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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la actividad repelente y acaricida del aceite de las semillas de
Jatropha curcas L., con diferentes periodos de almacenamiento en larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, se desarroll6 la presente investigacion en la EEPF Indio Hatuey. Se
utilizé la cepa de garrapata Cayo Coco y se evaluaron aceites con dos periodos de
almacenamiento: 1 afio/extraccion 2017 y 3 afios/extraccion 2014. Como control positivo se
utilizé el acaricida Deltametrina (Butox®) y control negativo agua destilada. Para los
estudios in vitro se utilizaron las técnicas de repelencia e inmersion de larvas, donde se
evaluaron las concentraciones de 0,5; 1,75; 2,5; 5y 10 mg/mL. La caracterizacion de la
composicidbn quimica se realiz6 a través de cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masa. Los porcentajes de repelencia fueron superiores al 89 % para los
aceites de J. curcas L. (extraccion 2014 y 2017). Pasada las 8 horas el Control Positivo
(Butox®) disminuyd su actividad repelente hasta alcanzar valores del 64,20 % a las 16
horas. Mientras el agua destilada no mostr6 actividad repelente, ya que sus valores
oscilaron entre 3 y 7 % durante la etapa experimental. El aceite mostrd actividad acaricida
con valores de eficacia (mortalidad) de 96 y 97 % el aceite 2014 y de 98,11 y 98,99 % para
el aceite 2017, en concentraciones de 5y 10 mg/mL, respectivamente. La comoposicion
quimica mostré6 una mayor representaciéon de los acidos grasos insaturados, los cuales
estuvieron representados mayoritariamente por Linoleico y oleico. Mientras que los
saturados fueron estearico y palmitico, aunque estuvieron presentes otras sustancias en
menor cuantia. Los resultados mostraron que el aceite de la semilla de J. curcas L. posee
actividad repelente y acaricida para las concentraciones evaluadas frente a larvas de la
garrapata R. (B.) microplus.

Palabras claves: garrapata, aceite, jatropha, acaricida, repelente.
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INTRODUCCION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae), es considerado el
ectoparasito de mayor importancia para la bovinocultura. Presenta una amplia distribucion
geografica, encontrandose principalmente en los trépicos y subtropicos, afectando hasta el
80 % de la poblacion de esta especie en el mundo debido a su capacidad para adaptarse a
las méas variadas condiciones ecoldgicas (Grisi et al., 2014; Aguilar-Tipacamu et al., 2016;
Ali et al., 2016).

Constituyen ectoparasitos obligados, porque se alimentan exclusivamente de sangre
(hematofagos) (Hurtado et al., 2015) y son potenciales transmisores de agentes patégenos
(protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus), ademas de algunas antropozoonosis?,
amenazando seriamente no solo la produccion ganadera, sino también la salud del hombre
(Garcia-Corredor et al., 2016).

Segun Dominguez et al. (2013), Alvarez (2014), Dantas dos Santos et al. (2016) y Pavén-
Leyva (2016) las garrapatas provocan cuantiosas peérdidas econdmicas por irritacion y/o
reacciones alérgicas en la piel, anemia, disminucion en la ganancia de peso, la produccion
de carne y leche, a la transmision de agentes patdgenos como Babesia bovis, Babesia
bigemina, Anaplasma marginale y Theileria parva, al incremento de los costos de control y

a los tratamientos de enfermedades y problemas reproductivos en los animales.

La presencia de altas infestaciones de la garrapata R. (B.) microplus en los bovinos puede
causar cambios en el equilibrio enzooético y la epidemiologia de los patégenos y sus
respectivas enfermedades, un ejemplo de ello lo constituye el cuadro conocido como

Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) (Ramires dos Santos et al., 2019).

Las pérdidas por concepto de estas parasitosis, en Ameérica Latina, se estiman entre 32 a
500 millones de dolares anuales. Aunque en paises como Brasil las cifras son superiores,
todo ello por concepto de gastos con garrapaticidas, pérdidas de la produccién, mortalidad

y campafa sanitaria (Rodriguez-Vivas et al., 2017; Miravalles et al., 2018).

! Enfermedad que se transmite de los animales al hombre



Tesis en opcidn al Titulo de Master en Pastos y Forrajes

Hasta la fecha los acaricidas de sintesis quimica constituyen el principal método de control
para estas parasitosis a nivel mundial. Sin embargo, esta estrategia se ha tornado ineficaz
en algunas regiones debido a la aparicion y desarrollo acelerado de la resistencia al principio
activo, en las poblaciones de garrapatas (Morais-Urano et al., 2012; Castillo et al., 2016; de

Oliveira Souza Higa et al., 2016).

La resistencia es uno de los mayores problemas, debido a que la disponibilidad de nuevos
antiparasitarios es cada vez mas escasa. El uso intensivo de estos productos quimicos ha
provocado la contaminacion del suelo y el agua, la exposicién de los trabajadores rurales y
la presencia de residuos quimicos en la leche y la carne, lo que causa preocupacion en la
sociedad y las agencias gubernamentales (Agnolin et al., 2014; de Oliveira Souza Higa et
al., 2015; Hurtado et al., 2015; Torres-Acosta et al., 2015).

En este contexto, se hace necesaria la busqueda de otras estrategias de control. Las plantas
han demostrado ser un método alternativo para el control de insectos y acaros por los
metabolitos secundarios producidos como un mecanismo de defensa contra las condiciones

bidticas y estrés abidtico (Arceo-Medina et al., 2016; 2017).

Investigaciones desarrolladas desde la década de los 90 del siglo pasado han demostrado
gue las plantas con actividad acaricida pueden causar diversos efectos sobre los artrépodos
como son: repelencia, inhibicién de la alimentacién o la sintesis de quitina, causan disturbios
en su desarrollo (crecimiento o reproduccién), deformaciones, infertilidad y mortalidad en
diversas fases de su ciclo bioldégico (Campos et al., 2012; Rosado-Aguilar et al., 2017).

Los compuestos quimicos derivados de plantas se presentan como una alternativa a los
productos de sintesis quimica, ya que tienen baja toxicidad, son solubles en agua y se
degradan mejor en el ambiente, por radiacion solar y humedad. Estas propiedades permiten
reducir el desarrollo de resistencia acaricida y el alto impacto ecoldgico en los sistemas
ambientales (Chagas et al., 2012; Parte et al., 2014).

Entre las especies vegetales mas estudiadas se encuentran: Azadirachta indica A. Juss.,
Cymbopogon winterianus Jowitt, Petiveria alliacea L., Eucalyptus citriodora (Hook.) K.D. Hill
& L.A.S. Johnson, Piper aduncum L., Nicotiana tabacum L., entre otras (Chagas et al., 2012;
Campos et al., 2012; Agnolin et al., 2014; Soca-Pérez et al., 2015; Oliveira et al., 2017;
Braga et al., 2018).


https://www.google.com/search?q=K.D.Hill&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLSz9U3MKowKiguXMTK4a3noueRmZMDAIKTr6cZAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjy9-zQq-7gAhVFMawKHXfsDyYQmxMoATAYegQIBRAO
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Aunqgue se han utilizado diferentes partes de las plantas (tallos, hojas, raiz, corteza, frutos,
flores y semillas), los aceites esenciales o no, presentes en las especies vegetales estan
siendo ampliamente utilizados por su actividad terapéutica, bactericida, fungicida e
insecticida. Su eficacia podra variar en funcion de la época del afo, la concentracion de los
metabolitos y las condiciones ambientales en las que estén las plantas (Adenubi et al., 2016;

Cavalcante-Barros et al., 2019).

Entre ellos se encuentran los provenientes de las semillas de Jatropha curcas L., la cual es
una especie multipropdsito, de origen tropical, perteneciente a la familia Euphorbiaceae.
Esta planta es de rapido crecimiento, altamente resistente a la sequia, puede ser cultivada
en areas marginales, sin competir con la produccién de especies para la alimentacion

humana y animal (Toral et al., 2016).

Considerada como una planta oleaginosa por su alto contenido de aceite en las semillas.
Sin embargo, no es comercializado por sus efectos toxicos atribuidos a la presencia de

ésteres de forbol (EF) y de una proteina téxica llamada curcina (Lopera Vélez et al., 2017).

La utilizacién de Jatropha en la medicina tradicional y el uso veterinario se ha reportado en
Asia, Africa y América Latina. Todas las partes de la planta tienen usos medicinales,
ampliamente utilizadas en el control de enfermedades por sus propiedades como insecticida

y fungicida (Carrasco-Rueda et al., 2013; Escobar, 2015; Valdés-lzaguirre et al., 2018).

Por otra parte, Fuentes-Zaldivar et al. (2017) reporto efectos acaricidas in vitro del aceite
frente a teleoginas y larvas de R. (B.) microplus, mientras que Lopera-Vélez et al. (2017)
encontré resultados similares, pero al utilizar extractos vegetales de hojas y semillas de la

misma especie.

Sin embargo, la mayor cantidad de reportes han estado vinculados a la salud humanay en
menor cuantia a los estudios sobre sus usos en la medicina veterinaria. De ahi la
importancia de continuar las investigaciones sobre las potencialidades de esta especie para

la salud animal en condiciones tropicales.
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Problema cientifico

Se desconocen los efectos repelentes y acaricidas del aceite de semillas de Jatropha curcas
L., con diferentes periodos de almacenamiento en el control de larvas de Riphicephalus
(Boophylus) microplus.

Hipotesis

Las sustancias bioactivas presentes en el aceite del fruto de Jatropha curcas L., con

diferente periodo de almacenamiento, presentan efectos repelentes y acaricidas sobre las

larvas de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Objetivo General

Evaluar la actividad repelente y acaricida del aceite de las semillas de Jatropha curcas L.,

con diferente periodo de almacenamiento en larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Objetivos Especificos

Determinar de la actividad repelente del aceite de la semilla de J. curcas L. con diferente

periodo de almacenamiento frente a larvas de R. (B) microplus.

Evaluar la actividad acaricida del aceite de la semilla de J. curcas L. con diferente periodo

de almacenamiento frente a larvas de R. (B) microplus.

Caracterizar la composicion quimica del aceite de la semilla de J. curcas L. con diferente

periodo de almacenamiento.
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA
I.1. Jatropha curcas L., una planta con potencial parala produccion y la salud animal
I.1.1. Caracteristicas agroproductivas de la especie

Jatropha curcas L. es un arbol pequefio, multipropésito de la familia de la Euphorbiaceae.
El nombre del género Jatropha deriva del griego jatros (doctor) y trophé (comida), que
implica usos medicinales, mientras que Curcas es el nombre comun para la nuez del Phycis

en Malabar, India (Sotolongo-Pérez et al., 2007).

A pesar de ser nativo de México y Centroamérica, crece en numerosas zonas climaticas en
regiones tropicales y subtropicales del mundo, extendiéndose desde el continente
americano hasta Africa y Asia (Igbinosa et al., 2011). Recibe diferentes nombres comunes,
en Cuba se le reconoce como: pifién botija, piidn de cercas, pifidn purgante. Es llamada
pifioncillo en México, pifiol en Perl y tempate en Costa Rica (Lopez-Saez y Pérez-Soto,
2011; Machado, 2011).

Segun Torres (2007) y Valderrama y Séanchez-Roldan (2016), esta planta resiste
normalmente el calor, aunque también soporta bajas temperaturas y puede resistir hasta
una escarcha ligera. Se le encuentra normalmente a bajas elevaciones, por debajo de los 1
200 msnm, en tacotales de areas secas y humedas, en planicies o colinas, con
precipitaciones de 300 a 1 800 mm y temperaturas de 18 a 28 °C; aunque se planta también

en sitios con temperaturas de hasta 34 °C.

Su requerimiento de agua es sumamente bajo y puede soportar periodos largos de sequia
(de tres a seis meses); se adapta a una gran variedad de suelos, incluyendo los de bajo
contenido de nutrientes. Aunque los prefiere livianos y bien drenados, se desarrolla
normalmente en suelos aridos y semiaridos. En suelos pesados la formacion de raices se
ve limitada (Rucoba y Mungia, 2013; Toral et al., 2016).

Es una especie de rapido crecimiento, alcanza de 3 a 6 m de altura. Sin embargo, en la
etapa de vivero, las plantulas pueden ver afectada su respuesta fisioldgica y el crecimiento

si son sometidos a estrés hidrico (Lama et al., 2019).

Segun Mejias et al. (2015), puede ser propagada tanto por semillas como por estacas. Las

plantas multiplicadas por semillas son mas resistentes y de mayor longevidad. Inician la


https://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=Brenda+y+Balfre+S%C3%A1nchez+Rold%C3%A1n+Valderrama&search-alias=books&field-author=Brenda+y+Balfre+S%C3%A1nchez+Rold%C3%A1n+Valderrama&sort=relevancerank
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produccion de frutos a los seis meses y alcanzan la estabilidad productiva en su madurez
fisiologica, después de los cuatro afios. Las plantas provenientes de estacas, en cambio,
tienen un ciclo de vida mas corto y un sistema radicular menos vigoroso, pero comienza a
producir mas temprano. Cuando es obtenida por via sexual, en buenas condiciones de

produccion, la longevidad es de 30 a 50 afios.

