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II. RESUMEN EJECUTIVO

La iniciativa de investigacion que se describe en el presente informe tuvo

como objetivo el desarrollo de un método de control del parasito hematéfago
Haematobia irritans (L.), mediante la utilizacion del extracto del arbol del Neem,
azaditachtin, formulado como bolos intrarruminales de liberacion lenta en el aparato
gastrointestinal en bovinos de carne. Para el logro de este objetivo se ha estableci6 una
relacion de trabajo entre la empresa Agricola Palomar Ltda., productora y
comercializadora de bovinos de carne; la empresa Indd The Dharamsi Morarji
€hemical Co. Ltd. con la Corporacion Centro de Educacién y Tecnologia. La
empresa agricola Palomar aport6 al proyecto infraestructura, animales y un area de
praderas para el establecimiento de los ensayos a nivel de campo. La empresa Inda
The Dharamsi Morarji Chemical Co. Ltd. produce y comercializa a nivel mundial
productos quimicos e insumos organicos entre ellos Azadirachtin y aporté este
producto para su evaluacion en el control de la mosca de los cuernos. La finalidad de
este tipo de propuesta, es lograr en la empresa nacional productora de carne, la
utilizacion de elementos para el manejo sanitario de los animales, aceptados por los
mercados internacionales que sean compatibles con un manejo conservador de la flora
y fauna de los ecosistemas.
En el proyecto se evalué un extracto botanico (azadirachtin) de bajo impacto
ambiental y se disefi6 un dispositivo (capsulas) para su aplicacion en bovinos de carne,
que permite su lenta liberacion a nivel intrarruminal. Se debe desarrollar a partir de
estos resultados un método industrial de produccion de los dispositivos de efecto
regulador de H. irritans.

Como producto final se logré una presentacion de capsulas que introducidas en
el reticulo-rumen, permiten una liberacion lenta del regulador de H.irritans, de manera
de alcanzar una concentracion activa en las fecas animales, con accion sobre los
estados juveniles de H.irritans inhibiendo la emergencia y desarrollo de los estados
adultos del diptero. El dispositivo rebaja en un 66.81% las poblaciones de H. irritans
durante su periodo de liberacion que alcanza hasta 70 dias

En la primera etapa del proyecto se establecié una crianza de Haematobia

irritans de modo de obtener los diferentes estados de desarrollo del insecto, que



permitié evaluar en laboratorio el efecto de diferentes dosis de Azadirachtin y conocer
la sensibilidad de los distintos estadios a las concentraciones del principio activo en
estudio.

Etapa fundamental del trabajo fue el establecimiento de la factibilidad de uso
distintos niveles de azadirachtin tanto en suspension en una primera etapa como en
capsulas de liberacion intrarruminal, finalmente este capitulo, constituy6 un éarea de
relevancia de este trabajo, tanto en su evaluacion experimental in vitro como en su
evaluacién in vivo. Las distintas etapas de la investigacion se realizaron en la Central
demostrativa de la Corporacion Centro de Educacién y Tecnologia y en ensayos de
campo, que se llevaran a cabo en el predio los Huechiin, de propiedad de Agricola
Palomar S.A.

Como una necesidad para conocer el efecto de azadirachtin en la calidad de la
carne, por su potencial efecto contaminante, se establecié a través de una tesis de
grado con la Facultad de Quimica y Farmacia de la U de Chile, un método para
determinar la presencia de residuos de azadirachtin a nivel muscular en bovino,
estableciéndose, través de este procedimiento, que azadirachtin utilizado como
regulador de las poblaciones d H. irritans, en las dosis evaluadas y establecidas por
investigacion, no se acumula ni es demostrable, como residuo, en el tejido muscular.

Este proyecto abre una importante linea de generacion de dispositivos o matrices
farmacoldgicas de uso intrarruminal, de entrega lenta, utilizables en produccion de
rumiantes, aplicables a la administracion de antibidticos, vitaminas, minerales y
controladores biolégicos, entre otros elementos, con una gran proyeccion tecnoldgica
y economica. Esta potencialidad tiene relacion tanto con sus posibilidades en el campo
de los insumos destinados a la produccion animal, como con la apertura de mercados
de nicho que demandan productos pecuarios, originados en sistemas productivos de

bajo impacto ambiental.



lll. TEXTO PRINCIPAL

1. Cumplimiento de los objetivos del proyecto: descripcion del cumplimiento
de los objetivos en funcion de los resultados e impactos obtenidos.

Objetivos Generales

Disefio de un sistema de control de la mosca de los cuernos (Haematobia irritans
(L.)) mediante la implementacion y evaluacion de la administracion oral de extracto
de Neem, (azadirachtin) para regular las poblaciones de H. irritans en sistemas de

produccion de carne bovina.

Objetivos Especificos

1) Desarrollar una crianza artificial del diptero hematéfago H.irritans, que
proporcione los distintos estadios biologicos del parasito, para realizar la

evaluacion in vitro del extracto de Neem.

Se estableci6 un sistema de crianza a través de la incubacion de huevos de H.
irritans a partir de poblaciones de campo, alimentadas de manera artificial con sangre
bovina citratada, los adultos se deponen en jaulas de apareamiento y alimentacién por
4 a 5 dias, iniciandose posteriormente la postura de huevos y nuevamente el ciclo. Las
posturas de huevos de estas hembras se manejaron en camara de incubacion sobre
potes de 100 gramos con material fecal de bovino, a 27 C° con fotoperiodo luz
oscuridad de 16:8 horas, respectivamente, por 14 dias, lograndose las emergencias de
adultos establecidas para la especie. (Aprox. 50% de emergencia). La crianza se
mantuvo de manera continua, en la medida en que se introducian perioédicamente al
sistema, ejemplares desde del campo, sin embargo, cuando se trabajé solo con
ejemplares producidos en laboratorio, su mantencion en el tiempo se logré durante las
tres primeras generaciones. A partir de la tercera generacion se reintroducen nuevos

ejemplares al sistema, a partir de poblaciones de insectos del campo.



2) Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A. indica, sobre

estados juveniles de H.irritans, para establecer la DL50 y DL90.

Las evaluaciones in vitro no arrojaron los resultados esperados, debidos a que las dosis
con las que se trabajaron; 0.01, 0.02, 0.03 ppm de azadirachtin para 100 gramos de
fecas rectales, resultaron ser muy pequefias y muy dificiles de homogenizar con las
fecas, por lo tanto los resultados fueron inconsistentes entre tratamientos y control,
situacion que cambi6 al evaluar dosis més elevadas desde 0.1 a 0.5ppm/100g fecas.
Como consecuencia de esta dificultad se realizo el experimento y la evaluacién inicial
se realizd in vivo, administrandole a los animales, el insecticida botanico en
suspension, en relacion al peso de los bovinos en experimentacion (0.02; 0.03; 0.05
ppm), evaluando el efecto directo del producto sobre la eclosion de insectos a partir de
colectas de fecas rectales y siembra de huevos sobre ella. De tal manera, se establecio
la DL50 y DL90 las que se ubicaron en los 0.0632 mg. y 0.03637 mg. Con limites
para DL50 de 0.000119 y 0.01207 mg/Kpv. Para DL90 los limites inferior y superior
fueron 0.03637 y 0.07469 respectivamente

3) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos de bovinos, sobre

el principio activo Azadirachtin.

La evaluacion del efecto de los proceso digestivos sobre azadirachtin, mediante la
introduccion de una muestra conocida del extracto en el sistema de Tylley Terry y
posteriormente mezclando una cantidad de este producto con fecas deshidratadas y
estériles, donde se sembraron huevos de H. irritans. Indica que en la segunda fase del
proceso de simulacion de la digestion abomasal, con la aplicacion directa de acido
clorhidrico, el principio activo azadirachtin se degrada, en consecuencia no se observo
control sobre la emergencia de los adultos de H. irritans. en las pruebas realizadas
sobre las fecas Esta situacion determiné la realizacion de ensayos directos, sobre

bovinos en experimentacion



4) Evaluacion en novillos de experimentacion, el efecto de azadirachtin

administrado en capsulas de gelatina, sobre H. irritans a nivel fecal.

Se administraron diversas dosis del extracto del arbol del Neem, azadirachtin,
a grupos de bovinos en estudio, para luego utilizar muestras fecales de estos animales
y establecer el impacto sobre la emergencia de adultos de H. irritans. Las dosis
evaluadas fueron, 0.02, 0.03, 0.04 ppm/Kilo peso vivo de los animales en
experimentacion (promedio 354K), éstas fueron administradas directamente en
suspension, y no a través de capsulas de gelatina, opcion considerada inicialmente, este
procedimiento no se incluy6 en el protocolo experimental, concluyéndose que era poco
practico de realizar dado el tamafio pequefio de las capsulas; ademas se estimo que no
permitian una mezcla homogénea; que era poco representativo del mecanismo final
que se estaba buscando y que flotarian a nivel ruminal introduciéndose con dificultad
en la mezcla de alimentos. En consecuencia, mediante el suministro en suspension se
logré establecer que el efecto de azadirachtin alcanza a un 93% de inhibicion de la
emergencia de adultos en dosis de 0.05 y su efecto es de un 79.3 y 88.57 % cuando se

administr6 0.0 2 y 0.03 mg/Kpv respectivamente.

5) Diseiiar y evaluar in vitro, mediante el método de Tilley Terry, e in vivo
mediante el método de digestibilidad in vivo (nylon bags), el
comportamiento de bolos intrarruminales de baja digestibilidad, que
permitan su uso posterior en la entrega gradual del principio activo en

evaluacion.

Se disefiaron diversas matrices farmacolégicas en base a compuestos grasos de
alto punto de fusion denominados gelucires, junto a excipientes asociados a hierro
metélico, elemento de alto peso molecular de modo de obtener densidades de a lo
menos 1.6 g/cc para asegurar que la formulacién no resulte expulsada del rumen y de
baja digestibilidad, las proporciones de cada elemento se ajustaron por ensayo y error
de manera de establecer la tasa de digestion intrarruminal, necesaria de acuerdo a los

objetivos del proyecto. Por medio de bolos intrarruminales, evaluados en animales



fistulados, se determiné que la composicion mas resistente, al medio intrarruminal
correspondio a las fabricadas en base de Gelucire 50/02, Compitrol 888, y Hierro, con
un peso de 105,73+0.8 gramos y una duracion de 70 dias a una tasa media de
liberacion de 26 mg. de azadirachtin por dia.

6) Establecer in vivo el comportamiento y la apariciéon a nivel fecal de
Azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal, a través del

efecto sobre larvas del diptero H.irritans.

Esta evaluacion permitié establecer el nivel de control a nivel fecal de Azadirachtin,
sobre la emergencia de los insectos, a partir de evaluaciones en fecas rectales y en
fecas depositadas directamente en el campo, a partir de animales que ingirieron el
principio activo.

La administracion de azadirachtin y evaluacion de los tratamientos se realizo
tanto con capsulas de uso intrarruminal de digestion lenta, establecido en la propuesta,
como con bloques minerales, administrados para consumo ad-libitum, solamente
regulado por la dureza de estos dispositivos. Los resultados indican que bajo
condiciones de tratamiento con Neem en bolos intrarruminales, el nivel de emergencia
de los insectos sigue una tendencia clara con una relacion positiva, dosis-respuesta,
produciéndose una reduccién de las poblaciones de /. irritans, en relacion al aumento
de la dosis del principio activo

En tanto para los bloques minerales los resultados muestran una menor
consistencia, influenciado por la aleatoriedad del consumo de los bloques minerales en

primavera/verano
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Establecer a nivel de campo, dosis y frecuencia de aplicacion de extracto
de A. indica, en bolos intrarumiales para obtener poblaciones de H.

irritans en niveles tolerables para los bovinos.

Se establecid la frecuencia y dosis de los bolos intrarruminales en su uso en bovinos a

nivel de campo, definiendo finalmente la aplicacion de 1 bolo con duracién de 70 dias,

y 0,04 mgs por kilogramo de peso vivo.

8)

Escalamiento y definicion de la presentacion del producto controlador

obtenido.

Se esta trabajando cual es la forma de financiar el proceso de importacion del principio

activo y la forma de desarrollar de manera industrial las capsulas intrarruminales.

9)

10)

Capacitacion de productores de carne bovina en el uso de bolos de
Azadirachtin como controlador del parasito H.irritans.
Se realiz6 un seminario final, sobre los resultados obtenidos en el proyecto con

técnicos del area, académicos y productores

Desarrollo de un estudio en el laboratorio de Cinética de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile, que permita la
implementacion de un método para establecer trazas de Azadirachtin en la

carne de los animales tratados.

a) Se desarrollé una tesis que permiti6 establecer el método para la evaluacion

de trazas de azadirachtin en carne bovina. 4

b) Con el método desarrollado en la tesis de grado realizada en la Facultad de
Quimica y farmacia de la Universidad de Chile se establecio claramente, que
no aparecen residuos en el tejido muscular de bovinos rumiantes sometidos a

tratamiento con Azadirachtin, aun en dosis de 10,2 mgrs por cada 100
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kilogramos de peso vivo, administrados durante 14 dias a un novillo de 200 Kg.

la dosis normal evaluada es de 4 mgs/100kgs.de peso vivo

2. Aspectos metodolégicos del proyecto:
Metodologia utilizada.

1) Desarrollar una crianza artificial del diptero hematoéfago H.irritans, que
proporcione los distintos estadios biologicos del parisito, para realizar la

evaluacion in vitro del extracto de Neem.

La Crianza de H.irritans se bas6 en lo descrito por Lockwood et al. (1985); Lysyk
(1991); Miller et al. (1986)

Se colectan adultos de H.irritans desde bovinos en pastoreo y se mantienen en jaulas
de PVC de 1500ml y malla mosquitera e incuban a 27° C + 1° C con fotoperiodo de
16:8 (luz: oscuridad) y >50% HR por 48 hrs. alimentandolas con sangre de bovino
citratada, para prevenir la coagulacion (5g de citrato de sodio en 5ml de agua por litro
de sangre), sobre trozos de esponja dispuestos en la parte superior de las jaulas,
adicional a éstas se colocaban esponjas mas pequefias con solucion azucarada.

Las jaulas se depositaban sobre bandejas con género negro humedo, los huevos
ovipositados en el piso, sobre la bandeja, eran colectados con pincel y dispuestos sobre
cuadrados de papel absorbente (100 huevos por cuadrado) Estos huevo se disponian
sobre fecas frescas de bovinos (100g) a razon de 100 huevos en recipientes. Luego se
incuban por 14 dias a 27° C + 1° C >50% HR bajo un fotoperiodo de 16:8 (L:0O). Los
adultos emergidos eran retirados, con aspirador, a medida que eclosionaban, se
depositaban en jaulas, se alimentaban con sangre de bovino citratada, para iniciar

nuevamente el ciclo.
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2) Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A. indica, sobre

estados juveniles de H.irritans, para establecer la DL50 y DL90.

2.0) Se evaluaron ocho concentraciones del principio activo, azadirachtin, en fecas
bovinas. El método a desarrollar y las concentraciones del principio activo son las
recomendadas por Miller y Chamberlain (1989).

A 300 gramos de fecas, se aplicaron ocho niveles conocidos (ppm) del
principio activo. Las concentraciones fueron 0.01, 0.02, 0.03, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5
ppm. de azadirachtin, las que se mezclaron con fecas rectales, cada muestra de 300g
se dividi6 en 3 submuestras de 100g, sobre los que se depositaron 100 huevos de la
mosca, obtenidos de la colonia mantenida en laboratorio.

Las fecas depositadas en envase de 250ml, se cubrieron con gasa e incubaron a 27°C y

50% HR por 14 dias y el namero de adultos para cada muestra registrados

Debido a la inconsistencia de los resultados obtenidos con las dosis mas pequefias
(0.01, 0.02 y 0.05, no asi con las dosis mayores, en relacion a la dificultad para lograr
una adecuada homogenizacion del principio activo en las fecas y a los efectos sobre la
emergencia de los insectos, se opto por realizar una ampliacién de este ensayo en

animales de experimentacion, cuyo objetivo fue:

2.1) Evaluacion y obtencion de la dosis letal de Azadirachtin (LD50 y LD9%0)
sobre H. irritans, mediante la aplicacion directa a novillos, de una suspension de

diferentes concentraciones del principio activo

Se realizaron 4 niveles de aplicacion de azadirachtin (0.0 (testigo), 0.02, 0.03 y 0.05
ppm/ kilogramo de peso vivo. Los animales con un peso promedio de 354 Kg., fueron
tratados diariamente por via oral, con 30cc/dia de una solucion acuosa de azadirachtin
y de acuerdo al peso del animal. Cada dosis fue entregada diariamente a dos animales
por 4 dias, terminado con la colecta de fecas rectales (seis por dosis) las que fueron
incubadas (tres repeticiones por animal) con huevos del diptero como se indica en el

punto anterior. Los resultados en los niveles de emergencia de los insectos adultos
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fueron usados para andlisis Probit (Finney 1971).
(Todos los animales se trataran contra parasitos gastrointestinales y pulmonares antes y

en cada etapa de evaluacion del insecticida botanico).

3.0) Evaluacion in vitre del grado de actividad del principio activo azadirachtin

luego de ser sometido al método de Tilley Terry.

Esta evaluacion permite conocer el grado de actividad de los residuos de azadirachtin
post digestién in vitro, sobre los estados juveniles de H.irritans. En este sistema, se
emple6 una suspension pura del compuesto, en solucion isoténica, correspondiente a la
dosis letal mas efectiva de azadirachtin (ppm), obtenida en el punto anterior
(0.03ppm), conjuntamente se usaron tres dos concentraciones mas del principio activo,
0.02; 0.030 y 0.04 (ppm), referenciadas en la literatura como eficientes para el control
de la mosca en bovinos, Miller y Chamberlain (1989).

Con el compuesto puro, se realizaron diluciones seriadas para obtener las
concentraciones indicadas y requeridas para el volumen empleado en el Tilley Terry.
El volumen final del proceso, aproximadamente 50ml, se utilizo6 en los ensayos,
mezclando este volumen con fecas deshidratadas y estériles para evitar diluir la

concentracion del compuesto luego del proceso digestivo.

A) Cada suspension, en el volumen final (50ml) se mezclé con 10g de fecas
deshidratadas y estériles, incorporando sobre ellas 60 huevos del insecto, luego se
incubaron a 27° C y 50% HR por 15 dias. El nimero de adultos emergidos se registro
para cada muestra.

B) El tratamiento testigo, sin pasar por Tilley Terry, e igual volumen anterior
(50ml), se mezcld con fecas secas estéril donde se colocaran los huevos de H.irritans,
siguiendo el mismo procedimiento que en el punto anterior.

Se realizaron tres réplicas por tratamiento y los datos se someterian a analisis de

varianza.
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Digestibilidad «in vitro. (Tilley Terry). Este método se refiere a una técnica
biolégica de laboratorio que pretende simular las condiciones existentes en el rumen.
Para ello se somete una muestra de peso conocido, a incubacion conteniendo licor
ruminal extraido de un animal provisto de una canula ruminal, de donde se extrae el
contenido ruminal que se decanta para obtener el licor ruminal con su contenido de
microorganismos. Este se mezcla con una cantidad conocida de muestra, en donde se
burbujea CO, y se cierra con un tapoén Bunsen. Este posee una vélvula que permite que
salga el exceso de gas que se produce en la digestion ruminal en el interior del tubo. A
partir del residuo decantado y luego de ser incubado por un cierto tiempo se determina
la fracci6n insoluble, que corresponderia a la porcion indigestible.

En este caso se tendrd la informacion sobre el efecto de una dosis conocida de
azadirachtin, evaluando la perdida de efecto de la suspension de Azadirachtin por el
efecto de la digestion ruminal sobre larvas de H. irritans, las que seran tratadas

posteriormente con el liquido remanente de la fermentacién in vitro con licor ruminal.

En el caso de la técnica «in vitro» lo que no es digerido durante la incubacion con el
licor ruminal es considerado como no digestible. Por ello se hicieron modificaciones a
esta técnica que dio origen a la llamada digestibilidad «in vitro» de dos etapas. La
técnica consiste en extraer una cierta cantidad de fluido ruminal que se mezcla con la
muestra de alimento en la primera etapa de digestion. Esta es seguida por una segunda
etapa donde se solubiliza el residuo de la primera etapa con una solucion acido-pepsina
que simula la digestion en el abomaso e intestino delgado del alimento y de las
proteinas microbiales.

Como sucede con la mayoria de los métodos de evaluacion de forrajes, esta técnica no
esta disefiada para duplicar o simular completamente las condiciones del rumen, sino
para tener una estimacion que permita predecir los parametros «in vivo». El método
de dos etapas propuesto por Tilley y Terry (1963) se considera el precursor de la
fermentacion in vitro dividido en dos etapas y generalmente usado como estandar de

excelencia para confrontar otros métodos.
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Digestion Ruminal.

Se fermenta por 48 hrs. el alimento a analizar, en licor ruminal (inoculo de
microorganismos del rumen). El alimento debe estar molido con un tamiz de 1 mm
para facilitar la accion de los microorganismos y contar con un contenido de materia
seca no menor al 88%. Esta mezcla de alimento con el licor ruminal y saliva artificial,
que no contiene enzimas, y por lo tanto es una solucién tampén, debe permanecer en
bafio Maria a 39°C con una agitacion suave y continua (para simular las condiciones

anaerobicas del rumen).

Digestion Abomasal.
Luego de la fermentacion se procede a realizar una digestion con acido
clorhidrico y pepsina. La diferencia medida entre ambas muestras (pre y post

digestion in vitro) corresponde al nutriente o materia orgéanica digerida.

Los resultados obtenidos con las dosis indicadas, fueron inconsistentes, debido al
efecto inactivador del acido clorhidrico sobre el azadirachtin, en consecuencia no se
observé ningan control del principio activo sobre la emergencia de los insectos, por lo
tanto esta metodologia de Tilley Terry, no es la adecuada para evaluar in vitro, el nivel
de actividad del principio activo producto de la actividad ruminal, situaciéon que fue

resulta mediante evaluaciones directas sobre animales en experimentacion.

4) Evaluacién en novillos de experimentacion, el efecto de azadirachtin
administrado en capsula de gelatina sobre H irritans, a nivel fecal

Debido al efecto inactivador del acido clorhidrico sobre el azadirachtin observados, a
través de este método, se realizo la evaluacion de estas dosis de manera directa sobre
novillos en experimentacion, suministrando via oral el principio, en una suspension de

0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 ppm por peso vivo de animal.

4.0) Para evaluar el efecto de los procesos digestivos en bovinos sobre el principio
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activo y en su efecto sobre los estados de desarrollo de la mosca, a nivel fecal. Se
administraron cuatro dosis conocidas de azadirachtin en la dieta animal, 0.02, 0.03,
0.04 y 0.05 ppm por peso vivo de animal, mas un testigo sin azadirachtin, via
suspension acuosa, cada concentracion fue suministrada en 30cc por animal, dos
animales por dosis, por cuatro dias, a través de una jeringa por el hocico. No se
emplearon las cépsulas de gelatina debido a la dificultada de suministrarla a los
animales, por su tamaiio y debido a su tendencia a flotar y no mezclarse en el rumen.
Al cabo de 96 horas de haber ingerido el producto, se tomaron muestras de fecas
rectales, se dividieron en submuestras de 100g y a cada una se sembré con100 huevos
de H. irritans, se incubaron a 27°C por 15 dias evaluando el nimero de insectos
emergidos para cada dosis y repeticion (tres repeticiones por animal, dos animales por
cada dosis y dos repeticiones por tratamiento).

Los datos se evaluaron a través de analisis de varianza y prueba de rangos miltiples de

Duncan’s

5) Diseiiar y evaluar in vitro, mediante el método de Tilley Terry, e in vivo
mediante el método de digestibilidad in vivo (nylon bags), el comportamiento de
bolos intrarruminales de baja digestibilidad, que permitan su uso posterior en la

entrega gradual del principio activo en evaluacion.

5.0) Desarrollo de cipsulas intrarruminales que permitan la liberacion lenta del

extracto de A. indica.

La facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile, disefié diversas
matrices farmacologicas en base a compuestos grasos de alto punto de fusion
denominados gelucires, asociados a hierro, elemento de alto peso molecular de modo
de obtener densidades adecuadas. La permanencia de los productos en el rumen esta
condicionada por la densidad que tenga la formulacion y de acuerdo con la revision
bibliografica, es necesario alcanzar densidades de a lo menos 1,6 g/cc para asegurar

que la formulacion no sea expulsada del rumen o por los movimientos inherentes a su
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actividad.

Las proporciones de cada elemento se ajustaron por ensayo y error de manera de
establecer la tasa de digestion intrarruminal, necesaria de acuerdo a los objetivos del
proyecto obteniendo pildoras de alto peso especifico y con prolongada permanencia en
el reticulo-rumen. Los bolos desarrollados inicialmente presentaron un peso promedio
de 19 — 20 gramos cuya composicion fue en base a un excipiente graso que
proporciona una lenta liberacion del producto, ademas de un conjunto de elementos
que proporcionan una adecuado balance hidrofilico/lipofilicol. La composicion
definitiva de las pildoras fue: Gelucire 50/02 sélido ceroso, propilenglicol, hierro y
compitrol como excipiente para regular la liberacion desde la matriz de gelucire. Estas
pildoras finales para bovinos, resultaron con un peso de 103,73+ 08 gramos y una

duracion en reticulo- rumen de 70 dias.

5.1) Evaluacién in vitro de los bolos de uso intrarruminal mediante el método de

Tilley Terry

Las capsulas con un peso aproximado de 5grs., se evaluaron respecto de su resistencia
a la digestion ruminal con el sistema de digestion de Tilley —Terry, de manera de
establecer el tiempo que esas capsulas resisten la accion digestiva de la biologia del
rumen.

