Rev Inv Vet Pert 2020; 31(1): e17544
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v31il.17544

Efecto repelente del aceite de neem (Azadirachta indica A.
Juss) contra zancudos (Anophelex spp) en lechones

Repellent effect of neem oil (Azadirachta indica A. Juss) against mosquitoes
(Anophelex spp) in piglets

Andrea Llanos Gonzales!, Héctor Sanchez Suarez'#, Gloria Ochoa Mogollon?,
Tessy Peralta Ortiz’, Alberto Ordinola-Zapata®

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia repelente para zancudos (Anophelex
spp) de tres dosis de aceite de neem (Azadirachta indica A. Juss) en cerdos bajo condi-
ciones de campo. La investigacion se realizd en una época del afio de abundancia de
zancudos en Tumbes, Peru. Se trabajo con 40 lechones recién destetados, 10 por trata-
miento, mantenidos en jaulas bajo techo protegidas contra zancudos. Para la prueba de
campo se expusieron, en forma aleatoria, cuatro lechones por dia en jaulas externas sin
proteccion al zancudo (un animal diferente por cada tratamiento por dia) durante 14 dias
en un periodo de dos meses. El aceite de neem se extrajo con el equipo soxhlet y la
formula incluyo6 30% de glicerina, 1,2 0 3% de aceite de neem (T'1, T2, T3, respectivamen-
te), y llevado al 100% con alcohol farmacéutico. Se aplicéd 50 ml/lechén distribuido en
todo el cuerpo. Las picaduras y el numero de zancudos fueron evaluados en cuatro
ocasiones de 15 minutos durante tres horas por dia (06:15, 07:00, 07:45, 08:30) con inter-
valos de 30 minutos de proteccion a los lechones. Los zancudos que picaban a los
lechones (abdomen rojo) fueron colectados mediante aspiradoras manuales. El rendi-
miento de aceite de neem fue de 43.25 +1.28%. El porcentaje de repelencia fue de 88.74 +
6.15,75.66+11.8y52.27+ 12.8% para T1, T2 y T3, respectivamente (p<0.05). El porcentaje
de proteccion (eficiencia del repelente) fue de 93.92 £ 11.19,85.71 +7.54 y 67.78 £3.66%
para T1, T2y T3, respectivamente (p<<0.05). El nimero promedio de picaduras de zancudo
en el grupo testigo TO (sin dosis de repelente) fue de 365.54 + 646.82 picaduras/dia,
siendo diferente (p<<0.05) a los grupos tratados T1, T2 y T3 (49.98 £89.11; 113.82 + 200.95;
19.52 £34.41 picaduras/dia, respectivamente, y sin diferencia significativa entre los gru-
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pos tratados. El Indice de Repelencia (IR) para T1, T2 y T3 fue de 0.47; 0.24 y 0.10,
respectivamente, lo cual demuestra que el repelente utilizado en T3 mostré mayor nivel de
repelencia y eficacia contra los zancudos.

Palabras clave: aceite de neem, picaduras, repelente para cerdos, eficiencia de repelente,
repelentes vegetales

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the repellent efficacy for mosquitoes (Anophelex
spp) of three doses of neem oil (Azadirachta indica A. Juss) in pigs under field conditions.
The research was carried out at a time of year of abundance of mosquitoes in Tumbes,
Peru. Forty recently weaned piglets were used, 10 per treatment, kept in indoor cages
protected against mosquitoes. For the field test, four piglets per day were exposed
randomly in external cages without protection to the mosquito (a different animal for each
treatment per day) for 14 days over a period of two months. Neem oil was extracted with
the soxhlet apparatus and the formula included 30% glycerin, 1, 2 or 3% neemoil (T1, T2,
T3, respectively), and taken to 100% with pharmaceutical alcohol. A dose of 50 ml/piglet
distributed throughout the body was applied. The bites and the number of mosquitoes
were evaluated on four occasions of 15 minutes for three hours per day (06:15, 07:00,
07:45, 08:30) with intervals of 30 minutes of protection to the piglets. The mosquitoes
biting the piglets (red abdomen) were collected using manual vacuum cleaners. The neem
oil yield was 43.25 + 1.28%. The percentage of repellency was 88.74 £ 6.15,75.66 +£11.08
and 52.27 4+ 12.83% for T1, T2 and T3, respectively (p<0.05). The percentage of protection
(repellent efficiency) was 93.92+ 11.19, 85.71 £ 7.54 and 67.78 £ 3.66% for T1, T2 and T3,
respectively (p<0.05). The average number of mosquitos in the control group, TO (without
repellent dose) was 365.54 + 646.82 bites/day, being different (p<<0.05) to the treated
groups T1, T2 and T3 (49.98 £ 89.11; 113.82£299.95; 19.52 + 34.41 bites/day, respectively,
and without significant difference between the treated groups. The Repellency Index (IR)
for T1, T2 and T3 was 0.47, 0.24 and 0.10, respectively, which shows that the dose used in
T3 showed a higher level of repellency and efficacy against mosquitoes.