Los frutos son capsulas drupaceas de 2 cm de diametro, de color café claro, donde se
encuentran de dos a tres semillas; del tamafio, forma y apariencia de una almendra, aunque
mas blancuzca, rodeadas por un material en forma de pulpa y la cascara del fruto, que se

convierte en un material pergaminoso al secarse (Sotolongo-Pérez et al., 2007).

La produccion de semillas puede iniciar desde el primer afio, su rendimiento tiene una
tendencia a incrementarse durante los primeros cinco afios y a partir de este momento se
estabiliza. El rendimiento por hectarea puede llegar a ser hasta de 5t de semilla, de las
cuales 2 t son de aceite y 1t es de pasta residual, rica en proteina (60 %) (Martinez, 2005;
Parsons, 2005). Estos rangos de produccion de semilla pueden variar desde 0,4 t hasta 12
t/ha/afio, después de cinco afios de cultivo. Segun Hooda y Rawat (2005), la variabilidad
dependera de las condiciones edafoclimaticas y el manejo de la plantacién. Bajo
condiciones adecuadas el rendimiento oscila alrededor de 2 kg de semilla por planta,
mientras que, en suelos relativamente mas pobres los valores varian entre 0,75 a 1

kg/planta.
[.1.2. Composicién quimica

J. curcas es una especie de gran diversidad en la composicién quimica (metabolitos
primarios y secundarios) en cada una de las partes de la planta. Se han identificado
flavonoides, diterpenos, esteroles, triterpenos, sapogeninas, cumarinas,
deoxipreussomerinas, acidos organicos, iridioides, saponinas y taninos, entre otros. Esta
diversidad influye en su funcionamiento e interviene en sus interacciones ecologicas con el
ambiente (Igbinosa et al., 2009; Oskoueian et al., 2011a; Wei-Zhang et al., 2015).

Las semillas han sido la parte de la planta mas estudiada, contienen entre 30 y 32 % de
proteinay de 60 a 66 % de lipidos. De ahi que sea considerada como una planta oleaginosa,
la composicion del aceite en las semillas es de 64 % de triacilgliceroles, 12 % de compuestos
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hidrocarbonados y 9 % de acidos grasos libres, entre los que se encuentran el oleico,

linoleico, palmitico y estearico (Pabon y Hernandez-Rodriguez, 2012).

Al respecto Campusano-Duque et al. (2016) sefiala que en el perfil lipidico de esta especie
predominan cuatro acidos grasos: oleico (40,3 %), linoleico (38,6 %), palmitico (12,9 %) y
esteérico (6,6 %). Otros acidos presentes manifestaron una concentracion promedio no
superior al 2,0 % (linolénico, miristico, palmitoleico, eicosanoico y eicosenoico). A nivel
mundial el perfil lipido de los genotipos de J. curcas esta calificado como oleico-linoleico,
con predominancia de acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (Kumar et al., 2016;

Rodriguez-Ramos et al., 2017).

Se han empleado diferentes métodos para optimizar los rendimientos de extraccion,
encontrandose que en el método de Soxhlet con hexano el rendimiento es de 49 % y por
fluidos supercriticos es de 43 %. Por otra parte, Karaj y Muller (2010) demostraron que la
extraccion de aceite esté influenciada por la generacion de temperatura cuando se utilizan
métodos mecanicos (prensa de tornillo). Sin embargo, Jain (2019) sefiala que el rendimiento
del aceite no solo depende del tipo de método de extraccién sino también de los contenidos
de lipidos presentes en las semillas.

Aun cuando posee una composicion similar a la de muchos aceites comestibles no se ha
comercializado por sus efectos toxicos atribuidos a los ésteres de forbol (EF) (Lopera-Vélez
et al., 2017) y de una proteina téxica llamada curcina (Reddy et al., 2012). Segun Haas et
al. (2012) reportan seis tipos de EF con una misma fraccion diterpeno. Sin embargo, el més

representado es el 4 B-12-O-tetracanoilforbol13-acetato.

La semilla y la torta, poseen sustancias antinutricionales como son: inhibidor de tripsina,
lectina (curcina y curcusone B), saponina, acido fitico, acido curcaldnico y los ésteres de
forbol. La pulpa del fruto es rica en nitrégeno (N), potasio (K), magnesio (Mg), zinc (Zn) y
hierro (Fe), mientras que, la cascarilla, posee un valor calorico de 4,155 kcal/kg. La torta
tiene un contenido de proteina promedio de 59 % (Lopez-Séez y Pérez-Soto, 2011;

Campusano-Duque et al., 2016).

Los fitatos constituyen, otro de sus importantes componentes antinutritivos, los cuales no
son labiles al calor y que pueden tener efectos adversos, en especial, por la disminucién en

la biodisponibilidad de los minerales, particularmente, calcio, zinc y hierro. Sin embargo,
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pueden ser mitigados mediante la adicibn de minerales en la dieta. (Saetae y Worapot,
2011).

En México han sido identificado variedades de Jatropha no toxicas, por sus bajos contenidos
de EF, lo cual puede abrir una ventana a su inclusion en la dieta animal. La tabla .1 muestra
la composicion de las harinas de las variedades. Los resultados exponen los altos niveles
de proteina, sin embargo, otros anti nutrientes tales como el inhibidor tripsina, la lectina y el

fitato siguen estando presentes en cantidades significativas (Foidl et al., 2001).

Tabla I.1. Composicién quimica de la harina de las semillas de J. curcas.

Variedad Variedad

Componente toxica no téxica
Esteres de forbol 2,79 0,11
Fenoles totales (% acido tanico eq) 0,36 0,22
Taninos (% acido tanico eq) 0,04 0,02
Fitatos (% MS) 9,40 8,90
Inhibidor tripsina (mg de tripsina por g de muestra) 21,30 26,50
Lecitinas (1/mg de harina que produjo 102 51

hemoaglutinacion por mL de muestra de ensayo)

Todos los datos estan en base a la MS; fuente: Makkar et al. (1998)

[.1.3. Principales usos de la especie y sus derivados

J. curcas es un ejemplo de planta versétil, con atributos econémicos y ecoldgicos, utilizada
en varios paises tropicales de América, Africa y Asia como energia alternativa gracias al
aceite obtenido de las semillas. Presenta usos diversos, entre los que se destacan la
farmacologia, los biofertilizantes, la bioenergia, la alimentacion animal y humana (Pabén y

Hernandez-Rodriguez, 2012; Campusano-Duque et al., 2016).

El aceite del fruto es una fuente de energia renovable no convencional, de bajo costo y
amigable con el ambiente. Puede reemplazar otros combustibles como el keroseno, el
petréleo y a la lefia/carbon con relativo éxito, para la iluminacién y la cocina. Por lo que la

produccion de biomasa de esta especie y su conversion en energias limpias y utiles, puede
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tener una influencia positiva en la matriz energética en el medio rural (Sotolongo-Pérez et
al., 2016).

Altamente resistente a la sequia, puede ser cultivado en areas marginales, sin competir con
la produccion de especies para la alimentacion humanay animal. Su establecimiento podria
incrementar las areas boscosas y la reforestacion en los ecosistemas mas fragiles, en
especial, en las regiones semiaridas y secas. Contribuyendo a la regeneracion de los suelos,
al control de la erosion, el incremento de la biodiversidad, la captura de carbono de la
atmosfera y su fijacion al suelo (Rucoba et al., 2013; Valderrama y Sanchez-Roldan, 2016;
Silva et al., 2019).

Segun Warra et al. (2019) esta especie posee un enorme potencial para la fitorremediacion
en lugares contaminados por metales téxicos y metaloides dada su plasticidad y capacidad
de adaptacion. Estudios realizados por Alvarez-Mateos et al. (2019) encontraron que J.
curcas posee capacidad para la remocion de metales pesados, absorbiendo grandes
cantidades de Fe y notables de Zn, plomo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr) y niquel (Ni), en
algunos casos fueron eliminadas totalmente las concentraciones de estos compuestos en

el suelo.

En muchos paises tropicales se usa ampliamente como cerca viva, tutores de otros cultivos,
y como arbol de sombra y ornato. Puede ser utilizada como cultivos alternativos en regiones
donde otras especies han perdido el valor comercial. De ahi que su expansion podria
proporcionar nuevas fuentes de empleo y mejorar el nivel y la calidad de vida de la poblacion

rural (Sotolongo-Pérez et al., 2014).

Es una materia prima muy interesante para la produccion de oleoquimicos porque tiene
aproximadamente un 80 % de compuestos insaturados, que unidos a sus caracteristicas
fisicoquimicas: viscosidad, indice de yodo y de saponificacion, tiene usos muy importantes
para la produccion de biodiesel, la fabricacion de jabdn, barnices, betunes y la extraccion
de glicerina con fines industriales (Garay et al., 2012; Aguilar et al., 2015; del Rio et al.,
2015; Pazmifo-Sanchez, 2018).

Por su contenido de fibra, proteina y minerales (P, Ca, Mg, Na y K) en los frutos puede
utilizarse como fertilizante y para la nutricion animal. La cascarilla, con un poder calorifico

de 4,155 kcal/kg, tiene un uso potencial para la cogeneracion de energia. La torta obtenida
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por el prensado de la semilla para la extraccion del aceite puede ser utilizada como alimento,
después de un proceso de destoxificacion, pues contiene altos niveles de proteina (55-58
%) y se distingue por sus contenidos de aminoacidos esenciales (Soca-Pérez, 2015;
Cérdova-Téllez et al., 2016).

La torta sin destoxificar, puede emplearse como abono organico por sus contenidos en
nitrogeno, similar al de la gallinaza. Considerada también como sustituto de productos para
la estimulacion del crecimiento en las plantas y la elaboracidén de aglomerados. Sus ramas

y hojas tiernas se usan también como abono verde (Campusano-Duque et al., 2016).

Los ésteres de forbol tienen aplicaciones potenciales como bio pesticidas, insecticida y
molusquicida. Diferentes investigaciones han sido desarrolladas para evaluar extractos
acuoso y metandlico de hojas, semillas y aceite, mostrando una alta toxicidad de estos
compuestos (Rug y Ruppel, 2000).

Considerando la versatilidad y capacidad de adaptacion de esta especie, Ovando-Medina
et al. (2011) y Edrisi et al. (2015), sefialan la necesidad de utilizar el mapeo genético, el
cruzamiento asistido y la ingenieria genética para la obtencion de cultivares de Jatropha que
combinen el desarrollo agronémico de campos altamente productores de aceite y tortas,

para transformarlo en cultivos de alimento industrial y biodiesel.
I.1.4. Propiedades medicinales y antiparasitarias

La utilizacién de J. curcas, en la medicina tradicional y el uso veterinario se ha reportado en
Asia, Africa y América Latina. Todas las partes de la planta tienen usos medicinales
(Sabandar et al., 2013; Escobar, 2015). Se destacan sus propiedades como insecticida,
acaricida, fungicida, antimicrobiana, antirreumatica, antiinflamatoria, antipirética, diurética y
antioxidante (Das-Gupta et al., 2010; Kalimuthu et al., 2010; Arekemase et al., 2011; James
et al., 2011; Namuli et al., 2011; Oskoueian et al., 2011b; Rahman et al., 2014; Sanchez-
Sanchez et al., 2015; Araiza-Lizarde et al., 2015).

Las semillas eran exportaban de Cabo Verde a Portugal para emplear el aceite como
purgante, aunque es un método muy drastico, ya que la ingestion de las semillas podria
causar la muerte. Se han evidenciado usos medicinales, en el tratamiento de infecciones de
la piel, enfermedades de transmision sexual, ictericia, enfermedades bucales, tratamiento

del herpes simple, fiebre, para procesos inflamatorios, reumatismo, dolores musculares,
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curacion de heridas, Ulceras y como astringente en cortes y contusiones, para tratamiento
de la neumonia, la sifilis y como abortivo (Pavén y Hernandez-Rodriguez, 2012; Reddy et
al., 2012; Carrasco-Rueda et al., 2013).

En las hojas se han identificado metabolitos como apigenina, vitexina e isovitexina, que
pueden ser utilizados contra la malaria, entre otras enfermedades. Varios estudios han
reportado la potencialidad antimicrobiana de extractos de diferentes partes de J. curcas
(Lasalita-Zapico et al., 2012; Araiza-Lizarde et al., 2015). La accion bactericida de las
diferentes partes de la planta, pudiera ser atribuida a la presencia de acidos organicos,
segun Aidah et al. (2014).

Mientras que el latex se ha establecido que contiene compuestos con propiedades
anticancerigenas como jatrophina, jatrofano, y curcaina. También se reporta actividad
antimicrobiana frente Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Saetae y Worapot, 2011;
Devappa et al., 2012; Gallardo-Vasquez et al., 2019). Resultados similares han sido
reportados por Castro et al. (2014) al evaluar la actividad antimicrobiana del aceite frente a
S. aureus, E. coli y Pseudomonas aeruginosa, constatando un efecto inhibitorio en el

crecimiento microbiano.

En estudios realizados con las proteinas de esta especie Gallegos-Tintoré (2012), sefialaron
gue contienen péptidos antioxidantes y quelantes, lo cual pudiera tener un impacto positivo
sobre el valor econémico de este cultivo como fuente potencial de ingredientes funcionales.
Por otra parte, la Jatropha es una buena fuente de fitatos, a los cuales se les atribuyen
efectos benéficos que incluyen la prevencion del cancer, reduccion del dafio oxidativo

inducido por el hierro y la prevencion de la peroxidacion lipida (Singh et al., 2003).

