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|. INTRODUCCION

La garrapatosis en especies de compafiia se presenta comunmente en el
campo y la ciudad, y se considera a las garrapatas como un riesgo para la salud
animal y humana, causandoles lesiones epidérmicas, irritacion, malestar, anemia y

la transmision de enfermedades como erliquiosis y babesiosis.

El tratamiento convencional consiste en el uso de diversos quimicos, como
por ejemplo: piretroides, organofosforados, amidinas, lactonas macrociclicas,
imidacloprid y fipronil. El uso irracional de estos farmacos ha generado resistencia
variable de las garrapatas a estos productos; otras desventajas incluyen su
potencial toxico, costo elevado y disponibilidad limitada ya que no todas las
personas estan en condiciones de adquirirlos. Es necesaria la busqueda de
alternativas naturales eficaces con baja toxicidad, econdmicas, accesibles vy
amigables con el ambiente. La fitoterapia es una alternativa prometedora que
podria extenderse en la medida en que se valide su uso clinico en pequefas

especies.

En el presente estudio evalué la actividad ixodicida in vitro de los extractos
de Annona purpurea, A. reticulata y A. muricata (en tres proporciones cada uno),
aplicados en la garrapata de perro Rhipicephalus sanguineus. Utilicé tres especies
del género Annona debido a que algunos autores reportan diferencias evolutivas
en los niveles de acetogeninas, que son compuestos citotéxicos contra insectos,
algunos reportados son los mosquitos y chinches por lo que en este estudio probé
el efecto ixodicida de cada extracto para determinar cual es el mas efectivo.

(Fang-Ronget al., 1997; Chavez y Mata, 1999).



II. HIPOTESIS

No existe diferencia del efecto ixodicida de los tres extractos de Annona sp.,

contra la garrapata Rhipicephalus sanguineus.



Ill. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

3.1.1 Contribuir en el desarrollo de nuevas alternativas para el control de

garrapatas en especies de compafia.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar el efecto ixodicida in vitro de tres extractos naturales de semillas

de anona (A. purpurea, A. reticulata y A. muricata) contra la garrapata

Rhipicephalus sanguineus.

3.2.2 Determinar qué proporcion de los tres extractos es mas efectiva contra la

garrapata R. sanguineus.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 GARRAPATA CAFE DEL PERRO, GARRAPATA DE LAS PERRERAS

Las garrapatas son artrOpodos que pertenecen a la clase Aracnida que
comprende ademas, escorpiones, arafias y acaros. Las garrapatas y los acaros
constituyen el Orden Acarina. Las garrapatas son los miembros mas grandes del
Orden Acarina y se alimentan exclusivamente de la sangre de los vertebrados,
para lo cual poseen un aparato bucal adaptado para morder, picar y succionar. Se
agrupan en el Suborden Ixodoidea, en el que se distinguen dos familias Ixodidae
(o garrapatas duras) y Argasidae (o garrapatas blandas).

(Bowman, 2008; Cordero, 2002)

El termino garrapata se aplica tanto a las blandas (argasidos) como a las
duras (ixodidos). Las especies que parasitan con mayor frecuencia a los
carnivoros domeésticos, son principalmente ixédidos o garrapatas duras.

(Cordero 2002)

Los &caros en general (Acarina), morfolégicamente presentan el cefalotorax
y el abdomen fundidos en una sola region continua, desprovista de segmentacion
externa, de pequefio tamafio que oscila, segun las especies, entre uno y 13 mm
de longitud. El érgano bucal estd adaptado para picar y chupar. Los adultos
presentan cuatro pares de patas y las larvas tres, diferenciandose éstas segun los
estadios ninfales en acaros (tres estadios ninfales) y en garrapatas (dos estadios
ninfales).
(Bowman, 2008; Mehlhorn, 1993)



A la familia de las garrapatas duras se le reconocen numerosos generos,
siendo uno de ellos el Rhipicephalus. Este género comprende un gran numero de
especies dentro de las que destaca por su distribucibn cosmopolita el
Rhipicephalus sanguineus o “garrapata café del perro”’. Esta es una de las

garrapatas con distribucién mas amplia practicamente por todo el mundo.

Su actividad en zonas templadas es estacional, desde la primavera hasta el
otofio. En invierno es menor la presencia de esta especie, pero en zonas
tropicales y subtropicales, puede hallarse durante todo el afo.