Key words: neem oil, stings, repellent for pigs, repellent efficiency, plant repellents

INTRODUCCION arrozales de la zona se encuentra Aedes spp,
| Ivieovuccioy e A e

Duong et al., 2017). Las hembras del mos-

Las areas urbanas, suburbanas y cerca quito Anopheles pueden vivir hasta un mes
de cultivos estan ligadas a la proliferacion de (Astaiza et al., 1988). Su presencia est4 liga-
zancudos, considerados como vectores de da a su ciclo de vida, ya que se mueven solo
enfermedades y causante de laceraciones en dentro de unos metros de distancia de su lu-
la piel (Cachago y Ligha, 2018). 4. aegypti gar de cria original (Moran, 2018). Los mos-
es una especie antropofilica. EI mosquito quitos antropofilicos localizan a sus presas
Anopheles se adapta a todo tipo de climas y mediante el calor corporal y el didxido de
se le encuentra en la I'Cgiél’l de Tumbes, Peru carbono emanado por ellos (Olaya y Méndez,

(Castro, 2015; Aleman et al., 2016). En los 2003).
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Los cerdos presentan la misma suscep-
tibilidad que el humano ante la picadura de
estos insectos (Barcomes, 2010), pudiendo
causar pérdidas econdmicas a los producto-
res por mermas en la produccion e incluso
muerte de lechones (Vargas, 1998; Morgan,
2012). Asi mismo, el virus de la encefalitis
japonesa B (E J) se transmite entre las aves,
cerdos y humanos (Chin, 2001; Duong et al.,
2017), causando pérdidas debidas a cama-
das anormales (Martinez y Juanes, 2006).

Los repelentes de insectos se utilizan
para evitar el acercamiento de insectos a la
piel (Lorrén et al., 2015). Algunas sustancias
naturales o sintéticas poseen esta accion y
son llamadas repelentes, aunque estas no
matan (Egunyomi et al., 2010; Roldan et al.,
2015). El acido lactico y el didxido de carbo-
no, presente en el sudor de animales de san-
gre caliente, son sustancias atractivas para
los mosquitos y es detectado por el receptor
olfativo de las antenas que contienen los
quimiorreceptores (Naseem et al., 2016). Los
repelentes perturban la capacidad de los re-
ceptores en las antenas de los mosquitos para
responder a la sede de estimulos (Olaya y
Meéndez, 2003).

Al aplicar el repelente, los solventes se
evaporan, dejando el ingrediente activo so-
bre la piel (Castro-Gutiérrez y Diaz-Madri-
gal, 1998). La tendencia actual en en el uso
de insecticidas y repelentes es hacia los pro-
ductos de origen natural al considerarlos me-
nos contaminantes, ademas de ser de facil
elaboracion (Escalante ef al., 2004; Hurtado
et al., 2016). El repelente mas usado para
mosquitos en humanos y animales es el N,
N-dietil-3-metilbenzamida (DEET), de gran
efectividad, pero con residuos toxicos (Mo-
rales, 2019), por lo que se investigan repelen-
tes de origen vegetal para su reemplazo
(Olaya y Méndez, 2003).