Al evaluar la actividad acaricida de cuatro concentraciones (5, 10, 15, 25 %) del aceite
obtenido de la semilla de J. curcas en R. (B) microplus, Fuentes-Zaldivar (2015) y Fuentes-
Zaldivar et al. (2017), apreciaron diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos y
las concentraciones utilizadas, con un marcado efecto bioacaricida in vitro sobre teleoginas

y larvas.

Resultados similares fueron informados por Lopera-Vélez et al. (2017) al evaluar cinco
concentraciones de extractos etandlicos de semillas de Jatropha, los resultados fueron

mejores en la medida que aumento la concentracién. Segun los autores su capacidad
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biocontroladora se debe a la presencia de ésteres de forbol (diterpenos), considerados como
los compuestos mas toxicos de la especie y la presencia de terpenoides y taninos en la

semilla.

Resultados similares fueron reportados por Juliet et al. (2012) quienes encontraron una
reduccion en el porcentaje de la postura de hasta el 90 % en Rhipicephalus (Boophilus)

annulatus cuando fueron tratadas con extracto etandlico a partir de las hojas de Jatropha.

En otros estudios Rugama (2003), evallo tres concentraciones de glicerol, obtenidas a
través de los procesos de este aceite, para el control R. (B.) microplus y encontro resultados
significativos con concentraciones de 20 y 30 %, con valores entre 90 y 95 % de eficacia a

las 60 horas de aplicado el producto.

[.2. Rhipicephalus (Boophilus) microplus su impacto en los sistemas ganaderos
[.2.1. Apuntes sobre la biologia y epidemiologia de la especie

Las garrapatas son de gran interés en la comunidad cientifica, dado su importancia para la
salud publica y su notable impacto econémico en los sistemas ganaderos. La presencia de
altos niveles de infestaciobn puede causar alteraciones en el equilibrio enzodtico y la
epidemiologia de los patdgenos y las enfermedades que ellas transmiten (Ali et al., 2016;
Garcia et al., 2019).

Hasta el momento mas de 920 especies se describen en el mundo, divididas en tres familias,
de las cuales dos son las mas importantes y abundantes: Ixodidae (garrapatas duras) y
Argasidae (garrapatas blandas) (Guglielmone et al., 2010; Barros et al., 2017; Nava et al.,
2017).

Dentro de estas especies se encuentra R. (B.) microplus, conocida popularmente como la
garrapata del buey, ya que tiene a los bovinos como el principal hospedero, aunque puede
aparecer en otros animales (equinos, ovinos, cérvidos) (Luz et al., 2016). Antiguamente era
llamado como Boophilus microplus, pero investigaciones filogenéticas desarrolladas por
Murrell y Barker (2003) lo reclasificaron en el género Rhipicephalus, pasando a denominarse
con el nombre actual. Sin embargo, la palabra de Boophilus se ha mantenido como
subgénero facilitando la recuperacion de publicaciones en las que aparece con el antiguo

nombre.
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Segun el National Center for Biotechnology Information de los Estados Unidos de América,

citado por Garcia et al. (2019) la clasificacion taxonémica de la especie es la siguiente:

* Reino - Metazoa

* Filo - Arthropoda

* Clase - Arachnida

*» Subclase - Acari

» Superorden - Parasitiformes
* Orden - Ixodida

» Superfamilia - Ixodoidea

» Familia - Ixodidae

» Subfamilia - Rhipicephalinae
* Género - Rhipicephalus

* Subgénero - Boophilus

* Especie - Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. (B.) microplus probable tuvo su origen en la India y la isla de Java, en Asia. Las
expediciones exploradoras del siglo XVI, asi lo registraron en la historia. Segun Garcia et al.
(2019) el transporte de mercancias y animales fue la principal causa de la dispersion de las
garrapatas a otros lugares donde originalmente no existian. De ahi su amplia distribucion
en los paises tropicales y subtropicales donde encuentran condiciones ideales para su
desarrollo y multiplicacién, y es considerada como una especie nativa (Polanco-Echeverry
y Rios-Osorio, 2015; Nava et al., 2017).

Esta garrapata es una especie de un solo hospedero, con cuatro estadios en su desarrollo:
huevo, larva, ninfa y adulto. En la etapa adulta poseen cuatro pares de patas y su cuerpo
esta dividido en dos regiones: cefalotérax y abdomen. Sus diferencias con respecto a las
larvas, es que estas solo poseen tres pares de patas. Ademas cuenta con dos fases
intermedias de desarrollo conocidas como fases mutantes, que se caracterizan por el
desprendimiento de la cuticula (muda) de la larva en su paso a ninfa y de la ninfa en su paso
a adulto (Mastropaolo et al., 2014; Roque, 2015).

13
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Poseen metamorfosis incompleta, puesto que sus estadios iniciales de desarrollo, presentan
las mismas caracteristicas morfolégicas, de comportamiento y de alimentacién que los
estadios intermedios y de adulto. Son ectoparasitos obligados, que requieren alimentarse
de fluidos tisulares y sanguineos de forma exclusiva para desarrollarse durante todo su ciclo
de vida. Para iniciar el proceso de alimentacién, la garrapata se une al hospedero cortando
su piel con unas estructuras bucales llamadas queliceros y se ancla en el tejido con un
organo llamado hipostoma (Cruz, 2017) (La estructura de la garrapata podra ser apreciado
en el Anexo 1).

El ciclo de vida de R. (B.) microplus se divide en dos etapas: fase parasitaria y fase de vida
libre (0 no parasitaria) (Ver Anexo 2). La fase parasitaria comprende desde la fijacion de la
larva en un huésped sensible hasta llegar al estadio adulto (teledéginas o hembras
ingurgitadas) y tiene una duracion aproximada de 21 dias, aunque puede variar entre 18 y
35 dias. Algunas regiones del cuerpo del animal son mas deseadas (barbilla, entre piernas,
ubre, region posterior y perineo), debido a la temperatura, el grosor de la piel y para
protegerse de la autolimpieza realizada por los huéspedes en el intento de eliminar estos
ectoparasitos (Garcia et al., 2019).

Después de la fijacion de la larva en el hospedero ocurre el primer cambio entre los cuatro
a siete dias pasando a ninfa la cual alcanza el estado adulto de nueve a 16 dias. Por su
parte, los adultos realizan la copula y las hembras repletas se desprenden del hospedero
mientras, los machos permanecen por un periodo mayor de tiempo en busca de nuevas

hembras para cépula (Roque, 2015).

Con el desprendimiento de las teleoginas ingurgitadas se da inicio a la fase de vida libre.
Preferiblemente, el desprendimiento ocurre en las primeras horas de la mafiana y/o el final
de la tarde, periodos donde las condiciones climaticas son mas favorables. La garrapata
hembra gravida busca un sitio himedo y protegido, tanto de los enemigos naturales como
de la radiacién solar para la ovipostura (maduracion de los ovarios, produccion y maduracion
de los huevos, y la postura), finalizando asi su ciclo de vida con la posterior incubacion de

los huevos y la eclosion de las larvas (Sonenshine et al., 2002).
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Después de este proceso la hembra muere, ellas son capaces de revertir alrededor del 50
% de su peso corporal en masa de huevos, con una cantidad que varia aproximadamente
entre 3 000 — 5 000 huevos (Quiroz et al., 2011; Roque, 2015).

Las larvas, luego de la eclosién, se quedan en el suelo por un periodo de cuatro a siete dias,
préximas a las cascaras de donde salieron, aguardando el endurecimiento de la cuticula o
caparazon. Después de una semana suben en grupos para las puntas de las hojas del
pasto, donde permanecen agrupadas a la espera de un huésped, este periodo de espera
en el pastoreo puede durar hasta 80 dias. Para ello utiliza sus érganos sensoriales que son
estimulados por olores, el gas carbonico de la respiracion de los animales, el
desplazamiento del aire, la luz, la humedad y el calor que indican la presencia del hospedero
(Andreotti et al., 2019a).

Las condiciones climéticas tienen una influencian directa en la duracion de la fase no
parasitaria. Los estudios muestran que, en primavera y verano (meses mas calidos), el
tiempo desde el desprendimiento de la teledgina hasta la aparicion de sus larvas en el
pastoreo es menor que durante las estaciones de otofio e invierno. Por su parte, en la fase
parasitaria no se aprecian diferencias entre las estaciones dado que los hospederos

mantienen una temperatura corporal constante (Campos-Pereira y Labruna, 2008).

Las garrapatas raramente viven mas de dos afios y regularmente menos de uno. La
longevidad varia dependiendo la época climatica, la region y las razas bovinas empleadas.
En investigaciones realizadas en Brasil por Barros et al. (2017) y Cruz (2017) sefalan que
estos factores influyen directamente en las generaciones anuales de esta garrapata. En
climas mas frios se pueden observar tres generaciones a lo largo del afio, mientras que en
las regiones mas calidas de cuatro a cinco. Asi mismo sefalan que regiones con sequias

son menos favorables para la supervivencia de las larvas en pastoreo.

El 95 % de las garrapatas en un sistema de produccion de bovinos se encuentran en el
pastoreo, en las etapas de: huevos, larvas y/o teledginas. Solo el 5 % de la poblacién se
encuentra parasitando los bovinos (Campos-Pereira y Labruna, 2008). Esto se convierte en
un gran problema en relacion al control de ese ectoparasito, dado a que la mayor parte de
las acciones de combate estan destinadas Unicamente a la fase parasitaria que representan

a la minoria de la poblacion. Por otra parte, Grisi et al. (2014) sefiala que los animales de
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razas taurinas (Bos taurus) y sus cruces son los mas afectados por esta especie de

garrapata.

En este sentido el conocimiento acerca de la biologia y la epidemiologia de las garrapatas
en pastoreo constituye una valiosa informacion para el productor, ya que puede conducir de
forma segura al control de estos ectoparasitos usando algunas herramientas y técnicas de

manejo, y en consecuencia al éxito de la explotacion pecuaria.
[.2.2. Control integrado de las garrapatas, principales estrategias

El uso de acaricidas es el principal método, a nivel mundial, en el control de las garrapatas.
Actualmente, existen mas de 50 marcas comerciales distribuidas en varias familias de
acaricidas: organofosforado (OF), piretroides sintéticos (PS), amidinas (Am), fenilpirazoles
(FN), reguladores del crecimiento (RC) y Lactonas macrociclicas (LM) (Rodriguez-Vivas et
al., 2013; de Oliveira Souza Higa et al., 2016; Benavides et al., 2017; Barradas-Pifa et al.,
2019). Ademas, se encuentran mezclas de ixodicidas que potencian la accidén contra las
garrapatas como por ejemplo la cipermetrina y deltametrina. Por otra parte, diferentes han
sido las formas de aplicacion, destacandose la aspersion, la inmersion, derrame dorsal
(pour-on) y parenteral (inyectables), etc. (Ver Anexo 3) (Mendes et al., 2013; de Oliveira
Souza Higa et al., 2019).

El uso excesivo y la aplicacién incorrecta de los productos quimicos han proporcionado una
seleccion natural de poblaciones de garrapatas resistentes a los acaricidas (Raynal et al.,
2013; De Meneghi et al., 2016; Rodriguez-Vivas et al., 2017). Los informes de resistencia a
los acaricidas se reportan desde la década de 1980, asi como el desarrollo de la
multirresistencia es reportado, en diferentes paises (Fernandez-Salas et al., 2012; Miller et
al., 2013; de Oliveira Souza Higa et al., 2016).

En la busqueda por evitar el impacto sanitario y econdmico en las producciones ganaderas
y crear mayor conciencia en los productores sobre la amenaza del proceso de resistencia,
organizaciones encargadas de la sanidad animal, con patrocinios gubernamentales de
conjunto con la académica, han desarrollado investigaciones en diferentes regiones
geograficas, para actualizar el estado de la resistencia a los acaricidas (Corréa et al., 2013;
Sepulveda et al., 2017; Alcala-Canto et al., 2018; Barradas-Pifia et al., 2019; Werner-Koller
et al., 2019).
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Ante esta problematica y los altos costos asociados al uso de los productos quimicos surge
la necesidad de la adopcién de métodos alternativos para el control de estas parasitosis.
Entre ellos el uso de razas bovinas resistentes a garrapatas (Cardoso et al., 2014; Abor et
al., 2017), la rotacion y descanso de praderas (Silveira et al., 2013; Andreotti et al., 2019b),
el control biolégico y depredadores naturales (Rodriguez-Alcocer et al., 2014; Garcia-
Corredor et al., 2016; Brunner-Mendoza et al., 2019; Detogni et al., 2019), el uso de vacunas
(Hernandez-Rodriguez et al., 2016) y el aumento de la resistencia de los hospedero a través
de la nutricién e inmunizacién (Ali et al., 2017; Andreotti et al., 2018). Algunas de estas
estrategias se han acompafado de estudios de transcriptoma y biologia molecular como
herramienta para la busqueda de alternativas de control (Barnard et al., 2012; Barrero et al.,
2017; Lowe et al., 2017).

Sin embargo, el método mas promisorio para reducir las poblaciones de garrapatas, es el
control integrado de parasitos (CIP), el cual consiste en aplicar sistematicamente dos o mas
meétodos de control de plagas, que afecten negativamente a una especie hospedera. Esto
resultard en un mejor control, disminuyendo el nimero de aplicaciones de productos
quimicos, el retraso en el avance de la seleccién para la resistencia y reduciendo los riesgos

sobre la salud humana y ambiental (Rodriguez-Vivas et al., 2014).