(Bowman, 2008; Cordero, 2002; Mehlhorn, 1993)

4.1.1 Morfologia

Los palpos son cortos y anchos, dorsalmente la base del capitulo es
usualmente hexagonal. Generalmente no posee ornamentacion. Tiene 0jos Yy
festones. La coxa numero uno es bifida. El surco anal se encuentra delante del
ano. Los machos presentan un par de escudos adanales y generalmente, un par
de escudos accesorios. Las placas estigmatales o espiraculos tienen forma de
coma y son cortos o largos. Los machos miden 2.2-3.2 mm de largo, y la hembra
mide de 2.4 mm cuando esta ingurgitadas, pero después de alimentarse pueden
llegar a medir hasta 11.5 mm.

(Cordero, 2002; Mehlhorn, 1993)

4.1.2 Anatomia interna

- Aparato digestivo: ciegos gastricos que se extienden hasta las coxas con

glandulas salivares desarrolladas.



- Aparato respiratorio: dendrotraqueas (con dos estigmas, una a cada lado
del cuerpo) cutaneo (en larvas de garrapatas).

- Sistema nervioso: acumulo ganglionar anterior formando un cerebro
supraesofagico voluminoso.

- Sistema excretor: tubos de Malpighi, glandulas coxales.

- Sistema reproductor: gonadas en el abdomen orificio genital en posicion
ventral.

(Melhorn, 1993)

4.1.3 Ciclo de vida

La duracion del ciclo evolutivo (al producirse en la naturaleza), depende del
la temperatura, la humedad relativa del aire y del oportuno hallazgo del
hospedador (no son especificas de hospedador). El ciclo evolutivo del R.
sanguineus esta compuesto por un estadio de huevos y tres estadios moviles:
larvas, ninfas y adultos. Para completar dicho ciclo la garrapata requiere de tres
huéspedes, es decir, cada uno de los estadios méviles debe alimentarse de un
nuevo huésped para luego dejarse caer al suelo.

(Bowman, 2008; Cordero, 2002; Mehlhorn, 1993)

La hembra se alimenta del perro por seis a 21 dias, tiempo durante el cual
se lleva a cabo el apareamiento. Una vez que ha terminado de nutrirse, se deja
caer al suelo para efectuar la puesta de huevos en grietas de paredes, alfombras y
tablones para depositar aproximadamente 4,000 huevos, en un periodo de 14 dias
y luego sucumbe. Los machos mueren después de aparearse.

(Bowman, 2008; Cordero, 2002; Soulsby, 1987)



La eclosion de los huevos ocurre entre siete a 30 dias post oviposicion. Las
larvas se adhieren a un huésped para alimentarse antes de pasar a un nuevo
estadio de desarrollo. En el caso de no hallar huésped, tienen la capacidad de
permanecer en un estado de latencia por un periodo que puede prolongarse de
ocho meses hasta dos afios sin alimentarse de sangre alguna.

(Flynn, 1973; Soulsby, 1987)

Las larvas se fijan a un perro, y permanecen en él por un espacio de tres a
seis dias. Se dejan caer y mudan a ninfas dentro de cinco a 23 dias. Las larvas
tienen tres pares de patas y al mudar para transformarse en ninfas adquieren el
cuarto par, quedando con un aspecto muy semejante al de los adultos. La ninfa
parasita a su huésped por cuatro a nueve dias para luego bajarse de él y
transformarse en adulto en un periodo que va de dos a cuatro semanas.

(Bowman, 2008; Cordero, 2002)

El parasito adulto en el perro se encuentra preferentemente en las orejas,
cuello y espacio interdigital, mientras que las larvas y ninfas se ubican en zonas de
pelo més largo, como lo es el dorso.

(Bowman, 2008)

4.1.4 Sintomas de la infestacion y efectos patologicos

Produce intranquilidad, prurito, hiperqueratosis, inflamaciones cutaneas con
ulceracion (especialmente si se arranca el cuerpo de la garrapata), trastornos en el
desarrollo; adelgazamiento y anemia en casos de fuerte infestaciéon. La mordida
de la garrapata R. sanguineus causa inflamacién, hiperemia, edema, hemorragia y

engrosamiento de la piel. Esta garrapata también transmite varios patégenos



incluyendo Babesia canis y B. vogeli causantes de babesiosis canina, Hepatozoon
canis causa de hepatozoonosis canina, Ehrlichia canis causante de erliquiosis
canina, Salmonella enteritidis causante de paratifoidea, Dipetalonema reconditum
y D. grassii.