La planta de neem (Azadirachta indi-
ca A. Juss) tiene propiedades insecticidas,
controla plagas de campo y almacén, y tiene
uso medicinal, forestal y farmacologico (Novo
etal., 1997; Celis et al., 2009; Fernandez et
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al.,2009; Delgado et al., 2012; Garcia, 2018).
El azadiractin es el principio activo del neem,
estructuralmente similar a la hormona
ecdisona (hormona de la muda) de los insec-
tos (Romero y Vargas, 2005; Fernandez et
al.,2009), y no presenta efectos secundarios
y sus propiedades anti-inflamatorias son un
buen complemento como repelente natural
(Aleman et al., 2016).

Mayormente el neem se utiliza como
extracto oleoso, el cual contiene la
azadirachtina, compuesto muy conocido por
su accion biologica (Vega-Jarquin, 2016). La
proporcion de este compuesto en el aceite de
neem varia dependiendo del método de ex-
traccion y de la calidad de las semillas. La
extraccion con hexano resulta en el 35-44%
de aceite (Anton et al., 2016). El objetivo del
presente estudio fue evaluar la eficacia re-
pelente para zancudos de tres dosis de aceite
de neem en cerdos, obtenidos bajo condicio-
nes de campo.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

El estudio se llevo a cabo en la Facultad
de Ciencias Agrarias (FCA) de la Universi-
dad Nacional de Tumbes — UNT (Tumbes,
Pert1), adyacente a una zona arrocera, consi-
derada como una zona de considerable proli-
feracion de zancudos.

Aceite de Semilla de Neem

La semilla de neem (Azadirachta in-
dica A. Juss) fue obtenida en la FCA-UNT.
Se dejo secar por 15 dias al medio ambiente,
se separo la semilla de la cascara (2 kg) y se
realiz6 la molienda con un molino casero de
tornillo sin fin. La extraccion del aceite se
realiz6 utilizando un equipo soxhlet emplean-
do como solvente hexano (temperatura entre
80 y 90 °C) (Tesfaye y Tefera, 2017,
Shooshtari et al., 2013; Cardenas, 2017). El
rendimiento se calculd segin formula del ex-
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tracto oleoso: EE = peso del aceite / peso de
la muestra inicial (Esparza-Diaz et al.,2010).

Repelente

El repelente fue preparado siguiendo la
metodologia de Olaya y Méndez (2003), para
lo cual se mezcld 1, 2% o 3% del aceite de
neem con 30% de glicerina, agregando alco-
hol etilico (96%) hasta llegar al 100% (T1: 1-
30-69; T2: 2-30-68; T3: 3-30-67).

Animales e Instalaciones

Se adquirieron 40 lechones en una gran-
ja de crianza semi-intensiva del caserio El
Limoén (Tumbes, Pera), con peso vivo entre
10y 20 kg. Los animales se encontraban apa-
rentemente saludables, libres de parasitos y
de deformaciones congénitas.

Los lechones fueron estabulados en
corrales con techo de eternit y con separa-
ciones de malla metalica. Se utilizaron cuatro
jaulas internas protegidas contra zancudos,
de 4.5 m? de area (de 3x1.5x1m) por trata-
miento, que se encontraban dentro de corra-
les con techo de eternit y con separaciones
de malla metalica. Las cuales fueron desin-
fectadas y fumigadas antes del inicio del ex-
perimento. Se colocaron 10 animales por jaula.
Ademas, se utilizaron cuatro jaulas de malla
metalica, sin proteccion para zancudos, ubi-
cadas al exterior de los corrales, con un area
de 1 m?y una altura de 0.5 m. Se coloco un
animal por jaula.

Evaluacion de los lechones

Los lechones fueron escogidos de ca-
madas similares, y se distribuyeron en cuatro
grupos, de acuerdo con su peso vivo: grupo
1, 10.0-11.9 kg; grupo 2: 12.0-13.9 kg; grupo
3:14.0-15.9 kg; grupo 4: >16 kg a mas. Para
formar tratamientos homogéneos, se selec-
cion6 un lechon de cada grupo formando cua-
tro tratamientos (10 lechones por tratamien-
to colocados en una jaula interna).