Para que el CIP sea eficiente, se deben considerar algunos aspectos, entre los cuales se

encuentra:

e El conocimiento de la biologia del parasito y su comportamiento estacional, para
identificar cuando la poblacion de garrapata esta en la fase mas vulnerable al control.

e Se deben realizar con frecuencia bioensayos para definir la eficacia de los productos

guimicos y la aparicion de resistencia.

e Realizar el tratamiento contra garrapatas cuando éstas aln no estén totalmente
ingurgitados, para evitar que las teleoginas caigan al suelo en condiciones de realizar la

postura.

¢ Identificar los animales en el rebafio que cargardn la mayoria de las garrapatas
(conocidos como animales de sangre dulce). S6lo estos animales deben ser tratados,
esporadicamente, si se percibe en ellos poblaciones medias por encima de 25 hembras

ingurgitadas.
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e No utilizar formulaciones caseras hechas con productos destinados a plagas agricolas.

e Respetar los periodos de carencia de cada producto para la posterior utilizacién de la

leche y la carne en la alimentacion humana.

Una alternativa que ha revolucionado el CIP lo constituye el uso de productos botanicos
para conseguir de forma segura, eficaz y economica el control de garrapatas en la
ganaderia. La aplicacion de productos derivados de las plantas es una préctica importante
en la medicina veterinaria sobre todo en paises en desarrollo (Ahmad et al., 2012; Babar et
al., 2012; Abbas et al., 2014; Rosado-Aguilar et al., 2017).

I.3. Las plantas, su potencial acaricida

Las plantas poseen cientos de principios activos que se agrupan en cinco categorias
quimicas: carbohidratos, lipidos, compuestos nitrogenados (aminoacidos, péptidos,
proteinas, glicosidios cianogénicos Yy alcaloides), terpenoides y fenilpropanoides
(Cavalcante-Barros et al., 2019). Todos ellos poseen una importante actividad bioldgica, de
forma independiente o en sinergia con otros compuestos, destacandose las funciones
antiinflamatoria, citotdxica, antimicrobiana, fungicida, acaricida, insecticida y repelente,
entre otras (Chagas, 2004; Adenubi et al., 2016; Gakuubi et al., 2016).

Segun Campos et al. (2012), Chagas et al. (2016) y Rosado-Aguilar et al. (2017) la utilizacion
de biogarrapaticidas procedentes del metabolismo secundario de las plantas tienen
numerosas ventajas: se obtienen a partir de recursos renovables, presentan un desarrollo
mas lento de la resistencia por la presencia de varios compuestos con diferentes
mecanismos de accion, no dejan residuos en los alimentos, se degradan mas rapidamente,

presentan baja toxicidad para animales y seres humanos, y son de facil acceso y obtencion.

Las plantas con actividad acaricida pueden causar diversos efectos sobre los parasitos,
como repelencia, inhibicion de oviposicion y de la alimentacion, disturbios en el desarrollo,
deformaciones, infertilidad y mortalidad en las diversas fases. La extension de los efectos y
el tiempo de accién dependeran de la dosis utilizada. El uso de dosis subletales puede
reducir las poblaciones a largo plazo (Rosado-Aguilar et al., 2010; Campos et al., 2012;
Arceo-Medina et al., 2016).
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La utilizacion de acaricidas botanicos puede dividirse de acuerdo con la forma de la
preparacion en: polvo, extraccion acuosa o alcohdlica, aceites esenciales, formulaciones
concentradas comerciales y semi-comerciales, purificacion y aislamiento de los compuestos

puros obtenidos de extractos de plantas (Moreira et al., 2007).

Entre las especies botanicas mas estudiadas se encuentran las familias Lamiaceae,
Meliaceae, Fabaceae, Asteraceae, Piperaceae y Poaceae (Godara et al., 2014a, 2014b;
Dantas dos Santos et al., 2016; Muyobela et al., 2016; Rosado-Aguilar et al., 2017). El auge
de las investigaciones relacionadas con el potencial acaricida de las plantas ocurrié a inicios
del siglo XXI, aunque existen reportes anteriores. Las especies mas representativas han
sido A. indica (Chagas, 2004; Giglioti et al., 2011), E. citriodora (Chagas et al., 2002), P.
alliacea (Rosado-Aguilar et al., 2010), P. aduncum (Ferraz et al., 2010), y Piper tuberculatum
L. (Lima et al., 2014; Braga et al., 2018), Carapa guianensis Abul. (Farias et al., 2012),
Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson (Chagas et al., 2012); C. wynterianus (Agnolin et
al., 2014; Santos et al., 2015); Pimienta dioica L. (Martinez-Velazquez et al., 2011)
Chenopodium ambrosioides L. (Lmanca et al., 2013; Olivera et al., 2017) y Tagetes minuta
L. (Wanzala et al., 2018; Cavalcante-Barros et al., 2019), entre otras.

En la tabla 1.2 se muestran algunos de los principales resultados de las investigaciones
desarrolladas durante los ultimos afios relacionados con las partes de las plantas, las
sustancias bioactivas y su eficacia en el control de garrapatas. A pesar de existir una amplia
informacion que caracteriza la flora de las regiones tropicales y subtropicales, los resultados

se corresponden aquellas que muestran efectos superiores al 50 % de eficacia.

El uso de biogarrapaticidas obtenidos a través de especies vegetales esta llamado a mitigar
los problemas econdmicos, sociales, ecolégicos y ambientales derivados del uso de los
productos quimicos. Esta estrategia de control favorece especialmente al pequefio
productor, por su menor costo, facilidad para su utilizacion, no necesita de personal
calificado para su aplicacién y no tiene impacto negativo en el ambiente. Ademas, las
plantas pueden ser cultivadas en las propiedades facilitando su utilizacion (Campos et al.,
2012).
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Tabla 1.2. Resultados de las investigaciones desarrolladas con las plantas y su
eficacia en el control de garrapatas.

Nombre cientifico PQ C%Timiztsos CcC Eficacia Referencia
Hurtado et al.
0, 0
Azaridachta indica EAS Az_aridactina 5% 87,97 % (2015)
(Neem) EAH Limoneno 30%  19%  Pavén-Leiva (2016)
Carapa guianensis AS Acido Palmitico 20 % 100 % Fazgioslzt) al.
(Andiroba) EP Acido oleico 50 5548 % Ch"’zggize)t al.
" Citronela
Eucalyptus citridofora AE Acetato de 17.5 % 100 % Chagas et al.
(Eucalipto) . . (2002)
citonelila
Petiveria alliaceae Dibenzyltrisulfide o o Rosado-Aguilar
(Anam) ET  Dibenzyldisulfide 18°%  86% et al. (2010)
EC o 10%  91,6% Chagas etal.
Piper tuberculatun Piperine ( )
(Candelillo) Piplartine 50 0 Braga et al.
EEF mg/mL 71,57 % (2018)
: Triterpenos .
(F:f’e(fg ;‘gglngéfga 40) EHP Seponinas ~ 94,8% 100 % S"(;%gé)a"
Safrol Fenoles
Cymbopogon nardus Citronela o 0 Olivo et al.
(Citronela) AHT Geraniol 1L.0% 94,29 % (2008)
Cymbopogon martinii Geraniol o 0 Chagas et al.
(Palmarosa) AE Eugenol 5% 75,81 % (2011)
Cymbopogon Limoneno
: Citronellal Agnolin et al.
wynterianus AE . . 100 % 100 %
(Hierba limon) Cltrone_llol (2014)
Geraniol
Pimienta dioica Eugenol Martinez-Velazquez
(Pimienta de Jamaica) AE Metyl eugenol 20 % 100% et al. (2011)
ch Fenoles, taninos,
enopqgun esteroides, 40 % 99,7 % Oliveira et al.
ambrosoide EE triterpenos 60% 100 % (2018)
(Epazote) . ’
alcaloides
. Limoneno
Tagetes minuta AE Tagetone 20 % 95 % Cavalcante-Barros
(Clavo de difunto) : et al. (2019)
Dihydrotagetone

CC: Concentraciones; PQ: Preparacién quimica

EAS: Extracto acuoso de la semilla; EAH: Extracto acuoso de las hojas; EP: Extracto puro; AS: Aceite de
la semilla; AE: Aceites esenciales; ET: Extracto del tallo; EC: Extracto crudo; EEF: Extracto etandlico del
fruto; EHP: Extracto hexano puro; AHT: Aceite de hojas y tallos.
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Sin embargo, el principal desafio para el desarrollo de bioacaricidas esta en la dificultad de
transposicion de la eficacia obtenida in vitro para el campo, y ello se debe, en parte, por la
dificultad de estabilizar los diversos compuestos quimicos presentes en el extracto, la alta
volatilidad de productos naturales y su baja persistencia en el medio ambiente (Cavalcante-
Barros et al., 2019).

Por otra parte, el metabolismo secundario de las plantas puede variar considerablemente
dependiendo de varios factores, como: la estacionalidad, el indice pluviométrico, la radiacién
UV, la composiciéon atmosférica (CO2, SO2, NO2 y Oz2), herbivoras y ataque de patégenos,
temperatura, ritmo circadiano, etc. Estos factores provocan variaciones fisioldgicas en las
partes de las plantas y con ellos modificaciones en las estructuras secretoras (Borges et al.,
2011).

La riqueza de sustancias bioactivas presentes en las plantas constituye una alternativa
prometedora para el control de garrapatas susceptibles o resistentes a los acaricidas
comerciales. De ahi la importancia de continuar las investigaciones con el propésito de
identificar nuevos principios activos con actividad acaricida (Rodriguez-Vivas et al., 2014;
Rosado-Aguilar et al., 2017; Wanzala et al., 2018).

I.4. Las técnicas in vitro, su contribucién a las investigaciones en garrapatas

Se han utilizado varias técnicas para evaluar la actividad acaricida de los productos
vegetales 0 sus metabolitos secundarios contra garrapatas. Entre ellas se encuentran la
prueba de inmersion en teleoginas (AIT), la prueba de inmersion en larvas (LIT) y la prueba
de paquetes larvales (LPT) (FAO, 2004; Godara et al., 2014a; Chagas et al., 2016; Rosado-
Aguilar et al., 2017; Figueiredo et al., 2018).

El origen de estas investigaciones se ha sustentado en las técnicas de Drummond et al.
(1973), los cuales describieron los tests de laboratorio para determinar la eficacia de los
acaricidas sintéticos frente a Boophilus annulatus y Boophilus microplus2. Estas pruebas
han sido modificadas por varios autores para mejorar su uso y permitir resultados mas
confiables (Chagas, 2004; Sharma et al., 2012; Guerrero et al., 2014). Un aspecto

importante en estas investigaciones es la seleccién del material biolégico y la formacion

2 Nombre cientifico actual: Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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adecuada de los grupos experimentales es esencial para lograr un alto grado de confianza

de los resultados (Farias et al., 2012; Torres-Acosta et al., 2015).

La AIT es la prueba mas utilizada para evaluar la actividad acaricida contra las garrapatas
adultas. Esta técnica fue modificada por la FAO y la Asociacion Mundial para el Avance de
la Parasitologia Veterinaria (WAAVP) (Holdsworth et al., 2006). El bioensayo consiste en la
utilizacion de teleoginas repletas (peso promedio de 200 mg). Algunas de las modificaciones
han estado relacionadas con el tiempo de exposicion de las garrapatas con las sustancias
a evaluar, variando de uno a cinco minutos. Asi mismo la utilizacién de placas de 24 pocillos
0 placas petry con cinta para colocar las garrapatas, de forma individual, durante el periodo
de incubacién (Rosado-Aguilar et al., 2010; Gazim et al., 2011; Dantas do Santos et al.,
2016; Rodriguez-Molano et al., 2018).

Segun Rosado-Aguilar et al. (2017), en este bioensayo, los indicadores a evaluar son la tasa
de mortalidad (indica la efectividad del extracto en las teleoginas tratadas), la tasa de
oviposicion (destaca el efecto del extracto sobre la produccién de huevo de las teleoginas
tratadas) y la inhibicion de la eclosion de larvas (constituye la evidencia del efecto del
extracto sobre la eclosion de los huevos). Ademas se incluyen otros indicadores como son:
el indice de nutricion de las teleoginas, el indice de eficiencia reproductiva y la eficacia de

la sustancia evaluada (Godara et al., 2014b; Dantas dos Santos et al., 2016).

Relacionado con las técnicas in vitro para larvas (LPT y LIT), se recomienda usar larvas que
tengan entre 7 y 14 dias de edad. La cantidad de larvas puede variar entre 100 y 300, asi
mismo se pueden emplear tubos de ensayos, placas Petri o papel de filtro dependiendo de
la técnica empleada (FAO, 2004). En todos los casos las larvas deben ser colocadas en
camara de incubacion (temperatura 27 + 2°C - humedad relativa 85 %) durante 24 h,
estimando el niumero de larvas muertas (Rosado-Aguilar et al., 2010; Guerrero et al., 2014).