(Cordero, 2002; Mehlhorn, 1993)

4.1.5 Diagnostico

Se basa en los signos anteriormente mencionados, la deteccion e
identificacion de las garrapatas (adultos, ninfas o larvas) desprendiéndolas de la
piel, el parasito adulto en el perro se encuentra preferentemente en las orejas,
cuello y espacio interdigital, mientras que las larvas y ninfas se ubican en zonas de
pelo més largo, como lo es el dorso. Para confirmar el diagnéstico se puede hacer
desprendiendo un espécimen y observandolo en el microscopio, identificando
caracteristicas propias del género Rhipicephalus. Los representantes de este
género carecen de ornamentacion, presentan ojos y festones; el hipostoma y los
palpos son cortos y la parte dorsal de la base del capitulo es de forma hexagonal.

(Bowman, 2008; Mehlhorn, 1993)

4.1.6 Control

La enfermedad se previene desde la construccion de los recintos o jaulas,
las cuales deben ser construidas con materiales como metal o concreto con la
finalidad de evitar la presencia de grieta y presenten un facil acceso para su
limpieza y desinfeccion.

(Mehlhorn, 1993)



El control de R. sanguineus presenta unas caracteristicas propias que
derivan de su peculiar biologia. Se trata de una garrapata muy bien adaptada al
perro (monodtropa) y al ambiente domeéstico en el que éste vive. Fuera de su
hospedador, su ciclo biolégico se desarrolla en el interior de perreras y viviendas
humanas, escondida entre grietas y camaras de aire de las paredes. Por ello, la
planificacion de las medidas de control debe tener en cuenta tanto al hospedador
como al ambiente. La aplicacion de acaricidas en ambientes infestados puede
hacerse mediante fumigaciones con carbaril, permetrina, resmetrina, piretrinas y
clorpirifés. En las perreras es importante que los tratamientos vayan acompafnados
de un adecuado mantenimiento de las instalaciones con el propdsito que las
garrapatas tengan acceso a lugares escondidos donde realizar sus mudas y estén
al abrigo de los acaricidas. En jardines y zonas de recreo infestados se pueden
emplear las piretrinas y el clorpirifés, pero siempre considerando un control
adecuado de hébitat como medida complementaria.

(Cordero, 2002; Mehlhorn, 1993)

4.1.7 Tratamiento

Los tratamientos de perros y gatos pueden realizarse de tres formas:
aplicaciones directas sobre el pelo o la piel (aerosoles, polvos, vertido puntual),
mediante bafios y colocacion de collares. Los organoclorados, organofosforados,
carbamatos, piretrinas y piretroides, formamidinas y fenilpirazoles, abarcan la
practica totalidad de los acaricidas en uso. Los farmacos mas utilizados a nivel de
clinicas veterinarias son los fenilpirazoles en donde se encuentra el fipronil.

(Bowman, 2008; Cordero, 2002)

El fipronil es una molécula extremadamente activa y es un potente alterador

del sistema nervioso central de los insectos, via canales de cloro regulados por el



gamma-acido aminobutirico (GABA). A pesar que el canal GABA es importante en
la neurotransmision tanto en los animales vertebrados como en los invertebrados,
y que el fipronil si se une al receptor GABA en los vertebrados, la unién es ‘menos
estrecha’, lo que ofrece algun grado de selectividad. El fipronil es un insecticida de
alta efectividad y amplio espectro, con un valor potencial para el control de
numerosos cultivos, de la higiene publica y de plagas en ambientes de cuidado de
mascotas y de atencion veterinaria. Por lo general puede aplicarse en dosis bajas
a muy bajas, a fin de lograr un control de plagas efectivo. La decision de usar
fipronil debe ser objeto de una cuidadosa consideracion cuando existe la
posibilidad de contaminacién del medio ambiente acuético, ya que este producto
guimico es altamente téxico para algunos peces e invertebrados acuaticos.
(Tringali, 2001)

4.2 DESCRIPCION FAMILIA ANNONACEAE

La familia Anonacea, mas conocida popularmente como la familia de la
Guanabana, comprende cerca de 2,500 especies agrupadas en 130 géneros,
constituidos por arboles, arbustos y lianas, distribuidas en las regiones tropicales
de América, Asia y Madagascar. Desde 1982 se ha intensificado la investigacion
de sus especies por haberse descubierto un gran potencial de productos naturales
con una amplia variedad de actividades bioldgicas.