Las capsulas con diferentes porcentajes de ingredientes, (gelucire, alcohol,
propilenglicol, hierro y compitrol) se pusieron en frascos de 50ml de licor ruminal
manteniéndolos a 39°C a baiio maria, evaluando cada 48 horas la reduccion de peso de
las mismas.

Este método de evaluacion resulto ser muy ineficiente porque las capsulas no
experimentaban reduccion de peso en el tiempo, en consecuencia se determiné hacer

las evaluaciones directo sobre animales
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5.2) Evaluacion in vivo de los bolos de uso intrarruminal mediante el método

de las bolsas de nylon en novillos fistulados.

En una segunda etapa se realizo un proceso de digestion de las capsulas desarrolladas
(30g), en bolsas intrarruminales en un animal fistulado, ovino, introduciendo las
cépsulas al interior del rumen amarradas con hilo plastico al tapén de la canula y
pesadas periddicamente, cada tres dias, eran extraidas, secadas a temperatura ambiente
por 24horas, pesadas y nuevamente introducidas en las bolsas. Los comprimidos
evaluados en ovino, correspondieron a los de la Fase 1 del ensayo, para luego utilizar
dispositivos de mayor tamafio y peso (103 gramos) en novillos fistulados. Bajo esta
modalidad, en bolsas de nylon, las pildoras presentaron una lenta tasa de entrega, no
reflejando la verdadera tasa de desintegracion que se observa en sistemas directos,
donde los movimientos y contracciones ruminales juegan un rol importante en la
degradacion de los elementos incorporados en ellos. Situacion que determiné que las
evaluaciones se realizaran en una segunda etapa, depositando los bolos directamente
en la cavidad rumino-reticular del animal.

A través de este procedimiento se establecio la tasa de entrega de los preparados en el
animal vivo y dependiendo de la tasa de decaimiento de las capsulas se pudo definir la

frecuencia de uso y aplicacion de ellas con el extracto en estudio.

a) Las primeras evaluaciones se realizaron con capsulas de aproximadamente 30
gramos, compuestas de tres diferentes formulaciones cuya matriz era gelucire y
diferentes excipientes para controlar la liberacién desde la matriz, como: compitrol,
precirol, avicel, lactosa, afrechillo y hierro estas capsulas que se introdujeron en un
ovino fistulado, evaluando su cambio de peso semanalmente. Esta primera etapa de

desarrollo de los bolos se realizé en un ovino fistulado

b) La evaluacion de las capsulas que dieron los mejores resultados en el punto anterior
y modificadas en sus dosis fueron evaluadas en un novillo fistulado por medio de
bolsas ruminales e introduccion directa en el piso del reticulo del animal, pesando el

contenido remanente cada tres dias, hasta obtener una adecuada tasa de degradabilidad
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que permita una lenta y sostenida entrega del principio activo en el tiempo.

6) Establecer in vivo el comportamiento y la aparicién a nivel fecal de
Azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal, a través del efecto

sobre larvas de diptero H.irritans.

Este objetivo se desarrollo en dos etapas, se implemento6 un sistema de administracion de
Azadirachtin en bloques minerales, para evaluar in vitro e in vivo el efecto sobre la
emergencia de H. irritans, previo a la obtencion final de capsulas intrarruminales. La
administracion y evaluacion de los tratamientos se realizé en una primera etapa, con
bloques minerales, administrados para consumo ad-libitum, solamente regulado por la
dureza de estos dispositivos. Posteriormente, cuando existi6 una evaluacion
consistente de la formulacion y duracion de las capsulas intrarruminales, se ensayaron
directamente sobre los animales.

El empleo de bloques minerales se derivd de una experiencia adquirida en el grupo de
trabajo, a partir de otra iniciativa financiada por FIA, con introduccién de esporas de
hongos controladores de nemétodos.

En ambos ensayos se uso la concentracién de azadirachtin, referenciada por la
literatura como de alta eficiencia de control, y que coincidi6 con la de mejor resultado,

obtenida en las etapas previas de evaluacion (0.03 Mg por Kg. de peso vivo)

1- ETAPA

6.0) Implementacion de un sistema de administraciéon de Azadirachtin en bloques
minerales y evaluacion in vitro e in vivo del efecto sobre la emergencia de H.

irritans
El tratamiento conté con cuatro grupos de vacas, de 15 animales cada uno, en un

rebafio productor de carne, a cada grupo se le entregé via oral una oferta de bloques

minerales con cuatro concentraciones de azadirachtin, estimando un consumo de 150
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gramos por dia, lo que permitird una ingestion de 0.03 mgs de Azadirachtin por
kilogramo de peso vivo, dato previamente establecido en novillos en confinamiento. A
un grupo de animales de cada tratamiento se les extrajo fecas para evaluar el efecto

sobre la eclosion de huevos y emergencia de los insectos.

6.0.1) Evaluacién in vitro del efecto de Azadirachtin incorporado en bloques

minerales, sobre la emergencia de adultos de H. irritans

Para evaluar el efecto directo del principio activo azadirachtin incorporado en los
bloques minerales sobre la eclosién y desarrollo de los huevos del insecto, se tomaron
muestras de bloques minerales y se establecieron tres dosis de azadirachtin en
cantidades crecientes de 1.25 mgs.; 2.50 y 5.0 mgs. y un testigo sin Azadirachtin Las
muestras de los blogues se disgregaron y se mezclaron con fecas rectales de bovino sin
ningin tratamiento. La mezcla total por aplicacion fue de 1, 2 y 4 gramos de bloque
para 100 gramos de fecas, sobre esta mezcla se depositaron 100 huevos frescos de H.
irritans y se incubaron a 27°C hasta la emergencia de los adultos. Se realizaron fres

dos repeticiones para cada ensayo y tres para cada tratamiento.
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Lo s bloques minerales utilizados tuvieron la siguienie composicion:

Composicion proximal y digestibilidad de los bloques minerales

Andlisis Unidad MSs* SA**
Humedad % - 10,5
Materia seca % 89.5 -
Ceniza % 39.7 35.6-
Fibra Cruda % 3.1 27
Extracto Etéreo % L1 1.0
Proteina Cruda % 6.7 6.0
Fibra detergente Acido % 10.5 9.4
Fibra detergente Neutro % 16.3 14.6
Energia Bruta cal/g. 2578.6 2309.0
Energia Digestible Kcal/k 1832.4 1640.7
Energia Metabolizable Kcal/k 1502.6 1345.4
Calcio % 9.53 8.54
Fosforo % 3.16 2.83

6.0.2) Diseiio y evaluacion a nivel de campo de tres diferentes dosis de
Azadirachtin, de mayor eficiencia en el control de H.irritans, incorporadas en
bloques minerales para obtener poblaciones de niveles tolerables para los

bovinos

El ensayo se realizO con 40 animales con un peso medio de 511.5 Kg. Estos se
distribuyeron de manera aleatoria en cuatro potreros de 3 ha cada uno, 10 hembras
bovinas mestizas Angus x Belgian blue con sus respectivas crias en cada potrero. A
cada grupo se le suministré una dosis diferente de Azadirachtin incorporado en el

dispositivo mineral.
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Grupos de trabajo:

Grupo 1A: recibié 1,25 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por
4 semanas

Grupo 3B: recibié 2,5 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por 4
semanas

Grupo 4D: recibié 10 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por 4
semanas

Grupo 2T: Testigo sin suministro de bloques con azadirachtin.

Con el objeto de que los animales aprendieran a consumir los dispositivos minerales se
realizd un periodo pre experimental, de dos semanas, donde se les dio a consumir
bloques minerales

Se esperaba un consumo homogéneo de la mezcla mineral de aproximadamente 150
grs. por dia lo que permitira una ingestion de: 0.03 mgs de Azadirachtin por kilogramo
de peso vivo, lo que significa para cada tratamiento un consumo de las siguientes
dosis por animal y por dia:

Grupo A: 18,75 mgs de Azadirachtin.

Grupo B: 37,5 mgs de Azadirachtin.

Grupo D: 150 mgs de Azadirachtin.

Grupo T: 0 mgs de Azadirachtin.

Estos bloques se entregaron en comederos especialmente construidos para el ensayo.

En cada tratamiento y a seis animales por tratamiento, se les extrajeron muestras
transrectales semanalmente. Estas muestras fecales fueron distribuidas en tres
submuestras de 100 gramos cada una, sobre las que se depositaron 100 huevos de /.
irritans. Las muestras se incubaron a 27°C por 7- 8 dias, luego de los cuales se
obtienen las pupas por flotacion, las que se mantienen en recipientes hasta la
emergencia de los adultos. Obteniendo el nimero de adultos y pupas viables para

determinar el porcentaje de mortalidad.
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6.0.3) Evaluacion a nivel de campo del efecto de diferentes dosis de Azadirachtin
incorporadas en bloques minerales, mediante la colecta de fecas retiradas de la

pradera y contaminadas naturalmente por la mosca.

La metodologia empleada se basa en lo descrito por Madeiros (2002), Thomas et al
(1987). Semanalmente se colectaron seis masas fecales de seis animales, las que
fueron retiradas del campo en recipientes de plastico, después de 48 a 72 horas de ser
depositadas en el campo y luego llevadas al laboratorio. Cada masa fecal se deposit6
sobre una bandeja de 60 x 60 x 30cm con una fina capa de suelo himedo y cubierta
con una malla fina, hasta la emergencia de los adultos. Las bandejas con las masa
fecales se manejaron a temperatura ambiente por una periodo de 25 dias, colectando

diariamente los insectos emergidos.

6.0.4) Evaluacion periédica de la ganancia de peso de los animales bajo consumo
de bloques con diferentes dosis de Azadirachtin.
Se realizaron evaluaciones del peso de los animales al inicio y final del ensayo, para

conocer las ganancias diarias de peso durante el desarrollo del ensayo.

6.0.5) Recuento del nimero de ejemplares adultos de H. irritans posados sobre
los animales bajo consumo de diferentes dosis de Azadirachtin en bloques

minerales.

El recuento del nimero de adultos de H. irritans, se realizé en 6 animales de cada
grupo, contando el nimero aproximado de ejemplares presentes en la zona dorsolateral
retroescapular de cada uno. Esta actividad se realizo semanalmente entre las 11 am. y
12:30 p.m. del dia.

Los datos de las diferentes evaluaciones se analizaron estadisticamente a través de

analisis de varianza
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Il - ETAPA

6.1) Evaluacion in vivo del comportamiento y aparicién a nivel fecal del principio

activo incorporado en bolos intrarruminales, en su efecto sobre H. irritans

Esta evaluacion se desarroll de acuerdo a la pauta establecida por el Servicio Agricola
y Ganadero para ensayos de campo, en el control de la mosca de los cuernos, en ella se
define el “n” adecuado de 15 animales en cada tratamiento.

En este ensayo no se considera un testigo quimico, ya que se trata de medir la
eficiencia respecto del efecto de Azadirachtin sobre las poblaciones de H.irritans,
especificamente sobre los estados juveniles. Los quimicos actian sobre los adultos del
parasito, por lo cual se utilizara solamente un testigo absoluto.

Esta etapa del trabajo se realizé con cépsulas que contenian 0.03 ppm/ Kg. peso vivo,

las que fueron suministradas a cada animal por medio de un lanza bolos

Descripcion del ensayo

Se disefio un ensayo con dos grupos de 15 animales cada uno, asignados
aleatoriamente:

En este ensayo se evalué la capsula con mejor comportamiento en las etapas previas.
que correspondia a la capsula F9. con una concentracion de 0.03 (ppm) establecida en
la literatura, y en la mejor dosis y tiempo para dicha concentracion, obtenido en el

ensayo de la estacion experimental.

Grupo A: 15 bovinos hembra, mestizos angus x belgian blue con un peso medio de
404435 kilogramos de peso cada uno asignados a potrerillos de 2. Estos animales se
manejaron con pastoreo rotativo con un sistema de cerco eléctrico de acuerdo a la
disponibilidad de forraje

Los animales se pesaron al inicio del tratamiento,12 de Diciembre de 2007, a los 35
dias, 15 de Enero de 2008 vy finalmente el dia 4 de febrero de 2008 luego de 17 dias

del primer pesaje.
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A cada animal tratado se le administr6 un bolo intrarruminal de 125.748.1 gramos, con

un contenido de 10 gramos del extracto botanico con de azadirachtin 17%,

Grupo B: 15 bovinos hembra, mestizos angus x belgian blue con un peso medio de
497+85 kilogramos de peso cada uno asignados a potrerillos de 2 ha. Estos animales se
manejaron con pastoreo rotativo con un sistema de cerco eléctrico de acuerdo a la
disponibilidad de forraje

Los animales se pesaron al inicio del tratamiento,12 de Diciembre de 2007, a los 35
dias, 15 de Enero de 2008 vy finalmente el dia 4 de febrero de 2008 luego de 17 dias
del primer pesaje.

Los testigos recibieron bolos de administracion intrarruminal sin azadirachtin.

En esta etapa del trabajo, se trataron los animales y en paralelo se introdujo el mismo
tipo de capsula en un animal fistulado para controlar la evolucion del dispositivo. En
esta replica, se produjo una desintegracion a los 27 dias, por lo tanto se decidié
introducir una nueva capsula en los animales de campo. Continuéndose la evaluacion

hasta el dia 47 del ensayo., o 4 de febrero de 2008.

A cada grupo de animales y semanalmente se realizaron evaluaciones sobre el efecto
del principio activo sobre el control de las poblaciones de moscas

a) Al inicio y luego semanalmente a partir de la administracién de las capsulas
con azadirachtin, se colectaron en ambos grupos, fecas transrectales de seis animales
en cada grupo, elegidos al azar, las que fueron llevadas al laboratorio, de cada muestra
por animal se dividieron tres submuestras fecales de 100 gramos, sobre las que se
sembraron 100 huevos de la mosca, se incubaron a 27°C, 50%HR y fotoperiodo
de16:8, por un periodo de 15 dia evaluando el nimero de insectos emergidos para cada

tratamiento

b)  Fecas retiradas del campo y contaminadas naturalmente por la mosca.
La metodologia empleada se basa en lo descrito por Madeiros (2002), Thomas et
al(1987). Semanalmente se retiraron seis masas fecales (aproximadamente 2 kilos) de

seis animales, desde los potreros de cada tratamiento, las que se depositaron en
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bandejas de 60x60x30 cm. con suelo himedo y cubierta por malla fina, de
mantuvieron a temperatura ambiente por un periodo de 25 dia evaluando el nimero de
adultos emergidos. Las colectas de los dipteros emergidos se realizaron diariamente
por la mafiana, con un aspirador .Los datos fueros analizados a través de anélisis de
varianza.

En los dos grupos de animales de establecieron las siguientes variables:

¢) N°de adultos de H. irritans, ubicados dorsolateralmente en el animal. El conteo de
los adultos se realizé semanalmente, a seis animales en cada grupo, esta medicion
se practico entre las 11 a.m. y 12:30 pm. del dia. Los datos se analizaran por medio
del test de Student.

d) Peso: Mensualmente para conocer las ganancias diarias de peso durante el
desarrollo del ensayo. La evaluacién estadistica del peso se realizara a través de

anélisis de varianza.

e) Numero de insectos emergido en muestras fecales obtenidas de fecas depositadas
en la pradera y de muestras obtenidas transrectalmente y contaminadas con huevos
obtenidos de crianza artificial de laboratorio. Los valores obtenidos se analizaran a

través de analisis de varianza para grupos de datos segin Lysyk y Colwell (1996).

7) Evaluacién de campo de las dosis Azadirachtin de mayor eficiencia en el
control de H.irritans, aplicadas en bolos intrarruminales para obtener

poblaciones de niveles tolerables para los bovinos.

Esta evaluacion se desarrollé de acuerdo a la pauta establecida por el Servicio Agricola
y Ganadero para ensayos de campo, y de igual manera a lo descrito en el ensayo

anterior (punto6.1)

En esta temporada se repitié la estructura del ensayo descrito en el punto anterior,

pero con una dosis mayor de azadirachtin, 0.04ppm/ Kg. peso vivo y suministrada por
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(nica vez en la etapa del ensayo. Se emplearon 15 animales de 602,23444.,86 peso
promedio. El testigo consistié en igual nimero de animales y con un peso medio de
495.43+74,42 kg.

Las evaluaciones se realizaron de igual manera que lo previamente descrito para la

temporada anterior y para cada tratamiento

a) Fecas retiradas transrectalmente llevadas al laboratorio y contaminadas con un
numero conocido de huevos, posteriormente incubadas y evaluadas para conocer el
efecto sobre los estados juveniles de H.irritans segin el método entregado

anteriormente.

b) Fecas retiradas del campo y contaminadas naturalmente por la mosca igual a lo

descrito en el punto anterior

¢) Evaluacién del namero de adultos de H. irritans, ubicados dorso lateralmente en el
animal. El conteo de los adultos se realizd semanalmente, nueve animales en cada

grupo, esta medicion se practico entre las 11 a.m. y 12:30 pm.

d) Evaluacion periédica del peso de los animales en cada tratamiento

8.) Escalamiento del producto controlador obtenido

Se definira la tecnologia para la produccion masiva del producto final, en conjunto
con empresas que potencialmente se incorporarian al proyecto de desarrollo
tecnolégico. Se ha trabajado para definir la estrategia de financiamiento del proceso
de importacion del principio activo y las condiciones para desarrollar de manera

industrial dispositivos intrarruminales.

9) Capacitacion de productores de carne bovina en el uso de bolos de
azadirachtin como controlador del parasito H. irritans

Se realiz6 un seminario final con profesionales, productores y técnicos del area
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10) Desarrollo de un estudio en el laboratorio de Cinética de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile, que permita la implementacion
de un método para establecer trazas de Azadirachtin en la carne de los animales
tratados.

Se desarrollo una tesis que permitio establecer el método para la evaluacion de trazas

del principio activo en carne bovina

Determinacion de residuos de azadirachtin desde masculo de vacuno.

A 5 g de misculo de vacuno se le agregan 5 ml de agua bidestilada. Se
homogeniza a 24.000 rpm por 1 minuto. Se agregan 10 ml de una mezcla de
diclorometano/isopropanol 95/5. Se agita a 24.000 rpm por 1 minuto. Se centrifuga
a 3000 rpm por 5 minutos y se separa la fase orgdnica, la que se recibe en un tubo
conico. Se repite la extraccién 3 veces bajo las mismas condiciones y se juntan los
extractos organicos, se filtran por filtro separador de fases y se evaporan a

sequedad bajo corriente de nitrégeno a 37 °C.

Se disuelve el extracto seco con una mezcla de metanol/agua 90/10 y se inyectan

20 ul al HPLC segun las condiciones siguientes.

Condiciones cromatograficas.

Columna: Waters® Symmetry® C18-e 250 x 4,6.
Fase movil: Acetonitrilo: H20 (27,5:72,5)
Velocidad de flujo: 1,00 mL/min.

Longitud de onda: 215 nm.

Temperatura: 45 °C.

Limite de deteccion del método: 10 ug/g de carne
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principales problemas metodolégicos enfrentados

Las principales dificultades metodolégicas del proyecto estuvieron
determinadas por la complejidad de estructurar la matriz farmacolégica
adecuada de las capsulas o bolos, esto porque el conocimiento de esta
manufactura es privado y no esta disponible en papers de uso habitual (journals
de produccién animal o farmacologia), por lo tanto este punto se transformé en

un objetivo fundamental del trabajo.

También se trabajo con bloques minerales que contenian el principio activo, si
bien no se encontraba planteado en el proyecto original, se emplearon por la
experiencia previa adquirida a través de otro proyecto FIA, asi como por la
demora en la evaluacion de la formulacion final de las capsulas
intrarruminales. Con estos bloques se pudo entregar de forma regular y en un
rango adecuado el principio activo, sin embargo, de todas maneras se presento
un grado de aleatoriedad del consumo animal, de tales dispositivos, en
consecuencia los bolos intrarruminales resultaron ser los mas adecuados,

asegurando la liberacion de un rango apropiado del principio activo utilizado.

La otra dificultad metodolégica enfrentada tuvo relacion con la duracion de la
crianza de las moscas en laboratorio, la permanencia en el tiempo de la crianza
solo se sostenia por varias generaciones si se introducian periédicamente
insectos silvestres del campo, pero si esta era mantenida sélo con los insectos
emergidos en laboratorio, ésta se mantenia solo hasta F3 obteniendo finalmente
una menor cantidad de huevos e infértiles. Las causas de esta reduccién en la
viabilidad de los insectos en el tiempo no fue posible determinarla, quizas,
como se plantea en la literatura, existen algunas razas de insectos que no se
adaptan a las condiciones de cautiverio, como sucede con algunas otras

especies de dipteros
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e adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del proyecto,
y razones que explican las discrepancias con la metodologia originalmente

propuesta.

Crianza del insecto

Las adaptaciones mas importantes estuvieron en el dmbito de la crianza del diptero
H.irritans, en particular por las demandas de alimentacion del insecto que permitian la
obtencién de huevos para la evaluacion del extracto del arbol del Neem. En este
sentido se utilizo, sangre citratada en goteros dispensadores ubicados en el interior de
jaulas de alimentacion; sobre toallas de algodon y esponjas de alta densidad;
alimentacion directa en cdmaras dispuestas sobre un bovino adulto y alimentacion con
suspensiones azucaradas. Los mejores resultados, de estas modificaciones, fueron la
alimentacion sobre trozos de esponjas con sangre citratada y suspensién azucarada.
Este sistema nos permiti6 mantener las crianzas en laboratorio por sélo tres
generaciones, con una fuerte declinacion en la ovipostura y fertilidad, razén por la que
debiamos nuevamente introducir poblaciones de moscas silvestres para reactivar la
crianza, las causas de esta declinacion en la tasa de fertilidad de las moscas y la

incapacidad para adaptarse a las condiciones de cautiverio, las desconocemos.

Determinacion de LD50 y LD90

La obtencion del LD59 y LD90 se realizé por medio de la aplicacion del principio
activo directamente en suspension en animales de experimentacion y no a través del
sistema propuesto, mediante el cual se mezclarian diferentes dosis del principio activo
con fecas rectales y depositando sobre ellas un nimero conocidos de huevos del
diptero, evaluando posteriormente el nimero de insectos emergidos por cada dosis.

La razon de esta modificacion fue debido a que las dosis a evaluar resultaron ser muy
pequefias, dificultando una adecuada homogenizacion en las fecas, por lo tanto, los

resultados fueron erraticos e inconsistentes, en consecuencia se determiné realizar las
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evaluaciones directamente sobre los animales, suministrandoles las concentraciones
del principio activo en suspension y en relacion al peso vivo de cada animal y luego
evaluando a nivel fecal el nimero de insectos emergidos a partir de un ndmero

conocido de huevos.

Evaluaciones in vitro mediante Tilley Terry

La evaluacion del nivel de degradacion o tasa de entrega de las capsulas elaboradas
con diferentes matrices, no se realizo a través del método de Tilley Ferry propuesto,
sino que directamente en animales fistulados, debido a que el método estd hecho para
evaluar los sistemas en un periodo corto de tiempo, cuatro dias, durante el cual, no se
observé ningin tipo de cambio en las capsulas evaluadas, razon que determiné realizar
los ensayos directamente en animales fistulados, evaluando periédicamente los

cambios de peso experimentados por diferente formulaciones de bolos en el tiempo.

Evaluacion del principio activo a través de bloques minerales

Las primeras evaluaciones a nivel de campo, sobre el efecto de las capsulas con el
principio activo, en la emergencia de las moscas, no se realizaron de igual manera a lo
formulado, debido a que no se contaban con los resultados finales de las capsulas
formuladas y evaluadas in vitro, en consecuencia, se determiné efectuar una primera
evaluacion del efecto de azadirachtin, en el control de la mosca, mediante el empleo de
bloques minerales a los que se les incorpord diferentes dosis del principio activo,
bloques que se dieron a consumir por los animales, previa evaluacion del nivel de
consumo diario por animal, si bien se logré el objetivo en el sentido de establecer el
comportamiento del principio activo a nivel fecal, sobre el efecto controlador en las
larvas del diptero, no se pudo establecer una tasa de consumo parejo y homogéneo
para cada animal, que determinard a su vez un control sobre la mosca igualmente
constante. Situacion que fue revertida al emplear posteriormente las capsulas
intraruminales.
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Evaluacién a nivel de campo de las capsulas intrarruminales

Se realizaron dos evaluaciones de campo de las capsulas elaboradas, con dos dosis
diferentes de azadirachtin. En la primera temporada se evalu6 la dosis de 0.03 ppm
incorporada en las capsulas, sin embargo, debido a una degradacion mas acelerada de
las cdpsulas, que la esperada de acuerdo a las evaluaciones preliminares efectuadas,
fue necesario volver a realizar un segundo tratamiento con los dispositivos en la misma
temporada, razon por la cual para la siguiente temporada se mejoré la formulacién de
la cépsula, logrando una degradabilidad més lenta y conjuntamente se evaluo la

segunda mejor dosis obtenida en las evaluaciones anteriores, de 0.04 ppm.

e Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de
manera que sea facil su comprension y replicabilidad.

1) Desarrollar una crianza artificial del diptero hematofago H.irritans, que
proporcione los distintos estadios biolégicos del parasito, para realizar la

evaluacion in vitro del extracto de Neem.

1.0) Crianza de H.irritans se bas6 de acuerdo al método descrito por Lockwood et
al. (1985); Lysyk (1991); Miller et al. (1986)

a) Captura constante de adultos de H.irritans en el campo para mantener las

caracteristicas reproductivas y conductuales de las moscas silvestres en el laboratorio.

