalidad dela % eclosion
ovoposicion. ovoposicion.

% 0 0 92.9 1% 0 0 93.7
0.50% 0 0 93.7 0.50% 0 0 92.8
0.25% 0 0 94.1 0.25% 0 0 92.4
0.13% 0 0 93.3 0.13% 0 0 93.1
0.06% 0 0 92.1 0.06% 0 0 93.4
Control 0 0 93.4 Control 0 0 92.9




Cuadros 9

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE

ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON ETANOL DE LAS

HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.
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% % inhibicién % % inhibicién
Concentracién . dela L. Concentraciéon | % Mortalidad dela % eclosion
Mortalidad N eclosién L
ovoposicion. ovoposicion.

1% 0 0 91.8 1% 0 0 90.1
0.50% 0 0 925 0.50% 0 0 915
0.25% 0 0 91.9 0.25% 0 0 93.2
0.13% 0 0 92.8 0.13% 0 0 91.9
0.06% 0 0 93.1 0.06% 0 0 93.1
Control 0 0 92.8 Control 0 0 93.5

Cuadros 10

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE

ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON METANOL, CEPA

SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.

y % % inhibicion % y _ % inhibicion y
Concentracion Mortalidad de I_a_ ) eclosion Concentracion | % Mortalidad de I_a_ ) % eclosion
ovoposicion. ovoposicién.

1% 0 0 93.1 1% 0 0 92.2
0.50% 0 0 92.8 0.50% 0 0 94.1
0.25% 0 0 91.7 0.25% 0 0 93.8
0.13% 0 0 92.8 0.13% 0 0 93.1
0.06% 0 0 925 0.06% 0 0 94.3
Control 0 0 91.9 Control 0 0 94.7
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Cuadros 11
PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON AGUA DEL TROCO,
CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles. Cepa de campo.
% % inhibiciéon % % inhibicién
Concentracion . dela L. Concentracién % Mortalidad dela % eclosion
Mortalidad s eclosion N
ovoposicion. ovoposicion.

1% 0 0 91.3 1% 0 0 89.8
0.50% 0 0 91.9 0.50% 0 0 90.2
0.25% 0 0 92.2 0.25% 0 0 91.9
0.13% 0 0 89.3 0.13% 0 0 91.6
0.06% 0 0 92.4 0.06% 0 0 92.4
Control 0 0 91.4 Control 0 0 90.7

Cuadros 12

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON HEXANO DE LAS
HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles. Cepa de campo.
% % inhibiciéon % % inhibicién
Concentracion 0 dela ° Concentracién % Mortalidad dela % eclosion
Mortalidad s eclosion L
ovoposicién. ovoposicion.

1% 0 0 93.5 1% 0 0 93.8
0.50% 0 0 92.7 0.50% 0 0 92.9
0.25% 0 0 91.8 0.25% 0 0 93.6
0.13% 0 0 92.8 0.13% 0 0 93.1
0.06% 0 0 91.9 0.06% 0 0 93.1
Control 0 0 93.7 Control 0 0 93.2




PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON ETANOL DE LAS

Garrapatas susceptibles.

Cuadros 13

HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Cepa de campo.

% % inhibicién % % inhibicién
Concentracion . dela L. Concentracion | % Mortalidad dela % eclosién
Mortalidad L eclosion L
ovoposicién. ovoposicién.

1% 0 0 915 1% 0 0 925
0.50% 0 0 90.6 0.50% 0 0 91.2
0.25% 0 0 913 0.25% 0 0 90.8
0.13% 0 0 91.9 0.13% 0 0 92.6
0.06% 0 0 92.1 0.06% 0 0 91.8
Control 0 0 91.4 Control 0 0 929

Cuadros 14

PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
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ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON METANOL DE LAS
HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles.

Cepa de campo.

% % inhibicién % % inhibicién
Concentracion . dela L. Concentraciéon | % Mortalidad dela % eclosién
Mortalidad L eclosién L
ovoposicion. ovoposicion.