(Nakasone, 1998; Bueso, 1998; Rupprecht, 1990)

Dentro de la familia Annonaceae hay géneros que se caracterizan por el
interés econdmico de sus frutos. Tal es el caso de la Annona squamosa, A.
muricata, A. purprea, A. cherimolia y A. reticulata. Aproximadamente el 70% de los
acidos grasos de la guanabana son insaturados, ubicando los aceites que tiene

dentro de un rango aceptable entre los aceites alimenticios convencionales, tan

10



estables como el aceite de algodén, maiz y soya. Sin embargo hay que advertir
que, al extraer el aceite de semilla de Annona muricata con otros solventes, éste
es extraido junto con sustancias quimicamente bioactivas y citotoxicas que
pueden actuar como inhibidores del crecimiento de larvas en insectos y
microorganismos, y que se han reportado como téxicas para algunos insectos en
fase adulta.

(Rupprecht, 1990)

La familia Annonaceae se caracteriza por la presencia de numerosas
sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica, en hojas, raiz, frutas y
semillas. De esta familia se han caracterizado y reportado alcaloides, terpenoides,
flavonoides, acetogeninas y aceites saponificables. La bioactividad de los
metabolitos de plantas anonaceas esta asociada a su efecto como insecticidas,
actividad citotoxica, antitumoral, antibacterial, pesticida, antimalaria, anti-
leishmania y propiedades antihelminticas.

(Nakasone, 1998; Bueso, 1998; Rupprecht, 1990)

A nivel de fruto, esta familia es importante por la pulpa, que usualmente es
utilizada como alimento y particularmente para la elaboracién de productos
industriales alimenticios tales como jugos, cremas y productos saborizantes. Las
especies de la familia anonacea, contienen en la semilla triglicéridos basados en
acidos grasos saturados e insaturados. Los mas caracteristicos son: &cido
linoléico, &cido oléico, acido estearico entre otros. Los aceites y otros extractos de
la planta contienen trazas de acetogeninas de reconocida citotoxicidad, que le
confieren importantes propiedades e interés a esta familia botanica.

(Nakasone, 1998; Rupprecht, 1990)
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4.3 ESPECIES DE ANNONA A EVALUAR

4.3.1 Sincuya (Annona purpurea Moc y Sessé)

4.3.1.1 Sin6bnimos:

Sencuyo, Sincuyo, Suncuyo, Cabeza de muerto, Soncoya, Chinchuya
(Standley, 1996; Salazar, 2001)

4.3.1.2 Descripcion:

Crece frecuentemente en bosques humedos o secos hasta 1200 msnm,
principalmente en Alta Verapaz, lIzabal, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa,
Retalhuleu y San Marcos. Se distribuye desde el sur de México hasta Venezuela,
Trinidad y Tobago. Los arboles miden 10 m. Los frutos tienen un didmetro de 10 a
12 cm, cubierto por una cascara rugosa con espinas duras piramidales. Las
semillas son café oscuras de 3 cm de largo.

(Standley, 1996; Salazar, 2001)

4.3.1.3 Composicidén quimica vy principios activos de las semillas:

Las semillas de la A. purpurea estan compuestas por acetogeninas con
actividad citotoxica: Monotetrahidrofuraninas: xilomatenina y annonacina A.
Bistetrahidrofuraninas: annoglaucina, bullatacina, esquamocina (annonina 1),
motrilina (esquamocina C), purpurediolina, purpurenina y purpuracenina.

Presenta actividad antitumoral, anticancerigena e insecticida.
(Tringali, 2001; Chavez, 1999; Ross, 2003)

12



4.3.1.4 Estudios experimentales:

La annoglaucina y purpuracenina, exhiben actividad citotoxica in vitro
contra el carcinoma pulmonar, mamario, renal, pancreatico, adenocarcinoma del

colon y de la préstata humana. (Chavez y Mata 1998)

4.3.2  Anona colorada (Annona reticulata Linneo)

4.3.2.1 Sinénimos:

Anonilla, Anona roja
(Standley, 1996)

4.3.2.2 Descripcién:

Crece en tierra de menos de 1200 msnm. Se localiza en El Petén, Alta
Verapaz, Baja Verapaz, El Progreso, Zacapa, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla,
Guatemala, Quiché, Suchitepéquez, Retalhuleu, Huehuetenango y San Marcos.
Se distribuye desde México hasta Panama, y algunos paises de Sudamérica.
Puede llegar a medir hasta 12 m de altura, el fruto es globoso u ovoide de ocho a
12 cm de diametro, es de color rojizo oscuro o café rojizo, cascara suave.