Se implemento un sistema de captura de individuos silvestres en un rebaiio parasitado
por H.irritans, éste se mantuvo sin tratamiento quimico para permitir la obtencion del
nimero necesario de insectos para el desarrollo del experimento. Estos se colectaron
con red entomoldgica sobre los animales afectados y se introdujeron en frascos con
tapon de algodon. Luego se trasladan al laboratorio, donde se separan de otras
especies de dipteros y se introducen en jaulas de crianza. Esto se realiz6 semanalmente

a partir del mes de Octubre
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b) Desarrollo de un sistema de alimentacion de las moscas adultas, mantenidas en

jaulas, con sangre citratada de bovino.

Se disefié e implementd un sistema de alimentaciéon de H.irritans, en base a sangre
de bovino citratada, estableciéndose una frecuencia de alimentacion, cada 12 horas
La sangre de bovino fue colectada por puncién yugular, en Erlenmeyer de 500 ml de
capacidad. Al momento de colectar la sangre se mezclaron 2.5 gramos de citrato de
sodio como anticoagulante, en 2.5 ml de agua estéril por cada 500 ml de sangre, la
mezcla fue refrigerada a 4° C y cada vez que fue utilizada se dejoé a temperatura
ambiente por 20 minutos.

Se probaron diferentes sistemas de alimentacion para las moscas, (alimentacion directa
en potes, sobre algodon, con dispensadores por goteo, a través de alimentacion directa
sobre el animal mediante dispositivos que se adhieren en ambos lados en la parte
superior del térax del animal de modo que los insectos se pueden alimentar
directamente a través de la piel ), sin embargo, el mejor sistema de los evaluados
correspondié a la utilizacion de una esponja sintética de baja densidad, la que era
embebida con 100 ml de sangre y depositada sobre cada jaula y cubierta con vidrio
reloj para conservar la humedad. Esta Gltima modalidad fue la que dio mejor resultado,
por una mayor aceptacién por parte de los insectos, alimentdndose por periodos mas

prolongados de manera homogénea y también una menor desecacion de la sangre.

¢) Desarrollo de camara de postura de las hembras

Las moscas capturadas en el campo, sobre bovinos fueron confinados en jaulas
de PVC, cilindricas de 1500 ml de capacidad y cubiertas con malla mosquitera. En
cada jaula se introdujeron 100-120 adultos. El techo y piso de las jaulas, también
cubierta con malla y fijadas con cinta autoadhesiva, permiti6 la alimentacion, colecta
de huevos, limpieza y remocion de los cadaveres. Cada jaula fue depositada sobre una

bandeja cubierta con esponja y tela negra, previamente humedecida, para estimular la
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ovipostura. El material fue manejado en camara de crecimiento, mantenido en estufa a
27° + 1 °C, humedad relativa de 60-80% y fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad)

d) Disefio de sistema de colecta de huevos y desarrollo en fecas para la obtencion de

pupas y adultos.

La colecta se realizé diariamente, recogiendo los huevos depositados en el piso de las
jaulas sobre la malla mosquitera y tela negra himeda donde se ubican las jaulas, los
huevos son retirados con pincel y depositados sobre papel himedo. Este altimo
método resultdé mas eficiente, porque la manipulacion de los huevos es menor. Por
Gltimo, los trozos de toalla himeda con los huevos, a razon de 100 huevos por papel,
se depositan invertidos sobre fecas rectales (recipientes de plastico de 250ml con 100
a 120 gramos de fecas), se cubren con gasa y se incuban por 15 dias hasta eclosion e
las moscas,

Las moscas que se obtuvieron o que eclosionaron bajo este sistema, se dispusieron en
jaulas en la camara de crianza, se alimentaron de acuerdo al sistema descrito y después
de 72 horas, periodo en que se ocurre la copula e inicio de ovipostura, las jaulas se
dispusieron sobre tela negra himeda y placas con fecas frescas para estimular la
postura y con igual régimen de temperatura, humedad y fotoperiodo, antes descrito.
Sélo se obtuvo una mantencion de la crianza hasta F3, cuyos huevos resultaron ser

infértiles.

2) Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A. indica, sobre

estados juveniles de H.irritans, para establecer la DL50 y DL90.

2.0) Se evaluaron tres concentraciones del principio activo, azadirachtin, en fecas

bovinas.

a) A 300 gramos de fecas, se aplicaron cuatro niveles conocidos (ppm) del principio
activo. Mediante diluciones seriadas se obtuvieron las concentraciones iniciales 0.01,

0.02, 0.03 ppm. de azadirachtin y un testigo sin principio activo, las que se mezclaron
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con fecas rectales, cada muestra de 300g se dividi6 en 3 submuestras de 100g, sobre
los cueles se depositaran 100 huevos de la mosca, obtenidos de la colonia mantenida
en laboratorio

Las fecas depositadas en envase encerados de 250ml se cubrieron con género e
incubaron a 27° + 1°C y 50% HR por 7 dias. Las pupas son extraidas por flotaciéon y
el nimero de pupas y adultos emergidos se registraran para cada muestra.

Se realizaran 3 replicas para cada dosis y tres submuestras dentro de cada dosis.

b)Producto de lo dificultad para la homogenizacion del principio activo con las fecas,
lo que se reflejo en la falta de consistencia en los resultados, se realizé la misma
evaluacion pero con concentraciones mayores del producto, estas fueron ( 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5 ppm /100gramos de fecas y un testigo sin Azadirachtin) Las muestras se
incubaron y evaluaron bajo las mismas condiciones indicadas en el punto anterior, esto
nos permitié determinar la respuesta del producto a nivel fecal sobre la emergencia del

insecto.

Dada la dificultad para obtener una adecuada homogenizacion del compuesto con las
fecas, dosis pequefias, se ampli6 el ensayo a animales de experimentacion para la

concrecion del objetivo.

2.1) Evaluacion y obtencion de la dosis letal de Azadirachtin (LD50 y LD90)
sobre H. irritans, mediante la aplicacion directa a novillos, de una suspension de

diferentes concentraciones del principio activo
Se emplearon 4 niveles de aplicacion de azadirachtin (0.0 (testigo), 0.02, 0.03 y 0.05

ppm/ kilogramo de peso vivo, los que fueron suministrados directamente a los

animales.
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a) A dos animales por dosis con peso promedio de 354 Kg. se les dio a ingerir,
diariamente por 4 dias, via oral, 30cc/dia de una solucion acuosa de
azadirachtin y de acuerdo al peso de cada uno.

b) Al término del tratamiento, se colectaron muestras fecales de cada animal, seis
por cada dosis. Las fecas de cada muestra, se dividieron en submuestras de 100
gramos en envases de 250 ml y sobre las cuales se sembraron 100 huevos
frescos del insecto, se cubrieron con gasa y se incubaron a 27° + 1°C y 50% HR
por 15 dias. Registrando el nimero de adultos emergidos para cada muestra.

Se realizaran 3 replicas para cada dosis y tres submuestras dentro de cada dosis.

Los resultados en los niveles de emergencia de los insectos adultos fueron usados para
analisis Probit (Finney 1971).

(Todos los animales se trataron contra parésitos gastrointestinales y pulmonares antes

de cada etapa de evaluacion del insecticida botanico)

3) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos de bovinos, sobre

el principio activo Azadirachtin.

3.0) Evaluacion in vitro del grado de actividad del principio activo azadirachtin

luego de ser sometido al método de Tilley Terry.

Se emple6 una suspension pura del compuesto, en solucién isoténica, correspondiente
a 0.02; 0.03 y 0.04 (ppm) de azadirachtin.

A partir del compuesto puro, se realizaron diluciones seriadas para obtener las
concentraciones establecidas y requeridas para el volumen empleado en el Tilley
Terry. El volumen final del proceso junto al compuesto, fue de 50ml, este volumen se
mezclé con fecas deshidratadas y estériles para evitar diluir la concentracion del
compuesto luego del proceso digestivo.

a) A partir de un animal fistulado se extrae licor ruminal, se mezclé con las
diferentes concentraciones del principio activo, para un volumen final de 50ml por
dosis y repeticion (tres repeticiones por dosis). A esta mezcla se le incorporé CO2 y se

cerrd con tapon bunsen y se incubd a bafio Maria a 39°C por 48 horas, en agitacion
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suave y continua

b) En una segunda etapa, luego de la incubacion se solubiliza el residuo con una

solucion acido-pepsina, se tapa e incuba por 48 horas mas.

¢) (Cada una de las suspensiones antes indicadas, en el volumen final (50ml) se
mezclaron con 10g de fecas deshidratadas y estériles, incorporando sobre ellas 60
huevos del insecto, luego se incuban a 27° C y 50% HR por 7 dias. Se extraen las
pupas por flotacion, su nimero y el de adultos emergidos se registraran para cada

muestra.

d) Como tratamiento testigo, sin pasar por Tilley Terry, se usé el mismo volumen
anterior (50ml), se preparé las concentraciones conocidas de azadirachtin en agua
estéril y se mezclé con fecas secas estéril, sembrando los huevos de H.irritans,

siguiendo el mismo procedimiento que en el punto anterior.

4.) Evaluacion en novillos de experimentacion, el efecto de azadirachtin

administrado en capsula de gelatina sobre H irritans, a nivel fecal

4.0). Se administraron dosis conocidas de azadirachtin en la dieta animal, 0.02, 0.03,
0.04 y 0.05 ppm por peso vivo de animal, vias suspension acuosa, cada concentracion
fue suministrada en 30cc por animal por via oral a través de una jeringa. No se
emplearon las capsulas de gelatina debido a la dificultad de suministrarla a los

animales, por su tamafio y debido a su tendencia a flotar y no mezclarse en el rumen.

Grupo 1:

a) Se administr6 a dos animales, una suspension acuosa, de una concentracion de
conocida de azadirachtin (0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 ppm/Kg. de peso vivo por animal) en
un volumen de 30cc por animal por un periodo de 4 dias y por medio de una jeringa
introducida en el hocico del animal,

b) Al cabo de 96 horas de ingerido el producto, se colectaron 300 g de fecas rectales
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por animal, las que se dividieron en submuestras de 100g y se les depositaron 100
huevos de H. irritans cada muestra se incubd a 27° C, 50% HR, fotoperiodo de 16:8,
por 15 dias y el nimero de pupas y adultos emergidos se registraran para cada

submuestra y dosis.

Grupo 2 (Testigo): A un nimero de dos animales se administr6 la suspension sin el
principio activo, colectando las fecas en igual periodo y siguiendo la misma
metodologia anterior.

Cada tratamiento se realizo dos veces, con tres repeticiones cada vez y los datos fueron

evaluados por analisis de varianza

5.)  Diseiio de capsulas de uso intrarruminal y evaluacion in vitro mediante el
método de Tilley Terry y de digestibilidad in vivo (nylon bags), de las
capsulas obtenidas.

5.0) Desarrollo de ciapsulas intrarruminales que permitan la liberacion lenta

del extracto de A. indica.

El desarrollo de las capsula intrarruminales, fue realizado por la Facultad de Quimica
y Farmacia de la Universidad de Chile, elaborando dispositivos cilindricos de 105.73 +
0.8 g, conformados por una matriz lipidica mas un conjunto de excipientes que
regulan la liberacion del producto desde la matriz, permitiendo obtener un producto
final con baja hidrofilicidad y una liberacién controlada.

Se desarrollaron comprimidos con diferentes porcentajes de tales sustratos, las que se
evaluaron en un animal fistulado. Para finalmente definir un tipo de capsula de matriz
grasa de alta densidad, determinada por el hierro y un adecuado balance

hidrofilo/lipofilico que proporcione una liberacion lenta y controlada del farmaco.
La elaboracion de los comprimidos se realizd en una primera etapa con resinas

acrilicas, denominadas comercialmente como Eudragit®, en mezcla con hierro, tal

formulacion no resultdé ser resistente a la accion de los medios de disolucion en
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pruebas in vitro.
La Formulacion final empleada como matriz para la elaboracion de las capsulas,
fueron sustancias de origen graso conocidas bajo el nombre comercial de Gelucire®.
Los Gelucire® o glicéridos poliglicélicos saturados son una familia de excipientes
lipidicos semisolidos e inertes, que corresponden a una mezcla de glicéridos y ésteres
polioxietilénicos, estos dos componentes les confieren caracteristicas hidrofdbicas e
hidrofilicas, respectivamente.
Cada Gelucire® se caracteriza por dos nimeros, el primero se refiere al punto
de fusion (aproximado) de la base y el segundo al valor del BHL (Balance Hidrdéfilo-
Lipofilo), por lo tanto, es posible tener una idea razonable de las propiedades de cada

base a partir de la nomenclatura.

La composicion quimica de las diferentes bases puede ser controlada
modificando las materias primas y las condiciones de manufactura. En general,
mientras mayor sea la proporcion de ésteres polioxietilénicos en el producto final, mas
hidréfilica seré la base, asimismo, a mayor longitud de la cadena del polietilenglicol y

acido graso, mas alto es el punto de fusion del excipiente.

Junto a los gelucire ®, se usaron diferentes excipientes para regular la liberacién
del producto desde la matriz, los excipientes evaluados fueron:
Precirol
Palmitoestearato de Glicerilo, es un material semisintético, compuesto por una mezcla
de mono — di - y triglicéridos de cadena C,¢ y C;g de 4cidos grasos. Se presenta como
un polvo fino (diametro 40p ), insoluble en agua, con una temperatura de fusion entre
53,0-57,0 °C y un BHL de 2. Para el desarrollo de comprimidos de liberacion
controlada, se utiliza en una proporcion entre un 10 — 50% del peso final del

comprimido
Compritol

Glicerol Dibehenato. El dibehenato de glicerol es una mezcla de diacilgliceroles,
principalmente dibehenoilglicerol, junto a cantidades variables de mono- y

triacilgliceroles. Contiene del 13,0 por ciento al 21,0 por ciento de monoacilgliceroles,
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del 40,0 por ciento al 60,0 por ciento de diacilgliceroles y del 21,0 por ciento al 35,0
por ciento de triacilgliceroles, obtenido por esterificacion del glicerol con éacido
behénico.

Se presenta como masa solida cérea, o bien polvo o copos de tacto untuoso, blanco o
casi blanco insoluble en agua, soluble en cloruro de metileno y parcialmente soluble en
alcohol caliente.

Avicel y Lactosa Spray Dried

El Avicel corresponde a celulosa microcristalina. Ambos productos son utilizados en
preparados de liberacion controlada cuando quiere mejorarse la penetracion de
liquidos acuosos dentro del producto de liberacion controlada, por lo que suelen

asociarse a una mayor liberacion del producto de interés.

El Gelucire 50/02 fue seleccionado por su bajo BHL, lo que indica una baja
hidrofilicidad, con lo que se pretendia obtener una erosion lenta. De acuerdo con los
resultados que se obtuvieron, se usé Compritol, Precirol, Avicel y lactosa spray dried
para fabricar las diferentes formulaciones y modular la entrega del producto.

La fabricacion de las formulaciones se baso en un proceso de fusion, donde las
materias grasas se fundieron a una temperatura de 5°C, superior a su punto de fusion,
agregandole los componentes que le otorgaban densidad, la que se logré utilizando
hierro metalico en polvo y posteriormente se le adiciond el principio activo. Luego que
la masa fundida comenzara a tomar consistencia se vacio en moldes de 4cm de

diametro y 9cm de alto hasta su solidificacion.

Evaluacion de las formulaciones

La seleccion preliminar de las formulaciones, antes de realizar los ensayos con Tilley
Ferry y en vivo, se realizaron pruebas en Aparato 2 (paleta) del equipo de disolucion
oficial de la Farmacopea Norteamericana (USP). Como medio de disolucién se
utilizaron 900ml de un medio que contenia agua, lipasa y sales biliares, con un pH de
6.8.

Posteriormente, las formulaciones que resistieron al ensayo descrito, se evaluaron in

vitro en liquido ruminal.
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5.1) Evaluacion in vitro de los bolos de uso intrarruminal mediante el método

de Tilley Terry

Capsulas con un peso aproximado de S5gr, se evaluaron respecto de su

resistencia a la digestion ruminal con el sistema de digestion de Tilley —Terry. A través
de este método se deseaba establecer el tiempo que esas capsulas resisten la accion
digestiva de la biologia del rumen.
a) A un animal fistulado, se le extrajo una cantidad de licor ruminal, que se distribuyo
en frascos de vidrio. Cada frasco con 50ml de licor se le introdujo una cépsula con
formulacion conocida.
b) Capsulas con diferentes porcentajes de ingredientes (gelucire, alcohol,
propilenglicol, hierro y compitrol), se mantuvieron a 39°C a bafio maria, evaluando
cada 48 horas la reduccién de peso de las mismas.
Este método de evaluacion resulto ser muy ineficiente porque las capsulas no
experimentaban reduccion de peso en el tiempo, en consecuencia se determin6 hacer

las evaluaciones directo sobre animales

5.2) Evaluacion in vivo de los bolos de uso intrarruminal mediante el método
de las bolsas de nylon en novillos fistulados.

En una segunda etapa se realizd un proceso de digestion de las cépsulas
desarrolladas, en un animal fistulado, introduciendo las capsulas al interior del rumen
en bolsas de nylon y unidas por un hilo sintético a la tapa de la canula,
periodicamente se extraian estas bolsas, se limpiaban las capsulas, secaban por 24
horas y se pesaban, de manera de establecer la tasa de degradacion experimentada por

cada formulacion en el animal vivo.
a) Las primeras evaluaciones se realizaron en un ovino fistulado con capsulas de

aproximadamente 30 gramos, con una matriz gelucire y diferentes excipientes para

controlar la liberacion desde la matriz, como: compitrol, precirol, avicel, lactosa,
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afrechillo y hierro, evaluando su cambio de peso semanalmente

b) Las cépsulas que arrojaron los mejores resultados en el punto anterior y modificadas
en sus dosis, fueron evaluadas en un novillo fistulado por medio de bolsas ruminales,

cada 96 hr. se extraian, secaban y pesaban, para ser introducidas nuevamente.

¢) Producto de la lenta degradacion observada con esta modalidad, las evaluaciones de
los diferentes comprimidos se realizaron depositando los bolos directamente en la
cavidad rumino-reticular del animal fistulado, donde estarian expuestas a los
movimientos y contracciones ruminales. Cada tres dias se extraian las capsulas y se

pesaban.

A través de este procedimiento se establecio la tasa de entrega de los preparados en el
animal vivo y dependiendo de la tasa de decaimiento de las capsulas se pudo definir la

frecuencia de uso y aplicacion de ellas con el extracto en estudio.

6.)  Establecer in vivo el comportamiento y la aparicion a nivel fecal de
Azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal, a través del

efecto sobre larvas de diptero H.irritans.

6.0) Se implementé un sistema de administracion de Azadirachtin en bloques
minerales, para evaluar in vitro e in vivo el efecto sobre la emergencia de H. irritans.,
previo a la obtencion final de capsulas intrarruminales.

Se realizé un tratamiento con la concentracion de azadirachtin, referenciada por la
literatura como de alta eficiencia de control, y que coincidio con la de mejor resultado,
obtenida en las etapas previas de evaluacion (0.03 mg. por Kg. de peso vivo) El
tratamiento contd con cuatro grupos de vacas en rebafio productor de carne a cada
- grupo se le entregé via oral una oferta de bloques minerales con una de cuatro
concentraciones de azadirachtin en evaluacion, incluido un testigo sin el principio

activo.

LLos tratamientos fueron:
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6.0.1) Evaluacion in vitro del efecto de Azadirachtin incorporado en bloques

minerales, sobre la emergencia de adultos de H. irritans

a) Se elaboraron bloques minerales que contenian cantidades crecientes del
principio activo 1.25 mgs.; 2.50 y 5.0 mgs. y un testigo sin Azadirachtin.( ver
cuadro N°1)

b) Para evaluar el efecto directo del principio activo azadirachtin incorporado en
los bloques sobre la eclosion y desarrollo de los huevos del insecto, se tomaron
muestras de los bloques minerales se rallaron y mezclaron con fecas rectales
de bovino sin ningin tratamiento, 1, 2 y 4 gramos de bloque, previamente
molido, para 100 gramos de fecas, sobre esta mezcla se depositaron 100 huevos
frescos de H. irritans y se incubaron a 27°C, 50% HR, fotoperiodo 16:8, por 15
dias hasta la emergencia de los adultos. Se realizaron dos repeticiones para

cada ensayo y tres para cada tratamiento.



Cuadro N° |

Los bloques minerales utilizados tuvieron la siguiente composicion:

Composicion proximal y digestibilidad de los bloques minerales utilizados

Anadlisis Unidad MS* SA**
Humedad % - 10,5
Materia seca % 89.5 -
Ceniza % 39.7 35.6-
Fibra Cruda % kY | 27
Extracto Etéreo % 1.1 1.0
Proteina Cruda % 6.7 6.0
Fibra detergente Acido % 10.5 9.4
Fibra detergente Neutro % 16.3 14.6
Energia Bruta cal/g. 2578.6 2309.0
Energia Digestible Kcal/k 1832.4 . 1640.7
Energia Metabolizable Kcal/k 1502.6 1345.4
Calcio % 9.53 8.54
Fosforo % 3.16 2.83

6.0.2) Diseiio y evaluacion a nivel de campo de tres diferentes dosis de
Azadirachtin, de mayor eficiencia en el control de H.irritans, incorporadas
en bloques minerales para obtener poblaciones de niveles tolerables para

los bovinos.

El ensayo se realiz6 con 40 animales con un peso medio de 511.5 Kg. Estos se
distribuyeron de manera aleatoria en cuatro potreros de 3 ha cada uno, 10 hembras
bovinas mestizas Angus x Belgian blue con sus respectivas crias en cada potrero. A

cada grupo se le suministré una dosis diferente de Azadirachtin incorporado en el
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dispositivo mineral.

Con el objeto de que los animales aprendieran a consumir los dispositivos minerales se
realizd un periodo pre experimental, de dos semanas, donde se les dio a consumir
bloques minerales.

Grupos de trabajo:

Grupo 1A: recibi6 1,25 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por
4 semanas

Grupo 3B: recibi6 2,5 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por 4
semanas

Grupo 4D: recibié 10 gramos de Azadirachtin en cada bloque de 10 kilogramos por 4
semanas

Grupo 2T: Testigo sin suministro de bloques con azadirachtin.

Se espera un consumo homogéneo de la mezcla mineral de aproximadamente 150 grs.
por dia, evaluacion realizada en animales estabulados, lo que permitira una ingestion
de: 0.03 mgs de Azadirachtin por kilogramo de peso vivo, esto significa para cada
tratamiento un consumo de las siguientes dosis por animal y por dia:

Grupo A: 18,75 mgs de Azadirachtin.

Grupo B: 37,5 mgs de Azadirachtin.

Grupo D: 150 mgs de Azadirachtin.

Grupo T: 0 mgs de Azadirachtin.

Estos bloques se entregaron en comederos especialmente construidos para el ensayo.

Semanalmente a seis animales por tratamiento, se les extrajeron muestras transrectales,
las que fueron distribuidas en tres submuestras de 100 gramos cada una, sobre las que
se depositaron 100 huevos de H. irritans. Las muestras se incubaron a 27°C por 7- 8
dias, luego de los cuales se obtienen las pupas por flotacion, las que se mantienen en
recipientes hasta la emergencia de los adultos. Obteniendo el nimero de adultos y

pupas viables para determinar el porcentaje de mortalidad.
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6.0.3) Evaluacion a nivel de campo del efecto de diferentes dosis de Azadirachtin
incorporadas en bloques minerales, mediante la colecta de fecas retiradas de

la pradera y contaminadas naturalmente por la mosca.

a) Semanalmente se colectaron directamente del campo, seis masas fecales a las 48 a
72 horas de deposicion, de seis animales al azar, las muestras se retiran
individualmente del campo en recipientes de plastico de 60 x 60 x 30cm con una fina
capa de suelo himedo. Las bandejas con las masas fecales y cubierta con una malla
fina se manejaron a temperatura ambiente por un periodo de 25 dias, hasta la

emergencia de los adultos, los que eran retirados con aspirados y contabilizados.

6.0.4) Evaluacion periddica de la ganancia de peso de los animales bajo consumo
de bloques con diferentes dosis de Azadirachtin.
Se realizaron evaluaciones del peso de los animales al inicio y final del ensayo, para

conocer las ganancias diarias de peso durante el desarrollo del ensayo.

6.0.5) Recuento del nimero de ejemplares adultos de H. irritans posados sobre
los animales bajo consumo de diferentes dosis de Azadirachtin en bloques

minerales.

El recuento del nimero de adultos de H. irritans, se realizo en 6 animales de cada
grupo, contando el nimero aproximado de ejemplares presentes en la zona dorsolateral
retroescapular de cada uno. Esta actividad se realiz6 semanalmente entre las 11 a.m. y
12:30 p.m. del dia.

Los datos de las diferentes evaluaciones se analizaron estadisticamente a través de

analisis de varianza
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6.1) Evaluacion in vivo del comportamiento y aparicion a nivel fecal del
principio activo incorporado en bolos intrarruminales, en su efecto sobre

H. irritans

Para este ensayo se emplearon capsulas que contenian 0.03 ppm/ Kg. peso vivo, las
que fueron suministradas a cada animal por medio de un lanza bolos.

Cada grupo de 15 animales se ubico a 700 metros de distancia uno de otro, para
evitar la contaminacion cruzada con las distintas poblaciones de moscas.

Las aplicaciones de Azadirachtin se realizaron a comienzo de primavera, cuando las
pupas invernantes salen de su estado de diapausa y en Enero antes que se produzca el
Peack de verano en las poblaciones de H. irritans. Producto de una brusca reduccion
del peso de las capsulas evaluadas en paralelo en la parcela de experimentacion en un
animal fistulado, se realizé una segunda aplicacion de capsulas, de manera que nos
permitiera la finalizacion del periodo previsto para el ensayo.