Otras modificaciones han sido realizadas a la LIT, Pérez-Cogollo et al. (2010) y Torres-
Acosta et al. (2015) refieren la utilizacion de viales de Eppendorf (1,5 mL) con las diluciones
para la inmersion de las larvas. Esta prueba fue disefiada para obtener porcentajes de
mortalidad a diferentes diluciones y para determinar el grado de susceptibilidad o resistencia

de acuerdo con el analisis basado en las pruebas dosis/respuesta (analisis probit) y para
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obtener las concentraciones letales (CLso y CLgo) de los extractos evaluados con respecto

al control y sus respectivos intervalos de confianza del 95 % (IC 95 %).

Por su parte, Politi et al. (2012), sugiere bolsas textiles como el medio para la obtencion de
las larvas y el desarrollo del test. Estas investigaciones se desarrollaron evaluando la

actividad acaricida frente a Rhipicephalus sanguineus.

Otra técnica importante lo constituye el test de repelencia sobre larvas de R. (B.) microplus,
que no han sido tan evaluados, ya que la mayoria de las pruebas in vitro tienen por objeto
la deteccion de la accion de mortalidad sobre las hembras ingurgitadas. Sin embargo, la
accion repelente puede ser una estrategia para complementar la accién letal de algunos

garrapaticidas comerciales disponibles en el mercado (Chagas y Dias, 2012).

Existen reportes de metodologias desarrolladas para determinar la actividad repelente como
los estudios realizados por Wanzala et al. (2004) en Rhipicephalus appendiculatus y
Rhipicephalus evertsi, igualmente los de Jaenson et al. (2005; 2006) en ninfas de Ixodes.
Sin embargo, estos trabajos no siempre resultan Utiles por tratarse de otras especies de

garrapatas.

Con las larvas de R. (B.) microplus se han empleado metodologias como las de Novelino et
al. (2007), quienes utilizaron vasos de polietileno que contenian arena y vastagos de madera
de 12 cm de altura y las de Lima et al. (2010) colocando las larvas sobre la base de un
baston de vidrio de 22 cm y la sustancia de prueba se coloca en los 5 cm del extremo

superior y en papel filtro impregnado.

En este sentido la propuesta de Chagas y Dias (2012) nos parece la mas apropiada para
evaluar este comportamiento. Entre los aspectos a tener en cuenta para alcanzar resultados
satisfactorios al evaluar la actividad repelente se encuentran la altura y el tipo de sustrato
que la larva tendra que subir, el tiempo para alcanzar el extremo superior del vastago o
palillo de madera y la edad de las larvas. En este ultimo caso se recomienda trabajar con
larvas de 14 dias de vida, ya que ellas después de la eclosidén necesitan algunos dias para

endurecer la cuticula y para tornarse mas activas.

Las pruebas in vitro constituyen un avance significativo en torno a las investigaciones
parasitologicas. Permiten el screening de una mayor cantidad de plantas, son técnicas que

necesitan pocos recursos, se realizan en periodos de tiempo cortos y facilitan la seleccién
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de las sustancias con mayor eficacia para estudios in vivo. Estas investigaciones han estado
acompafadas, con estudios relacionados con la biologia molecular. Ambas herramientas
han sido utilizadas en la comprension de aspectos de la biologia de R. (B.) microplus y el
desarrollo de nuevas estrategias de control del parésito (Giachetto, 2019).

El estudio in vitro para evaluar el potencial de las plantas se ha acompafado de
investigaciones para la identificacion de sustancias bioactivas o metabolitos secundarios
con actividad acaricida. La técnica mas utilizada es la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa (GC / MS) (De Oliveira-Cruz et al., 2013; Koc et al., 2013; Gomes
et al., 2014; Rosado-Aguilar et al., 2017).

La técnica GC/MS constituye una herramienta potente para identificar y cuantificar los
componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas. Igualmente permite separar
los componentes de la mezcla, para obtenerlos mas puros y que puedan ser usados
posteriormente para la sintesis de otras sustancias. Acoplada a la espectrometria de masas,
permite una identificacion inequivoca de los distintos componentes separados sin necesidad
de disponer de patrones de los mismos (Gutiérrez y Droguet, 2002; Espadero et al., 2019;
Vivanco-Araujo, 2019).

Estos métodos requieren pequefas cantidades de muestra, ofrecen informacién sobre las
propiedades quimicas de las moléculas: caracteristicas, el peso y la estructura, de ahi su
importancia para los estudios vinculados a la biologia de los organismos y la medicina
humana y veterinaria. Ademas, son ampliamente utilizadas en la industria quimica,

farmacéutica y alimenticia (Cuevas-Roman, 2019).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

II.1. Localizacion de las investigaciones

Las investigaciones fueron desarrolladas en los laboratorios de parasitologia y biotecnologia
de la EEPF Indio Hatuey. Ubicado en el municipio de Perico, provincia de Matanzas, Cuba.
Con el financiamiento de los proyectos internacionales «La biomasa como fuente renovable
de energia para el medio rural» (financiado por la Agencia Suiza para el desarrollo y la
cooperacion — COSUDE) y «Diagnéstico y estrategias de control de hemoparasitos
transmitidos por garrapatas de bovinos e bubalinos» (financiado por la Coordenagéao de

aperfeicoamento de pessoal de nivel superior — CAPES, Brasil).
Los estudios se enmarcaron en dos experimentos:

Experimento 1. Determinacion de la actividad repelente del aceite de la semilla de J. curcas
L. frente a larvas de R. (B) microplus con diferentes periodos de

almacenamiento.

Experimento 2. Evaluacion in vitro de la actividad acaricida del aceite de la semilla de J.
curcas L. frente a larvas de R. (B) microplus con diferentes periodos de

almacenamiento.

I1.2. Obtencidén del material biolégico

Se utilizaron larvas de la cepa Cayo Coco de Rhipicephalus (B.) microplus, obtenidas por el
Laboratorio Nacional de Parasitologia Veterinaria, ubicado en el municipio de San Antonio
de los Bafios, provincia Artemisa, Cuba. Para la obtencion de las larvas se utilizaron
animales donadores, infestados artificialmente y ubicados en condiciones de aislamiento

sobre tableros de madera.

A partir de los 28 dias las garrapatas repletas fueron colectadas, una vez se desprendieron
por si solas. Se trasladaron al laboratorio y fueron lavadas con agua destilada clorada al 1
%, secadas con toallas de papel. Se ubicaron en la incubadora para realizar la postura,

eclosion de los huevos y obtencion de las larvas (Imagén I1.1).
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Se utilizaron larvas de 21 dias de edad y para la seleccion se tuvieron en cuenta las

caracteristicas descritas por Farias et al. (2012), cuerpo integro, apariencia y motilidad

normal.

Imagen 1l.1. Colecta, lavado, incubacién del material biolégico para

la obtencién de las larvas.

[1.3. Procedencia, obtencién y caracterizacion del aceite de J. curcas L.

Se utilizaron frutos de Jatropha curcas L, de la procedencia Cabo Verde, colectados en la
Granja Paraguay, ubicada la region semiarida de la franja costera, a 15 km al sur de la
ciudad de Guantanamo, Cuba, establecida sobre suelos con caracteristicas semidesérticas,
secas y con altos niveles de salinidad.

Los frutos maduros fueron secados al sol y descascarados para la obtencion de las semillas,
segun la metodologia descrita por Sotolongo-Pérez et al. (2007). La imagen 1l.2, muestra
las semillas y el aceite de la especie J. curcas L.

Extraccion del aceite: las semilla fueron prensadas utilizando una maquina expeler con
potencia de 7,5 kW, velocidad de 1 400 rpm y capacidad de 200 kg de semillas por hora.
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Filtrado del aceite: El aceite en bruto obtenido fue filtrado a través de un filtro prensa,
garantizando un filtrado de 25 micrones. Posteriormente el aceite fue sometido a un proceso
de calentamiento a 105 °C para la extraccion de todas las impurezas solubles y volatiles,

incluyendo el agua.

Se utilizaron aceites con dos periodos de almacenamiento (extraccion 2014/3 afos
extraccion 2017/1 afio, respectivamente), que habian sido conservados en envases
plasticos, herméticamente cerrado a temperatura ambiente y en un lugar oscuro hasta el

inicio de las investigaciones.

Imagen 11.2. Semillas y aceite crudo de Jatropha curcas L.

[1.3.1. Evaluacion de los parametros de calidad de los aceites

Propiedades fisico-quimicas

Las mediciones fueron desarrolladas en el Laboratorio de Biotecnologia de la EEPFIH. Se
consideraron para este analisis las caracteristicas organoléptipcas: olor y color. Asimismo,
fueron evaluadas las propiedades fisico-quimicas de los aceites: el pH, la densidad (kg/m?),
la humedad (%), el indice de acidez (%) y la viscosidad (mPa/seg). Los cuales se describen

a continuacion:

Densidad: se utiliz6 un densimetro para aceite que, por flotacién, expresa el valor en

kilogramos por metros clbicos (kg/m?3).
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Humedad: Se utiliz6 una balanza de humedad, de la marca Sartorius MA-150, la cual en
un tiempo determinado se encarga de deshumidificar una muestra de

aproximadamente 10 g.
Viscosidad: Se utilizé un viscosimetro NDJ-5S.

indice de acidez:  Se determiné por titulacién volumétrica con hidroxido de sodio al 0,1M

como agente valorante y fenolftaleina como indicador.

Para la determinacion de las propiedades fisico quimicas del aceite fueron consideradas las

Normas ASTM/AOCS (Tabla 11.1), segun lo recomendado por Lafargue-Pérez et al. (2012).

Tabla 1.1. Normas ASTM/AOCS para la determinacion de las propiedades fisico-

quimica del aceite.

Propiedades Unidades Norma empleadas
Densidad kg/m3 ASTM D 1298

Humedad % AOCS Método Oficial Ca 22
Viscosidad mpa/seg ASTM D 445

indice de acidez % AOCS Método Oficial Ca 52

ASTM: Sociedad Americana para Pruebas y Materiales, por sus siglas en inglés

AOCS: Sociedad Americana de Quimicos de Aceites, por sus siglas en inglés

Composiciéon quimica de los aceites

Para la determinacion del perfil de compuestos quimicos se utilizé la técnica de
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), la cual fue
realizada en la Facultad de Ciencias de la Universidad Catélica de la Santisima

Concepcion, en Chile.

Los aceites fueron previamente metilados. Se utiliz6 un cromatégrafo gaseoso marca

Thermo Scientific. Las condiciones del analisis fueron: la temperatura del inyector: 250 °C,
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la temperatura del detector FID: 250 °C, la rampa de la columna: 150-200 °C, el flujo de la
columna: 1 mL/min, el tamafio de columna: 100 m y el Split ratio: 100:1.

Los acidos fueron identificados por comparacion de sus tiempos de retencion y sus
espectros de masas, con una biblioteca de datos de espectros de masas de compuestos
conocidos.

I1.4. Experimento 1. Determinacién de la actividad repelente del aceite de la semilla de
J. curcas L. frente a larvas de R. (B) microplus con diferentes periodos de
almacenamiento.

Tratamiento y disefio experimental

Para la evaluacion de la actividad repelente del aceite del fruto de J. curcas L. se utilizé un
disefio experimental totalmente aleatorizado con cuatro tratamientos, tres réplicas por

tratamientos y 100 larvas por cada réplica. El ensayo tuvo una duracién de 48 horas.
Los tratamientos evaluados fueron:
A. Control negativo (Agua destilada).
B. Aceite de Jatropha curcas extraccion 2014, periodos de almacenamiento: 3 afios.
C. Aceite de Jatropha curcas extraccion 2017, periodos de almacenamiento: 1 afio.
D. Control positivo Butox® (Deltametrina).
Procedimiento experimental

Para este experimento se utilizé el test de deteccion de sustancias con actividad repelente

sobre larvas descrito por Chagas y Dias (2012).

Se utilizaron palitos de madera de 25 cm de longitud, previamente ranurados a 5 cm, los
cuales fueron embebidos en los 10 cm superiores utilizando un Erlenmeyer, durante 15
minutos, en cada una de las sustancias a evaluar (Imagen 11.3, muestra el procedimiento

para la determinacion de la actividad repelente de los aceites).

29



Tesis en opcién al Titulo de Master en Pastos y Forrajes

A. Inmersién de los palillos de madera en las sustancias a evaluar. B. Vasos plasticos con parafina
C. Ubicacion de las larvas en el papel de filtro. D. Montaje de un tratamiento experimental.

Imagen 11.3. Procedimiento experimental para la determinacion de la actividad

repelente del aceite de J. curcas frente a larvas de R. (B.) microplus.
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Después de la inmersion, cada palito de madera fue insertado en vasos plasticos
desechables de 50mL previamente fundidos con parafinas. Posteriormente se fijaron, sobre
la base del vaso, un circulo de papel filtro cuantitativo. El conjunto fue acondicionado en
placa de Petri con 5 mL de agua en el fondo para evitar la fuga de las larvas. Con la ayuda

de un asa de siembra fueron ubicadas sobre el papel de filtro aproximadamente 100 larvas

En funcion de la volatilizacion de los bioactivos, los tratamientos quedaron separados por
una distancia minima de 2 m. Mientras que los controles negativos y positivos fueron
ubicadas en otras salas, para evitar interferencia de los resultados. Siempre a temperaturas
y humedad constantes. Ademas se limit6 el acceso de las personas al laboratorio para evitar

la mezcla de olores externos con los olores de las sustancias evaluadas.
Mediciones experimentales

La actividad repelente fue evaluada a las 2, 4, 8, 16 y 32 horas. El conteo de larvas se realizo
a través del uso de una cinta adhesiva doble, colectando las larvas para cada area de

manera independiente. La lectura se realizé de la siguiente forma:

Area 1. Larvas que se encuentran en los primeros 5 cm del extremo de los palitos.