1% 0 0 92.8 1% 0 0 90.7
0.50% 0 0 91.3 0.50% 0 0 91.8
0.25% 0 0 91.8 0.25% 0 0 94.1
0.13% 0 0 94.2 0.13% 0 0 926
0.06% 0 0 93.4 0.06% 0 0 92.8
Control 0 0 92.3 Control 0 0 91.7
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Cuadros 15
PARAMETROS BIOLOGICOS RESULTANTES DE LA PRUEBA DE INMERSION DE
ADULTAS CON EL EXTRACTO OBTENIDO POR MACERACION CON AGUA DE LAS
HOJAS, CEPA SUSCEPTIBLE Y CEPA DE CAMPO.

Garrapatas susceptibles. Cepa de campo.
. % % inhibicion % y _ % inhibicion y
Concentracién Mortalidad de I_a‘ ) eclosion Concentracion | % Mortalidad de I_a‘ ) % eclosion
ovoposicion. ovoposicion.

1% 0 0 935 1% 0 0 92.3
0.50% 0 0 90.2 0.50% 0 0 91.9
0.25% 0 0 92.7 0.25% 0 0 94.2
0.13% 0 0 916 0.13% 0 0 93.1
0.06% 0 0 88.9 0.06% 0 0 03.4
Control 0 0 92.6 Control 0 0 93.1

Prueba de establo con infestacion libre:

En el cuadro 16 se expone el numero de garrapatas repletas contabilizadas por dia, asi como la
sumatoria y la media de los grupos testigo y tratado respectivamente. En el cuadro 17 se
sefalan las diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) al evaluar las poblaciones

mediante un analisis de T de Student.



Cuadro 16

NUMERO DE GARRAPATAS HEMBRAS REPLETAS R. MICROPLUS CEPA
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“SUSCEPTIBLE” COLECTADAS POR DIA (CON SUMATORIA Y MEDIA) EN BOVINOS
INFESTADOS ARTIFICIALMENTE EN EL GRUPO TESTIGO Y EN EL GRUPO TRATADO

CON INFUSION.

VALORES TESTIGO

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

Bovino 1 116 147 72 40 28 14

Bovino 2 112 146 113 35 31 25

Bovino 3 105 90 110 66 32 17

Bovino 4 59 67 65 34 12 19

Bovino 5 79 62 69 38 16 15

Bovino 6 105 135 86 45 15 17
Sumatoria 576 647 515 258 134 107
Media + DE 96.0+ 22.5 107.8+ 39.53 85.8+21.12 43.0+ 10.89 22.3+8.95 17.8+ 3.92

Mediana 105 112.5 79 39 22 17

VALORES EXPERIMETALES CON LA INFUSION DE E. polystachya
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

Bovino 1 68 100 76 53 49 34

Bovino 2 70 50 26 4 13 11

Bovino 3 25 13 7 9 4

Bovino 4 38 41 34 14 15

Bovino 5 79 54 21 19 22

Bovino 6 44 17 30 24 9 15
Sumatoria 324 275 194 123 112 77
Media *DE 54.0+ 21.32 45.8+31.46 32.3+23.43 20.5+£17.42 18.7+16.03 | 12.8+11.21

Mediana 56 455 28 16.5 14 10
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Cuadro 17
PROMEDIO, VARIANZA Y DESVIACION ESTANDAR OBTENIDOS DE LOS GRUPOS
TESTIGO Y TRATADO EN LA PRUEBA DE ESTABLO.

Grupo Grupo
Datos Testigo Tratado
Promedio 62.11 30.93
Varianza 1542.14 261.56

Desviacion estandar

( 1 DE) 39.27 16.17

ab diferentes literales indican diferencia estadisticamente significativa ( P< 0.05)

A pesar de las diferencias en la carga de garrapatas entre grupo testigo y grupo tratado con el
ExPr de E. polystachya (infusion), fue posible detectar que desde el primer dia pos-tratamiento,
el grupo testigo no manifesté una diferencia tangible en su carga (X + DE = 107.8 garrapatas
adultas/bovino), mientras que el grupo tratado presenté una notable reduccién que se definid
mas tarde como cercana al 50% (57.5 % de eficacia, o sea X + DE = 45.8 garrapatas

adultas/bovino).