(todos los animales se trataron contra parasitos gastrointestinales y pulmonares antes e

cada etapa de evaluacion del insecticida botanico)

Descripceion del Ensayo

Grupo A. (Testigo) 15 animales: Este grupo estara compuesto por 15 animales de un

peso medio de 404+35 cada uno tratados con bolos sin principio activo.

Grupo B. 15 animales: Este grupo estuvo compuesto por 15 animales con un peso
medio de 497+85 cada uno, tratados con bolos con una concentracion de 0,03
ppm/Kg. peso vivo de azadirachtin y que mejor efecto alcanzo en las prueba de la
estacion experimental.

a) Semanalmente se retiraron al azar fecas rectales de seis animales por tratamiento.
Las fecas fueron separadas en tres submuestras de 100 gramos, por animal y
sembradas con 100 huevos frescos de H.irritans, posteriormente incubadas a 27°C,
50% HR, fotoperiodo luz-oscuridad (16:8) por 15 dias y evaluadas para conocer el

namero de adultos emergidos en cada tratamiento.
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b) En ambos grupos se retiraron fecas del campo, de 48 a 72 horas post deposicion,
depositadas por los animales y contaminadas naturalmente por H.irritans.

Las masas fecales, seis por tratamiento, fueron retiradas en recipientes de pléstico y
llevadas al laboratorio. Donde se depositaron individualmente en bandejas de
60x60x30 cm. con suelo himedo y cubierta por una malla fina, se mantuvieron por 25
dias a temperatura ambiente, colectando con aspirador los insectos adultos emergidos.

Los datos fueron evaluados estadisticamente por analisis de varianza.

¢) Se evalu6 semanalmente el nimero de de H. irritans, ubicados lateralmente en los
animales. El conteo de los adultos se realiz6 en seis animales en cada grupo, este se
practicé semanalmente entre las 11 a.m. y 12.30 pm. del dia. Los datos se analizaron

por medio de analisis de varianza.

d) Se pesaron mensualmente los animales en ambos tratamientos para determinar la

ganancia de peso en el tiempo.

7) Evaluacion de campo de las dosis Azadirachtin de mayor eficiencia en el
control de H.irritans, aplicadas en bolos intrarruminales para obtener

poblaciones de niveles tolerables para los bovinos.

Esta evaluacion, al igual que la anterior, se desarroll6 de acuerdo a la pauta establecida
por el Servicio Agricola y Ganadero para ensayos de campo, en el control de la mosca
de los cuernos, en ella se define el “n” adecuado es de 15 animales en cada
tratamiento.

En este ensayo no se considera un testigo quimico, ya que se trata de medir la
eficiencia respecto del efecto de Azadirachtin sobre las poblaciones de H.irritans,
especificamente sobre los estados juveniles. Los quimicos actian sobre los adultos del

parasito, por lo cual se utilizara solamente un testigo absoluto.
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a) Descripcion del Ensayo

Grupo A. (Testigo) 15 animales: Este grupo estara compuesto por 15 animales de un
peso medio de 495,43+74.42 Kg. cada uno tratados con bolos sin principio activo.
A partir del segundo dia de administracion de las céapsulas sin azadirachtin, se

colectaran fecas que seran llevadas al laboratorio y mantenidas en frio hasta su uso

Grupo B. 15 animales: Este grupo estard compuesto por 15 animales de
602,23+44,86 Kg. cada uno tratados con bolos con la concentracion, de 0,04 ppm/Kg.
peso vivo de azadirachtin y que mejor efecto alcanzé en las prueba de la estacion
experimental. Semanalmente se colectaron fecas transrectales que fueron incubadas
para evaluacion.

b) En ambos grupos, se colectaron semanalmente fecas transrectales, las que fueron
incubadas con un nimero conocido de huevos del insecto y evaluada en relacion al
nimero de insectos desarrollado, siguiendo la metodologia descrita para la primera
etapa.

¢) Se contabilizé semanalmente el nimero de insectos adultos de H. irritans, ubicados
lateralmente en el animal. El conteo de los adultos se realizard en seis animales en
cada grupo, este se practicé entre las 11 am. y 12.30 p.m. Los datos se analizaron por
medio de andlisis de varianza.

d) Se colectaron 9 masas fecales del campo, en los potreros de cada tratamiento e
infestadas naturalmente por la mosca. Las masas se dispusieron en bandejas con una
cubierta de tierra como sustrato, se dispusieron a temperatura ambiente , cubiertas con
una gasa, por 25 dias, evaluando y colectando los insectos emergidos, de igual manera
que lo descrito en la primera etapa.

e) Se evalué periddicamente en los animales el peso, para conocer las ganancias

diarias de peso durante el desarrollo del ensayo.

8.) Escalamiento del producto controlador obtenido
Se definird la tecnologia para la produccion masiva del producto final.

Se realizara la formulacion definitiva del producto comercial, asi como las gestiones
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tendientes a obtener el registro sanitario otorgado por el Servicio Agricola Ganadero y

patente de dicho producto

9.) Capacitaciéon de productores de carne bovina en el uso de bolos de

azadirachtin como controlador de H irritans

Se realizo un seminario para difundir las experiencias y resultados obtenidos en
relacion al uso de bolos intrarruminales de azadirachtin y su efecto en el control de la

mosca de los cuernos en bovinos en pastoreo.

10.) Establecimiento de una metodologia para detectar residuos de azadirachtin
en carne, LMR. Este es un estudio que se solicitd al departamento de tecnologia
farmacéutica de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile. Se

entrega en anexo l.

3. Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas para la consecucién
de los objetivos, comparacion con las programadas, y razomnes que
explican las discrepancias.

1) Desarrollar una crianza artificial del diptero hematofago H.irritans, que
proporcione los distintos estadios biologicos del parisito, para realizar la

evaluacion in vitro del extracto de Neem.

a) Desarrollo y mantencion de una crianza artificial de H.irritans. bajo condiciones

controladas ( 27°C, 50% HR, fotoperiodo 16:8 Luz-oscuridad)
b) Captura constante de adultos de H.irritans en el campo, con red entomoldgica, para
mantener las caracteristicas reproductivas y conductuales de las moscas silvestres en

el laboratorio

¢) Desarrollo de un sistema de alimentacion de las moscas adultas, mantenidas en

jaulas, con sangre citratada de bovinos en esponjas de alta densidad
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d) Desarrollo de camaras de postura de las hembras, con cilindros de PVC y mallas

mosquiteras

e) Disefio de sistema de colecta de huevos y desarrollo en fecas para la obtencion de

pupas y adultos

2) Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A. indica, sobre

estados juveniles de H.irritans, para establecer la DL50 y DL90.

a) Evaluacion in vitro del efecto de diferentes concentraciones de azadirachtin (0.01,
0.02, 0.03ppm), sobre el desarrollo de los estados juveniles de H irritans, a través de
la mezcla de estas dosis con fecas animales, sembrando un nimero conocido de

huevos del insectos y evaluando su emergencia.

b) Evaluacion de dosis mayores de azadirachtin por 100 gramos de fecas animales
(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ppm) sobre la emergencia de 100 huevos de insectos en estas
dosis. El aumento en las dosis fue para establecer el efecto el compuesto en los
insectos, debido a que las dosis originalmente planteadas, fueron dificiles de

homogenizar en las fecas para lograr resultados consistentes.

c) Obtencion de la dosis letal de azadirachtin (LD50 y LD90) sobre H irritans,
mediante la aplicacion de tres concentraciones del principio activo (0.02, 0.03, 0.05
ppm), mas un testigo sin el compuesto, mediante la administraciéon via oral, en
suspension, de cada dosis, en animales estabulados. En reemplazo de la metodologia

original, debido a la dificultas antes mencionada, en el punto b
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3) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos de Bovinos sobre el

principio activo azadirachtin

a) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos, por medio del test de
Tilley Terry, sobre el principio activo azadirachtin, mediante la incorporacion de 0.02,
0.03 y 0.04 ppm del principio activo en 50ml de licor ruminal y mezclado con fecas
deshidratada, para evaluar la accién controladora sobre un niimero conocido de huevos
de la mosca, a través de su incubacion.

Esta evaluacion no fue posible efectuarla, porque al aplicar el dcido en la segunda fase
del método Tilley Terry, éste inactivo al azadirachtin no pudiendo determinar su efecto
sobre el insecto. Situacion que definio la realizacion del ensayo in vivo, directamente

sobre animales.

4.) Evaluaciéon en novillos de experimentacion, el efecto de azadirachtin

administrado en capsula de gelatina sobre H irritans, a nivel fecal

a) Se evaluaron tres dosis de azadirachtin en novillos de experimentacion (0.02, 0.03,
0.04 y 0.05 ppm/Kg. peso animal), en relacion al efecto a nivel fecal sobre un niimero
conocido de huevos del insectos. Esta evaluacion no se realizé con capsulas, por su
dificultad para ser ingerido por loa animales y porque tendian a flotar en el rumen, por
lo tanto, las dosis se administraron en suspension acuosa, 30cc por animal por cuatro
dias. Luego se colectaron fecas, a las 72 horas y se evalud el efecto controlador de

cada dosis en la eclosidon de insectos adultos.

5) Diseiio y evaluacion del comportamiento de bolos intrarruminales de baja
digestibilidad, mediante el método in vivo Tilley Terry y el método de
digestibilidad in vivo (nylon bags), de manera que permitan su uso posterior en la

entrega gradual del principio activo.

a) Disefio de los bolos intrarruminales, con proporciones variables de componentes de

baja reactividad a la reactividad de la flora ruminal.
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Se elaboraron comprimidos a base de sustancias de origen graso denominadas Gelucire
que conforman la matriz del comprimido a partir del cual se libera el compuesto
deseado, a esta matriz de Gelucire 50/02, se le adiciond una variedad de excipientes,
en diferentes proporciones, de manera de determinar el grado de liberacion desde la
matriz (se evalué Precirol, Compitro, Avice y Lactosa Spray Dried y hierro metalico
en polvo)

Los productos que contenian Gelucire, Compitrol y Precirol, fueron fundidos a 5°C
superior a su punto fusion, se les agregd los componentes que determinaban densidad,
esta debia alcanzar a lo menos 1,6g/cc para asegurar que no fuera expulsado del rumen
del animal, el componente mas adecuado para este fin resulté ser hierro metélico en
polvo y finalmente se agregd el principio activo. La masa fundida al tomar
consistencia se vacié en moldes inicialmente de 2cm didmetro y 4cm largo. Las
capsulas empleadas en novillos se elaboraron en cilindros de 4cm de didmetro y 9 cm.

de largo.

b) Evaluacion inicial de las formulaciones elaboradas. Se realizaron ensayos en un
equipo de disolucion oficial de la Farmacopea Norteamericana (USP), empleando
como medio de disolucién 900 ml de un medio que contenia agua lipasa y sales
biliares, con pH 6.8. Aquellos comprimidos que resistieron la accion del medio de

disolucion, pasaron a la etapa de evaluacion in vitro e in vivo.

¢) Evaluacion de las capsulas disefiadas, con un peso aproximado de 5g, en relacion a
su resistencia a la digestion ruminal in vitro, mediante el método de Tilley Terry. Este
sistema no nos permitié determinar la tasa de degradacion de las capsulas, por lo corto
del periodo que comprende este método y por la falta de movimientos de accion
mecanica similares a los observados en el sistema gastrointestinal de un animal vivo,

que determinan un desgaste y degradacion de los comprimidos de manera constante.
d) Evaluacion in vivo de los bolos de uso intrarruminal, de diversas formulaciones

mediante el uso de bolsas de nylon bags, que fueron introducidas, en una primera etapa

en ovino fistulado y posteriormente en un novillo, en ambos casos fueron pesadas
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periddicamente, para determinar su tasa de decaimiento en el tiempo

e¢) Evaluacion de los bolos mediante la incorporacion directa en el reticulo rumen, sin
las bolsas, esta modificacion se debi a la dificultad y lentitud con la que los bolos de
disolvian en el tiempo, en cambio al usar este sistema, los comprimidos quedaban
expuestos directamente a la mecanica propia del sistema digestivo, con tasa de

gradacion reales a las condiciones del animal

6) Evaluacion in vivo del comportamiento y la apariciéon a nivel fecal de
azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal, en dos concentraciones y

dosis, a través de su efecto controlador sobre H.irritans

6.0) a) Se evalué el comportamiento del azadirachtin incorporado en bloques
minerales, en su efecto a nivel fecal sobre la emergencia y control de los insectos. No
se emplearon los bolos en esta etapa inicial, por la falta de una evaluacion definitiva
sobre su degradabilidad en el tiempo, en el rumen de los animales. Se emplearon
bloques minerales a los que se les introdujo diferentes concentraciones de Azadirachtin
y fueron ofrecidos e ingeridos por los animales en pastoreo. Semanalmente a los
animales se les colectaron fecas transrectales y sobre ellas se colocaron huevos del

insecto, en nimero conocido, evaluando el nivel de emergencia para cada dosis.

b) Fabricacion de bloques minerales con diferentes dosis del principio activo,
evaluando su consumo diario por los animales, lo que determiné una ingesta diaria de

150 g de bloque por animal.

c¢) Evaluacion in vitro del efecto del azadirachtin incorporado en bloques, sobre la
emergencia de los insectos adultos. Se tomaron muestras de bloques con diferentes
dosis del producto, se mezclaron con fecas y se sembraron huevos del insecto,

evaluando el niimero de insectos emergidos para cada dosis
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d) Evaluacion in vivo de diferentes dosis de azadirachtin incorporado en bloques,
sobre los estados juveniles del insecto. Se dieron a ingerir a cuatro grupo de animales
en pastores, bloques de 10 kilos, con dosis distintas del compuesto (1.25, 2.50, 10 y
0.0 gramos por bloque). Se tomaron muestras de fecas rectales de cada grupo, se
sembraron huevos de H. irritans, se incubaron y evaluaron los niveles de control en la

eclosion y emergencia del insecto.

¢) Evaluacion periddica del peso de los animales en cada tratamiento.

f) Recuento semanal del nimero de adultos presente en un nimero de animales de

cada grupo, en la zona dorsolateral de los animales.

Uso de bolos intrarruminales

6.1) a) Evaluacion del comportamiento del azadirachtin incorporado en capsulas
intrarruminales, de 103,73+08 Kg. de peso y concentracion de 0.03 ppm/Kg. peso
vivo. Las cépsulas con azadirachtin se le entregaron a un grupo de 15 animales en
pastoreo, el grupo control, con capsulas sin azadirachtin, correspondié a 15 animales.
Ambos grupos recibieron las capsulas en primavera y semanalmente se evalud el

efecto del principio activo a nivel fecal sobre la emergencia y control de los insectos.
b) Administraciéon de un segundo dispositivo con el principio activo, en la mitad del
periodo del ensayo, por la degradacion de las capsulas de manera mas acelerada a la
esperada, y una reduccion en el efecto controlador de los insectos.

¢) Evaluacion periddica del peso de los animales en cada tratamiento.

d) Recuento semanal del nimero de adultos presente en seis animales de cada grupo,

en la zona dorsolateral de los animales.

e¢) Evaluacion de la infestacion natural del insectos sobre masas fecales del campo en
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cada grupo en estudio, a través de la colecta de 6 masas fecales de 48 a 72 horas de
defecadas, llevadas a laboratorio, incubadas y evaluadas en relacién al namero de

emergencias observadas.

7 Evaluacion de campo de las dosis de azadirachtin, de mayor eficiencia en
el control de H.irritans aplicadas en bolos intrarruminales, para obtener

poblaciones del insecto en niveles tolerables para los bovinos.

a) La evaluacion de campo se realizé con dos grupos de animales (15 por grupo)y
dos tratamientos. A un grupo de animales se les suministraron bolos intrarruminales
con dosis de azadirachtin, 0.04ppm/Kg. peso vivo. El segundo grupo es el testigo con
suministro de bolos sin el principio activo. A cada animal se le dio a consumir un
Gnico bolo durante la temporada.

b) Se evalu6 en los dos tratamientos el namero de insectos emergidos luego de
sembrar un niamero conocido de huevos del insecto sobre muestras de fecas réctales,
colectadas en ambos grupos de animales, determinandose el porcentaje de adultos en
cada caso.

¢) Se realiz6 semanalmente el recuento de adultos de H.irritans sobre los animales, en
la zona dorsolateral del cuerpo de 9 animales por tratamiento.

d) Se evalué en namero de insectos emergidos a partir de masas fecales infestadas
naturalmente en los dos grupos de animales, se colectaron 9 masas fecales por
tratamiento a las 48-72 horas de defecadas en el campo, se dispusieron en bandejas con
tapa de malla y se mantuvieron a temperatura ambiente por 25 dias durante su
evaluacion.

e) Se evalud la ganancia de peso de los animales, en ambos tratamientos.
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8.0 Escalamiento, definicion de la presentacion del producto comercial y
patentacion.

a. Se definira en conjunto con empresas interesadas en el tema las formas comerciales
del producto obtenido.

b. Se han iniciado gestiones para establecer las condiciones de importacion comercial
del principio activo, azadirachtin que tienen como objetivo obtener el registro
sanitario del producto comercial obtenido.

c¢. En conjunto con los participantes del proyecto se establecera el procedimiento y la

participacion proporcional en la patente del dispositivo elaborado.

9.0 Desarrollo de 1 seminario para productores de carne en las zonas de
influencia del proyecto.
Se realiz6 un seminario de entrega de los resultados finales del proyecto a un conjunto

de académicos, productores y técnicos.

10) Establecimiento de una metodologia para detectar residuos de azadirachtin
en carne, LMR.

Esta informacion se entrega en informacion anexa.
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4 - Resultados:

1. Resultados obtenidos durante el desarrollo del proyecto

1) Desarrollar una crianza artificial del diptero hematéfago H.irritans, que
proporcione los distintos estadios biologicos del parisito, para realizar la

evaluacion in vitro del extracto de Neem.

a) Se establecié la crianza de la mosca de los cuernos utilizando moscas capturadas
en el campo, sobre bovinos. Los adultos en nimero de 100-120 fueron confinados en
jaulas de PVC, cilindricas de 1500 ml de capacidad y cubiertas con malla mosquitera.
La alimentacion se realiz6 por la parte superior de las jaulas con esponjas de alta
densidad, empapadas en sangre citratada (2.5 gramos de citrato de sodio como
anticoagulante, disuelto en 2.5 ml de agua estéril por cada 500 ml de sangre)

b) La colecta de los huevos, para la realizacion de los ensayos, se realizé diariamente,
los huevos depositados en el piso de las jaulas, eran retirados con pincele y
depositados sobre trozos de papel toalla himedo y depositados, antes de su eclosion
sobre fecas rectales frescas de bovinos, 100g de fecas para 100 huevos, en recipientes
de plasticos de 250ml e incubadas a 27°C bajo fotoperiodo de 16:8 (L: O) por 15 dias
hasta la emergencia de los adultos.

¢) El nimero promedio de huevos colectados por jaula era de 1200 huevos

d) Por cada 100 huevos depositados en las fecas se obtuvo una emergencia promedio
de un 44.34%, valores acordes con la eclosion natural de la especie.

e) Los adultos emergidos depositados en jaulas, alimentados con sangre citratada y la
introduccion permanente de insectos del campo al sistema, permitié tener una crianza
constante y permanente en el tiempo.

f) La mantencion de la crianza sélo con los insectos emergidos en laboratorio, permitio
una prolongacion de las poblaciones de insectos hasta la tercera generacion, luego se

producia una brusca declinacion en las oviposturas y fertilidad de los huevos.
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2) Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A. indica, sobre

estados juveniles de H.irritans, para establecer la DL50 y DL90.

2.0) a) Evaluacién in vitro del efecto de diferentes concentraciones de azadirachtin
(0.01, 0.02, 0.03 ppm) incorporados en las fecas, sobre el desarrollo de los estados

Juveniles de H irritans.

En el siguiente cuadro se aprecia la respuesta a la aplicacion directa de cuatro dosis de
Azadirachtin sobre la emergencia de 100 huevos de H. irritans, dispuestos sobre
fecas bovinas que se incuban a 27 C ° durante 15 dias. En este cuadro se puede
apreciar que hay una respuesta baja o una supresion deficiente de la emergencia de
adultos de H. irritans. No hay diferencia significativa entre los distintos tratamientos.
La causa de la baja respuesta al Azadirachtin se deberia a la baja cantidad que se
utiliz6 cada 100grs de fecas tratadas manualmente, lo que llevd a una dificil y

deficiente homogenizacion de las muestras fecales en cada tratamiento.

Cuadro N°2
Emergencia de Adultos de H.irritans en fecas bovinas tratadas con
Azadirachtin.
Dosis ppm/100gr. fecas | Emergencia DS
0.00 54,33 a 7,19
0,01 48.00 a 2,62
0,02 39,00 a 2,68
0,03 36,83 a 5,50

p>0.05, Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos.
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Grafico N°1

Emergencia de
adultos %
ccBEE&8ES

Emergencia de adultos de H.iritansen fecasfratadas con
Azadirachtin.

0,01

Dosis de Azadirachtin ppm/100 grs fecas

En el grafico anterior se expresan los resultados de la aplicacion de

azadirachtin en dosis de 0.01ppm; 0.02ppm y 0.03ppm. no presentando diferencias

entre el testigo y los tratamientos con el extracto botdnico de Neem.

b) Como resultado de los primeros valores obtenidos con las dosis de Azadirachtin

introducidas en los ensayos con fecas, se increment6 la dosis utilizada, (0.1, 0.2, 0.3,

0.4, 0.5 ppm) basandose en la hipétesis de que los resultados no significativos se deben

a la dificil homogenizacion de las muestras, obteniéndose los resultados que se

entregan a continuacion.

Cuadro N° 3

Emergencia de Adultos de H.irritans en fecas bovinas tratadas con

Azadirachtin.

Dosis ppm/100gr.

Fecas Emergencia adultos +DS

0 54,33 a 7,19

0,1 25,67b 333
0,2 12,67 ¢ 4,54
0,3 12,25¢ 0,88
0.4 11,33 ¢ 6,95
0,5 5,08 c 1,45

Duncan Test
Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los tratamientos

(p<005)
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Como resultado del mayor nivel de aplicacion de Azadirachtin, se comprueba que el
bajo control obtenido en el experimento anterior, se deberia principalmente a la dificil
homogenizacion del producto en el medio fecal. Se aprecian en el cuadro precedente
las diferencias estadisticas que existen entre el testigo y los tratamientos con 5 niveles

de Azadirachtin. Se aprecia también que la respuesta en la medida que se incrementa la
dosis tiene menor variabilidad.

Gréfico N° 2

Emergencia de adultos de Haematobia irritans en fecas bovinas

tratadas con Azadirachtin.
3
£
-
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Dosis de azadirachtin (ppm/100 grs fecas).

En el grafico anterior se aprecia la curva de respuesta del diptero hematéfago a la
introduccion gradual del extracto de Neem en el medio fecal. Se observa la
disminucién en la emergencia de adultos de H. irritans en la medida que se aumenta la
concentracion del principio activo en el medio fecal en que se incubaron los huevos

del parasito,
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2.1) Evaluacion y obtencion de la dosis letal de Azadirachtin (LD50 y LD90) sobre
H. irritans, mediante la aplicacion directa a novillos, de una suspension de

diferentes concentraciones del principio activo

Obtencion de la dosis letal de Azadirachtin (LD50 y LD90) sobre H.irritans, mediante
la aplicacion directa a novillos de una suspension de diferentes concentraciones del
principio activo ( 0.00, 0,02; 0,03 y 0,05 ppm).

Efectos de la Aplicacion de 4 niveles de azadirachtin, 0,00 (testigo) ppm; 0,02ppm;
0.03ppm y 0,05 ppm/kilogramo de peso vivo, sobre la emergencia de adultos de
H.irritans en fecas de bovinos con peso vivo entre 320 y 400 Kg. y un peso promedio
de 354 Kg., tratados por via oral con 30 cc/dia de una soluciéon acuosa de
Azadirachtin formulada de acuerdo al peso animal y que se aplicé diariamente por via
oral durante 4dias.

En cada periodo de aplicacion se ajusté el nivel de administracion de Azadirachtin en
funcién del peso vivo. En el cuadro siguiente y como ejemplo se indican los niveles

de aplicacion y la forma de obtencion de este.

Cuadro N° 4
Estructura de aplicacion de Azadirachtin para cada experimento realizado
mg. Producto
N° | Ppm/K | Peso mgr. producto Dias comercial Tratamiento
animal | pv Vivo | Ppio activo | comercial | tratamiento |total /animal | diario Grs.
N1 0,02 | 400 8 47,06 4 188,24 0,0471
N°5 0,02 | 335 6,7 39,41 4 157,65 0,0394
N°2 | 0,03 | 345 10,35 60,88 4 243,53 0,0609
N° | 0,03 | 375 11,25 66,18 4 264,71 0,0662
N°4 | 0,05 | 362 18,1 106,47 4 425,88 0,1065
N°8 | 0,05 | 320 16 94,12 4 376,47 0,0941
N3 0.0 | 350 0 0,00 4 0,00 0,0000
N°7 0.0 | 345 0 0,00 4 0,00 0,0000

En el cuadro N°5 se incluyen los resultados obtenidos en 7 ensayos realizados con
animales de experimentacion, bovinos angus, con un peso promedio de 354 k. Cada

valor se obtiene del procesamiento de 6 muestras fecales obtenidas de 2 animales que
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recibieron la solucion acuosa de Azadirachtin durante 4 dias.

En cada uno de los experimentos se aprecia la reduccion en la emergencia de adultos
de H. irritans luego de incubar 100 huevos en cada muestra fecal obtenida de animales
tratados.

Las reducciones de mayor relevancia se encuentran entre los animales tratados con
dosis de 0,03 y 0,05 ppm/kpv. La literatura indica una dosis efectiva de 0,03 ppm/kpv
por animal de Azadirachtin, para lograr el control de los insectos, sin embargo en el
presente trabajo el control de H.irritans se logra con 0,05 ppm, esto se deberia a

pureza de los extractos en uso.