Los lechones se lavaron con un jabon
sin fragancia y agua fria el dia previo al inicio
de la prueba. Esta se realizo desde las 06:00
hasta las 08:45, periodo de mayor actividad
de picadura de los zancudos en el area de
estudio.

Para la prueba de repelencia en campo,
cada dia se escogio un lechon diferente entre
los 10 de cada tratamiento y se les llevo a las
jaulas externas (cuatro jaulas individuales, una
por tratamiento) para ser expuestos a las pi-
caduras de los zancudos. Las jaulas estaban
distantes entre si por 4 m. La posicion de los
lechones en las jaulas externas fue rotada
aleatoriamente en cada dia de evaluacion. Se
utilizaron los métodos de ensayo disponibles
y modificados para animales por la Organi-
zacion Mundial de la Salud para cuantificar
la proteccion y la duracion del efecto de
formulaciones repelentes en campo (WHO,
2009).

A cada uno de los lechones en las jau-
las externas se pulverizo 50 ml del repelente
correspondiente al grupo experimental. El
repelente fue aplicado sobre toda la superfi-
cie corporal del lechon. El grupo control (TO)
no recibid aplicacion alguna (Santamaria et
al.,2012).

El experimento de repelencia se realizo
durante 14 dias en un periodo de 5 semanas
(tres dias consecutivos por semana — jueves,
viernes y sabado) (Santamaria et al., 2012).
En cada dia se evalu6 el efecto repelente por
cuatro veces (06:15,07:00. 07:45, 08:30) con
una duracion de 15 minutos por cada evalua-
cion. Los lechones tuvieron 30 minutos de
descanso y proteccion entre evaluaciones,
donde fue retirado de la jaula externa y de-
vuelto a la jaula interna protegida. Los zan-
cudos que picaron a los lechones fueron re-
colectados con cuatro aspiradores manuales
a bateria (uno por cada tratamiento) y lleva-
dos al laboratorio para el conteo respectivo;
adicionalmente se tomé fotografias de los
zancudos al momento en que picaban a los
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lechones, considerando como picadura al zan-
cudo con abdomen dilatado de color rojo
(Santamaria et al., 2012).

Parametros de Repelencia

El efecto repelente fue evaluado me-
diante los siguientes parametros:

- Porcentaje de repelencia (PRp). Se es-
timo segun la formula indicada por Olaya
y Méndez 2003): %PRp = [(Ncp - Ntp)
/ (Ncp + Ntp)] x 100%, donde %PRp es
el porcentaje de repelencia, Ncp es el
numero de mosquitos que picaron a los
lechones a los que no se les aplico el re-
pelente, Ntp es el nimero de mosquitos
que picaron a los lechones a los que si
se les aplico el repelente.

- Porcentaje de proteccion (PP) o de efi-
ciencia del repelente. Se determino me-
diante el calculo del nimero de mosqui-
tos que pican a lechones con tratamien-
to comparado con el que no tiene trata-
miento (Thorsell et al., 1989; WHO,
2009): PP = [(Nc — Nt)/Nc] x 100, don-
de Nc = numero de picaduras en el le-
chon testigo en determinado periodo de
tiempo, Nt = niimero de picaduras en el
lechén tratado en el mismo periodo

- Numero de picaduras/dia. Se midi6 por
conteo directo de las ronchas dejadas por
los zancudos en la piel de los lechones

- Indice de repelencia (IR). Se utilizé la
formula adaptada por Sanabria y
Ramirez (2013): IR=2G/(G + P), donde
IR es el indice de repelencia, G es el
porcentaje de zancudos en los lechones
a los que se les aplico el repelente, P es
el porcentaje de zancudos en los lecho-
nes en los que no se aplico el repelente.
Para la interpretacion del IR se conside-
r6 que para el IR = 1 el repelente no
tuvo efecto; IR > 1 el repelente atrajo a
los zancudos; IR < 1 el tratamiento re-
peli6 a los zancudos.