El porcentaje de eficacia de deplecion de la carga de garrapatas R. microplus adultas, estimado
segin Amaral'® se presenta en el cuadro 18 y se puede observar en el una reduccidn
progresiva de la carga, logrando una eficacia del 57.5% el primer dia post-tratamiento. En la
figura 10 puede observarse la comparacion de los promedios de garrapatas repletas en el grupo

testigo y en el grupo tratado.



Cuadro 18
NUMERO PROMEDIO DE GARRAPATAS CONTABILIZADAS EN LOS GRUPOS TESTIGO Y
TRATADO Y PORCENTAJE DE EFICACIA

. Promedio de
Promedio de e d
’ arrapatas del garrapatas Porce_zntaj_e e
Dia gru o Testido del grupo eficacia
grup 9 Tratado
Pretratamiento 96 54
Postratamiento
Dia 1 107.8 45.8 57.5
Dia 2 85.8 32.3 62.4
Dia 3 43 20.5 52.3
Dia4 22.3 20.2 9.4
Dia 5 17.8 12.8 28.1

ab diferentes literales indican diferencia estadisticamente significativa ( P< 0.05)
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Figura 10.- Comparacion de los promedios de garrapatas repletas en los grupos testigo y tratado
con la infusion del tronco de la E. polystachya en la prueba de establo.
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Medicion de los parametros reproductivos

Con la finalidad de dar seguimiento a los dichos parametros in vitro, se llevo a cabo una colecta
el dia 1 pos-tratamiento de 40 garrapatas del grupo testigo y 40 garrapatas del grupo tratado.
Los datos obtenidos de estos parametros se encuentran disponibles en el cuadro 19, en el que

se destacan las diferencias estadisticas.

Es evidente, con relacién al cuadro 19, que el peso de las hembras del grupo testigo y el peso de
la ovoposicion fue mayor respecto a las del grupo tratado (13.11 g vs 10.92 g respectivamente

para peso y 5.75 g vs. 2.92 g para ovoposicion).

En cuanto al porcentaje de eclosion se encontré un 91. 97 % en el grupo testigo, mientras que
en el grupo tratado se obtuvo un 59.99%. Aunque los detalles estadisticos se presentan en el
cuadro 17, de manera general se puede observar claramente que los parametros evaluados del

grupo tratado variaron considerablemente con respecto al grupo testigo.

Cuadro 19
COMPARACION DE DIVERSOS PARAMETROS BIOLOGICOS OBTENIDOS DE LAS
GARRAPATAS COLECTADAS DE LOS GRUPOS TESTIGO Y TRATADO.

No.de | PeSCde | pesy | indicede | % deinhibicion | % de

Grupo hembras o N .
hembras ) huevos (g) [ oviposicion | de oviposicion | eclosién

Testigo 40 13.11 5.75 0.43 Cero 91.97

Tratado 40 10.92 2.92 0.26 38.63 59.99

2P Diferentes literales en cada columna indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)
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Prueba de campo para la evaluacion del extracto por aspersion vs. garrapata

Rhipicephalus sp:

En el cuadro 20 se expone el numero de garrapatas repletas contabilizadas por dia, asi como la
sumatoria, la media y otras medidas de dispersién de los grupos testigo y tratado
respectivamente. En el cuadro 21 se sefalan las diferencias estadisticamente significativas (P <
0.05) al evaluar las poblaciones mediante un analisis de T de Student.
) Cuadro 20
NUMERO DE GARRAPATAS HEMBRAS REPLETAS R. MICROPLUS CEPA

“SUSCEPTIBLE” COLECTADAS POR DIA (CON SUMATORIA Y MEDIA) EN BOVINOS
INFESTADOS NATURALMENTE EN EL GRUPO TESTIGO.