Cuadro N° 5
Emergencia de adultos de H. irritans en fecas de animales tratados por via oral con 3
niveles de azadirachtin ppm/Kpv.
Dosis ppm/Kpv N° adultos DS
0 (Testigo) 42,67a +10,43

0,02 20,70b 15,50
0,03 11,43b +3,91
0,05 7,00b +3,30

Duncan Test
Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los tratamientos
(p<005)

En el cuadroN® 6 se aprecia la respuesta general a la aplicacion de Azadirachtin por via
oral en bovinos con un peso promedio de 354 K.

A medida que la dosis alcanza valores de 0,05ppm/kpv, se reduce la variabilidad de la
respuesta, lograndose una reduccion de un 83,59 % de la emergencia de adultos

respecto del testigo.
Cuadro N° 6

Evaluacion del efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de adultos de
H.irritans en fecas de bovinos tratados

Dosis
Epn‘lprv 02/12/05 08/12/05 |29/12/05 |04/02/06 | 10/02/06 17/03/06 | 24/03/06
N° adultos
0 37,50 45,00 59,17 40,17 31,50 33,50 32,83

0,02 26,50 23,00 19,17 | 17,83 17,00 19,67 22,00
0,03 7,00 17,50 10,50 9,50 12,67 12,83 12,33
0,05 3,50 11,33 10,50 4,50 3,17 9,17 8,50




Determinacion de DLS0 y DL90

Cuadro N° 7
Concentracion Limites inferior y superior al 95%
ppm/Kpv confianza
Limite inferior Limite superior
DL 50 0.00632 0.000119 0.01207
DIL90 0.03637 0.02832 0.07469

Con la informacion obtenida de la administracion de azadirachtin a los novillos de
experimentacion se obtuvo la DL50 y DL90 utilizando el Método Probit, con el
Programa de estadistica SPSS 13.0.

La obtencion de DL50 y DL90 se efectud con la informacion obtenida del tratamiento
de bovinos con Azadirachtin y no con los datos derivados de la aplicacion manual de
Azadirachtin directamente a las fecas, considerando que existe un problema de
homogenizacion de las muestras, con las cantidades establecidas para cada dosis, que

corresponden a cantidades considerablemente bajas.

En los graficos siguientes (3-7) se aprecia la forma en que se produce la disminucién
de la emergencia de adultos de H.irritans en fecas bovinas, en cada experimento en
funcion del aumento de la dosis/concentracion de azadirachtin administrada por

kilogramo de peso vivo a los animales tratados.
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Gréfico N° 3

Efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de adultos de
H.irritans en fecas de bovinos tratados 02/12/05
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En el grupo testigo (Oppm/Kpv) se aprecia una emergencia de adultos de H.irritans, en
las fecas, que corresponde a la considerada normal para la especie, sin embargo a
partir de la introduccion del extracto botanico en dosis de 0,02 ppm se genera el efecto
deseado con una disminucién constante de la emergencia de adultos, en las siguientes
dosis de 0,03 y 0,05 ppm/Kpv por animal.

El efecto expresado en el grafico N°3 se puede también observar en los 4 graficos
siguientes. La tendencia que manifiestan las poblaciones de H.irritans bajo el efecto de
Azadirachtin es muy consistente.



Grafico N°4

Hecto de Azadirachtin sobre la emergencia dee adultos de
Hirrkans en fecas de bovinos tratados.08/12/05
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Grafico N°5

Efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de adultos
de H irritans en fecas de Bovinos tratados.29/12/05
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Grafico N°6

Efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de
H.irritans en fecas de bovinos tratados 04/02/06
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Griéfico N°7

Efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de
H.irritans en fecas de bovinos tratados 10/02/06

H

Emergencia de Adultos (%
&

Dosis de Azadirachtin ppm/Kpv

Se observa en los graficos anteriores (3-7) que el control permite reducir la emergencia
de los adultos a menos de un 7% de los huevos incubados.

Tendencia general en la reduccion de la emergencia de H.irritans
GréficoN° 8

Efecto de la aplicacion de Azadirachtin sobre la emergencia de
individuos adultos de H.imitans en fecas de bovinos tratados
(Sintesis 60 observaciones)

——— NP adultos

Emergencia de adultos (%)
cacash868S

0 0,02 0,03 0,05
Dosis de Azadirachtin ppm/kpv.

En el grafico N°8 se aprecia el efecto general de Azadirachtin sobre la emergencia de
adultos de H. irritans en fecas de bovinos tratados con el extracto de Neem durante 4
dias. Este conjunto de resultados permite asegurar que el extracto en experimentacion
permite el control de la mosca de los cuernos a un nivel de un 7 % , en consecuencia

un 93% de los huevos expuestos al tratamiento es controlado evitandose la emergencia
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del insecto adulto.
3 ) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos de Bovinos sobre el

principio activo azadirachtin.

3.0) Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos, por medio del test de
Tilley Terry, sobre el principio activo azadirachtin, en su accion controladora sobre

estados juveniles de H.irritans

Durante la evaluacion in vitro con el método de Tilley Terry, se observé que la
aplicacion de acido clorhidrico durante la segunda fase del desarrollo de la prueba, en
la cual se simula la digestién abomasal, produce la degradacién del principio activo
Azadirachtin. Esto determind que en las pruebas donde se utilizaba el residuo de la
segunda fase del método Tilley Terry para frenar la emergencia de adultos de H.
irritans, no presentara resultados de inhibicion sobre los adultos, este fendmeno no se
presenta en vivo al entregar las dosis necesarias a los distintos grupos de animales.
Esta constatacion determind la realizacion de manera directa con los bovinos de

experimentacion, de las pruebas para evaluar el efecto del azadirachtin.

4) Evaluacion en novillos de experimentacion del efecto de diferentes
concentraciones de Azadirachtin administrado en suspension sobre H.irritans a

nivel fecal.

4.0) La evaluacion de la accion de los procesos digestivos en bovinos sobre el
principio activo y en su efecto sobre los estados de desarrollo de la mosca, a nivel
fecal, re realizo administrando via oral, cuatro dosis conocidas de azadirachtin en la
dieta animal, 0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 ppm por peso vivo de animal, mas un testigo sin
azadirachtin, a través de una suspension acuosa, cada concentracion fue suministrada

en 30cc por animal.

En el cuadro N° 8 se observa la emergencia de adultos de H.irritans en dos ensayos en

los que se evalu6 una nueva concentracion (0,04 ppm) del extracto botanico.
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Cuadro N° 8

Evaluacién del efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de adultos de H.
irritans en fecas de bovinos tratados
Dosis
ppm/Kpv Emergencia de adultos (24/03/06)
0.00 33,165+ 0.47 a
0.03 2083+ 1.5 b
0.04 12,58+ 0.35 ¢
0.05 883+ 047 ¢
Duncan Test

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre los tratamientos (p<005)
Teodricamente la introduccién de una concentracion intermedia 0.04 ppm,(entre0.03

ppm y 0.05 ppm) deberia generar valores intermedios de emergencia de adultos de

H.irritans,

GraficoN° 9

Efecto de la aplicacién de Azadirachtin sobre la m ortalidad de H.iirritans
enfecas de bovinos tratados

Mortalidad de H.irrrtans %

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 Ou

Dosis de azadirachtin. ppm/Kpv/animal

Con los valores de respuesta de mortalidad de H.irritans en fecas de bovinos tratados
obtenidos en 7 experimentos, se construyo la curva general de respuesta a | insecticida
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botanico que corresponde a una linea polinomial que se presenta en el grafico N° 9.

5) Diseiio y evaluacion del comportamiento de bolos intrarruminales de baja
digestibilidad mediante el método in vitro Tilley Terry e in vivo ( Nylon Bags) , de
las capsulas obtenidas

5.0) Desarrollo de cépsulas intrarruminales que permitan la liberacion lenta del

extracto de A. indica

La Facultad de Quimica y Farmacia de la U de Chile fue la encargada de disefar
capsulas intrarruminales de liberacion controlada que permita la entrega lenta y
sostenida de productos biologicos o sustancias quimicas. Las capsulas de un peso
inicial de 19-20 gramos fueron elaboradas bajo formulaciones con Gelucire 50/02 y

Precirol y Compritol cuadro N° 10, y evaluadas inicialmente en un ovino fistulado

5.2) Formulacion y evaluacion de dispositivos intrarruminales.

a) Fase I Evaluacion de diferentes formulaciones en un ovino fistulado

Cuadro N° 9
Composicion porcentual de las formulaciones utilizadas en la estructuracion
de los dispositivos intrarruminales de digestion lenta ( Fase I)

{Componente Formulacion (%)
Fo Fl F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8

Gelucire 358 | 346 | 39 37 [31.8 ) 318365363 | 39

0/02
Compritol 888] 4.5 7 45 | 45 (103|103 | 45 | 5.7 | 38
Gelucire 69 | 69 | 45 | 45 | 74 | 69 8 i 6.2
64/02
PEG 6000 22 F 15 2 1.5 | 05 1 1 1 1
IHierro 50.6 | 50 50 50 50 50 50 50 50
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Las formulaciones expuestas en el cuadro N°9 presentaron degradabilidades

inadecuadas ya sea por exceso o por defecto, los comentarios a ella estan en los

informes parciales, a continuaciéon se revisaran os resultados mas relevantes en este

ambito del proyecto.

b) Fase II

Tasas de degradacion de los diferentes form

ulados evaluados en bovinos.

En el cuadro siguiente se entregan los componentes utilizados en la formulacién de los

dispositivos disefiados para su uso en rumiantes mayores, estas mezclas aporten

diferentes resistencias a los comprimidos frente al efecto de la biologia ruminal en

tanto impiden la infiltracion en funcién de su condicion o relacion hidréfoba/hidréfila.

En funcién de esta relacion dada por sus componentes tendrdn mayor o menor

resistencia y por lo tanto durabilidad.

Cuadro N°10
Composicion porcentual de las formulaciones utilizadas en la estructuracion

de los dispositivos intrarruminales de digestion lenta ( Fase II) Evaluacion

con Neem
Componente Formulacion (%)
F9 F10 F11

Gelucire 50/02 34.8 30 30.8
Compritol 888 13.4
Alcohol cetilico 18.2
Alcohol 18.2
estearilico
IPEG 6000 1.8 1.8 1.0
lHien'o 50 50 50
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En el cuadro N°11 se observa la tasa de degradacion de la formulacion F9 evaluada en
un novillo fistulado. Esta capsula presenta un nivel de degradaciéon acelerado que no
permite su uso para los objetivos del proyecto, que requiere Optimamente 60 dias de
entrega del extracto botanico

CuadroN° 11
[Tasa de degradacién de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F9
Fechalevaluacion 28/01/2008 02/02/2008
Capsula Peso inicial grs. Peso final grs.
A 132 85
B 127 64
C 118 62.8
Pesos totales 125.7+8.1 70.6+12.8
Grafico N°10

Degradacion de capsulas intrarruminales
Formulacién F9

)
54 -

Peso capsulas (Gramos.

o

Tiempo ( 4 dias )

En el grafico anterior se aprecia la tasa de degradacion del dispositivo F9.
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En el cuadro N°12 se observa la tasa de degradacion de la formulaciéon F10. Esta
capsula presenta un nivel de degradacion ain acelerado, que tiene posibilidades de uso
para los objetivos del proyecto.

Cuadro N°12

Degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta. Peso grs.
Formulacion F10
Fechalevaluacién
02/02/2008 06/02/2008 10/02/2008 14/02/2008
Capsula grs. gars. grs. grs.
A
124 62 49 13.4
B
132 69.2 49.9 19.3
(o
126 62.1 326 295
Pesos totales grs.
127.3%1.2 64.420.1 43.819.5 20.749.3

En el grafico siguiente se observa la tasa de degradacion de las cépsulas con la
formulacion F10.

Gréfico N°11

Degradacion capsulas intrarruminales
Formulacién 10
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zzon

Tiempo 10 dias
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En el cuadro N°13 se observa la tasa de degradacion de la formulacién F11. Esta
capsula se ha modificado respecto de la anterior, pero solo se aument6 levemente la
resistencia al efecto de la digestion ruminal, al modificar los componentes de la

formulacién como se precia en el cuadro respectivo.

CuadroN°13
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
1 Dispositivo F11
FOCHMGIon 12/03/2008 19/03/2008 25/03/2008
Capsula grs. grs. grs.
o 96.4 54.4 296
99.2 57.3 27.8
. 100.2 57.2 27.8
e 98.62.2 56.341.6 28.441.0
Gréfico N°12

120.0

Peso capsulas (gramos)

-
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Degradcion capsulas intrarruminales
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Tiempo 13 dias
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Fase 111

Cuadro N° 14

Composicion porcentual de las formulaciones utilizadas en la estructuracion

de los dispositivos intrarruminales de digestion lenta ( Fase I11) Evaluacion

con Neem.
|Componente Formulacion (%)
F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18

IGelucire 50021 30 30 26 23 15 14 13.5
ICompritol 888| 18.2 19 23 26 35 35 31.3
PEG 6000 1.6 2 1 1 2 0
Hierro 50 50 50 50 50 50 55.2

En el cuadro N° 15 se observa la tasa de degradacion de la formulacion F12. Esta

capsula presenta un incremento ostensible respecto de la anterior resistiendo hasta 25

dias de la actividad ruminal, se ha modificado respecto de la serie anterior de

formulaciones en su porcentaje de gelucire, se retird el alcohol estearilico, se rebajo el

porcentaje de compritol y se redujo el PEG 6000

Cuadro N°15
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F12
Fechalevaluacion | 05/04/08| 11/04/08| 19/04/08| 26/04/08| 03/05/08| 10/05/08
Capsula grs. grs. grs. grs. grs. grs.
A 102.4 71 53.9 323 26.8 12.2
B 108.4 67.2 491 325 21.2 15.1
c 101.9 72.2 493 35 16.2 11.1
Pesos totales |104.240.3 |70.1£0.7 |50.8+2.7 [33.3#1.6 [21.4#6.1 |12.8+0.6
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GraficoN° 13

Degradacion capsulas intrarruminales
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En el grafico anterior se aprecia la evolucion de la formulacion F12, destacandose la

mayor duracion de este formulado, aun sin cumplir con las necesidades del proyecto.

En el cuadro N°16 se observa la tasa de degradacion de la formulacion F13. Esta
capsula presenta una reduccion notable respecto de la anterior resistiendo solamente 4
dias la actividad ruminal, se ha modificado respecto de la serie anterior de

formulaciones principalmente en su porcentaje de PEG 6000 que aumenta su
hidrofilicidad. Se debe destacar que pequefias modificaciones de la proporcion de los
compuestos hidrofilicos desencadenan una gran reduccion de la resistencia a la accion
de los mecanismos ruminales de digestion.

Cuadro N°16
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
K Dispositivo F13
Fechalevaluacion | 10/05/2008|  12/05/2008 |  14/05/2008 16/05/2008
Capsula grs. grs. grs. grs.

A 105. 82.1 61 48.2
B 104.2 80.6 62.2 43.9

[ A 103.9 79.7 64.9 47

Pesos totales | 104.410.8 80.811.4 62.742.3 46.410.7
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Grafico N°14

Degradacion capsulas intrarruminales
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En el grafico anterior se aprecia la evolucion de la capsula F13 a nivel ruminal,
aumento su tasa de degradacion reduciendo su tiempo de resistencia a la actividad
ruminal.

En el cuadro N°17 se observa la tasa de degradacion de la formulacién F14. Esta
capsula presenta un leve incremento de la durabilidad a nivel ruminal, alcanzando 11
dias con una alta tasa de liberacion diaria, que la inhabilita en funci6n de los objetivos
que se buscan en el proyecto. Este cambo se produce luego de reducir el porcentaje de
Gelucire e incrementar levemente el aporte de Compitrol y de reduccion del PEG
6000. Nuevamente comprobamos que pequefias modificaciones de la proporcion de
los componentes hidrofilicos y/o hidrofébicos generan cambios de la resistencia a
accion de los mecanismos ruminales de digestion.
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Cuadro N° 17

[ Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F14
Fechalevaluacion | 30/05/2008|  03/06/2008| 06/06/2008|  11/06/2008
Capsula grs. grs. grs. o
A 101.5 76 68.3 58
B 101.5 73.9 65.3 45
LR 102.9 74.6 67.3 46
Pesos totales | 102.0+0.8 | 74.840.8 67.00.6 49.746.9
Grafico N°15
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En el grafico anterior se aprecia la evolucion de la capsula F14 a nivel ruminal,
disminuyd su tasa de degradacion reduciendo su tiempo de resistencia a la actividad
ruminal.



En el cuadro N°18 se presentan los niveles de perdida de peso de la formulacion F15.
Esta cépsula presenta un notable incremento de la durabilidad a nivel ruminal,
respecto de la formula anterior, alcanzando 25 dias de liberacién, que la acerca a los
objetivos propuestos en la investigacion. Este cambio se produce luego de reducir el
porcentaje de Gelucire e incrementar nuevamente el aporte de Compitrol, conservando

el nivel de PEG 6000
Cuadro N°18
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacién lenta.
Dis F15
Fechalevaluacion | 11/06/08 | 12/06/08 | 14/06/08 | 20/06/08 | 25/06/08 | 05/07/08
Capsula grs. grs. grs. grs. grs. grs.
A 101.9 68.3 38.8 24 15 13.2
B 100 75.9 50.3 18 11.1 8.3
c 101.9 64.7 46.6 27 22 5.5
Pesos totales |101.3+0.0 |69.6+21| 452+4.5 | 23.0+1.7 | 16.044.0 | 9.0+4.4
Grafico N° 16
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En el grafico anterior se aprecia la evolucién de la pérdida de peso del dispositivo F15.
Aunque mejora el comportamiento del dispositivo es insuficiente su aporte.

En el cuadro N°19 se presentan los niveles de perdida de peso de la formulacién F16.
Esta capsula presenta un notable incremento de la durabilidad a nivel ruminal,
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respecto de la formula anterior alcanzando 24 dias de liberacion, perdiendo solamente
menos de la mitad de su contenido, lo que la aproxima a los objetivos que propuestos
en la investigacion. Este cambio se produce luego de reducir el porcentaje de Gelucire
e incrementar nuevamente el aporte de Compitrol, eliminando el PEG 6000 de la
mezcla. Esta capsula no se continué evaluando en esta etapa por cuanto se extravié, el

animal la regurgit6, dado su comportamiento se fabricé nuevamente para su posterior

evaluacion.
Cuadro N° 19
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F16
Fechalevaluacion | 18/07/08 | 21/07/08 | 24/07/08 | 18/08/08 | 21/08/08 | 25/07/08
Capsula grs. grs. grs. grs. grs. ars.
A 102.8 95.3 91.1 68.4 65.5 62.1
B 101.5 958 90.5 71.7 69.3 64.8
[ #= F % 104.2 91 90.5 71.7 69.3 64.8
Pesos totales |102.8+0.8 | 94.0+2.5 | 90.7+0.3 | 70.6+1.9 | 68.0+2.2 | 63.9+1.6
Grafico N°17
Degradacién capsulas intrarruminales
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En el grafico N° 17 se entrega a evaluacion grafica el comportamiento de la

formulacion F16

81



En el cuadro siguiente se presentan los niveles de perdida de peso de la formulacion
F17. Esta capsula presenta un aumento en la tasa de perdida de peso, por lo tanto llega
a los 21 dias con mucho menos peso que la capsula anterior lo que determina que se
aleja de los objetivos de la investigacion, lo que ocurre luego de bajar el porcentaje de
gelucire e incrementar el PEG.6000.

Cuadro N° 20
Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F17
Fechalevaluacién | 28/07/2008 | 01/08/2008 | 07/08/2008 | 13/08/2008 | 18/08/2008
Capsula grs. grs. grs. grs. grs.
A 108.3 87.25 50.7 431 27.2
B 102 88.76 56.8 34.8 19.4
e B T 107 84.56 58.2 17 27
Pesos totales | 105.77+0.8 | 86.86+1.6 | 55.23+4.3 | 31.63+15.1 | 24.53+0.1
Gréfico N° 18
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En el grafico anterior se aprecia el cambio de pendiente del proceso de cambio de peso

del dispositivo F17.
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En el cuadroN°® 21 se presentan los niveles de perdida de peso de la formulacién F18.
Esta cépsula presenta un aumento en la tasa de perdida de peso, por lo tanto llega a los

30 dias con menos peso que la capsula anterior lo que determina que se acerca a los

objetivos de la investigacion, que ocurre luego de reducir porcentaje de gelucire y

compritol, incrementar el hierro metdlico en polvo, eliminando el PEG.6000. (ver
cuadro 14)
Cuadro N° 21
Tasa de degradacién de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F18
Fechaleval
25/08/08 | 26/08/08 | 29/08/08 | 02/08/08 | 06/09/08 10/09/08 14/09/08 17/09/08 | 24/09/08
Capsula
ars. ars. ars. ars. gars. ars. grs. gars. ars.
g 100.2 87.6 826 71 66.8 64.8 64 341 328
: 102.8 82.6 826 771 69.5 62.1 50.5 317 10.6
102.8 86.2 86.2 76.1 60.5 0 39.6 32.9 10.6
P. totales
101.93+1.5 | 85.47+0.8 | 83.80+2.1 | 74.77+2.9 | 65.60+3.6 | 63.45+37.4 | 51.37+14.1 | 32.90+0.7 | 27.00+12.8
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En el préximo grafico N° 19 se puede ver el comportamiento en términos de perdida
de peso de la formulacion F18.

Grafico N°19
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En el cuadro N° 22 y N°23 se presenta el comportamiento final de la perdida de peso de la

formulacién F16. Esta capsula es la que present6 la menor degradabilidad a nivel ruminal

Este cambio se produce luego de reducir el porcentaje de Gelucire e incrementar el aporte

de Compitrol, eliminando el PEG 6000 de la mezcla. Los dos primeros se incorporaron en

un 15 y 35% respectivamente, manteniéndose el hierro en polvo de manera constante en un
y

50% en todas las formulaciones.
Esta capsula presentd una durabilidad de 70 dias.

Cuadro N° 22
Dispositivo Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
F16

Fechaleval | 240908 | 29.09.08| 03.10.08| 07.10.08| 10.10.08| 14.1008| 17.10.08| 21.10.08 | 24.10.08| 28.10.08
Capsula grs. grs. grs. ars. grs. grs. grs. grs. grs. grs.

A 105.8 90.4 81.3 722 54.4 48.9 37.5 36 36 356

B 104.2 908 81.7 72 475 445 442 419 402 417

c 107.2 91.7 68.5 60 65.9 418 39.8 412 40.7 35.1
P. totales | 105 73:0.8 | 90.97+0.8 | 77.17+7.4 | 68.07+7.0 | 55.93+6.6 | 45.07+4.1 | 40.50+1.3 | 39.13+3.0 | 38.97+2.7 | 37.47:0.3
Cuadro N°23

Tasa de degradacion de dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
Dispositivo F16

Fechaleval | 311008| 04.11.08| 07.11.08| 11.11.08| 14.11.08| 18.11.08| 22.11.08| 23.11.08| 28.11.08| 02.12.08
Capsula grs. grs. grs. grs. grs. grs. grs. grs. grs. grs.

A 26.9 38.9 38.8 282 24 233 221 10.1 19.5 15.5

B 243 24.1 19.7 14.6 15 15 15 205 135 7

c 406 20.3 19.8 15.1 13 11.4 10.7 136 94 9
P. totales | 30 60.7.9 | 27.77+10.7 | 26.10+11.0 | 19.3047.6 | 17.33:6.4 | 16.5746.9 | 15.93+6.6 | 14.73+2.0 | 14.1315.8 | 10.50+3.8
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En el gréfico siguiente se observa el comportamiento a nivel ruminal, en términos de
perdida de peso del dispositivo F16

Grafico N*20
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Esta cdpsula tiene una pérdida de peso que permite un aporte de azadirachtin durante un
periodo de 70 dias sometida a la actividad intrarruminal..



En el cuadro siguiente se indican los valores estimados de pérdida diaria de peso del

dispositivo y aportes de azadirachtin considerando una capsula con un peso de 105.73+08

conteniendo 12 gramos de extracto botanico de Neem con un 17% de azadirachtin.

Cuadro N° 24

formulacién F16. con una durabilidad de 70 dias.
Aporte considerado 0.04 mgs./kg.pv

Perdida de peso y aportes de azadirachtin de dispositivo intrarruminal

Perdida diaria Gramos Mgs. Demanda

Peso Capsulas de peso Extracto Neem | Azadirachtin | Diaria Minima
105.73 2.95 0.34 58.24 24
90.97 3.45 0.40 68.03 24
LT 2.28 0.26 44.86 24
68.07 3.03 0.35 59.82 24
55.93 3.62 0.42 71.43 24
45.07 1.14 0.13 22.51 24
40.50 0.46 0.05 9.01 24
39.13 0.04 0.00 0.81 24
38.97 0.50 0.06 9.86 24
37.47 1.72 0.20 33.85 24
30.60 0.94 0.11 18.62 24
21.77 0.42 0.05 8.22 24
26.10 227 0.26 44.70 24
19.30 0.49 0.06 9.70 24
17.33 0.26 0.03 5.04 24
16.57 0.16 0.02 3.12 24
15.93 0.30 0.03 5.92 24
14.73 0.20 0.02 3.94 24
14.13 0.91 0.11 17.91 24
10.50

Aporte promedio /dia mgs. 26

Se debe resaltar que si bien las capsulas como tal, pierden diariamente una cantidad de

gramos de su estructura, este material en pequefias particulas se mantiene en una

proporcion en el piso del reticulo rumen, estabilizando durante todo el periodo la entrega

del principio activo, lo que explica que a pesar que en determinados momentos la cantidad

entregada del material es pequefia aun se mantenga el efecto sobre las poblaciones de

H.irritans.
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6) Establecer in vivo el comportamiento y la aparicion a nivel fecal de
Azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal, a través del efecto sobre

larvas de diptero H.irritans.