- Porcentaje de reduccion de repelencia
en funcion al tiempo de aplicacion. Se-
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determind segun la férmula descrita por
Santamaria et al. (2012), WHO (2009)
y Thorsell et al. (1989): % de reduccion
de repelencia = 100[1-(Nt/ Nc)], donde
Nc es el nimero de picaduras en el le-
chon testigo en un determinado periodo
de tiempo, Nt es el numero de picaduras
en el lechon tratado en el mismo periodo
de tiempo (3 horas en cuatro intervalos:
entre 15y 30,60y 76,95y 120, 150 y
175 minutos).

Los resultados fueron analizados me-
diante analisis de varianza y la prueba de
Duncan. La significancia estadistica se {ijo
en p<0.05.

RESULTADOS

La extraccion de aceite de neen me-
diante el método soxhlet fue de 43.25 +
1.28%; rendimiento semejante al 40% repor-
tado por Pérez et al. (2009).

El porcentaje de repelencia fue supe-
rior en el tratamiento T3 (88.74 £ 6.15%),
seguido del T2 con 75.66 £ 11.08% y T1 con
52.27 £ 12.83%, encontrandose diferencias
significativas (p<0.05) entre grupos (Figura
1a). El porcentaje de proteccion (PP) o de
eficiencia del repelente fue igualmente supe-
rior en T3 (93.92 + 11.19%), seguido del T2
con 85.71 +7.54% y T1 con 67.78 £+ 3.66%,
observandose diferencias significativas
(p<0.05) entre grupos (Figura 1b).

El nimero promedio de picaduras de
zancudo en el grupo testigo TO (sin dosis de
repelente) fue de 365.54 &+ 646.82 picaduras/
dia), siendo significativamente diferente
(p<0.05) de los grupos tratados T1, T2 y T3
(49.98+89.11; 113.82+200.95; 19.52+34 .41
picaduras/dia, respectivamente), y sin dife-
rencia significativa entre los grupos tratados
(Figura 1c).
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Figura 1. Porcentajes de repelencia y de proteccion, y nimero de picaduras de zancudos en
lechones entre tratamientos. (10 lechones por grupo fueron rociados con un repelente
conteniendo 1, 2 y 3% de aceite de neem (Azadirachta indica A. Juss) en T1, T2 y
T3, respectivamente.
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Figura2. Indice de repelencia (comparacién de la linea de atraccion y repelencia) de repelentes
conteniendo 1, 2 y 3% de aceite de neem (Azadirachta indica A. Juss) en T1, T2 y
T3, respectivamente
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Figura 3. Porcentaje de la reduccion de la repelencia total dentro de las tres horas de aplicado
el repelente conteniendo 1, 2 y 3% de aceite de neem (Azadirachta indica A. Juss)

en T1, T2 y T3, respectivamente

El indice de Repelencia (IR) para T1,
T2 y T3 fue de 0.47; 0.24 y 0.10, respectiva-
mente (Figura 2), lo cual demuestra que el
repelente utilizado en T3 mostré mayor nivel
de repelencia a los zancudos.

El porcentaje de reduccion de la
repelencia, valor que esta relacionado con la
pérdida del efecto repelente en funcion al
tiempo mostrado en la Figura 3, donde la dis-
minucion promedio total de la repelencia a
los zancudos fue de 80.13 + 16.54% a los
175 minutos. En el caso de los tratamientos,
la mayor pérdida fue en T1 (69.23 £4.11%),
seguidode T2 (50.03 +£4.47%)y T3 (27.32+
3.56%) en dicho lapso.

DiscusioN

Se calcula la existencia de cerca de 85
especies de plantas con potenciales propie-
dades de repelencia contra insectos en
Latinoamérica (Ramirez-Suarez et al., 2018),
con componentes especificos (Alcala-Orozco
et al., 2017). Entre estas especies, la planta
neem, considerada como un producto botéani-
co bioactivo (Hernandez-Castro et al., 2005),
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se presenta como una alternativa (Daza y
Florez, 2006), habiendo sido utilizada como
repelente de insectos en plantas, contra zan-
cudos en humanos, como garrapaticida y con-
tra moscas (Gruber, 1992; Esparza-Diaz et
al., 2010; Ramirez-Suérez et al., 2018).