VALORES TESTIGO
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Bovino 1 104 131 94 52 28 15
Bovino 2 98 90 80 49 25 12
Bovino 3 89 118 102 41 20 8
Bovino 4 121 89 65 54 42 35
Bovino 5 172 115 113 73 37 22
Bovino 6 101 132 109 39 29 31
Sumatoria 685 675 563 308 181 123
Media + DE 114.2 +30.20 | 112.5+ 19.06 | 93.8+18.36 | 51.3+12.17 | 30.2+8.03 | 20.5+ 10.78
Mediana 102.5 116.5 98 50.5 28.5 18.5
VALORES EXPERIMETALES CON LA INFUSION DE E. polystachya
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Bovino 1 130 86 42 28 12 21
Bovino 2 87 74 62 19 34 13
Bovino 3 91 59 39 12 9 4
Bovino 4 123 81 47 24 16 10
Bovino 5 173 41 51 32 27 18
Bovino 6 118 95 59 36 30 19
Sumatoria 722 436 300 151 128 85
Media + DE 120.3+31.14 | 72.7+19.68 | 50.0+9.16 | 25.2+8.77 |21.3+10.34 | 14.2+ 6.43
Mediana 120.5 77.5 49 26 21.5 15.5
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Cuadro 21
PROMEDIO, VARIANZA Y DESVIACION ESTANDAR OBTENIDOS DE LOS GRUPOS
TESTIGO Y TRATADO EN LA PRUEBA DE CAMPO.

Grupo Grupo
Testigo Tratado

Promedio 70.41 50.66

Datos

Varianza S| 1741.85 1632.05

Desviacion

. 41.73 40.39
estandar

2P diferentes literales indican diferencia estadisticamente significativa ( P< 0.05)

Desde el primer dia pos-tratamiento, el grupo testigo no manifesté una diferencia perceptible en
su carga (X = DE = 112.5 garrapatas adultas/bovino), mientras que el grupo tratado presenté una
notable reduccion que se defini6 mas tarde como cercana al 40% (35.4% de eficacia, o sea X

DE = 72.7 garrapatas adultas/bovino).

El porcentaje de eficacia de deplecion de la carga de garrapatas R. microplus adultas, estimado
segin Amaral'® se presenta en el cuadro 22 y se puede observar en el una reduccién
progresiva de la carga, logrando una eficacia del 35.4% el primer dia pos-tratamiento. En la
figura 11 puede observarse la comparacion de los promedios de garrapatas repletas en el grupo

testigo y en el grupo tratado.



Cuadro 22
NUMERO PROMEDIO DE GARRAPATAS CONTABILIZADAS EN LOS GRUPOS TESTIGO Y
TRATADO Y PORCENTAJE DE EFICACIA.

. Promedio de
Promedio de .
. garrapatas Porcentaje de
Dia| garrapatas del del p )
rupo Testigo el grupo eficacia
9 Tratado
Pretratamiento 114.2 120.3
Postratamiento
Dia 1 112.5 72.7 354
Dia 2 93.8 50 46.7
Dia 3 51.3 25.5 50.3
Dia 4 30.2 21.3 29.5
Dia 5 20.5 14.2 30.7

2P diferentes literales indican diferencia estadisticamente significativa ( P< 0.05)
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Figura 11.- Comparacion de los promedios de garrapatas repletas en los grupos testigo y tratado
con la infusién del tronco de la E. polystachya en la prueba de campo.
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Con la finalidad de dar seguimiento a los dichos parametros in vitro, se llevo a cabo una colecta

el dia 1 pos-tratamiento de 40 garrapatas del grupo testigo y 40 garrapatas del grupo tratado.

Los datos obtenidos de estos parametros se encuentran disponibles en el cuadro 23, en el que

se destacan las diferencias estadisticas.