6.0) Diseiio y evaluacion a nivel de campo de tres diferentes dosis de Azadirachtin, de
mayor eficiencia en el control de H.irritans, incorporadas en bloques minerales para
obtener poblaciones de H. irritans en niveles tolerables para los bovinos

La primera etapa de este ensayo se desarrollo con bloques minerales, a los que se les
incorporé dosis diferentes de azadirachtin, evaluando su aparicion a nivel fecal y control

sobre los estados juveniles del insecto

6.0.1) Evaluacion in vitro del efecto de Azadirachtin incorporado en bloques

minerales, sobre la emergencia de adultos de H. irritans

Gréfico N° 21
Efecto de la adicion de cantidades crecientes de I
Azadirachtin sobre la emergencia de H. irritans j
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Para determinar el efecto directo del compuesto azadirachtin incorporado en bloques
minerales sobre la emergencia de adultos del insecto, se pusieron en contacto huevos de la
mosca H. irritans, con una mezcla mineral proveniente de los bloques, con tres niveles de
Azadirachtin, 0,125 mgs; 0,25 mgs, 0,5 mgs y testigo sin la mezcla. En el graficoN°21 se
observa el porcentaje de emergencia del insecto bajo tres dosis de azadirachtin,
apreciandose la tendencia general del efecto del extracto de Neem sobre la emergencia del

insecto hematdfago

6.0.2) Evaluacion in vitro, del efecto de las diferentes dosis de Azadirachtin
incorporadas en bloques minerales, sobre los estados juveniles de H. irritans a nivel

fecal en animales en pastoreo-

Cuadro N° 25
Estimacion del consumo real, medio de Bloques minerales y Azadirachtin de
bovinos en pastoreo.
Grupo A |Grupo B GrupoD | Grupo T
Kilogramos de mezcla
consumidos 100 100 90 0
N° de Bloques Kg. 10 10 9 0
Consumo medio por grupo 3,3 3.3 3,0 0
Consumo minerales por animal 0
adulto. Kg. 0,220 0,220 0,200
Consumo Medio minerales
terneros. Kg., 0,100 0,100 0,100 0
Consumo Medio Azadirachtin
adultos. mgs. 27.5 55 200 0

En el cuadro anterior se entregan los valores estimados de consumo de bloques
minerales en el sistema de produccion bovina en pastoreo, apreciandose que son mayores a
los valores teéricos que se determinaron para esta etapa del trabajo, por lo tanto el
consumo de Azadirachtin para el periodo es también mayor.

Se debe destacar por otra parte que la distribucion de la ingesta a través del tiempo

fue irregular a causa de una estructura inadecuada de los bloques que determino una menor
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resistencia y por lo tanto mayor competencia e ingesta de una parte de los animales en

desmedro de otra que no logra competir.

En el cuadro N°26,

administrado en un ensayo de campo bajo cuatro concentraciones. Se aprecia que a partir

se aprecia el efecto de Azadirachtin sobre H.irritans

de la segunda semana de aplicacion del extracto, es posible evidenciar una diferencia en la
emergencia de los insectos adultos desde las fecas de animales tratados con bloques
minerales conteniendo Azadirachtin, esa diferencia se hace méxima durante la cuarta
semana de consumo de azadirachtin desde los bloques.

Se establecié una diferencia estadisticamente significativa p<0.05, entre el nivel
mas alto de aplicacién y los otros tratamientos, en particular del grupo testigo que no

recibid el extracto.

Cuadro N°26

Efecto de Azadirachtin, entregado en bloques minerales sobre la emergencia de H.
Irritans en100 gr. Fecas bovinas inoculadas con 100 huevos fértiles. ( N° de
adultos y % de emergencia)

GRUPO1A | GRUPO3B | GRUPO4D | GRUPO2T
I Semana 22.67+6.8 20.33+9.8 24.00+£7.8 22.00+3.6
Il Semana 34.67+16.26 | 10.78+0.86 5.83+1.61 17.56+4.10
111 Semana 13.00+5.56 10.50+5.56 8.83+5.56 22.00+5.56a
IV Semana 5.243.80c 14.98+11.23¢ 1.33+1.02a 28.39+7.91b
Test de Duncan P<(0.05




Grafico N° 22

Emergencia de adultos de H.irritans en fecas rectales de
bovinos tratados con Azadirachtin administrado en
bloques minerales
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En la figura anterior se grafica la evolucion de la emergencia de adultos de H.
irritans desde fecas de animales tratados con azadirachtin. En este grafico se aprecia la
reduccion consistente de la emergencia de los dipteros hematéfagos en los animales que
consumieron la dosis mas alta del extracto botdnico, complementariamente con ello,
también se observa la mayor emergencia de insectos desde las fecas de los animales del
grupo testigo (T), que no recibieron Azadirachtin. Se deduce de estos datos, que la dosis de

mayor efectividad que debe ser validada es la utilizada con el grupo D o superior a esta.
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6.0.3) Evaluaciéon a nivel de campo del efecto de diferentes dosis de Azadirachtin
incorporadas en bloques minerales, mediante la colecta de fecas retiradas de la

pradera y contaminadas naturalmente por H. irritans.

En el cuadro N°27 se observa el nimero de adultos de H.irritans que emergen a
partir de masas fecales colectadas en el campo en los diferentes potreros de
experimentacion. Se observa que el mayor nivel de Azadirachtin presenta el menor nimero
de insectos emergentes y que el testigo, sin tratamiento presenta 5 veces mas individuos

adultos de H. irritans de cada masa fecal evaluada.
Cuadro N° 27

Emergencia de adultos de H.irritans a partir de masas fecales de campo, de animales
tratados con Azadirachtin en tres dosis, administrados en bloques minerales.

Grupo A Grupo B Grupo D Grupo T
Il Semana 10.0 7.8 5.2 13.3
111 Semana 8.33 4.17 7.83 27.83
IV Semana 7.33 9.00 4.00 21.50

En el Grafico siguiente se observan las tendencias en términos del control que produce el

extracto de Neem a nivel de las masas fecales en el campo.
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Grafico N°23

Numero de adulos.

Tiempo semanas.

Emergencia de adultos de H.irritans a partir de masas
fecales de campo incubadas en laboratorio.
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6.0.4) Evaluacion periédica de la ganancia de peso de los animales bajo consumo de
bloques con diferentes dosis de Azadirachtin

Cuadro N°28

Peso inicial y final de 4 grupos de bovinos hembras mestizo Angus/ belgian Blue

tratados con Azadirachtin en bloques minerales.

GRUPO1A |GRUPO2T _|GRUPO3B _[GRUPO4D
PESOKG.  |PESOKG. _ |PESOKG. _ |[PESOKG.
Peso inicial 497 501 518 530
Peso final 502 431 441 501
Cambio de
peso +5Kg -70Kg -77 +29Kg




En el cuadro N°28 se aprecia cambio de peso en los 4 grupos de animales tratados
(incluyendo el testigo), estas variaciones se explican principalmente por la produccion
lactea de las vacas empleadas en el ensayo y por la evolucion de la pradera en esta época
del afio en que se implemento el trabajo. A pesar de que el grupo D que recibié mayor dosis
de azadirachtin presenta una baja de peso menor, respecto de los otros grupos no se puede

establecer que relacion existe entre este cambio y el tratamiento.

6.0.5) Recuento semanal del nimero de ejemplares adultos de H. irritans posados

sobre los animales bajo consumo de diferentes dosis de Azadirachtin en bloques

minerales.
Cuadro N° 29
Efecto de Azadirachtin, entregado en bloques minerales sobre la poblacion de
individuos adultos de H. irritans presentes sobre la zona dorso escapular de animales
en pastoreo.
GRUPO1A GRUPO2T GRUPO 3B GRUPO4D
40.80 53.60 43.88 35.89
105.00 130.14 159.43 109.00
129.11 263.89 158.43 152.29
285.11 303.71 286.00 270.67

En el cuadro N°29 se aprecia el recuento de insectos adultos sobre animales en
pastoreo, éste excede los niveles aceptables como inocuos para bovinos, a pesar de que en
la evaluacion fecal se produce una reduccion de la emergencia de insectos, esta situacion se
debe a dos causas; a) consumo irregular de los animales y b) La estructura de los bloques,
esta no fue la adecuada, de manera de adquirir la dureza que permite un consumo estable a
lo largo del tiempo y que homogeniza el consumo del rebafio. Cuando los dispositivos
presentan menor dureza los animales compiten por el sustrato de manera permanente ya
que el bloque tiene alta palatabilidad, esta situacion se combina con otra condicion, la
época en que se hizo el ensayo en que decae la condicion de la pradera, situacion que
también contribuye a esta mayor competencia.

La menor dureza de los bloques se debié a dos situaciones: 1) el cambio de la

tecnologia industrial para el desarrollo y compactacion de los bloques minerales y
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2) periodo de almacenamiento de los dispositivos, la cual es directamente proporcional al
la compactacion de los dispositivos.

Grafico N° 24

Evolucion de la presencia de Adultos de H.irritans sobre
bovinos en pastoreo tratados con Azadirachtin incorporado
en bloques minerales.
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En el grafico anterior se aprecia la evolucion de la carga de insectos hematéfagos
sobre bovinos en pastoreo tratados con Azadirachtin administrado en bloques minerales. En
este grafico se observa que a nivel de campo y sobre los animales no hay una diferencia en
la carga parasitaria y que todos los grupos presentan la misma tendencia. Esta
homogeneidad en los grupos se produce por el consumo heterogéneo de los animales
respecto de los bloques, lo que permite que aun cuando a nivel de fecas réctales se produce
un control con diferencias significativas en los grupos, esta desaparece a nivel de campo en
donde los insectos adultos pueden migrar de un animal a otro, esta heterogeneidad en el
consumo del preparado también determina que en el campo se encuentran masas fecales
sin el efecto del controlador.
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6.1) Establecer in vivo el comportamiento y la aparicién a nivel fecal de
Azadirachtin incorporado en bolos de uso intrarruminal a través del efecto sobre

larvas de diptero H. irritans.

a) Emergencia de insectos adultos a partir de fecas rectales de animales con y sin

tratamiento

Cuadro N° 30

% emergencia de Individuos adultos de H. irritans, desde fecas transrectales de

bovinos tratados con bolos intrarruminales con 0,03 mgs de Azadirachtin/Kg. de
peso vivo y testigos sin tratamiento

2007-2008
28/12/2007 | 04/01/2008 | 15/01/2008 | 24/01/2008 | 04/02/2008
Testigos 40.14+10a | 27.44+14a 28.33+4a | 34.44 £10a 38.44+8a
Tratados 40.14+10a | 3.33+1.92b | 5.52+1.87b | 5.76 +1.69b | 4.76 +3.19b

Duncan test p<0.05, letras distintas indican diferencias significativas.

En el cuadro N° 30 se aprecia la emergencia de individuos adultos de H.irritans, a partir de
fecas bovinas de animales tratados e incubadas en conjunto con huevos del parasito,
permanentemente en estas evaluaciones, se produjo un nivel de emergencia menor en los

animales tratados, estadisticamente diferentes respecto de los animales sin tratar con los

dispositivos intrarruminales de degradacion lenta.
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Grafico N° 24
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b) Evolucion de la emergencia de adultos de H.irritans en fecas de campo, de bovinos

tratados con Azadirachtin, incubadas en cimara himeda, masas fecales de 2.0 Kg.

En el cuadro siguiente se aprecia la emergencia de adultos de H.irritans desde fecas de

campos de animales tratados con bolos intrarruminales con Azadirachtin y testigos sin
tratamiento, existiendo diferencias estadisticamente significativas

tratamientos.

entre ambos
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Cuadro N° 31

Evolucion de la emergencia de adultos de H.irritans
en fecas de campo, de bovinos tratados con
Azadirachtin, incubadas en cimara himeda,

masas fecales de 2.0 Kg.
2007-2008
28-Dic 03-Ene 15-Ene 25-Ene 04-Feb 15-Feb
Testigos #7.2+10.43a  30.75+5.9a |17.13 +6.0a 28.38 +9.2a 35.5 +7.0a P4.13 +7.2a
Tratadosk?.ﬁl +10.43a  [10.90+5.1b[7.63 +£2.6b [134+2.2b  [15.75 +3.9b |12.80 +3.4b

Duncan test, p<0.05 letras distintas indican diferencia significativa

En el grafico N°25 se observa la evolucion de la emergencia de adultos de H.irritans a
partir de fecas de campo de animales tratados con azadirachtin.

Grafico N° 25
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En el grafico N°25 se aprecia la evolucion de la emergencia de adultos de H.irritans, desde
fecas tratadas con Azadirachtin.

¢) Nimero de Individuos adultos de H. irritans sobre zona dorso escapular en bovinos
tratados con Azadirachtin, 0,03 mgs/Kg. de peso vivo, en bolos intrarruminales de
lenta degradacion, durante 56 dias.

En esta etapa se realiz6 un ensayo para evaluar a nivel de campo la implementacion del
método de control a partir de bolos intrarruminales de digestion lenta, para esto se
desarroll6 un instrumento de aplicacion de las capsulas, a la medida de éstas y con un
sistema de retencion que impidiera la pérdida ellas antes de su introduccion a nivel del
esofago. En paralelo se evalué el mismo dispositivo en animales fistulados, como
consecuencia de esto ultimo se constaté la desintegracion temprana de los dispositivos y se
realizé una segunda aplicacion, por lo tanto como resultado de esta condicion se establecié
para el proximo ciclo la necesidad de formular dispositivos de mayor dureza que fueran
menos influenciados por las condiciones de manejo y alimentacion que son las de mayor
influencia en la degradacion e estos elementos.

En el cuadro N° 32 se apresa la evolucion de la poblacion de H.irrians en la primera
evaluacion de campo con las capsulas de mejor evaluacion in vitro, durante los estudios
previos.

En esta condicion se aprecia que ya existia una carga importante de adultos en los animales
y que el extracto botnico tiene un efecto significativo, rebajandola, pero aun insuficiente

en esta etapa del trabajo.

Cuadro N°32
N° de Individuos adultos de H. irritans sobre zona dorso escapular en bovinos
tratados con Azadirachtin, 0,03 mgs/Kg. de peso vivo, en bolos intrarruminales de
lenta degradacién, durante 31 dias.

04-Ene 15-Ene 24-Ene 04-Feb
Testigos 133+58.3a 88+42 4a 83+39.6a 77+£17.9a
Tratados 124430.8a 47+21.6b 53+27.4b 43+19.1b

p<0.05 K-S Test.



Grafico N°26

Evolucién de la poblacion de H. irritans en animales
tratados con Azadirachtin y testigos sin Tratamiento.
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En el cuadro anterior se aprecia la evolucion de la carga de H.irritans en animales tratados
con Azadirachtin en bolos intrarruminales.
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d) Cambio de peso en bovinos tratados con azadirachtin administrado en bolos

inraruminales de 130 grs. ( 2 Grupos de 15 vacas adultas)

Cuadro N°33

Cambio de peso en bovinos tratados con azadirachtin administrado en
bolos inraruminales de 130 grs. ( 2 Grupos de 15 vacas adultas)

Cambio de
Fecha 12.12.07 15.01.08 04.02.08 peso kgs.
Testigos 404435 407+37 388+40 -16
Tratados 497485 494480 459491 -38

En el cuadro anterior se aprecia el cambo de peso de los animales, este estuvo fuertemente
influenciado por las condiciones de la pradera, con caida de la disponibilidad y perdida de

peso.

7) Evaluacion de campo de las dosis Azadirachtin de mayor eficiencia en el control de
H. irritans, aplicadas en bolos intrarruminales para obtener poblaciones de niveles

tolerable para los bovinos. 2008-2009

a) Emergencia de insectos adultos de H. irritans desde fecas transrectales de animales

con y sin tratamientos

Cuadro N° 34
% emergencia de Individuos adultos de H. irritans, desde fecas
transrectales de bovinos tratados con bolos intrarruminales con 0,04 mgs de
Azadirachtin/Kg. de peso vivo y testigos sin tratamiento

Fecha |24.11.08 | 4.12.08 11.12.08 | 18.12.08 | 03.01.09 | 10.01.09
Tratados | 1.934#1.2 | 2.10+¢1a | 2.3610,1a | 3.61+3.5a | 4.00+1.9a | 6.83+2.5a
Testigos | 1.93+1,2 | 13.33£2.3b | 12.18+2.9b | 10.33+3.9b | 18.57+3.3b | 21.89+4.9b

Andeva, Duncan test P<0.05

En el cuadro anterior se aprecia la emergencia de individuos adultos de H.irritans, a

partir de fecas bovinas de animales tratados incubadas en conjunto con huevos del

parasito, permanentemente en estas evaluaciones se produjo un nivel de emergencia
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con diferencias estadisticamente diferentes respecto de los animales sin la
administracion de los dispositivos intrarruminales de degradacion lenta

Cuadro N° 27

% emergencia de Individuos adultos de H. irritans, desde fecas
transrectales de bovinos tratados con bolos intrarruminales con
0,04 mgs de Azadirachtin/kg de peso vivo y testigos sin

tratamiento.
&
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T .
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Q
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En el grifico N°27 muestra la linealizacion de las respuestas a la aplicacion de azadirachtin
en bolos intrarruminales observando la diferencia en las pendientes de ambas rectas. Esta
evaluacion se realizo permanentemente en los trabajos de campo para detectar la presencia
del principio activo a nivel fecal.

b) Emergencia de adultos de H. irritans a partir de fecas de campo

En el grafico N° 28 se aprecia la emergencia de individuos adultos de H.irritans a partir de
masas fecales (2kgrs.) recolectadas a nivel de campo luego de 48 a 72 horas de su
depositacion en la pradera, se aprecia la diferencia en las pendientes de las rectas.
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Grafico N° 28
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56 dias de evaluacion.

Esta evolucion esta influenciada por el tratamiento inicial de los animales para llevar a 0 la
cuenta de insectos, por lo tanto la evolucion de la poblacion se inicia desde niveles cercanos
a 0. Esta poblacion emergente se incrementa rapidamente a lo largo del ensayo, poblando
nuevamente el sistema alcanzando niveles de de emergencia en el laboratorio de de 50, 6
adultos por cada 2 kilogramos de fecas incubadas, se debe destacar que ain este potencial,
obtenido en condiciones artificiales, que reducen la emergencia del diptero, puede
determinar el desarrollo de 1.265 individuos cada 25 Kg. de fecas en el campo, volumen

aproximado de fecas producido en un dia por un bovino adulto.

103



¢) N° de Individuos adultos de H. irritans sobre zona dorso escapular en bovinos

tratados con Azadirachtin, 0,04 mgs/kg de peso vivo, en bolos intrarruminales de

lenta degradacion, durante 56 dias.

En el cuadro N° 35 se aprecia el nimero de individuos adultos de H.irritans sobre animales

tratados con azadirachtin en capsulas intrarruminales y testigos sin tratamiento, lograndose

una efecto sobre las poblaciones durante el periodo de aplicacién que alcanza un méximo

de regulacion de 66.81% respecto de los animales no tratados

Cuadro N° 35

N° de Individuos adultos de H. irritans sobre zona dorso escapular en bovinos tratados con
Azadirachtin, 0,04 mgs/kg de peso vivo, en bolos intrarruminales de lenta degradacion,

Grafico N° 29

durante 56 dias.
24/11/2008 04/12/2008 11/12/2008 18/12/2008 02/01/2009 10/01/2009
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En el grafico N°29 se aprecia el nivel de regulacion de las poblaciones de adultos de
H.irritans sobre la zona dorso escapular de bovinos tratados con Azadirachtin en bolos
intrarruminales y testigos sin tratar. Se observa el valor de la pendiente de la recta ajustada

a los valores alcanzados por la poblacién de H.irritans sobre los animales.

d) Cambio de peso en bovinos tratados con azadirachtin administrado en bolos

inraruminales de 130 grs. ( Grupos de 15 vacas adultas)

En el cuadro N° 36 se aprecia el cambio de peso de animales tratados con Azadirachtin en
bolos intrarumiales y testigos sin tratar, se aprecia en los animales tratados un cambio en la
condicion corporal, llegando a un incremento de peso en el periodo de 15,62 kgs. Se debe
considerar que las vacas en ensayo eran animales lactantes. Por su parte los animales sin
tratamiento perdieron 12.50 kgs. Es probable, de acuerdo a la bibliografia sobre
azadirachtin y en general a los diversos extractos del arbol del neem, que éste también
tenga efectos sobre nematodos gastrointestinales, efecto que contribuiria a la mejoria de la

condicion general de los animales

Cuadro N° 36
Cambio de peso en bovinos tratados con azadirachtin administrado en bolos
inraruminales de 103.73+0.8 grs. ( Grupos de 15 vacas adultas)

Cambio de peso
Peso Inicial Kg. Peso Final Kg. Kg.
Testigos 495.43+74.42 482.93+68.81 -12.50
Tratados 602.23+44.86 617.85+49.72 15.62

105



9.) Capacitacion de productores de carne bovina en el uso de bolos de azadirachtin

como controlador de H irritans

Se realizé un seminario para difundir las experiencias y resultados obtenidos en relacion al
uso de bolos intrarruminales de azadirachtin y su efecto en el control de la mosca de los

cuernos en bovinos en pastoreo.

10) Desarrollo de un estudio en el laboratorio de Cinética de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de Chile, que permita la implementacion de un método

para establecer trazas de Azadirachtin en la carne de los animales tratados.

Resultados obtenidos del procesamiento de 2 muestras de 5 g de carne provenientes de
un ternero de 200 kgs. que recibié una formulacién de liberacion controlada de Neem,
con 20.4 mgs. por dia, de Azadirachtin por 14 dias. En tanto que la dosis que se puede

indicar como normal es de 8 mgr/200 kgs.

En ninguna de las 2 muestras se detect6 alguna sefial cromatografica coincidente con

los tiempos de retencion de Azadiractina A y Azadiractina B

2 Hitos: Se deberd hacer un completo y detallado analisis y reflexion en cuanto al

avance, cumplimiento o eventual atraso del hito definido para el periodo.

Dentro de los hitos del proyecto, el mas relevante fue desarrollar los dispositivos
intrarruminales ajustados a un periodo de funcionamiento superior a 45 dias. Este
desarrollo se dilato en el tiempo dada su complejidad e impidié terminar en los plazos

establecidos inicialmente por el proyecto. Este debio prolongarse y determin6 que se
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debiera aplazar la finalizacion del trabajo en seis meses, solicitindose a la Fundacion para

la Innovacién Agraria una reorganizacion y prolongacion de las actividades del trabajo,

con una duracion adicional de 6 meses

3. Actualizacion del andlisis economico

ul.

3.2.

B33,

Actualizar andlisis de mercado.

El producto desarrollado no tiene competencia dado que los actuales firmacos
administrados con la modalidad spour-on, spot-on o como elementos depositados
en autocrotales de polimetros sintéticos, impregnados con insecticidas, cada vez
tienen menor efecto residual, con periodos de efectividad que estan, dependiendo
de la zona, entre los 15 y los 30 dias, Por otra parte no pueden ingresar al mercado
de la produccion organica campo en que el producto desarrollado no tiene ningin

elemento de control de insectos hematofagos que puede competir con el.

Actualizar criterios y supuestos utilizados en la formulacién del anlisis econémico

del proyecto.
Los valores supuestos al evaluar el proyecto se entregan en el cuadro respectivo y

tienen que ver con la curva de adopcion de la tecnologia, el costo de produccion de

esta capsula y el nimero de aplicaciones por afio del dispositivo intrarruminal.
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104517140 223965300 268758360 268758360 | 268758360 | 268758360
104517140 | 223965300 268758360 268758360 | 268758360 | 268758360
54720000 54720000 54720000 54720000 | 54720000 | 54720000
25542135 45375368 53122289 53430689 | 54006351 | 54637848
4180686 8958612 10750334 10750334 10750334 | 10750334
84442821 109053978 118592623 118910023 | 119476686 | 120108183
20074319 114911322 150165737 149848337 | 149281674 | 148650177
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$/mensual

24000000

24000000

24000000

24000000

24000000

24000000

500000 18000000 18000000 18000000 18000000 18000000 18000000
700000 8400000 8400000 8400000 8400000 8400000 8400000
360000 4320000 4320000 4320000 4320000 4320000 4320000
7838786 16797398 | 20156877 20156877 20156877 20156877
3658100 7838786 9406543 9406543 9408543 9406543
1500000 1500000 1500000 1500000 1500000 1500000
3658100 3841005 4033055 4033055 4234708 4446443
1800000 1800000 1800000 1800000 1800000 1800000
1100000 1265000 1454750 1672863 1923907 2212493
500000 575000 661250 760438 874503 1005679
1829050 3919393 4703271 4703271 4703271 4703271
3658100 7838786 9406543 9406543 9406543 9406543
3135514 6718959 8062751 8062751 8062751 8062751
1045171 2239653 2687584 2687584 2687584 2687584
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SUPUESTOS UTILIZADOS.

Precio capsulas $/capsula 2000
Kgs.matrerial por capsulas 0.1
Valor materiales capsulas $ 1500
Costo medio de produccion de capsulas 70
Costo de envases Capsulas $ 35
Energia, Electricidad. $ 70
Numero de bovinos totales en las areas (V-VII-X) 746551
Dosis mensual bovinos (capsulas /antiparasitario) 1
Periodo de uso en bovinos aaoootnaow 2
Afio 2010 35
Afo2011 75
Afio 2012 90
Numero de bovinos totales (afio 2010) 26129
Numero de bovinos totales (afio 2011) 55991
Numero de bovinos totales (afio 2012) 67190
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ANOS

87882583

110000000

42221410
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4. Analisis de impacto logrado a la fecha, midiendo y diferenciando al menos los
siguientes aspectos:
4.1. Ventas y/o ingresos anuales ($),

Es un producto que ain no se comercializa.