(Standley, 1996)

4.3.2.3 Composicidn guimica y principios activos de las semillas:

Las semillas de la A. reticulata estan compuestas por acetogeninas con

actividad citotoxica, siendo estas las siguientes: Annoreticuinina, annoreticuinina-
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9-uno, bullatacina, esquamocina, cis/trans-bullactacinona, cis/trans-murisolinona,

cis/trans-isomurisolina, presenta una acetogenina gamma lactonacis/trans-

isomurisolenina. Posee propiedades anticancerigenas y actividad insecticida.
(Fang-Rong, et al., 1998; Ross, 2003)

4.3.2.4 Estudios experimentales:

Las moléculas de acetogeninas gamma lactonacis/trans-isomurisolenina,
annoreticuinina, annoreticuinina-9-uno, bullatacina, esquamocina, cis/trans-
bullactacinona, cis/trans - murisolinona, cis/trans-isomurisolina demuestran un
potente efecto citotdxico contra el hepatoma celular humano (Hep. G2), contra
carcinoma celular nasofaringeo humano (KB), y contra tumor celular de colon
humano (CCGM2). (Fang-Rong, et al., 1998)

4.3.3  Guanaba (Annona muricata Linneo)

4.3.3.1 Sin6nimos:

Guanaba, Guanabana

4.3.3.2 Descripcién:

Crece en regiones bajas de Baja Verapaz, Izabal y costa pacifica. Se
distribuye desde México hasta Brasil. Es un arbol pequefio menor a ocho m de
altura. Su fruto es ovoide de 15 a 20 cm de largo, verde, cubierto por espinas
flexibles como tubérculos. Las semillas son negras de 1.5 cm de largo.

(Stanley, 1996)
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4.3.3.3 Composicidén quimica vy principios activos de las semillas:

Las semillas de la A. reticulata estan compuestas por acetogeninas con
actividad citotoxica; estas incluyen a las Monotetrahidrofuraninas: muricina H,
muricina |, cis-annomontacina, cis-corossolona, annocatalina, annonacina,
annonacinona, solamina, corossolona, annomontacina, murisolina, xylomaticina.
Presenta actividad analgésica, antiamebiana, antibacteriana, antimalaria,
antidepresiva, antifungica, antiviral, antitumoral, antileishmania, antihepatotoxica,
citotdxica, anticancerigena, larvicida e insecticida.

(Tringali, 2001; Ross, 2003)

4.3.2.4 Estudios experimentales:

Los extractos de A. muricata presentan actividad anti protozoaria y
citotoxica contra Trypanosomacruzi, Leishmaniaspp., y Plasmodium falciparum.
(Osorio, et al., 2007)

La suspension acuosa de semillas de A. muricata mostr6 100% de
actividad larvicida contra Aedes aegypti a 0.5 mg/mL.
(Bobadilla, et al; 2005)

El extracto etandlico de semillas de A. muricata mostré repelencia,
toxicidad y actividad ovicida contra Rhodnius prolixusy R. pallescens.
(Parra-Henao, 2007)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 AREA DE TRABAJO

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT), Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia.

— Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad de San Carlos de Guatemala.

— Departamento de Parasitologia, Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

— Clinicas Veterinarias Privadas del area Metropolitana de la ciudad capital.

5.2 RECURSOS HUMANOS

— Estudiante tesista

— Cuatro profesionales asesores

— Colaboradores: Asesor de Veterinarios sin fronteras y personal de los
laboratorios en donde realicé la fase experimental.

— Personal de Clinicas Veterinarias del area Metropolitana.

5.2 MATERIAL BIOLOGICO

— Semillas de:
- Sincuya (A. purpurea)
- Anona colorada (A. reticulata)

- Guanaba (A. muricata)
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— Extractos etandlicos de las semillas de:
- Sincuya (A. purpurea)
- Anona colorada (A. reticulata)

- Guanaba (A. muricata)

— Garrapata café del perro (R. sanguineus)

5.3 MATERIAL FARMACOLOGICO

— Fipronil 0.25%

5.4 MATERIALY EQUIPO

— Agitador magnético

— Algodédn

— Balanza semianalitica
— Balon de 1000 mi

— Cajas de Petri simples
— Cinta doble adhesiva
— Colador

— Cristalizador

— Erlenmeyers

— Guantes de Latex

— Medidor de humedad
— Papel filtro

— Papel toalla (Papel mayordomo)

— Percolador de vidrio o acero inoxidable
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— Rotavapor (balon de evaporacion, condensador, bomba de vacio,
refrigerante y balén de colecta)

— Sistema de enfriamiento o circulacién de agua

— Vaso de precipitar

— Vasos plasticos

5.5 DISOLVENTES

Agua

Acetato de etilo

Agua desmineralizada
Alcohol 10%

5.6 CENTROS DE REFERENCIA

— Biblioteca Central de la Universidad de San Carlos de Guatemala
— Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
— Biblioteca de la Facultad de Agronomia

— Internet

5.7 METODOS

5.7.1 Obtencién de semillas:

5.7.2 Obtencion de extractos:

— Realicé los extractos en el Laboratorio de Investigacion de Productos
Naturales (LIPRONAT), Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. Recibi
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previo a completar esta parte de la metodologia la orientacion y

capacitacion sobre los procedimientos respectivos.