Es evidente, con relacion al cuadro 23, que el peso de las hembras del grupo testigo y el peso de

la ovoposicion fue mayor respecto a las del grupo tratado (14.07 g vs 12.91 g respectivamente

para peso y 3.35 g vs. 2.84 g para ovoposicion).

En cuanto al porcentaje de eclosion se encontré un 92. 48 % en el grupo testigo, mientras que

en el grupo tratado se obtuvo un 63.41%. Aunque los detalles estadisticos se presentan en el

cuadro 21, de manera general se puede observar claramente que los parametros evaluados del

grupo tratado variaron considerablemente con respecto al grupo testigo.

COMPARACION DE DIVERSOS PARAMETROS BIOLOGICOS OBTENIDOS DE LAS

Cuadro 23

GARRAPATAS COLECTADAS DE LOS GRUPOS TESTIGO Y TRATADO.

Peso de ; % de
No. de Peso Indice de inhibicion % de
Grupo hembras Y it
hembras @) huevos (g) | oviposicion de eclosion
9 oviposicion
Testigo 40 14.07 3.35 0.23 cero 92.48
Tratado 40 12.91 2.84 0.22 7.70 63.41

2P Diferentes literales en cada columna indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)
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Discusion:

Se ha descrito que la secuencia légica o mas aceptable para los estudios encaminados a que un

recurso biodtico pudiera generar, finalmente, un preparado farmacéutico. La secuencia que

presenta como mas comun y que de manera mas eficiente evita gastos inadecuados en tiempo

y/o forma es la siguiente:

1) Estudios etnobotanicos. Primeramente se obtiene de diversas fuentes, ya sea formales o

informales, los detalles de uso de un remedio herbolario. La informacién minima que se requiere

incluye, la identificacién de la planta, que tendra que ser por dos partes, el o los que la usan de
una manera determinada en campo y una vez recolectada a satisfaccién del o los usuarios, se
lleva completa a clasificacion por un experto botanico, quien entre otros procedimientos ha de
constatar en un herbario los rasgos morfoldgicos de la o las plantas en cuestién. En este caso, la

Eysendarthia polistachya fue identificada por sus rasgos distintivos de:

a. Forma. Arbusto caducifolio, de 3 hasta 9 m de altura, con un didmetro de 15 cm o mas.”

b. Hojas. Alternas, compuestas, pinnadas, 3 a 5 cm de largo, foliolos 10 a 15 pares por hoja,
elipticos, 7 a 13 mm de largo por 3 a 5 mm de ancho, con glandulas resinosas aromaticas
presentes.”®

c. Tronco. Tallos ramificados color café oscuro. Corteza. Externa amarilla de textura
ligeramente rugosa, escamosa, seca es desprendible en placas irregulares de color oscuro
de 1 mm de grosor. Interior pardo rojizo.”

d. Flor. Inflorescencias dispuestas en racimos espigados terminales o subterminales, 5 a 7 cm
de largo; caliz campanulado, 2.5 a 3 mm de largo, 5 lobulos; corola blanca, formada por 5
pétalos libres, de 5 mm de largo por 1.3 a 2 mm de ancho, oblongos.”

e. Fruto. Vaina ligeramente curvada, atenuada en el apice, pubescente o subglabra, de 7 a 9.5

mm de largo, con el estilo persistente, fragil e indehiscente, provista con glandulas; cada
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vaina contiene una semilla.”

Dentro de esta primera etapa se realiza una busqueda de lo estudiado en el mundo de manera
formal. Destaca para Eysendarthia polistachya los estudios sobre sus propiedades
farmacologicas como efectos citotoxicos, antiinflamatorios, insecticidas, actividad antiurolitiasica,
antimicrobiana, efecto diurético y antioxidante. % "% No obstante, no existen datos formales
en la literatura sobre un posible efecto ixodicida de la Eysendarthia polystachya. De tal suerte
que, una primicia de mayor formalidad de este ensayo es describir el efecto dicho. No obstante,
las observaciones primarias se deben al finado Dr. Carlos Gutiérrez Martinez (1938 — 1992),
miembro del personal académico de la FMVZ, UNAM en su tiempo. De manera pragmatica, el
Dr. Gutiérrez utilizaba extractos de esta planta para efectos ectoparasiticidas en sus pacientes
veterinarios, principalmente pequefias especies.