4.2. Nivel de empleo anual (JH),
El proyecto ha generado un insumo nuevo que adn no ingresa al mercado, por lo

tanto no ha generado nuevos puestos de trabajo.

4.3. Namero de productores o unidades de negocio que pueden haberse replicado, y
generacion de nuevas ventas y/o servicios.

Aun es un producto que no ingresa al mercado nacional

4.4. Nuevos empleos generados por efecto del proyecto,
El proyecto por la naturaleza de investigacion no ha generado nuevos empleos.
4.5. Nuevas capacidades o competencias cientificas, técnicas y profesionales generadas

(nimero de tesistas o residentes, nivel o grado).

-Se realizé una tesis con el Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la
facultad de Quimica y farmacia de la Universidad de Chile, para desarrollar un
método cromatografico de analisis de Azadirachtin en tejido muscular.

- Se validé un método cromatografico de deteccion de residuos Azadirachtin en
tejido muscular.

4.6. Numero de publicaciones cientificas y ranking de la revista (por ejemplo ISI).

No se han realizado publicaciones.

4.7. Namero de patentes generadas.

Aun no se han generado patentes y es una gestion que se iniciara proximamente.
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5. Antecedentes completos y detallados del nimero y tipo de usuarios que solicito, solicita
y solicitara los servicios y/o productos generados.
Las compaiifas que se han interesado en articularse con el proyecto en un escenario
futuro de desarrollo de procesos de escalamiento, usos y comercializacion de esta
tecnologia, son empresas relacionadas con la produccion ganadera en distintos dmbitos
de esta actividad como: Ecofos Limitada, Santa Isabel de Cato S.A., Agricola Catemu
Ltda. La primera de ellas es comercializadoras de minerales e insumos para la
ganaderia y las dos ultimas productoras de animales de carne con relaciones en el
mercado norteamericano e involucradas en desarrollar un proyecto de exportacion de

estas carnes.

6. Resultados e impactos probables al cierre del proyecto.

Como ya se establecioé en la entrega de resultados, se logro desarrollar una tecnologia
que regula la poblacion de la mosca de los cuernos, H. irritans, de acuerdo a los
objetivos planteados inicialmente en la investigacion.

En el presente informe se entrega toda la informacion generada por el proyecto.

7. En la medida que los resultados obtenidos permitan la elaboracion de una ficha
técnica (ejemplo ficha de cultivo o procedimientos, protocolos de laboratorio, etc.),

ésta debe ser adjuntada al informe.

Se entrega el protocolo de las actividades en el punto respectivo.

4. Fichas técnicas y andlisis econdmico del cultivo, rubro, especie animal o tecnologia que
se desarroll6 en el proyecto, junto con un analisis de las perspectivas del rubro después
de finalizado el proyecto. Se deberd incorporar toda la informacion relativa a la

participacion e identificacion del sector productivo.

Se entrega evaluacion econémica en el punto respectivo.
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5. Impactos del proyecto: descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y
estimacion de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que
explican las discrepancias. Algunos indicadores de impacto son mencionados en el

instructivo del informe de avance técnico.

Econémicos

a) El principal impacto es contar con un dispositivo que libera un insecticida botanico
de bajo impacto ambiental en cantidad y calidad adecuadas para actuar sobre un
parasitismo de efectos relevantes sobre ganaderia de carne bovina en Chile. Esto permitira
en lo econdmico, tanto la incorporacion de la produccion de carne bovina de la empresa
que participa en el proyecto, como de otras empresas de la zona, en un mercado de

demanda de productos pecuarios con un bajo nivel de residuos.

b) Reduccion o eliminacion de la aplicacion en producciones futuras de insumos o
insecticidas quimicos de alto efecto sobre el ambiente, al contar con elementos de bajo

impacto ambiental y sin incorporacion de residuos en el animal.

¢) Ampliar las posibilidades para la produccion de carne nacional al colonizar nichos
especificos para este producto, Mercado organico, Mercado de alta exigencia en términos

de Buenas practicas tanto agricolas como pecuarias.
d) Generacion de una unidad de produccién de reguladores biolégicos tanto vegetales
como para la produccion animal, que sea sustentable en el tiempo y que abastezca la

demanda de empresas exportadoras de productos agropecuarios a nivel nacional.

e) Diversificacion de la produccion ganadera bovina con la obtencién de productos

ecologicos.

114



f) Generacion de un insumo que puede ser comercializado en el mercado nacional e

internacional.

6. Problemas enfrentados durante la ejecucion proyecto (legal, técnico, administrativo, de

gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

La dificultad principal que se present6 fue de tipo técnica y estuvo radicada en la
complejidad tanto de formulacion como de evaluacion de los dispositivos de uso

intrarruminal con entrega lenta.

7. Difusién de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en el
marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de difusion
preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades similares

ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.
Se realizé un seminario en el centro de extension de la Universidad Catdlica, para la

entrega de los resultados finales del proyecto, con participacion de académicos, productores

y técnicos.
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8. Conclusiones, desde el punto de vista técnico, economico y de gestion.

1. Se desarrollé un regulador de las poblaciones de H. irritans en base a Azadirachtin
con una eficiencia de hasta un 66.81%. (importante en sistemas organicos que no

tienen otra herramienta de control.)

2. La dosis de mayor eficiencia en el control de H. irritans correspondié a 0.04

mgs/Kg. pv.
3. Se desarrollé una matriz farmacolégica de lenta degradacion a nivel ruminal en
base a gelucire 15%, compritol 35% y hierro 50% con un alto potencial de

aplicacion a otras areas de la produccioén animal.

4. Se desarrollo un sistema de reproduccion de H.irritans que permite la obtencién de

sus diferentes estadios biologicos.

5. Se establecié una metodologia para la deteccion de azadirachtin en Musculo.

6. Se establecié que azadirachtin es un principio activo que no incorpora residuos

detectables a nivel muscular aun en dosis de 0.102mgs/Kg. de peso vivo.
7. El producto desarrollado tiene un alto potencial econémico en el ambito de la

produccion e carnes organicas que se pueden exportar a EEUU y que no pueden

recibir tratamientos quimicos durante el proceso productivo.
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9. Recomendaciones, desde el punto de vista técnico, econémico y de gestion.

Este tipo de insumos junto a otros generados en investigaciones financiadas por la
Fundacion para la innovacién agraria, constituyen una base para el planteamiento de un
proyecto regional con productores de carne bovina orientado al mercado norteamericano de
carnes orgénicas , pudiéndose establecer un prototipo regional en una zona prioritaria, que
constituya un centro validacién del sistema de produccién asi como de capacitacion y
adiestramiento de productores medianos y pequefios, con un sistema de instruccion
progresivo en este tipo de emprendimiento. Esta iniciativa podria involucrar una cadena

regional con produccion, faenamiento y distribucion tanto nacional como de exportacion

10.Otros aspectos de interés

Este proyecto abre una importante linea de generacion de dispositivos o matrices
farmacologicas de uso intrarruminal, de entrega lenta, utilizables en produccion de
rumiantes, aplicables a la administracion de antibidticos, vitaminas, minerales y
controladores biologicos entre otros elementos, con  una gran proyeccion tecnoldgica y

economica.
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11.Anexos, como fue indicado para los informes de avance técnico, pero en este caso la
informacién no corresponde s6lo a la actualizacion sino a la histérica. Como por
ejemplo cambios en el equipo técnico, se debe adjuntar la ficha de todos los
participantes que participaron en alguna de las etapas del proyecto aunque hayan sido

reemplazados.

. ANEXOS - FICHAS CURRICULARES

1. Ficha Representante (s) Legal (es) de Ejecutor (Entidad Responsable)

(Esta ficha debe ser llenada por cada uno de los representantes legales de la Entidad Responsable)

Nombres Patricia

\pellido Paterno Méndez

Apellido Materno Urrutia

RUT Personal

Nombre de la Organizacion o Centro de Educacion y Tecnologia
Institucion donde trabaja

RUT de la Organizacion 71.787.200-2

Fipo de Organizacion Piblica Privada X
Fipo Entidad (C) Corporacion sin fines de lucro
Cargo o actividad que desarrolla Gerente de Administracion

en ¢lla

Direccion (laboral) Nueva Amunategui 1402 Oficina 402
Pais Chile

Region Metropolitana

Ciudad o Comuna Santiago

Fono 6979543

Fax 6979563

Celular 08-2992745

F-mail Admcet @terra.cl

Web www. cet.org

Genero Masculino Femenino |X

Etnia (A)

Fipo (B)
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2. Ficha Representante (s

al (es) Agente (s) Asociado (s

Nombres

Fernando

Apellido Paterno
]

Urrutia

Apellido Materno

Garcia

RUT

Personal

Nombre de la Oreanizacion o
Institucion donde trabaja

Agricola Palomar Ltda.

RUT de la Organizacion

76952570-k

lipo de Organizacion

Piblica

Privada X

XTipo Entidad (C)

Cargo o actividad que desarrolla

en ella

Gerente General

Direccion (laboral)

Fundo huechun camino a catillo parral

Pais

Chile

Region

VII

Ciudad o Comuna

Parral

Fono (laboral)

73-462726

Fax (laboral)

73-462726

Celular

09-3201863

F.-mail

Agricolapalomar@entelchile.net

Web

Género

Masculino | X

Femenino

Ftnia (A)

Fipo (B)
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3. Fichas Coordinadores

Nombres

Coordinador Principal

Andrés

\pellido Paterno

Yurjevic

Apellido Materno

Marshall

RUI

Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Centro de Educacion y Tecnologia

RUT de la Organizacion 71787200-2
Fipo de Organizacion
Puablica Privada X

Cargo o actividad que desarrolla Presidente
en ella
Profesion Ingeniero Comercial
Especialidad Economista PhD.
Direccion (laboral) Amunategui 1405 oficina 402
Pais Chile
Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago centro
Fono 6979543
Fax 6979563
Celular -
E-mail admcet@terra.cl
Web www. cet.org
Genero

Masculino X Femenino

Etnia (A)

| i|)u (B)
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Nombres

Investicador

Ranl Alberto

Apellido Paterno

Venegas

Apellido Materno

Valdebenito

RUT

Prl‘\nil‘.ll

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Centro de Educacién y Tecnologia

RUT de la Organizacion 71787200-2
Tipo de Organizacion
Publica Privada b §

Cargo o actividad que desarrolla Director de investigacién
cn ella
Profesion Medico Veterinario
Especialidad Produccion animal Mg. Dr. ©
Direccion (laboral) Amunategui 1405 oficina 402
Pais Chile
Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago centro
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular 08-2883770
E.-mail rvenegas(@interactiva.cl
Web www. cet.org
G:¢nero

Masculino X Femenino

Etnia (A)

(13)

Iilm
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4. Fichas Equipo Técnico

Profesional 1

Nombres Patricia
\[n‘”idu Paterno Palazuelos
\lll‘l“ll“ Materno Faundez
RUT Personal
Nombre de la Oreanizacion o Centro de Educacion y Tecnologia
Institucion donde trabaja
RUT de la Oreanizacion 71787200-2
Fipo de Organizacion !
Publica Privada X

Cargo o actividad que desarrolla Direccion laboratorio de control Biol6gico
en ella
Profesion Profesora de Biologia y Ciencias naturales
Especialidad Magister en entomologia
Direccion (laboral) Amunategui 1405 oficina 402
Pais Chile
Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago centro
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular 08-2883773
E-mail admcet @terra.cl
Web www. cet.org
Genero

Masculino Femenino X

Etnia (A)

Fipo (B)
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Nombres

I'éenico administrativo

Alejandra

\[)l‘“ilin Paterno

Nova

Apellido Materno

Vasquez

RUT

Personal

Nombre de la Organizacion o
Institucion donde trabaja

Centro De Educacion y Tecnologia

RUT de la Organizacion 71787200-2
Lipo de Organizacion

Publica Privada X
Cargo o actividad que desarrolla Direccion oficina contabilidad
en ella
Profesion Contadora
Especialidad Contabilidad de costos
Direccion (laboral) Amunategui 1405 oficina 402
Pais Chile
Region Metmpohtana
Cindad o Comuna Santiago centro
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular -
E-mail admcet @terra.cl
Web www. cet.org
Genero

Masculino Femenino X

Etnia (A)

(B3)

lipn

123



iacosta
Rectángulo


I'éenico

o R R e Pamelita Beatriz
Apellido Paterno Mufioz
Apellido Materno Mufioz
RUT Personal
Nombre de la Organizacion o Centro de Educacion y Tecnologia
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion 71787200-2
I'ipo de Organizacion
Publica Privada X

Cargo o actividad que desarrolla Asistente laboratorio Control Biolégico
en ella
Profesion Técnico Agricola
Especialidad Agricultura Organica
Direccion (laboral) Amunategui 1405 oficina 402
Pais Chile
Region Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago centro
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular 08-1651173
E-mail admcet @terra.cl
Web WWW. cet.org
Gencero

Masculino Femenino X

Etnia (A)

Fipo (B)
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Personal que trabajo en el proyecto que ya no esta en la Corporacion CET.

Laboratorista
Tipo trabajo que desarrollo
Sonia
Nombres
Apellido Paterno Soto
Apellido Materno Carrizo
RUT Personal
Nombre de la Organizacioén o Centro de Educacién y Tecnologia
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion 71787200-2
Tipo de Organizacion
Publica Privada
Cargo o actividad que Laboratorio
desarrolla en ella
Profesion Técnico Agricola
Especialidad Nutricion Animal
Direccién (laboral) Nueva amunategui 1405 of 402.
Pais Chile
Regién Regién Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular 09-6758400
Email admcet@terra.cl
Web
Género
Masculino Femenino
Etnia (B) Sin Clasificar
Tipo (C) Profesional.
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Auxiliar Laboratorio

Tipo trabajo que desarrollé

Teresita
Nombres
Apellido Paterno Lara
Apellido Materno Cordero
RUT Personal -
Nombre de la Organizacién o Centro de Educacion y Tecnologia
Institucion donde trabaja
RUT de la Organizacion 71787200-2
Tipo de Organizacion

Publica Privada
Cargo o actividad que Auxiliar Laboratorio
desarrolla en ella
Profesion
Especialidad Auxiliar Laboratorio
Direccién (laboral) Mueva Amunategui 1405 of. 402
Pais Chile
Regién Regién Metropolitana
Ciudad o Comuna Santiago
Fono 7455009
Fax 7455009
Celular
Email admcet@terra.cl
Web
Género
Masculino Femenino

Etnia (B) Sin Clasificar
Tipo (C) Profesional.

ANEXOS - FICHAS TECNOLOGICAS
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Resumen.

El crecimiento y descanso saludable del ganado son fundamentales en animales de
produccion, siendo necesaria la administracion de farmacos, en algunos casos, para

evitar la aparicion de plagas de moscas.

Azadiractina ha demostrado ser un quimioterapico eficaz en el control de algunas plagas
de moscas, interrumpiendo el crecimiento de éstas. Es por ello que se estd evaluando la

dosis de Azadiractina que debe ser administrada al ganado para lograrlo.

Al no existir una metodologia analitica que permita la cuantificacion precisa y exacta de

residuos de Azadiractina en misculo de vacuno, se hace necesaria la creacion de ésta.

Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar una metodologia analitica y una de
extraccion que permitiera identificar y cuantificar de manera precisa y exacta los

residuos de Azadiractina en musculo de vacuno.

Se utilizo cromatografia liquida de alta resolucion como método analitico, una de
extraccion liquido — liquido como método de extraccion y se evalud la utilidad de

purificar las muestras con cartuchos de purificacion en fase sélida.

Se desarrollé una metodologia analitica por HPLC utilizando una columna C,g de 250
mm de largo, ACN: H,0 (27.5:72.5) como fase movil, velocidad de flujo de 1 mL/min,
45 °C como temperatura de trabajo y detector UV a 215 nm.

Se determin6é que Azadiractina no puede estar en contacto con tubos de polipropileno
por mucho tiempo pues se adsorbe sobre éste. Las jeringas, puntas de micropipetas,
Swinnex™; filtros separadores de fase y solventes no ceden interferentes a la matriz. Sin
embargo, los sellos de goma de los tubos tapa rosca de vidrio de 50 mL para centrifuga

no pueden estar en contacto con el solvente de extraccion pues contaminan la muestra.

T



La metodologia de purificacién desarrollada se aplica a un homogenizado acuoso de
carne el que es extraido con Diclorometano: Isopropanol con agitacion en Ultraturrax®.
Este extracto es filtrado y redisuelto en MeOH: H,O para inyeccién a HPLC.

Estas metodologias de extraccion y analisis permiten identificar y cuantificar de manera
precisa y exacta Azadiractina tomando como limite inferior de cuantificacion la

inyeccion de 4,5 ng de Azadiractina A extraidos desde la matriz biologica.



Summary.

DEVELOPMENT OF A HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
ANALYTIC METHOD FOR AZADIRACHTIN RESIDUES IN CATTLE MEAT

The aim of this study was the development of an analytic and extraction method for

Azadirachtin from cattle meat.

High performance liquid chromatography was used for developing the analytical
method. Liquid — liquid extraction and solid phase purification was used for the clean-up

of the biological matrix.

HPLC conditions were: C;g 4,5%250 mm column, Acetonitrile: Water (27.5:72.5) as

mobile phase, 1 mL/min as flow rate, 45 °C column temperature and UV detector at 215

nm.

The use of polypropylene tubes must be avoided, since it was demonstrated that
Azadirachtin is adsorbed by this material. Syringes, micropipette tips, Swinnex®, phase
separator filters and solvents did not show interferences with biological matrix. However
rubber seals of glass tubes give a wide range of interferences so it can’t be in contact

with the extraction solvent.

The extraction method was set as follows: from an aqueous homogenized of cattle meat,
the extraction with Dichloromethane: Isopropanol was made by stirring up with
Ultraturrax®, filtered by phase separator and redissolved in MeOH: H,O for injection in
HPLC.

The extraction and analytical method developed in this work allows the quantitation of
Azadirachtin with precision and accuracy, establishing a lower limit of quantification of
4,5 ng of Azadirachtin A, extracted from the biological matrix.

-10 -



Introduccion.

Se sabe que la ausencia de moscas hace mas saludable el crecimiento y descanso del
ganado de consumo. Estos son dos pardmetros de importancia en los animales de
produccién por lo que en ocasiones se hace necesaria la administracién de farmacos al

ganado bovino para estos fines.

Azadiractina ha demostrado ser un agente quimioterapico eficaz en el control de algunas
plagas de moscas como la de los caballos, de los establos, de los cuernos y de la fruta,

por nombrar algunas (Ruiz, 1996).

Este farmaco es eficaz en el control de estas plagas pues interrumpe el ciclo vital de las
moscas en dos puntos: en primer lugar impide el crecimiento de los huevos a larvas y en

segundo lugar impide el paso de larvas a moscas (Miller, 1998).

Azadiractina pertenece a la familia de los triterpenos siendo, mas especificamente, un

tetranortriterpenoide de caracter neutro e insoluble en agua (Miller, 1998).

Se encuentra en hojas, semillas, tallos, raices, tronco y frutos de Azadirachta indica
también conocido como Melia indica, Melia azadirachta, nim, margosa, limba, mimba,
nimba, kohomba, y lila india (Ruiz, 1996).

Azadiractina posee dos estructuras quimicas diferentes, siendo ambas

tetranortriterpenoides, y se denominan Azadiractina “A” y “B” (Fortune bio-tech, 2005).

=11 =



Figura 1. Estructura de Azadiractina (Cambridgesoft, 2002).

En la antigiiedad, los aborigenes de la India trituraban las hojas de nim y las aplicaban

sobre las heridas para eliminar las larvas que habian crecido en éstas (Farries, 2000).

En la actualidad se administra un triturado de semillas en el alimento del ganado bovino
para prevenir el crecimiento de moscas en las heces del ganado, pues es ahi donde las

moscas ponen los huevos (Farries, 2000).

También se ha aplicado el extracto oleoso del nim (aceite de nim) sobre la piel de
ganado ovino como medida precautoria y de control de ataques de moscas a la
produccion (Farries, 2000).

Por disposicion del Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de Chile y de ciertas entidades
internacionales se debe declarar la cantidad de residuos de farmacos contenidos en las
carnes y/o visceras que se importan o exportan al y del pais. Si bien para algunos de los
farmacos administrados a los animales no existen especificaciones de limites maximos,
todos los fiarmacos administrados al ganado deben ser declarados y especificada la
cantidad de éste contenida en el producto a ser exportado o importado.
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Considerando que no existe una metodologia analitica para cuantificar los residuos de
Azadiractina en muasculo de vacuno, que los animales de produccion estin siendo
tratados con este farmaco y que el producto cérneo esta pensado para ser exportado y,
por lo tanto, debe declarar la cantidad de residuos de Azadiractina contenidos, se hace
necesario el desarrollo de una metodologia analitica que permita la extraccion,
identificacion y cuantificacion de los residuos de Azadiractina contenidos en musculo de

vacuno.
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Objetivos.

Objetivos Generales.

e Desarrollar una metodologia analitica via cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para cuantificar Azadiractina (AZD).

e Desarrollar una metodologia de extraccion de Azadiractina desde tejido muscular de

vacuno.

Objetivos Especificos.

e Estudiar los parametros cromatograficos que permiten identificar y separar

Azadiractina “A” y “B” del resto de los componentes de la matriz biologica.

e [Estudiar los pardametros que permiten una extraccion selectiva y cuantitativa de

Azadiractina “A” y “B” desde musculo de vacuno.

0



Materiales y métodos.

Materiales.

e Cromatografo liquido de alta resolucion Merck-Hitachi.
e Acetonitrilo grado HPLC.

e Hexano grado HPLC.

¢ Diclorometano grado HPLC.

e Metanol grado HPLC.

e Cloroformo grado p.a.

e [sopropanol grado p.a.

e Agua bidestilada.

e Homogenizador Ultraturrax®.

e Tubos de vidrio de centrifuga de 50 mL.
e Centrifuga.

e Papel filtro separador de fases.

e Tubos de ensayo de vidrio.

e Pipetas Pasteur.

e Micropipetas.

e Baifio termo regulado.

e Filtros GVWP Millipore®.

e Cartuchos para purificacién en fase s6lida OASIS® HLB® 3 mL.



Métodos.
¢ Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

e Extraccion liquido — liquido. Se ensayaron diferentes solventes para la extraccion

seleccionandose el que presente el mayor porcentaje de recuperacion del analito.

e Purificacion por fase sélida. Se ensayo para reducir la interferencia de la matriz

biolégica en el cromatograma.
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Desarrollo de la metodologia analitica.

Para desarrollar una metodologia analitica que permita identificar y separar Azadiractina
A y B de la matriz biol6gica, carne de vacuno, se tomé como base la metodologia que se

utiliza para el andlisis de Azadiractina como materia prima.

Esta establece los siguientes pardmetros:

Columna: Waters” Spherisorb® ODS2 250 x 4,6 mm.
Fase mévil: Acetonitrilo: Agua (35:65)

Velocidad de flujo: 1,00 mL/min.

Longitud de onda: 215 nm.

Tiempo de retencion: Azadiractina A 12,134 min, Azadiractina B 12,959 min.

Concentracion de solucion estandar: 4 pg/mL

Volumen de inyeccion: 20 pL.

Cuando la solucion estandar se prepara con materia prima de Azadiractina se debe

conocer la pureza de ésta para preparar una solucion que contenga 4 pg/mL.

Al no disponer de Azadiractina estandar, se trabajara con Azadiractina materia prima. La
pureza de esta materia prima es 14,32% de Azadiractina A y 2,73% de Azadiractina B,

es decir 17,05% de Azadiractina segin certificado de analisis.

Al no disponer de una columna Waters® Spho::risorb® 0ODS2 250 x 4,6 mm, se evaluan
algunas de las distintas columnas C,g existentes en el mercado nacional. Se busca
informacion de columnas Merck® LiChrospher®, Merck® LiChrosorb® y Merck®
Superspher®, Agilent® ZORBAX® Eclipse XDB®, Agilent® ZORBAX® Stable Bond®,
Agilent® ZORBAX® SB 300, Fisher Sci. ® Wacosil [1¥, Waters® Novapack®, Waters”
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pBondapack®, Waters® Symmetry 300° y Waters® Symmetry®. Todas estas columnas
corresponden a columnas de fase reversa, Cig y de 250 mm de largo. La comparacion de
estas columnas se realiza en funcién de: didmetro y forma de particula, tamafio de poro,

actividad de silanol, si son columnas EndCapped o no y el costo de la columna.

Se decide trabajar con una columna Waters®™ Symmetry® Ci5 250 x 4,6 mm, diametro de
particula de 5 um, particulas esféricas, poro de 100 A, baja actividad silanol, columna
EndCapped, por costos y ventajas comparativas entre diferentes columnas de distintos

proveedores y del mismo proveedor.

La velocidad de flujo de la fase movil se mantendra en 1,00 mL/min y la longitud de
onda de deteccion se fijard en 215 nm inicialmente. Se trabaj6 a temperatura ambiente

sin estar ésta regulada.
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Estudio de parametros cromatograficos.

Polaridad de la fase movil.

Se evalu6 el efecto de cambios en la polaridad de la fase mévil, variando la proporcion

de acetonitrilo y agua y adicionando metanol.

pH de la fase movil.
La fase moévil constituida por ACN: H,O (33:67) presenta un pH levemente 4cido,

cercano a 6.

Cabe destacar que el rango operativo de pH para la columna Waters® Symmetry” C,ges
entre 2 y 8. Si se trabajase con un pH superior a 8, la vida qtil de la columna se reduciria

considerablemente.