Método de obtencidon de extractos

Pelé las semillas de Annona sp., para obtener la almendra, hasta tener

200 g de cada especie.

Luego las coloqué en el percolador y agregaré el Acetato de etilo (500 ml) hasta

cubrirlas.

Dejé reposar por 24 h, recogi el liquido en un erlenmeyer, con la solucion

obtenida produje el extracto de las semillas de cada especie.

Para la preparacion de los extractos, el liquido obtenido lo concentré en un
rotavapor y repeti 5 veces la operacion cada 24 h hasta agotar la droga con el

disolvente recuperado.
Ya que obtuve el extracto, lo almacené en frascos de vidrio debidamente
identificado y refrigerado.
(Gaitan, 2005)
5.7.3 Obtencién de las concentraciones de los extractos de Annona:
Después de obtener el extracto, realicé una solucion madre con una

proporcion (1:2) con el extracto de Annona sp., en alcohol isopropilico al 10% y

realicé tres proporciones diferentes (1:50, 1:60, 1:75). Ya obtenidas las
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concentraciones de los extractos de Annona procedi a realizar la técnica de

inmersion de garrapatas adultas.

5.7.4 Obtencién de garrapatas adultas:

Obtuve las garrapatas (R. sanguineus) adultas de perros pacientes de
clinicas veterinarias privadas de la ciudad capital. Las colecté manualmente y las

almacené en tubos de ensayo a una temperatura aproximada de 4°C.

Utilicé 5 garrapatas por cada concentracion de los extractos de semillas de
Annona sp., en total utilicé 145 garrapatas, 45 por cada extracto de Annona sp, 5

para el grupo control positivo y 5 para el grupo control negativo.

5.7.5 Validacion de la técnica de inmersion de adultas:

Para validar la prueba utilicé Fipronil 0.25%, como control positivo y agua

como control negativo.

5.7.6 Técnica de inmersion de adultas (Adult Immersion Test):

— Coloqué 20ml de las tres diferentes proporciones (1:50, 1:60, 1:75)

de los extractos de las semillas Annona sp., en vasos de plastico

colocando en el interior un agitador magnético.

— Evalué tres repeticiones por proporcion.

— Cologué 20ml de agua en un vaso que se us6 como control negativo.
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Coloqué 20ml de Fipronil 0.25% liquido en otro vaso que lo usé como
control positivo.
Sumergi las garrapatas en cada una de las proporciones de cada
extracto y fueron agitadas por 30 min.
Retiré las garrapatas de las proporciones de cada extracto, las
garrapatas fueron separadas con la ayuda de un colador y eliminé el
exceso del producto con papel toalla.
Las garrapatas fueron adheridas dorsalmente mediante una cinta
adhesiva en una caja de petri. Las dejé incubara 25 -30° Cy 80 —
90 % de humedad relativa por siete dias. Revisé cada 24 h por siete
dias la actividad que mostraban las garrapatas y anoté en mi hoja
control la cantidad de garrapatas vivas o muertas.

(FAO, 2002)

5.7.7 Método estadistico

El disefio del estudio es completamente aleatorio. Para determinar si existe

diferencia entre el efecto ixodicida de los tres extractos y las tres proporciones de

cada extracto de Annona sp., utilicé la prueba de Chi2 (Sokal y Rohlf, 2000).

El 6rden de las comparaciones fue:

lero, entre extractos
2do, entre proporciones de cada extracto

3ro, entre proporciones mas efectivas de cada extracto
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Utilicé el acetato de etilo ya que segun diversos estudios han demostrado
que los extractos obtenidos a través de acetato de etilo, presentan mayor
concentracion de acetogeninas, lo que se correlaciona con su actividad citotoxica
e insecticida.

(Fang-Ronget al., 1997; Chavez y Mata, 1999)

Para establecer la confiabilidad de mi metodologia, utilicé Fipronil 0.25%
como control positivo dando como resultado el 100% de efectividad ixodicida a las
24h y como control negativo agua presentando un efecto ixodicida negativo.