2) Estudios etnofarmacolégicos. Antes de definir cual o cuales principios activos pudieran estar
involucrados en la eficacia ixodicida, o hacer pruebas médicas de gran escala, se deben
corroborar los efectos farmacolégicos que se tienen como objetivo. Esto no solo evita que se
gasten recursos econdmicos y humanos innecesariamente por un conocimiento etnobotanico
que quiza no sea reproducible o la magnitud de su efecto sea fundamentalmente pobre. Es
comun que, bajo condiciones mejor controladas en ensayos farmacoldgicos que las observadas
en la clinica, se descubra que una serie de remedios no son eficaces. Muchos de estos ensayos
no son publicados, lo que a fin de cuentas representa un desperdicio de esfuerzos. En
farmacologia se reconoce a este fendmeno como “accretion” y que se refiere a la pérdida de
principios activos durante el desarrollo de un medicamento por tener rasgos insalvables de
toxicidad, solubilidad, efectos no deseados, etc. En la mayoria de los paises este aspecto es
cuidadosamente dirigido para optimizar recursos.'®

Durante el desarrollo de estos estudios es importante detallar la magnitud del o los efectos y

hasta donde sea posible los rasgos colaterales como efectos adversos, estabilidad del
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preparado, hallazgos colaterales no relacionados al estudio primario, etc. Es importante
mantener la informacion lograda con el maximo de discrecién para evitar una competencia
desventajosa con otras instituciones de mayor capacidad y para evitar la devastacion del recurso
bidtico, fendémeno éste muy recurrente en nuestra sociedad. "%

3) Estudios etnoquimicos. Si se tiene la fortuna de haber encontrado un preparado que con una
minima o nula toxicidad muestra una eficacia bien definida, se recurre a estudios fitoquimicos.
En ellos las dosis previamente estandarizadas en los estudio etnofarmacoldgicos de los
extractos primarios son rigurosamente sometidas a extracciones que usan diversos solventes,
generalmente desde lo mas polar a no polar (por ejemplo de agua a cloroformo). Se realizan
entonces los extractos secundarios y de ahi los grupales (flavonoides, terpenos, quatlinas, etc),
para finalmente definir el o los principios activos (PAs) que estan involucrados en el efecto
evaluado. Obviamente la interaccién entre esta fase y la etnofarmacolégica es estrecha pues se
siguen realizando evaluaciones de eficacia comparativa con el extracto primario a fin de no
perder eficacia o comprobar la ruta a seguir. "%

La fase quimica es la que requiere mayor tiempo e inversion pues una vez aislados los PAs,
esencial caracterizarlos quimicamente y posteriormente intentar su sintesis, con lo que se
podran hacer muchas pruebas médicas y farmacoldgicas, asi como disefos farmacéuticos y se
evitara la devastacion del recurso herbolario.'*

Finalmente, dentro de la fase quimico — farmacolégica, se manipulara el o los PAs para obtener
otras moléculas a fin de evaluar su eficacia en el efecto primariamente buscado o en otros que
hayan surgido.'® Por ejemplo el sildenafil se investigd inicialmente para efectos
antihipertensivos y vs. angina de pecho y ha sido por muchos afios el farmaco mas vendido en el

mundo para efectos de estimulacién de la ereccién en el hombre ***.