Area 2. Larvas gue se encuentran en los siguientes 5 cm (entre 5y 10 cm) del extremo
de los palitos.

Area 3. Larvas que se encuentran en los 15 cm no impregnados de los palitos, en el

papel de filtro y en la parafina.

Se determiné el porcentaje de distribucion de las larvas para cada una de las areas. A partir
de la cantidad de larvas en el area 3 se calcul6 el porcentaje de repelencia en cada

tratamiento, segun la férmula: % de repelencia = [(larvas del area 3/total de larvas) x 100].
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I1.5. Experimento 2. Evaluacién in vitro de la actividad acaricida del aceite de la semilla
de J. curcas frente a larvas de R. (B) microplus con diferentes periodos de

almacenamiento.

Tratamiento y disefio experimental

Para la evaluacion de la actividad acaricida del aceite del fruto de J. curcas L. en larvas de
R. (B) microplus se utiliz6 un disefio experimental totalmente aleatorizado con 17
tratamientos, a partir de las diferentes concentraciones evaluadas para los aceites (0,5;
1,75; 2,5; 5y 10 mg/mL), el solvente (Tween-80) y los controles negativos y positivos

utilizados.

Los tratamientos evaluados fueron:
T1. Butox® (Deltametrina) (Control positivo)
T2. Agua destilada (Control negativo)
T3. Tween-80 0,5 mg/mL (Control negativo)
T4. Tween-80 1,75 mg/mL (Control negativo)
T5. Tween-80 2,5 mg/mL (Control negativo)
T6. Tween-80 5 mg/mL (Control negativo)
T7. Tween-80 10 mg/mL (Control negativo)
T8. Ac. Jatropha 2017 0,5 mg/mL + Tween-80
T9. Ac. Jatropha 2017 1,75 mg/mL + Tween-80
T10. Ac. Jatropha 2017 2,5 mg/mL + Tween-80
T11l. Ac. Jatropha 2017 5 mg/mL + Tween-80
T12. Ac. Jatropha 2017 10 mg/mL + Tween-80
T13. Ac. Jatropha 2014 0,5 mg/mL + Tween-80
T14. Ac. Jatropha 2014 1,75 mg/mL + Tween-80
T15. Ac. Jatropha 2014 2,5 mg/mL + Tween-80
T16. Ac. Jatropha 2014 5 mg/mL + Tween-80
T17. Ac. Jatropha 2014 10 mg/mL + Tween-80
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El ensayo tuvo una duracion de 72 horas. Se realizaron 10 réplicas por tratamiento y cada

una estuvo conformada por 100 larvas de 21 dias de edad.
Preparacion de las sustancias a evaluar

Una vez determinadas la densidad y pureza, de las sustancias a evaluar se calculo la
concentracion para cada tratamiento. La densidad se estimo a través del peso de 1 mL,

repetido cinco veces.

Para el Butox® (control positivo) se utilizo la concentracion estandar de 10 mg/mL, segun la
formulacion quimica recomendada por los fabricantes para el uso de esta sustancia en el

control de estas parasitosis.

Utilizando tubos Falcon, los aceites fueron mezclados con el solvente y luego se agrego
agua destilada, para posteriormente ser agitados en un vértex hasta lograr la
homogenizacion de las sustancias. Este proceso fue repetido previo al montaje del

experimento.
Procedimiento experimental

Para la prueba con larvas se utilizé la metodologia descrita Leite (1998), modificada por
Chagas et al. (2012), utilizando la técnica de inmersidén en las sustancias evaluadas. Las
larvas fueron colocadas en tubos de esayos de cristal, numerados segun el tratamiento y

namero de réplica.

A cada tubo se le agreg6 5 mL de la sustancia a evaluar, posteriormente fueron tapado con
gaza y algodon para evitar la salida de las larvas. Trascurrido 5 minutos los tubos fueron
invertidos para escurrir el liquido a través del tapén y colocados en incubadora a
temperatura y humedad relativa constante por espacio de 24 horas larvas (Imagen 1.4,

muestra el procedimiento para la determinacion de la actividad acaricida de los aceites).

El procedimiento experimental inicio por el control negativo y los solventes, para después
continuar con las diferentes concentraciones de los aceites y por ultimo el control quimico.

Este proceder resulta imprescindible para evitar la contaminacion de los tratamientos.
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Imagen I1.4. Procedimiento experimental de la determinacion de la actividad

acaricida del aceite de J. curcas frente a larvas de R. (B.) microplus.

Mediciones experimentales

Pasada las 24 horas las larvas se estimaron las variables viabilidad y mortalidad. Para
determinar la viabilidad de las larvas se consideraron las caracteristicas morfolégicas y su

capacidad para matener el movimiento cuando fueron observadas al estereoscopio.

Para el calculo de la mortalidad se utilizo la formula: [Mortalidad (%) = larvas muertas /total

de larvas x 100], y los valores fueron transformados a eficacia en mortalidad.

I1.6. Andlisis estadisticos

Los datos fueron colectados en hojas de calculo de Microsoft Excel para la realizacion de
sus respectivos analisis. El porcentaje de repelencia (experimento 1) y la eficacia de la
mortalidad de las larvas (experimento 2) fueron transformados al arcoseno de la raiz

cuadrada del valor para lograr una distribucion aproximada a la Normal.

34



Tesis en opcidn al Titulo de Master en Pastos y Forrajes

A los resultados se les realiz6 las pruebas de homogenidad de varianza (Test de Levene) y
distribucion normal (Kolmogorov-Smirnov) y para el analisis estadistico se utilizé el paguete

IBM®SPSS®Statistics version 22.

Para el andlisis del porcentaje de repelencia se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis, con un nivel de significacién del 5 %. Mientras que para la eficacia en la mortalidad
de las larvas se realizd un andlisis de varianza utilizando la décima de comparacion de

rangos multiples de Duncan para el establecimiento de las diferencias entre medias.

Para el porcentaje de las larvas en las diferentes areas (test de repelencia) se utilizé un

analisis de distribucion de frecuencia y se calcularon los estadigrafos de dispersion.
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

llI.1. Actividad repelente del aceite de Jatropha curcas L. frente a larvas de R. (B.)

microplus

La figura Ill.1 muestra los porcentajes de repelencia para las sustancias evaluadas a las 2,
4, 8, 16 y 32 horas respectivamente. El analisis estadistico mostro diferencias significativas
(p<0,05) entre los tratamientos experimentales, en los diferentes horarios, con respecto al

control negativo (agua destilada).

%

100 a
Y
ar—
80
60
40
20 .
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0 * —
2 Horas 4 Horas 8 Horas 16 Horas 32 Horas

——Control Negativo —=—Aceite Jc 2014 ——Aceite Jc 2017 —e—Control Positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

2 horas 4 horas 8 horas 16 horas 32 horas

Valor P 0,0230* 0,0545*  0,0153* 0,0218* 0,0230*

Fig. lll.1. Actividad repelente de las sustancias evaluadas frente a larvas

de R. (B.) microplus.

La actividad repelente en los aceites fue elevada, siendo el intervalo 4-8 horas el de mejor
resultados con valores de 93,96 y 97,31 % para el aceite 2014 y 2017, respectivamente, sin

diferencias significativas entre ellos.
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Pasada las 8 horas el Control Positivo (Butox®) disminuyd su actividad repelente hasta
alcanzar valores del 66,5 % a las 32 horas, difiriendo significativamente (p<0,05) de los
tratamientos experimentales (Aceites de J. curcas). Esto pudiera estar relacionado con la
volatilizacion de los principios activos presentes en esta sustancia, ya que sus mayores
efectos no son por actividad repelente sino a través del contacto directo y la penetracion en
los parasitos trayendo consigo afectaciones en el sistema nervioso, muscular, reproductor

y digestivo (Diaz-Rivera, 2012; Roque, 2015).

El agua destilada no mostré actividad repelente, como se esperaba, ya que sus valores

oscilaron entre 3y 7 % durante la etapa experimental.

Los resultados alcanzados en la actividad repelente, para cada una de las sustancias
evaluadas estuvo determinado por el movimiento y la concentracion de las larvas en las
diferentes areas del palillo de madera y el papel filtro. Las figuras 111.2, I11.3, 1.4, [I1.5 y 111.6
muestran la distribucién del porcentaje de las larvas de R. (B.) microplus para cada momento

de evaluacion (2, 4, 8, 16 y 32 horas respectivamente).

De manera general se observé una tendencia en las larvas a subir totalmente al Area 1 (0-
5 cm) como fue el caso del Control Negativo (sin actividad repelente) o un proceso a la
inversa (Area 3) cuando se correspondié con los aceites de J. curcas y el control quimico.
Mientras que, la cantidad de larvas encontradas en el Area 2 fueron variables y respondieron
al propio proceso migratorio (geotropismo negativo) que realizan las larvas en su ciclo

bioldgico, caracteristica que permite definir la actividad repelente de las sustancias.

El Control Negativo presentd los valores mas bajos de larvas en el Area 3: 12,71; 4,36; 4,04;
3,02y 1,34 % a las 2, 4, 8, 16 y 32 horas respectivamente. Confirmando que el agua

destilada es una sustancia de baja repelencia.

A las 2 y 4 horas (Fig. 111.2 y 111.3) la cantidad de larvas recuperadas en el control negativo
mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre las areas, con el porcentaje mas alto para

el area 1 (69,90 y 70,81 % respectivamente). Sin embargo, en los tratamientos
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experimentales (Aceite Jc 2014 y 2017) y el producto quimico no se encontraron diferencias

entre las areas 1y 2, pero si con respecto a la zona 3.

mAreal mArea2 ~Area3
%

12,71b

89,93a 94,31a 95,64a

4,01b

7 7’

’

Control negativo Aceite Jc 2014 Aceite Jc 2017 Control positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05%)

Fig. lll.2. Distribucién del porcentaje de larvas de R. (B.) microplus alas 2 horas.

Los resultados alcanzados a las 8, 16 y 32 horas mostraron un comportamiento similar para
la migracion de las larvas, a excepcion del Control Positivo (Butox®) el cual fue
incrementando el porcentaje de larvas con valores de 2,33; 10,37 y 10,03 % para el areas
1y 8,67; 17,39y 23,41 % para el area 2, en los tres momentos. Esta tendencia indica una

disminucién de su actividad repelente, como ya habia sido referido anteriormente.
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mAreal mArea2 = Area3
%

92,98a 95,99b 94.00
2,68b
Control negativo Aceite Jc 2014 Aceite Jc 2017 Control positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05%)

Fig. 111.3. Distribucion del porcentaje de larvas de R. (B.) microplus a las 4 horas.

mAreal mArea2 " Area3

[V)
% 4,04b

93,65a 97,31a 89,00b
= 2,36b
Control negativo Aceite Jc 2014 Aceite Jc 2017 Control positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05%)

Fig. lll.4. Distribucion del porcentaje de larvas de R. (B.) microplus a las 8 horas.
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mAreal mArea2 = Area3
%

3,02b

7

Control negativo Aceite Jc 2014 Aceite Jc 2017 Control positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05%)

Fig.lll.5. Distribucion del porcentaje de larvas de R. (B.) microplus a las 16 horas.

mAreal mArea2 " Area3
% 1,34c

7

Control negativo Aceite Jc 2014 Aceite Jc 2017 Control positivo

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05%)

Fig. Ill.6. Distribucion del porcentaje de larvas de R. (B.) microplus a las 32 horas.
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Segun Chagas y Dias (2012) los trabajos que abordan los efectos repelentes sobre larvas
de R. (B.) microplus no son muy comunes, ya que la mayoria de las pruebas in vitro tienen
por objetivo la deteccion de la accion acaricida sobre las diferentes fases del ciclo biolégico
de las garrapatas (larvas y teleoginas). Sin embargo, la accion repelente puede ser una
respuesta interesante, que vendria a complementar la accion letal de algunos garrapaticidas
comerciales disponibles en el mercado, o de otros que estan en fase de investigacion y con

ello alargar su vida util.

Por otra parte, Adenubi et al. (2018) sefiala que unas 27 especies de plantas de 18 familias
han demostrado tener actividad repelente en garrapatas pero relativamente poca
investigacion se ha realizado para determinar cdmo estos parasitos detectan los repelentes.
La mayoria de los ensayos de repelencia para las garrapatas no discriminan entre

repelencia mediante quimiorrecepcion tactil o quimiorecepcion sensorial.

Los principales resultados han estado relacionados con la evaluacion de la actividad
repelente de especies de gramineas y leguminosas pero en condiciones de pastoreo.
Muchas especies de garrapatas dependen de la presencia de vegetacion de tamafio
pequefio como pastos, matorrales y maleza, para mantener su balance de agua y utilizan
las plantas como plataforma para aumentar sus posibilidades de alcanzar algin animal
susceptible de ser parasitado. Esta relacion puede ser aprovechada por el uso de plantas
gue tengan propiedades repelentes e interfieran la etapa del encuentro entre las larvas y el

hospedero (ganado) (Fernandez et al., 2004b; Muro et al., 2003; Iriarte et al., 2012).