Los tres extractos de Annona spp presentaron actividad ixodicida contra la
garrapata Rhipicephalus sanguineus. No existid diferencia significativa (P>0.05)
del efecto ixodicida entre los tres extractos de Annona spp, y en las diferentes

proporciones utilizadas (1:50, 1:60 y 1:75).

En las tablas se detalla los resultados de cada una de las proporciones para

cada uno de los extractos.
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Los resultados a las 24 h post tratamiento fueron los siguientes:

Tabla No.1 Resultado de garrapatas (R. sanguineus) muertas administrando

extractos de Annona spp, segun proporcion a las 24 h.

PROPORCIONES A. muricata A. purpurea | A. reticulata
1:50 15 14 13
1:60 15 13 11
1:75 15 11 9
Total muertas 45 38 33

A las 24 h post tratamiento, A. muricata presenté el 100% (45/45) de
mortalidad de las garrapatas en las tres proporciones 1:50, 1:60 y 1:75. A.
purpurea el efecto ixodicida fue de 93.3% (14/15) en la proporcion 1:50, 86.7%
(13/15) en la 1:60, y 73.3% (11/15) en la 1:75. A.reticulata obtuvo 86.7% (13/15)
en la proporcién 1:50, 73.3% (11/15) en la proporcién 1:60 y 60% (9/15), siendo la

menos efectiva de las tres.

Los resultados a las 48 h post tratamiento fueron:

Tabla No. 2 Resultado de garrapatas (R. sanguineus) muertas administrando

extractos de Annona spp, segln proporcion a las 48 h.

PROPORCIONES | A. purpurea A. reticulata
1:50 15 14
1:60 14 14
1:75 11 11
Total muertas 40 39
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A las 48 h post tratamiento, A. purpurea presentd el 100% (15/15) de
mortalidad de las garrapatas en la proporcion 1:50, 93.3% (14/15) en la 1:60 y
73.3% (11/15) en 1.75, aumentando su mortalidad so6lo en las dos primeras
proporciones 1:50 y 1:60, la proporcion 1:75, continuaba con el mismo porcentaje
ixodicida. El extracto de A. reticulata 93.3% (14/15) en las primeras dos
proporciones 1:50 y 1:60, 73.3% (11/15) en la proporcion 1:75, aumentando su

mortalidad en todas las proporciones.

Los resultados a las 72 h post tratamiento fueron:

Tabla No. 3 Resultado de garrapatas (R. sanguineus) muertas administrando

extractos de Annona spp, segun proporcion a las 72 h.

PROPORCIONES A. purpurea A. reticulata
1:50 15 15
1:60 15 15
1:75 15 14
Total muertas 45 44

A las 72 h post tratamiento A. purpurea presenté el 100% (15/15) de
mortalidad de las garrapatas en las tres proporciones 1:50, 1:60 y 1:75. A.
reticulata el efecto ixodicida fue de 100% (15/15) en las proporciones 1:50 y 1:60,
el Unico caso en que aun habian garrapatas vivas fue la proporcién 1:75, con un
93.3% (14/15) de mortalidad.

Con este estudio se demostro que los tres extractos estudiados presentaron
actividad ixodicida contra Rhipicephalus sanguineus a las 24, 48 y 72 h post
tratamiento, siendo asi el extracto de A. muricata el que demostré la mayor

actividad ixodicida contra R. sanguineus. El extracto con mayor efectividad a las
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24 h fue el de las semillas de A. muricata, obteniéndose efecto ixodicida al 100%
en las proporciones 1:50, 1:60 y 1:75 y el extracto A. purpurea en proporciones
1:50, 1:60 y 1:75 fue efectivo 100% a las 72 h, lo que nos indica el aumento del

efecto ixodicida conforme el tiempo trascurre.

Las moléculas responsables de la actividad ixodicida de los extractos de A.
muricata, A. reticulata y A. purpurea son las acetogeninas, éstas son &cidos
grasos presentes en sus semillas, con efectos citotéxicos contra algunos insectos
estudiados.

(Fang-Rong et al., 1997; Chavez y Mata, 1999).
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VIl. CONCLUSIONES

. Los tres extractos presentaron actividad ixodicida contra Rhipicephalus
sanguineus a las 24, 48 y 72 h post tratamiento.

. El extracto de A. muricata presentd el 100% de efectividad contra
Rhipicephalus sanguineus en las proporciones 1:50, 1:60y 1:75 a las 24 h.