*** http://www.about-ed.com/viagra-history
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4) Estudios etnomédicos. La complejidad de esta fase es evidente. Se requiere nuevamente
vincularla a la farmacologia y a la quimica para promover el desarrollo de todas las facetas de su
desarrollo como un potencial medicamento. Asi, se requerira el estudio farmacocinético para
definir dosis, intervalos y grado de penetracion del PA. Se requieren estudios de farmacodinamia
para realizar ensayos destinados a generar interacciones virtuosas y definir las peligrosas y dar
apoyo a nuevos disefios en la fase quimica. Se evaluara la posible toxicidad y los limites de su
eficacia y se medird comparativamente contra otros PAs para ubicar mejor su papel en el efecto
médico requerido.’®

En esta fase se repiten estudios de eficacia y se realizan estudios de impacto medio-ambiental y
otros estudios de farmacovigilancia y toxicidad de diversa naturaleza como mutagenicidad,
embriotoxicidad, genotoxicidad-carcinogenicidad, reacciones e interacciones adversas, etc. Se
realizaran estudios de residualidad y muchos mas."'%

El orden sugerido por Labadie es evidentemente una directriz elastica y no necesariamente lineal
que debe ajustarse al desarrollo individual. Por ejemplo, algunos remedios herbolarios se
comercializan como tales sin terminar el desarrollo farmacoldgico clasico. No obstante, la l6gica
evolutiva en la investigacion que presenta este autor resulta al menos estimulante para el
analisis de los resultados propios. En este sentido, los resultados obtenidos llevan una secuencia
ajustada en buena medida al pensamiento descrito. Primero se confirmaron los datos
etnobotanicos en el Herbario Nacional de México del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, identificando a la Eysendarthia polistachya como la hierba
utilizada por el Dr. Carlos Gutiérrez. Es importante distinguirla de otras plantas de la misma
familia como E. adenostylis, E. drummondii, E. officinalis, E. orthocarpa, E. parvifolia, E.
peninsularis, E. platycarpa, E. punctata, E. schizocalyx, E. spinosa, E. subcoriacea vy E.

texana.”®
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A menudo se reconoce que no todas las partes de las plantas poseen la actividad farmacoldgica
buscada.'”” En este caso el conocimiento etnobotanico que sélo el tronco poseia actividad
parece confirmarse a través de pruebas in vitro con diferentes extractos obtenidos de las hojas
que mostraron nula actividad ixodicida. Este hallazgo resulta peligroso para la integridad del
recurso bidtico, ya que literalmente se requiere destruirlo para obtener la parte que es util. En
este sentido resalta la necesidad de realizar estudios etnoquimicos con la identificacion a
plenitud del o los PAs responsables del efecto ixidicida mediante extracciones de grupos

previamente y posteriormente de moléculas,’”’

como se esquematiza en la figura 12.

El hecho de que el extracto acuoso de E. polystachya en la pruebas con adultas haya sido
relativamente menor al efecto de mortalidad en larvas resulta de alguna manera predecible dado
a que la extraccion con agua tiende a obtener productos polares y a su vez estos
predeciblemente tendran poca penetracion a través del exoesqueleto. Sin embargo, existen
vehiculos que pueden modificar la capacidad de penetracién de los potenciales PAs. Por
ejemplo: el sulféxido de dimetilo es capaz de crear puentes hidrofébicos para sustancia
hidrofilicas, y es en lo que se basa algunos productos de aplicacién percutanea. '°' De tal suerte,
en estudios posteriores deberan realizarse ensayos para ver si es posible mejorar el efecto del
extracto acuoso y finalmente de los PAs responsables del efecto ixodicida mediante la
manipulacién farmacéutica. De cualquier manera, el hecho de que se haya observado un efecto
importante en la inhibicién de la ovoposicion y eclosién es indicativo indirecto de la penetracion
de los PAs y abre multiples posibilidades de uso, dado que existen datos bibliograficos de que el
extracto no es toxico.'® Esto es que los habitos hematéfagos de las garrapatas pueden ser
utilizados como vehiculos de entrada de los PAs de los extractos de la E. polystachya, con lo

cual el control de la garrapata puede ser mas eficiente y menos contaminante al ambiente, pues

se podria optimizar su uso a través de su administracion parenteral.
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Tronco de E. polystachya

Separacion con celulosa: columna abierta
‘ elucion HzO (1:0) y metancl (o:1])

F1 F2 F3 ...Fn

Fracoonamiento secundarnio:
cromatografia con colunma abierta de polianmda 6 elusion

conagua ymetancl (1-o).