Investigaciones desarrolladas en plantas forrajeras determinaron que especies de
gramineas como Brachiaria brizantha (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf®. (pasto insurgentes),
Melinis minutiflora P.Beauv. (pasto gordura), Andropogon gayanus Kunth (pasto llanero)

Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf (jaragua); y las leguminosas como Stylosanthes spp. Sw.

(Stylo), Gynandropsis gynandra (L.) Brig. (Jazmin del rio), Leucaena leucocephala (Lam.)

de Wit y Macroptilium atropurpureum (Moc. & Sesse ex DC.), presentan efecto repelente al

3 Nombre cientifico actual: Urochloa brizantha
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exponer la garrapata al forraje (Fernandez et al., 2004a; 2004b; Muro et al., 2004; Mayahua,

2015).

Segun los autores los efectos repelentes de estas especies se debe a diferentes factores
entre ellos: la secrecion de oleorresinas que producen olores fuertes que repele o ahuyenta
a la larva impidiendo que trepe a la punta del pasto y las hojas de algunas especies producen
condiciones desfavorables (temperatura y humedad) para el desarrollo de las larvas. Asi
mismo B. brizantha a través de sus pelos pequefios y finos que proliferan de su macollo,
produce una secrecion densa con un olor caracteristico que repele a las larvas, mientras

gue el pasto llanero, tiene su efecto por la alta densidad de sus largos pelos no glandulares.

Estudios in vitro similares a los de esta investigacion fueron desarrollados por Thorsell et al.
(2006) quienes evaluaron la accion repelente de extracto etandlico de Achillea millefolium
L. (milenrama), y aceites volatiles de abedul (Betula pendula Roth.) y/o extractos de pino
(Pinus sp. L.), citronella (Cymbopogon nardus L. Rendle.), clavo (Syzygium aromaticum L.),
eucalipto (Eucalyptus citridofora Hook.), geranio (Geranium sp. L.), lavanda (Lavandula sp.
L.), lirio del valle (Convallaria majalis L.) y menta (Mentha piperita L.) frente a ninfas de la
garrapata Ixodes ricinus. Los efectos repelentes mas pronunciados se observaron para los

aceites de citronela, clavo y lirio del valle.

De acuerdo con Jaenson et al. (2005), una sustancia repelente hace que un organismo
realice movimientos en direccién opuesta a la fuente de estimulo. Las larvas muestran un
aumento de su actividad ante la presencia de olores, que pueden ser percibidos a través del
organo de Haller, extremadamente sensible a esos estimulos y que se encuentra ubicado
debajo del primer par de patas. Este comportamiento, propio de su condicion de vida libre
(ciclo biolégico) permite distinguir cuales sustancias ejercen actividad repelente como en
esta investigacion muestran los aceites de J. curcas a diferentes periodos de

almacenamiento.

El geotropismo negativo de las larvas es un buen indicativo para la evaluacion de la actividad

repelente de las sustancias. Ellas, en condiciones naturales, migran hacia los bordes de las
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hojas procurando el encuentro con el huésped. Este mismo comportamiento fue apreciado
en el control negativo (agua destilada) demostrando que esta sustancia no tiene actividad
repelente ya que las larvas en mas de un 94 % se agrupan en el area 1 (Imagen Ill.1 A).
Segun Garcia (2019) esta caracteristica de agrupamiento de las larvas son mecanismos

gue le permiten la supervivencia en condiciones ambientes.

Los aceites del fruto de J. curcas mostraron actividad repelente durante toda la etapa
experimental para los dos periodos de almacenamiento. No solo se observaron bajos
porcentajes de larvas en las areas 1 y 2, sino que como parte de su comportamiento
bioldgico, las larvas se ubicaron en el borde de las hojas de papel de filtro y en algunos

momentos en la zona inferior (Imagen 111.1 B-C).

Segun Furlong et al. (2002a, 2002b), las larvas tienden a migrar verticalmente justo debajo
del extremo de las hojas de los pastos para escapar de las condiciones adversas, evitando
el gasto de energia y la desecacion. Dado este comportamiento podemos inferir que estas
sustancias tienen potencial para limitar la actividad biolégica de las larvas en condiciones

naturales.

Aunque los tratamientos experimentales no mostraron diferencias significativas, el
Aceite/2017 expresd un valor superior en su actividad repelente, probablemente por un
menor periodo de almacenamiento. Segun Joshi et al. (2013), la calidad del aceite y la
concentracion de sus principios activos esta directamente relacionada con las condiciones
de almacenamiento y la perdida de algunos de sus compuestos por volatilizacion, dado que
la temperatura y la humedad relativa son de las variables que mas influyen en este

comportamiento.
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A. Larvas en el control negativo B-C. Larvas en los tratamientos experimentales.

Imagen Ill.1. Comportamiento bioldgico de las larvas de R. (B.) microplus

en el test de repelencia.
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El efecto repelente de los aceites de J. curcas podria deberse a sus contenidos en acidos
grasos y la presencia de metabolitos secundarios los cuales le confiere un olor
caracteristico. Estos olores contribuyen a interrumpir la actividad de busqueda que
desarrollan las larvas y con ello podrian obstaculizar su ciclo biolégico y el acceso a los
huéspedes en condiciones de pastoreo. Efectos repelentes similares a los de este estudio
fueron reportados por Camacho y Peralta (2019) para las especies orégano (Origanum

vulgare L.) y romero (Rosmarinus officinalis L.).

Existen repelentes que han sido muy utilizados y se consideran efectivos en la prevencion
de la infestacion por garrapatas, fundamentalmente en animales de compariia como son los
que incluyen la N, N-dietil-meta-toluamida (DEET) y el 4cido 1-piperidincarboxilico 2-(2-

hidroxietil)-1-metilpropilester (picaridina), entre otros (Cisak et al., 2012).

Sin embargo, el uso de productos quimicos esta siendo cuestionado por su residualidad e
impacto negativo en el ambiente. De ahi que evaluar otras estrategias como las derivados
de plantas han sido sefialados por Parte et al. (2014), como una alternativa a los productos
de sintesis quimica, ya que tienen baja toxicidad y se degradan mejor en el ambiente. Estas
propiedades permiten reducir el desarrollo de la resistencia y el alto impacto ecoldgico en

los sistemas ganaderos.
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[ll.2. Actividad acaricida del aceite de Jatropha curcas L. frente a larvas de R. (B.)

microplus

La figura Ill. 7 muestra los resultados para la eficacia de las sustancias evaluadas en larvas
de R. (B.) microplus. El aceite del fruto de J. curcas presenté una marcada accion larvicida
en los dos periodos de almacenamiento, con diferencias significativas (p<0,05) entre los

tratamientos experimentales, el control negativo y el solvente.

Todas las concentraciones evaluadas para los aceites de Jatropha mostraron valores de
eficacia superiores al 93 %. Sin embargo, los mejores resultados fueron para las
concentraciones de 10 mg/mL en el aceite extraido en el 2014 (97,72 £+ 0,58 %) yde 10y 5
mg/mL en el aceite del 2017 (98,99 = 0,33 y 98,11 + 0,30 %, respectivamente), sin

diferencias significativas con respecto al Butox® (97,83 + 0,45 %).

Como se esperaba el control negativo (agua destilada) no mostro actividad acaricida en las
larvas (2,07 £ 0,40 %). Un comportamiento similar se aprecio en el solvente con valores de
1,89 £0,27; 2,28 £ 0,33; 3,10 + 0,60; 3,55 + 0,41 y 4,19 + 0,57 % para las concentraciones
de 0,5; 1,75; 2,5; 5y 10 mg/mL de Tween-80, respectivamente. Lo cual demostré que este
solvente puede ser empleado en los test bioldgicos con R. (B.) microplus, ya que segun
Chagas et al. (2003) son de bajo peso molecular y de poca viscosidad no interfiriendo en la

eficacia de las sustancias.

Resultados similares a los de este estudio fueron reportados Martinez-Velazquez et al.
(2011), al evaluar los aceites esenciales de las semillas de Cuminum cyminum y del fruto
de Pimienta dioica, sefialando actividad acaricida y efectos téxicos elevados que produjeron

el 100 % de mortalidad en larvas de R. (B.) microplus con 10 dias de edad.

Por su parte Chagas et al. (2012), en estudios realizados con larvas de esta misma especie
de garrapatas, reportaron efectos acaricidas de los aceites esenciales y concentrado

emulsionable de Eucalyptus ssp. Los autores informaron que el aceite esencial de E.
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citriodora y E. staigeriana mostr6 una eficacia maxima (100 %) en la mortalidad de las larvas

en concentraciones de 10 y 20 % para cada una de las especies respectivamente.

Ac Jc 2014 10 mg/mL ab
Ac Jc 2014 5 mg/mL bcde
Ac Jc 2014 2,5 mg/mL bcde
Ac Jc 2014 1,75 mg/mL de
Ac Jc 2014 0,5 mg/mL e
Ac Jc 2017 10 mg/mL a
Ac Jc 2017 5 mg/mL ab
Ac Jc 2017 2,5 mg/mL bcd
Ac Jc 2017 1,75 mg/mL bcde
Ac Jc 2017 0,5 mg/mL cde

Tween-80 10 mg/mL f
Tween-80 5 mg/mL f
Tween-80 2,5 mg/mL f
Tween-80 1,75 mg/mL f
Tween-80 0,5 mg/mL f
Agua destilada f

Butox abc

0 20 40 60 80 100 % 120

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01**)

Fig. lll.7. Eficacia del aceite de la semilla de J. curcas frente a larvas de R. (B)

microplus con diferentes periodos de almacenamiento®.

4 El analisis estadistico correspondiente a la eficacia de las sustancias en |la mortalidad de las larvas se encuentra en el
Anexo 4.
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Otros aceites evaluados han sido los provenientes de las especies Cymbopogon nardus
(Olivo et al., 2008), Piper aduncum (Silva et al., 2009), Annona muricata (Broglio-Micheletti
et al., 2009), Cymbopogon martini (Chagas et al.,, 2011) y Cymbopogon wynterianus
(Agnolin et al., 2014). Estos autores observaron una alta mortalidad de las larvas al evaluar
bajas concentraciones de las sustancias. Ademas, reportaron una disminucién de la
eficiencia reproductiva y el porcentaje de eclosién de los huevos cuando realizaron

investigaciones con teleoginas ingurgitadas.

Varias han sido las investigaciones desarrolladas para evaluar la actividad acaricida de los
aceites, esenciales o no, proveniente de diferentes partes de las plantas para determinar
sus potencialidades como un valioso recurso natural en el control de las garrapatas
(Campos et al., 2012). Sin embargo, son escasos los informes sobre las propiedades

acaricidas de J. curcas (Juliet et al., 2012).

En Cuba los primeros reportes son de Fuentes-Zaldivar et al. (2017) al evaluar la actividad
acaricida del aceite de J. curcas en teleoginas y larvas de R. (B.) microplus pero en
concentraciones (5, 10, 15 y 25 %) superiores a las de este estudio, con valores de
mortalidad que oscilaron entre 95 y 98 % para larvas y de 91 a 96 % en teleoginas. Segun
los autores las larvas son mucho mas sensibles al efecto del aceite de Jatropha que las
hembras ingurgitadas. Ello puede estar dado por su tamafio, ya que necesitan de menor
cantidad del producto para apreciar su efecto, ademas que su estructura es mas sensible y
las capas que forman su tegumento son mas delgadas, permitiendo la absorcion del

producto y su distribucién en el organismo.

Por su parte, Lopera-Vélez et al. (2017), evaluaron el efecto de extractos vegetales de las
semillas de J. curcas y A. squamosa reportando una actividad biolégica importante sobre el
indice de produccion de huevos y la eficiencia reproductiva de garrapatas adultas.
Apreciando una relacion inversamente proporcional entre estos indicadores y la dilucion de
los extractos, posiblemente, por la relacibn dosis-respuestas en la cual la mayor

concentracion de las sustancias activas logra un efecto acaricida mas notorio.
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Juliet et al. (2012) sefala efectos acaricidas y una disminucion significativa de la eclosion
de los huevos en la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) annulatus cuando fueron tratadas
con extractos etanolicos de las hojas de J. curcas a diferentes diluciones: 60, 70, 80, 90 y

100 mg/mL, respectivamente.

Ademas, se ha identificado el aceite de Jatropha como eficaz para controlar la sarna
sarcoptica en ovejas cuando se combina con acido ascérbico (Dimri y Sharma, 2004),
atribuido a la presencia de esteroles y alcoholes triterpenos. También se le han atribuido

efectos antiovipositivos y ovicidas contra Callosobruchus maculatus®.

La investigacion de plantas pesticidas en parasitologia veterinaria es un area reciente de la
investigacion a nivel mundial en comparacion con la deteccion de extractos de plantas para
el tratamiento de enfermedades bacterianas. Los extractos de plantas contienen mezclas
de sustancias que pueden actuar de manera sinérgica, de diferentes maneras, lo que hace
gue el desarrollo de la resistencia a los parasitos sea mas dificil de lo que normalmente

ocurre con los productos quimicos (Adenubi et al., 2018).

En este sentido Jatropha curcas se avisora como una planta con amplias posibilidades para
ser evaluada integralmente para la salud animal, dadas sus propiedades no solo
antiparasitarias y su capacidad de adaptacion a climas vulnerables. Sin embargo, para
transponer la eficacia obtenida del laboratorio al campo, serd necesario desarrollar otras
investigaciones para profundizar en la relacion de los parasitos con los principios activos,
evaluar el impacto de los factores ambientales en la estabilidad de las sustancias y realizar
estudios de toxicidad para identificar riesgos para la salud animal y humana, que no pueden

ser descuidados.