. El extracto de A. purpurea presentd el 100% de efectividad contra R.
sanguineus en las proporciones 1:50, 1:60y 1:75 a las 72 h.

. El extracto de A. reticulata presentdé el 100% de efectividad contra R.
sanguineus en las proporciones 1:50 y 1:60, 93.3% en la proporcion 1:75 a
las 72 h.
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VIll. RECOMENDACIONES

Realizar estudios in vivo de los extractos de Annona sp. para evaluar tanto
el efecto ixodicida, como la toxicidad u otro efecto adverso en los

huéspedes.

Realizar estudios sobre las propiedades ixodicidas de otras partes de la

planta, asi como de otras especies de Annona spp.

Realizar estudios tanto in vitro como in vivo de extractos de las semillas de

Anonna spp. como control de otras especies de ectoparasitos.

Realizar estudios in vitro de A. muricata para determinar la dosis adecuada

y poder administrarlo in vivo en perros.

Evaluar toxicidad y efectos adversos del extracto de A. muricata en perros.
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IX. RESUMEN

En el presente estudio evalué la actividad ixodicida in vitro de los extractos
de Annona purpurea, A. reticulata y A. muricata, aplicados en la garrapata

Rhipicephalus sanguineus mediante el método de inmersion.

Obtuve las semillas y realicé los extractos en el Laboratorio de Investigacion
de Productos Naturales (LIPRONAT), Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Realicé una solucion madre (1:2) con el extracto de Annona sp. en alcohol
isopropilico al 10% y realicé tres proporciones diferentes (1:50, 1:60, 1:75) luego
procedi a la técnica de inmersion de garrapatas adultas. Obtuve las garrapatas de
perros pacientes de clinicas veterinarias privadas de la ciudad capital. Para validar
la prueba utilicé Fipronil 0.25 %, como control positivo y agua como control
negativo. Cologué 20 ml de las tres diferentes proporciones de los extractos en
vasos de plastico. Sumergi 5 garrapatas en cada proporcién de cada extracto y
fueron agitadas por 30 min. Las garrapatas fueron adheridas dorsalmente en una
caja de petri. Las dejé incubar a 25-30 ° C y 80-90 % de humedad relativa y las
revisé cada 24 h por siete dias. No existio diferencia estadisticamente significativa
del efecto ixodicida de los tres extractos de Annona sp. contra la garrapata R.
sanguineus. El extracto con mayor efectividad fue el de las semillas de A.
muricata, ya que tuvo efecto ixodicida al 100 % a las 24 h en las tres proporciones
(1:50, 1:60 y 1:75). El extracto A. purpurea en proporciones 1:50, 1:60 y 1:75 fue
efectivo 100 % a los 72 h. El extracto de A. reticulata present6 el 100 % de
efectividad contra R. sanguineus en las proporciones 1:50 y 1:60, 93.3 % en la
proporcidon 1:75 a las 72 h. Los tres extractos presentaron actividad ixodicida

contra Rhipicephalus sanguineus a las 24, 48 y 72 h post tratamiento.
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ABSTRACT

In this study | evaluated the in vitro ixodicide activity of the extracts from
Annona purpurea, A. reticulate and A. muricata applied in the tick Rhipicephalus
sanguineus by the immersion method. | collected the seeds and then obtained the
extracts from them in the Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
(LIPRONAT), Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. A mother solution (1:2)
of the Annona sp. extract and isopropyl alcohol 10 % was made to prepare 3
dilutions (1:50, 1:60, 1:75) and then proceed with the immersion method in adult
ticks. | collected the ticks from patient dogs of different private veterinary clinics of
the capital city. Fipronil 0.25 % and water were used as positive and negative
controls respectively. | poured 20 ml of each dilution of the three kinds of extracts
in plastic containers to submerge 5 ticks and shake them for 30 minutes. After that
the ticks were placed dorsally inside a Petri dish. Then | let them in the incubator
(25-30°C and 80-90 % RH) for 7 days and checked them every 24 hours. | found
that there was no significant statistical difference between the ixodicid effect of the
three extracts of Annona sp. against R. sanguineus. However the most effective
was that of the A. muricata with a 100 % of mortality in a 24 hours period for each
dilution. The A. purpurea extract was effective, also with a 100 % of mortality, but
until 72 hours after its application. By contrast the A. reticulata extract had 100% of
effectiveness only with the 1:50 and 1:60 dilutions and 93.3 % with the 1:75
dilution, all of them after 72 hours. The main conclusion of the study is that the
three extracts presented ioxidicide activity against R. sanguineus between 24, 48

and 72 hours post-treatment.
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