Fza Fz2-2 F2-3 ..F2-n

Compuesto
ixodicida

Madera de E. polystachya

1) Técnica deinfusicn.
2} HRltracon.

Extracto acuoso Material extraido

1} Concentracion
a presion reducida.

Extracto seco
| Extracto seco
activo

1} Disclver el extractoen
Hz20 yadicionar butanol.

2] Fracoonamiento primano
por particion (H2041-
butancl)

Fraccién acuosa Fraccién butanolica

Figura 12.- Esquema del analisis fitoquimico del tronco de la E. polystachya para la identificacién
del compuesto o compuestos con actividad ixodicida.
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Los resultados obtenidos con E. polystachya (100% de mortalidad en larvas susceptibles) se
comparan a otros ensayos con extractos vegetales, tales como: Hypericum polyanthemum,
Achyranthes aspera, Gloriosa superba, Ricinus communis en pruebas in vitro con larvas

susceptibles,”*”

sin embargo no hicieron pruebas in vivo o utlizando adultas. Esto
probablemente se deba a que los PAs no estan disefiados para penetrar al exoesqueleto.

La literatura sefiala que la E. polystachya es una planta que tiene una notable cantidad de
flavonoides como los flavonoides  7-hidroxi-2°,4°,5 -trimetoxiisoflavona,  7-hidroxi-4 -
metoxiisoflavona,®* (3S)-7-hydroxi-2°,3",4°,5",8-pentametoxiisoflavona, (3S)-37,7-dihidroxi-
2°,4° 5" 8-tetrametoxiisoflavona, estigmasterol, cuneatina, 2’,7-dihidroxi-3",4",8-
trimetoxiisoflavona (isoduartina), 7-hidroxi-2°,4",5 -trimetoxiisoflavona, 3,4-dimetoxi-8,9-
(metilendioxi)pteocarpano,®® (aR)-a,3,4,2",4"-pentahidroxidihidrochalcona, (aR)-3°-C-B-D-
xilopiranosil-a,3,4,2",4"-pentahidroxi  dihidrochalcona, (aR)-3’-O-B-D-xilopiranosil-a,3,4,2",4 -
pentahidroxidihidro chalcona,® 3’-C-B-glucopiranosil-a,2’,4’ 4-tetrahidroxichalcona (Coatlina A) y
(aR)-3’-C-B-D-glucopiranosil-a,3,4,2’ 4’-pentahidroxidihidrochalcona (Coatlina B), entre otros
componentes tales como acidos fendlicos, taninos y estilbenos.'® Estas observaciones deberan
comprobarse mediante las extracciones sugeridas.

Es factible que el efecto ixodicida se extienda a otros géneros de garrapatas que causan
problemas en Meéxico, por ejemplo; B. anulatus, Amblyomma cajennense, A. imitador. A.

maculatum, A. triste, A. americanum y Anocentor nitens.® Sin embargo, esto es materia de

ensayos posteriores.
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Conclusiones:

La Eysendarthia polystachya y en particular el tronco (corteza y tallo) tuvo efecto ixodicida

cuando se le extrajo de manera acuosa.

Los efectos ixodicidas (vs R. microplus) fueron muy marcados en larvas susceptibles (100%
mortalidad), eficaces en adultas susceptibles (99.8 + 5.8% de mortalidad, 60.41% de inhibicién
de la ovoposicién, 52.4% de eclosion) y solo parcialmente eficaces en garrapatas adultas cepa
de campo resistente al amitraz (4.8 + 2.3% de mortalidad, 64.58% de inhibicion de la

ovoposicion, 55.3% de eclosion).

Extractos con solventes no polares mostraron nula capacidad de extraer los PAs del efecto

ixodicida.
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