5 Callosobruchus maculatus es una especie de escarabajo conocida cominmente como el gorgojo del caupi o
escarabajo de la semilla del caupi.
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[11.3. Caracterizacion de la composicion fisico quimica del aceite de Jatropha curcas

L.

El aceite obtenido de la semilla de Jatropha curcas present6 caracteristicas organolépticas
similares para ambos periodos de almacenamiento: color amarillo tenue, inodoro y grasiento

al tacto.

En la tabla Ill. 1, se muestran los resultados de las propiedades fisicas del aceite para las
extracciones del 2014 y 2017. Los valores de densidad, humedad e indice de acidez son
similares a los reportados por Lafargue-Pérez et al. (2012) al evaluar el aceite de jatropha
(variedades nativas) en la region semiarida de la franja costera sur de la provincia de

Guantanamo.

Tabla lll.1. Caracteristicas fisicas del aceite del fruto de J. curcas L.

Tiempo de H Densidad Humedad Iindicede Viscosidad
almacenamiento P (g/mL) (%) acidez (%) (mpal/seg)
2014 4,5 0,91 0,02 4,12 50,6
2017 4,78 0,91 0,05 5,08 41,5

Se aprecio un valor superior en cuanto a la viscosidad del aceite del 2014 con respecto al
2017, estos resultados son similares a los informados por Islam (2012) y Garcia-Muentes et
al. (2018). Segun Rodriguez-Martinez et al. (2012), este aceite posee un alto indice de

viscosidad comparado con el de los aceites comestibles como la soya, el girasol y la colza.

La figura ll1.8 y 111.9 muestra los perfiles cromatograficos del aceite de J. curcas para los dos
periodos de almacenamiento (2014 y 2017). La determinacién de la composicion quimica
de los aceites se pudo estimar a partir de los picos cromatograficos que muestran la relaciéon
entre la abundancia de las sustancias (intensidad) y los tiempos de retencion. En ambos
aceites, los picos que muestran la abundancia de las sustancias (area bajo la curva) se

observaron entre los intervalos de 0-10, 30-40 y después de 50 minutos. La mayor
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intensidad de los picos cromatograficos fue para el aceite extraido de la semilla en el 2017.
Probablemente este comportamiento este relacionado con el proceso de almacenamiento y

las posibles pérdidas de algunos compuestos.

Inlensity
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Fig. 111.8. Curva de cromatografia para el aceite de la semilla de

J. curcas L., extracciéon 2014.

La cromatografia gaseosa acoplada a la espectrometria de masas son poderosas técnicas
microanaliticas que permiten la identificacion de compuestos desconocidos, la
cuantificacion de los conocidos, y sirven para esclarecer la estructura y las propiedades

quimicas de los compuestos que forman las sustancias evaluadas (Espadero et al., 2019).

Estas técnicas han sido muy utilizadas en los Ultimos afios para acompafar los test in vitro
para determinar las propiedades acaricidas, insecticidas y repelentes de las plantas, a fin

de identificar las sustancias con actividad antiparasitaria (Rosado-Aguilar et al., 2017).

51



Tesis en opcidn al Titulo de Master en Pastos y Forrajes
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Fig. 111.9. Curvas de cromatografia para el aceite de la semilla de

J. curcas L., extraccion 2017.

La GC/MS, permitio en esta investigacion caracterizar y cuantificar la composicion quimica
de los aceites evaluados. Los resultados de los pérfiles cromatogréaficos se muestran en las

tablas 111.2 y 111.3.

Los acidos grasos presentes en los aceites se corresponden a: oleico, linoleico, lignocérico,
elaidico, palmitico, palmitelaidico y estearico. En ambos aceites se confirmé que predominan
los &cidos grasos insaturados, con valores de 54,01 y 68,79 % para el 2014 y 2017, siendo
los mas representativos en ambos casos el linoleico y el oleico. Mientras que, los acidos
saturados estuvieron representados mayoritariamente por el palmitico y estearico. Los
valores registrados en el estudio se encuentran dentro de los limites normales descritos

para la especie segun lo sefialado por Saavedra et al. (2018).
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Tabla I1l.2. Composicion del aceite de la semilla de J. curcas L. Extraccion 2014.

NO Formula Quimica Nombre Compuesto R(ai?:rizﬁén Nombre Comun %M-Lc::irzn
1 C10H160 2,4-Decadienal 1220 Alcanfor 1,70
2  C15H3204Si2 Acido Azelaico 1667 Acido Azelaico 0,22
3  C17H3402 Acido Hexadecanoico 1878 Acido Palmitico 9,24
4  C19H3802Si Acido Palmitelaidico 1995 Acido Palmitelaidico 0,26
5  C19H4002Si Acido 9,12-Octadecanoico 2093 Acido Linoleico 25,45
6 C19H3602 11-Octadecenoico 2085 Acido Vacénico 1,59
7  C19H3802 Estearato de metilo 2077 Estearato de metilo 0,31
8 C15H280 (Z-2)-6,9-Pentadecadien-1-ol 1771 Pentadecadienol 0,08
9  C21H4202Si Acido Oleico 2194 Acido Oleico 26,85
10 C21H4402Si Acido Octadecanoico 2186 Acido Esteérico 4,42
11 C23H4202Si Acido Cis-5,8,11-Eicosatrienoico 2409 Acido mead 0,12
12 C27H5604Si2 1-Monooleoilglicerol 2788 Monoleina 0,59
13 C30H50 Supraene 2914 Supraene 0,96
15 C38H7605Si 1,3-Dipalmitin 4055 Glicerilester de acido Palmitico 2,93
16 C31H5602Si g-Tocoferol 3113 Vitamina E 0,25
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Continuacion Tabla 1.2

. indi . % Total

NO Formula Quimica Nombre Compuesto ndlc? Nombre Comun o Totalen
Retencion Muestra
17 C33H5402 7-Dehidrocolesteril isocaproato 3080 Vitamina Ds 0,50
_ Silane [[(3,beta.24R)-ergost-5-en-3- _
18 C31H560Si T 2689 Silane 0,31
illoxi]Jtrimetil-

19 C32H560Si Estigmasterol trimetil silil éter 2797 Estigmasterol 0,80
20 C32H580Si Beta-Sitosterol trinetileilil eter 2789 b-Sitosterol 2,77
21 C28H5803Si Acido Tetracosanoico 2894 Acido Lignocérico 11,38
22 C24H32N206 1,12-bis(2-niyofenoxi) dodecane 3503 Dodecano 1,89
23 C18H3202 Acido Ciclohexano 2031 Acido Ciclohexano carboxilico 7,38
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Tabla I11.3. Composicion del aceite de la semilla de J. curcas L. Extraccion 2017.

No Formula Quimica Nombre Compuesto R;'r[]:riz?én Nombre Comun %M-Il-Jc::tern
1 C10H160 2,4-Decadienal 1220 Alcanfor 1,13
2  C15H3204Si2 Acido Azelaico 1667 Acido Azelaico 0,18
3  C17H3402 Acido Hexadecanoico 1878 Acido Palmitico 11,5
4  C19H3802Si Acido Palmitelaidico 1995 Acido Palmitelaidico 0,41
5  C19H3402 Acido Octadecadienoico 2093 Acido Linoleico 30,93
6 C21H4202Si Acido Oleico 2194 Acido Oleico 34,26
7 C21H4402Si Acido Octadecanoico 2186 Acido Estearico 8,67
8 C16H3404Si2 Acido Sebacico 1766 Acido Sebacico 0,25
9 C27H5604Si2 Acido 9-Octadecenoico 2788 Acido Elaidico 2,89
10 C25H5404Si2 Monopalmitoilglicerol 2581 Monopalmitoilglicerol 2,19
11 C30H50 Supraene 2914 Supraene 0,83
12 C31H5602Si Tocoferol 3113 Vitamina E 0,11
13 C39H5605 Acetato de Carpesterol 3979 Carpesterol 0,41
14 C33H5403 7-Oxocolesterol isocaproato 3241 Keto-isocaproato 0,16
15 C29H46 Colestra-6,22,24-triene,4,4-dimetil 2572 Colesterol 0,39
16 C22H3802Si 17beta-hidroxi-5.alfa.-androstan-3-one 2186 Testosterona 1,80
17 C38H7805Si 1,3-Dipalmitin 4055 Dipalmitin 3,36
18 C18H3202 Acido Ciclohexano carboxilico 2031 Acido Ciclohexano carboxilico 2,61
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Estos resultados se corresponden con los descritos por Chitue et al. (2013), al evaluar el
aceite de la misma plantacion que el de esta investigacion (franja costera sur de la provincia
de Guantanamo). Sin embargo, Piloto Rodriguez (2011), denoto algunas diferencias al
evaluar el mismo aceite, pero en lotes y épocas diferentes. Estos autores reportan un
porcentaje mayor de &cido palmitico con respecto a este trabajo, pero similares para el acido

linoleico.

Segun Lopera-Vélez et al. (2017) J. curcas es una especie vegetal promisoria, con una
riqueza de compuestos bioactivos que le permiten controlar de manera eficiente bacterias,

hongos, parasitos y otros organismos que afectan el crecimiento y la produccién animal.

En este sentido, Rampadarath et al. (2016) reporta actividad antimicrobiana y antioxidante
al evaluar extractos de esta planta dada la presencia de los &cidos hexadecanoico

(palmitico), octadecanoico (estearico) y octadecadienoico (linolenico).

Ademas se reporta la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, esteroides,
taninos, flavonoides, fenol y cumarinas, sefialando efectos como agentes antimicrobianos y

larvicidas, entre otros (Wei-Zhang et al., 2015).

Su mayor actividad bioldgica se le atribuye a los ésteres de forbol los cuales son diterpenos
que le confieren ademas una alta toxicidad al aceite. Aunque estos compuestos no pudieron
ser cuantificados para esta investigacion, otras sustancias expresadas en el andlisis
cromatografico exponen una actividad biolégica importante como acido azelaico,
perteneciente al grupo de los acidos dicarboxilicos de cadena larga. Tiene una accion
antibacteriano topico, comedolitica y en menor grado antiinflamatoria (Lopera-Vélez et al.,

2017).

Por otra parte, contiene alcanfor (2,4-Decadienal) al que se le reconocen efectos como
nematicida, insecticida y repelente. Segun Carboni et al. (2012) al evaluar esta sustancia

podrian considerarse como agentes nematicidas botanicos potentes.
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También se encuentran presentes fitoesteroides como Estigmasterol y el B-sitosterol,
clasificados como esteroides o terpenoides. Estas sustancias han sido reportadas con una
importante actividad biologica no solo para la medicina animal sino también humana, dado
su valor farmacéutico. Fundamentalmente por su accion larvicida e insecticida (Oliveira,

2007).

Aunque queda mucho por investigar sobre la actividad biologica de esta especie en el
control de las garrapatas, especialmente en definir cuél o cuales de sus sustancias poseen
la mayor actividad bioldgica, los resultados alcanzados hasta la fecha indican que en su
composicién quimica existe una diversidad de principios y metabolitos, los cuales podrian
actuar de forma individual, aditiva o en sinergia entre ellos, a favor del control de estos

parasitos.

La necesidad de estrategias de control menos agresivos al hombre y al medio ambiente ha
estimulado la busqueda de nuevos acaricidas a partir de extractos vegetales. En este
sentido Jatropha curcas se aprecia como una planta con alto potencial, dada su capacidad
de adaptacion a sistemas vulnerables. Como bioacarisida podria reducir la utilizacion de los
garrapaticidas organosintéticos, y con ello disminuir el costo de los sistemas de control, la
presencia de residuos en los productos obtenidos a partir de los animales (carne y leche),
los impactos negativos de la intoxicacion y la toxicidad a organismos blancos, la resistencia

a los productos quimicos y la contaminacion del ambiente.
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CONCLUSIONES

El aceite de las semillas de Jatropha curcas L. posee actividad repelente y acaricida
frente a larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, sin diferencias significativas
entre los periodos de almacenamiento y con valores que superaron el 90 % de

eficacia.

La mayor eficacia frente a larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus fue para el
aceite extraido en el 2017 con valores superiores al 98 %, aunque no se encontraron
diferencias significativas entre los periodos de almacenamiento, siendo 5y 10 mg/mL

las concentraciones con mayor actividad acaricida.

El aceite de J. curcas extraido en 2017 mostré una mayor diversidad de compuestos
con respecto al 2014, aunque los mas representativos (acidos organicos) fueron

similares en ambos casos.
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RECOMENDACIONES

o Evaluar diferentes solventes y sus combinaciones con el aceite en la actividad
repelente y acaricida.

e Determinar la actividad acaricida de las mejores dosis (combinaciones
aceite/solvente) en estudios in vivo.

e Continuar con los estudios relacionados con la caracterizacion del aceite y determinar
los mecanismos de accién en la actividad acaricida.

e Continuar los estudios relacionados con el efecto de los periodos de almacenamiento
en la actividad acaricida y el perfil cromatogréafico de los compuestos quimicos del

aceite de Jatropha curcas.
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Anexo 1. Estructura de las garrapatas.
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Anexo 2. Ciclo biolégico de Riphicephalus (Boophylus) microplus.
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