Los resultados obtenidos en la extrac-
cion de aceite de neem son semejantes a
quienes recomiendan el método soxhlet utili-
zando hexano (Rodriguez et al., 2012;
Tesfaye y Tefera, 2017). No obstante, exis-
ten métodos que utilizan maquinaria indus-
trial y procesos fisicoquimicos con rendimien-
to de 76% y con maquinas de pellets-
extrusado prensado con rendimientos de 64%,
pero cuyos procesos son de mayor costo
(Escalante et al., 2004; Delgado et al., 2012;
Cardenas, 2017).

El neem posee un olor caracteristico y
que es considerado como la base del efecto
repelente (Aleman ef al., 2016), pudiendo in-
terferir con el sentido del olfato del zancudo
(Mindiola, 2019), por lo que la accion repe-
lente se incrementa con que el aumento de la
concentracion del aceite de la planta. En tra-
bajos de repelencia para humanos se utiliza-
ron dosis entre 0.63 y 2.5% (Lopez, 2015;
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Lorrén et al., 2015), pero concentraciones
entre 3 y 5% son menos eficientes en hem-
bras Aedes aegypti (Aleman et al., 2016).
Como repelente para plantas se utilizan dosis
de hasta 10% (Novo et al., 1997; Chio y Yang,
2008; Lopez, 2015; Boito et al., 2018).

Los resultados de repelencia y protec-
cion del presente estudio en lechones fueron
similares a los obtenidos para mosquitos en
humanos, donde se obtuvieron repelencias
desde 57% hasta 94%, dependiendo de la
concentracion de aceite de neem (Gruber,
1992; Daza y Florez, 2006; Regnault-Roger,
2012; Lorrén et al., 2015; Beltran, 2018;
Ramirez-Suarez et al., 2018). Asi mismo,
mostro efectos repelentes similares a com-
puestos de otras plantas como aceite de resino
(Roldan et al., 2015) Melia azedarach L
(Kebede et al., 2010), Elettaria cardamo-
mum, Salvia officinalis y Lippia origanoi-
des (Alcala-Orozco et al., 2019).

El neem mejora su efecto repelente en
combinacion con otros productos botanicos.
Concentraciones de 2 y 5% de aceite de neem
con aceite de coco en humanos contra
Phlebotomus orientalis (vector de
leishmaniasis visceral) dieron 96.3 y 98.3%
de proteccion (Chio y Yang, 2008). Efectos
similares se reportan con el extracto etandlico
de lahoja (neem y Cinnamomum camphora)
(Tabassum et al., 2018), neem y chinaberry
(Melia azedarach L) (Kebede ef al., 2010).

Debido a que la duracion de la
repelencia disminuye con el tiempo, se consi-
deran las tres primeras horas como apropia-
das para evaluar la accion repelente (Mandal,
2011). La disminucién de repelencia en este
trabajo fue mayor a la reportada utilizando
neem y Cinnamomum camphora, donde solo
disminuy6 en 8% en una hora y 10% en la
tercera hora (Tabassum et al., 2018). Asi
mismo, Martinez et al. (2016) usando sauco
obtuvo mayor repelencia a las tres horas, re-
sultado semejante a la dosis de T3 del pre-
sente experimento. Por otro lado, el aceite
de neem con aceite de coco en humanos brin-
do una proteccion completa durante 12 h con-

tra las picaduras de todas las especies de
anophelidos (Kebede et al., 2010).

CONCLUSIONES

e Las tres mezclas empleadas como re-
pelentes contra zancudos tuvieron efec-
to positivo y significativo, con una ten-
dencia no significativa de mayor porcen-
taje de repelencia (88.74%) con el tra-
tamiento con 3% de aceite de neem
(Azadirachta indica A. Juss).

e Larepelencia fue efectiva por lo menos
por tres horas, siendo el tratamiento con
3% de aceite de neem quién presentd la
menor disminucion repelente (21.41%).
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