Es por estos motivos que se evaluo la influencia del pH en la separacion de los peaks de
AZDAyBapH3,5y8.

Fuerza ionica.

Se decidio evaluar un Buffer Biftalato de K 0,02M a pH 3 y un Buffer Citrato de Na
0,02M a pH 3.

Temperatura.

Hasta este punto se ha trabajado con el sistema a temperatura ambiente, estando sujetos
a los cambios en la presién del equipo debidos a las variaciones de temperatura de la

fase movil.

Como la temperatura de trabajo puede ser un parametro importante en la separacion de
los peaks de AZD A y B, se ensayaron aumentos en la temperatura del sistema con delta

de 5 °C comenzando en 25 °C y terminando en 45 °C.
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Modificacion de fase movil por posible cambio de detector.

Cabe la posibilidad de que el sistema de deteccion UV no sea suficientemente sensible
y/o especifico para cuantificar residuos en concentraciones muy bajas. Si éste fuera el

caso la solucién podria ser cambiar el sistema de deteccion.

El sistema de deteccion mas factible para esta metodologia seria un detector de masa. El

inconveniente de utilizar este detector es la fase mévil, que no puede contener sales.

Longitud de onda de deteccion.

Cuando se ensayaron las extracciones desde una solucion de materia prima y desde la
matriz biologica se presenté el inconveniente de interferencia en la zona cercana a los

peaks del estandar interno y analito.

Como una forma de disminuir la interferencia en el cromatograma se decidi6 variar la

longitud de onda de deteccion. Se ensay6 a dos longitudes diferentes mas: 230 y 240 nm.
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Desarrollo de la metodologia de extraccion.

Para desarrollar una metodologia de extraccion de AZD desde el tejido muscular de

vacuno, se partié evaluando la viabilidad de una extraccion liquido — liquido.

Se sabe que AZD es una molécula de caracter dcido — base neutro, insoluble en agua y
soluble en cloroformo y metanol. Por experiencia empirica se sabe que es soluble en

ACN, Diclorometano y Hexano.

Esquema de extraccion en solucion stock.

Se propuso un esquema de extraccion desde una solucién hidroalcohélica de AZD que
contenia alrededor de 27 pg/ml de AZD A.

Influencia del pH.

Luego se procedié a evaluar la influencia del pH de la fase acuosa en la extraccion del

analito. Se evalud la extraccion desde una solucion stock a pH 10, 8, 6,4 y 2.

Estimacion del porcentaje de extraccion desde solucion stock.

Se decidié evaluar cuantos procesos de extraccion son necesarios para recuperar el

100% de AZD, o la cantidad mas cercana posible a este valor.

Eleccion de estindar interno.

Una vez que se establecieron las lineas generales del proceso de extraccion se hizo
necesaria la eleccion de un estindar interno para poder minimizar los errores en la

metodologia una vez que se comenzara a trabajar con la matriz biologica.

Para la eleccion de este estandar se deben considerar sus propiedades fisicoquimicas y

evaluar sus propiedades cromatograficas. Las propiedades fisicoquimicas deben ser

it



semejantes a las del analito y sus propiedades cromatograficas deben permitir su

identificacion y cuantificacion sin interferir con los peaks del analito.

Purificacion en fase solida de solucion stock.

Para evaluar los beneficios de la purificacién en fase solida se utilizaron los cartuchos
OASIS® HLB® de la empresa Waters. Se eligieron los cartuchos de 3 mL por su

volumen que permite una manipulacion mas conveniente de las muestras.

Extracciones de carne blanco (matriz).

Se hizo una comparacion entre la dosis administrada de enrofloxacino y las
concentraciones de éste en la carne de un vacuno, para extrapolar los resultados a la
dosis administrada de AZD. El limite inferior de cuantificacion (LIC) de AZD en
materia prima para la metodologia analitica ensayada seria cercano a inyectar 80 pg de
AZD. Suponiendo que éste es el LIC de AZD en carne de vacuno y, extrapolando con
los datos de enrofloxacino, la cantidad de carne necesaria para realizar el analisis de una
muestra seria de 5 g. Es por ello que para los ensayos sucesivos se tomaron 5 g de carne

de vacuno para cada muestra.

Purificacion en fase sélida de carne blanco.
Se ensayo la purificacion en fase s6lida de una muestra extraida de carne blanco bajo el

esquema general de purificacion de muestras que proporciona el fabricante de los

cartuchos.

Extraccion desde la matriz biologica adicionada con solucion stock de AZD y CBZ.

Se evalué la extraccion de AZD y CBZ desde la matriz biologica trabajando con
muestras que representaran el 100% (las que fueron extraidas, evaporadas y al momento
de su redisolucion se adiciono la solucion stock que contiene AZD y CBZ) y muestras a
ser extraidas (que fueron adicionadas con solucion stock antes de la homogenizacién en

Ultraturrax®).
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Variacion de solventes de homogenizacion y extraccion.

Se cambiaron algunos parametros del esquema de extraccién y luego se procedié a

realizar la extraccion desde la matriz biologica.

Baséandose en una metodologia de extraccion de CBZ desde plasma humano, en vez de
utilizar buffer fosfato a pH 6 para homogenizar la muestra se decidié probar con una

solucion saturada de NaH,PO,4 y comparar la eficiencia ante H,O bidestilada.

Ademas se ensayé en paralelo extracciones con DCM: IPOH (95:5), Cloroformo: IPOH

(95:5) pues la literatura describe que AZD es soluble en cloroformo.

Estimacion del porcentaje de extraccion desde la matriz biologica.

Utilizando la informacion adquirida se disefio un nuevo esquema de extraccion para

realizar la estimacion del porcentaje de extraccion.

Las muestras que representaran el 100% fueron extraidas y, antes de su evaporacion se
les adicioné la solucion stock que contiene AZD y CBZ en las concentraciones y

cantidades requeridas.

Las muestras a ser extraidas se les adicioné solucién stock antes de la homogenizacion

en Ultraturrax®.

Selectividad, recuperacion, precision, exactitud y linealidad de la relacion
concentracion respuesta de la metodologia.

Para evaluar estos parametros se ensayaron las siguientes extracciones desde la matriz
biolégica: matriz blanco (carne blanco), muestra zero (carne blanco que fue adicionada
con una soluciéon de estdndar interno antes de ser extraida), muestras al 100% de tres
concentraciones (baja, media y alta) que servirdn para calcular la recuperacién, y

extracciones a seis concentraciones crecientes.
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Para evaluar la selectividad de la técnica se procesaron seis muestras de carne blanco

provenientes de diferentes animales.

Para evaluar la recuperacion se prepararon muestras a las que después de la extraccion se

les agrego solucion stock. Se ensayaron tres concentraciones.

Para evaluar la relacion que existe entre la respuesta del equipo y la concentracion de la
muestra se prepar6 una curva de calibracion con las siguientes concentraciones: 57, 114,
228,457,857 y 1715 pg de AZD A/mL.

Para evaluar la precision y exactitud de la muestra se realizaron duplicados de las

muestras para cada punto de la curva.
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Resultados.

Desarrollo de la metodologia analitica

Al ensayar la metodologia analitica para materia prima, es decir, fase mévil compuesta
por ACN: H,O (35:65), velocidad de flujo 1,00 mL/min y longitud de onda de deteccion
de 215 nm, no hubo una separacion adecuada de los peaks de AZD "A" y "B", los que
salen superpuestos alrededor de los 16 min. Frente a esta dificultad se decide evaluar

como influyen los parametros cromatograficos en la separacion de los peaks.
Estudio de pariametros cromatograficos

Polaridad de la fase movil.

Lo primero que se intenté fue aumentar en un 5% la proporcion de agua, ACN: H,O
(30:70). Como resultado se obtuvo un desplazamiento del peak hacia la derecha, es decir
un aumento en el tiempo de retencion. El nuevo tiempo de retencion es cercano a los 28

minutos. Los peaks de AZD A y B no se separan.

Luego se prob6 con una fase movil constituida por ACN: H;O (37:63). Esto produjo una
disminucion en los tiempos de retenciéon, cercana a los 14 min, y una pequefia
separacion de los peaks de AZD A y B.

Posteriormente se trabajo con una fase movil formada por ACN: H,O (33:67). Los
tiempos de retencion llegaron cerca de los 19 min pero con una separacion incompleta
de los peaks.

En seguida se evalu6 una fase movil constituida por ACN: H,O (40:60). El resultado fue
una disminucion en los tiempos de retencion, cercanos a 11 min, y una separacion

incompleta de los peaks.
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Después se probé una fase movil formada por ACN: H,O (50:50). Nuevamente los

tiempos de retencién bajaron a cerca de 6 min, pero los peaks no se separaron del todo.

Es entonces cuando se decidié evaluar el efecto de un tercer solvente en la fase movil:
metanol. Se ensay6 con una fase constituida por ACN: MeOH: H;0 (30:3:67). El tiempo
de retencion llegd a los 31 min pero no se logr6 separar completamente los peaks de
AZD A y B.

A continuacion se probé una fase mévil formada por ACN: MeOH: H,O (23:10:67). El
resultado fue poco satisfactorio, un tiempo de retencién de 50 min y un solo peak para

ambas Azadiractinas.

Antes de evaluar la influencia del pH en la separacion de los peaks se decidié trabajar
con la fase ACN: H,O (33:67) ya que dio tiempos de retencion aceptables para ensayos

con matrices biologicas.

pH de la fase movil.

Para evaluar la influencia del pH bésico de la fase movil en la separacion de los peaks de
AZD se ajusté a pH 8 con NaOH IN. La separacion de los peaks no presenta un cambio
importante.

Para probar la influencia de un pH 4cido, se ajusté a pH 5 con acido fosforico IN la
mencionada fase. Si bien se logré una mayor separacion de éstos, no llegd a ser

completa.

Luego se procedié a llevar la fase hasta pH 3 con acido fosforico IN. Se logré una

mayor separacion de los peaks sin ser completa.

Siendo a pH 3 cuando se logré una mejor separacion de los peaks, se decidié trabajar a

este pH para evaluar el parametro cromatografico siguiente.
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Fuerza ionica.

La fase movil ensayada estaba compuesta por ACN: Buffer Biftalato de K 0,02M a pH 3
(33:67). Al preparar la fase mévil no se apreciaron incompatibilidades y, para asegurar
la integridad de los pistones, se filtré la fase. Cuando se ambienté el cromatégrafo con
esta fase movil, el equipo no fue capaz de compensar linea base presentando una
absorbancia de 1,700 U.A. Se midi6 la absorbancia a 215 nm de la fase mévil con Buffer
Biftalato de K utilizando como blanco ACN: H,0 (33:67) el equipo entregd una lectura
que vario entre 2,8 y 3,0 U.A.

Como conclusién se determiné que el Buffer Biftalato de K 0,02M a pH 3 no es viable

como constituyente de la fase mévil.

Luego se cambi6 el tamponante y la fase movil quedd constituida por ACN: Buffer
Citrato de Na 0,02M a pH 3 (33:67). Nuevamente no se observaron incompatibilidades
pero para mayor seguridad del equipo y la columna se filtro.

Al trabajar con esta fase mévil no se observd un aumento significativo en la separacion
de los peaks de AZD A y B pero se siguieron evaluando los pardmetros cromatograficos

utilizando esta solucion.

Temperatura.

Cuando se aumentd la temperatura, aumento la separacion de los peaks de AZD A y B,
encontrandose a 45 °C una separacion completa de los peaks permitiendo una

identificacion y cuantificaciéon de ambas Azadiractinas a esta temperatura.

Se decidié trabajar a 45 °C para evaluar los pardmetros restantes.
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Modificacion de la fase moévil por posible cambio de detector.

Pensando en un posible cambio de detector y, como habiendo probado ya la extraccion
desde la matriz bioldgica se ha encontrado interferencia de ésta con los peaks del analito
y del estandar interno, se evalu6 la separacion de los peaks de AZD A y B en una fase
movil compuesta por ACN: H,O (30:70) a 45 °C.

Se utiliz6 esta fase movil pues permitira cambiar de detector sin mayores inconvenientes
y aumenté los tiempos de retencion de CBZ y AZD lo que permiti6 una mejor

separacion de los interferentes propios de la matriz biolégica.

Cuando se ensayo esta fase movil a la temperatura indicada se logré una separacion total

de los peaks de AZD A y B con tiempos de retencion cercanos a 29 min.

Longitud de onda de deteccion.

Los cromatogramas ensayados a 240 nm muestran una reduccién de drea muy grande:
s6lo exhibe un 40% del area a 215 nm.

Los cromatogramas ensayados a 230 nm presentan una reduccién de area menor,
muestran areas de un 70% del area a 215 nm.

Sin embargo, los peaks de interferencia no disminuyen significativamente por lo cual se

decidié mantener la longitud de onda en 215 nm.

Variacion de la fase mévil por presencia de interferentes.

Como los cromatogramas exhibieron peaks de interferencia en la zona cercana al
estandar interno y analitos se decidio modificar la fase mévil para aumentar los tiempos
de retenci6n y distanciar loa analitos de los interferentes. Se varié a una proporcion
ACN: Hy0 (27,5:72,5)
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congaciones cromatrograticas nnales.

Después de haber realizado una evaluacion de los pardmetros cromatograficos. se fijaron

las condiciones analiticas para la metodologia de cuantificacion de Azadiractina:

Columna:

Fase movil:
Velocidad de flujo:
Longitud de onda:

Temperatura:

Waters” Symmetry” Cyg. 250 x 4,6.
Acetonitrilo: H,0 (27,5:72,5)

1,00 mL/min.

215 nm.

S G,
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Desarrollo de la metodologia de extraccion.

Lo primero fue evaluar la eficiencia de los posibles solventes de extraccion desde una
solucion stock de AZD en agua bidestilada. Los solventes evaluados fueron

diclorometano, hexano y cloroformo.

Se prepar6 una solucion stock de AZD en MeOH: H;O (90:10) de tal manera que
contuviera alrededor de 270 pg/ml de AZD A. Esta fue llamada solucién A.

Esquema de extraccion en solucion stock.

Se propuso el siguiente esquema de extraccion.

Figura 2: Esquema de extraccion desde solucion stock.

| 100 ul Solucién Stock Acuosa 270ug AZD/mL) |

+——— 1 mL Agua bidestilada |
| A;il_aciﬂn en vortex por 1 minuto. 1
+— 5mL de DCM / Hexano |
| Agitac?ﬁn en Roto-torque por 15 minutos. |

I

| Centr'rfu_’gacién y rescate de fase organica. |

| Evaporacion y redisolucion. |

Se debe tomar una solucién hidroalcohdlica de AZD pues el analito es insoluble en agua.
Se adicionaron 5 mL de diclorometano, a un grupo, y 5 mL de hexano, a otro. El
extracto seco se redisolvié con 1 mL de MeOH: H,O (90:10), filtré por Swinnex® e

inyecto al cromatografo.
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Si bien se aprecié una mayor recuperacion con diclorometano, el trabajar con hexano
también es factible por lo que se decidi6 evaluar la influencia del pH en la extraccion

con ambos solventes.

Figura 3: Porcentajes de recuperacion con DCM y Hexano.

Solvente % de Extraccidn
DCM 74 0%
Hexano 70 D%

Influencia del pH de la fase acuosa.

La solucion acuosa de AZD presenta pH 6, por lo cual no fue necesario modificarlo
para su evaluacion. Para llevar a pH 8 y 10 se utiliza una soluciéon de NaOH 0,1 N y para

llevar a pH 2 y 4 se utiliza una solucion de HCI 0,1 N.

Una vez ajustado el pH de la solucién acuosa de AZD se procedié a la extraccion con

diclorometano y hexano utilizando en esquema antes mencionado.

Al no haber una diferencia significativa en los porcentajes de extraccion a los diferentes
pH se decidié trabajar a pH 6. Se realizaron ensayos con una solucién buffer fosfato a
pH 6 y finalmente se optd por trabajar solo con H>O bidestilada que, junto con la matriz

biolégica, presenta pH 6.

Estimacion del porcentaje de extraccion desde solucion stock.

Para la evaluacion de este parametro se probd la recuperacion con un ciclo de

extraccion, con dos ciclos y finalmente con tres ciclos.

Figura 4: Tabla de resultados porcentajes de extraccién por niimero de ciclos.

N° de ciclos % de Extraccion
1 74 D%
2 92 5%
3 98 0%
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Cuando se llega a tres ciclos de extraccion se obtuvo un porcentaje de extraccion de
98%.

Eleccion del estandar interno.

Considerando las propiedades fisicoquimicas del analito se pensé en utilizar
Carbamazepina (CBZ) como estéandar interno por ser una molécula de cardcter acido —

base neutro, insoluble en agua y soluble en MeOH.

Figura 5: Cromatograma de una solucion de CBZ 200 pg/mL.

slaaaadag s lossadady
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Para la evaluacion de sus propiedades cromatograficas se prepar6 una solucion que
contenia 30 pg/mL de CBZ. Se tomaron 10 mL de ésta, se adicionaron 10 mL de una
solucién que contenia 280 pg/mL de AZD A y se llevo a un volumen final de 50 mL con
MeOH: H;0 (90:10).

Cuando se realiz6 una cromatografia de la solucion asi preparada, en las condiciones

cromatograficas establecidas para el analisis de AZD, CBZ presenta un peak bien
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definido y en un tiempo de retencién cercano a los 16 minutos, que no interfiere con
AZD.

Figura 6: Cromatograma de una solucion de CBZ 20 pg/mL y AZD MP 200 pg/mL.

Sin embargo, por estar trabajando con AZD MP en vez de estandar de AZD, el
cromatograma exhibi¢ varios peaks de interferencia. Se decidié evaluar si esta

interferencia persistia después del proceso de extraccion.
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Para ello se realizo el siguiente procedimiento:

Figura 7: Esquema de extraccion y filtrado de una solucion stock de CBZ y AZD.

100 uL Solucidn Stock Acuosa

(60 ug CBZ/mL y 570ug AZD/mL)
+———— 1 mL Agua bidestilada_|
v
| Agitacién en vortex por 1 minuto. |

+— 5 mL de DCM

r

| Agitacién en Roto-torque por 15 minutos. |
3x
Y
| Centrifugacidn y rescate de fase organica.
v
| Filtrado por 1PS. |
| Evaporacién y redisolucién. |

El extracto seco fue redisuelto con 1 mL de MeOH: H,0 (90:10), filtrado por Swinnex”

e inyectado al cromatdgrafo.

Como la solucion present6 varios peaks de interferencia se decidié evaluar la viabilidad

de la purificacion en fase solida.

Purificacion en fase sélida de solucion stock.

Para purificar las muestras se tomaron éstas una vez evaporado el extracto orgénico.
Luego fueron redisueltas en 250 pl. de MeOH el que luego es concentrado a una gota.
Después se adicionaron 2 mL de H,O para luego pasar esta solucion por el cartucho de

purificacion.
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La muestra fue tratada seg(in la metodologia general de purificacion de los cartuchos:

Figura 8: Esquema general de purificacion de muestras en cartuchos OASIS®.

Acondicionado.
2 mL de MeOH.

'

Equilibrado.

2 mlL de Agua bidestilada.

Carga de la muestra.
2 mL en solucion acuosa.

l

Lavado de la muestra. 2 mL de

MeOH 5% en Tﬁ bidestilada.

Elucidén de la muestra.
2 mL de MeOH

El eluido fue llevado a sequedad en bafio termorregulado a 40 °C con corriente de
nitrégeno, redisuelto en 1 mL de MeOH: H,O (90:10), filtrado por Swinnex” e
inyectado al cromatografo.

Una vez que se hubo comprobado una recuperacion satisfactoria del analito y estdndar
interno, junto con una remocion de los interferentes de la materia prima, se procedio a

realizar la extraccion desde carne para ver las interferencias de la matriz.
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Extraccion de carne blanco (matriz).

La extraccion desde la matriz blanco se realizé de la siguiente manera:

Figura 9: Esquema de extraccion desde carne 1.

[ 5 g de matriz blanco. J
6 mL Buffer fosfato pH 6.
v
| Homogenizacién a 24000 rpm por 1 minuto. |
4120 mL DCM /1 mL IPOH
L 4
L Agitacién mecénica por 5 minutos |
Ix
v
| Centrifugacion y rescate de fase organica.
-
| Filtrado por 1PS. ]
| Evaporacion y redisolucion. |

Las muestras fueron redisueltas en 500 pL de MeOH: H>O (90:10), filtradas por

Swinnex® e inyectadas al cromatografo.

Purificacion en fase solida de carne blanco.

En paralelo se trabajo la purificacion de la matriz blanco. Se realizé el mismo proceso de
extraccion antes descrito hasta la evaporacion del extracto organico. Luego el extracto
seco se disolvio en 1 mL de MeOH, se concentr6 hasta una gota en bafio termorregulado
a 40 °C con corriente de nitrogeno, se adicionaron 2 mL de H,0O y se purifico la muestra
con el protocolo general de purificacion de los cartuchos OASIS® HLB®. La muestra
purificada se llevé a sequedad en bafio termorregulado a 40 °C con corriente de
nitrogeno y se redisolvio en 500 pL de MeOH: H,0 (90:10), filtré por Swinnex® e

inyecté al cromatégrafo.
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El resultado de la purificacion no fue satisfactorio, la muestra saturé el cartucho a tal

punto que apenas fue posible eluirla.

Estimacion del porcentaje de extraccion desde la matriz biologica.

Para realizar esta evaluacion se utilizé el siguiente protocolo de extraccion:

Figura 10: Esquema de extraccion desde carne 2.

| 5 g de matriz blanco + Soln.Stock I3
<+— 10 mL Buffer fosfato pHE |
v

| Homogenizacién a 24000 rpm por 1 minuto. |
+——{15mL DCM / 1 mL IPOH j&—

A 4
| Agitacién mecénica por 5 minutos |
3x

| Centrifugacidn y rescate de fase organica. -
| Filtrado por 1PS. |
| Evaporacion y redisolucidn. |
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Al trabajar con este esquema se obtuvo una recuperacion nula.

Después de evaluar los posibles factores que llevaron a este mal resultado se identifico
como causa los tubos de polipropileno de 50 mL donde se realizé la extraccion, AZD se
adsorbe sobre las paredes del tubo. Esto nos llevo a la conclusién que la muestra debe
tener el menor contacto posible con material de plastico y que la extraccion debe ser
efectuada en tubos de vidrio de 50 mL, que puedan ser centrifugados para lograr la

separacion de fases.

Figura 11: Cromatografia de solucion stock almacenada en tubos de polipropileno por
24 horas.

Cuando las muestras fueron tratadas con el mismo esquema de extraccion en tubos de
vidrio. tanto las muestras que corresponden al 100% como las muestras extraidas,
presentaron un alto niumero de interferentes en todo el cromatograma, lo que alter6 la

seiial del estandar interno y de los analitos.

-38



Figura 12: Cromatograma comparado de solucion stock (abajo) vs. extraccion matriz

blanco (arriba).
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Es entonces cuando se decidié identificar y, de ser posible, eliminar el o los elemento(s)
que produjeron la contaminacién de las muestras. Se presumi6é que la contaminacion
puedo provenir de: jeringas, puntas de micropipetas, Swinnex“’; filtros 1PS, solventes

(DCM, MeOH) y/o sellos de goma de las tapas de tubos de ensayo.

Figura 13: Cromatograma de 5 mL MeOH: H,O (90:10) evaporado a sequedad y
redisuelto en 200 pL. de MeOH: H>O (90:10).

----------------------------
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Finalmente se determin6 que las jeringas, puntas de micropipetas, Swinnex"; filtros 1PS
y solventes no ceden interferentes en cantidad suficiente para alterar significativamente
el cromatograma. Sin embargo los sellos de goma si ceden contaminantes al ser agitados

con DCM, cloroformo o hexano.

Figura 14: Cromatograma comparado de sellos de goma en contacto con DCM por 12

horas (arriba) vs. solucion stock (abajo).

Es por este motivo que la agitacion no pudo realizarse en forma mecanica ya que era
necesario tapar el tubo y poner en contacto el sello de goma con el solvente de
extraccion. Asi se llegd a la conclusion que la agitacion se debia realizar con el mismo
equipo utilizado para la homogenizacion de la muestra: Ultraturrax”™ a 24000 rpm por un

minuto.
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Variacion de solventes de extraccion y homogenizacion.

Utilizando el equipo Ultraturrax” para realizar la agitacién durante la extraccion, se
evalu6 DCM: IPOH (95:5) versus Cloroformo: IPOH (95:5) como solventes de

extraccion y NaH,POj versus H,O bidestilada como solvente de homogenizacion.

Cuando se compararon las extracciones con cloroformo versus extracciones con DCM,
todas las extracciones refirieron el mismo porcentaje de recuperacion para los analitos.
Sin embargo, las extracciones con DCM presentaron menor cantidad de interferentes

comparada con cloroformo.

Figura 15: Cromatograma comparado de extraccion con cloroformo vs. DCM utilizando
como solvente de homogenizacion NaH,PO,. Solucion stock (abajo), DCM (centro) y

Cloroformo (arriba).
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Figura 16: Cromatograma comparado de extraccion con cloroformo vs. DCM utilizando
como solvente de homogenizacion H,O. Soluciéon stock (abajo), DCM (centro) y

Cloroformo (arriba).
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Cuando se compararon las extracciones realizadas con la solucion saturada de NaH,PO,
versus las extracciones realizadas con H,O bidestilada, la solucion saturada de NaH,PO,

no ofrecié ventajas comparativas en cuanto a la eficiencia de la extraccion.

Figura 17: Cromatograma comparado de extraccion con DCM utilizando como solvente

de homogenizacion H,O (arriba) vs. NaH,POy4 (abajo).
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Figura 18: Cromatograma comparado de extraccion con cloroformo utilizando como

solvente de homogenizacion H,O (arriba) vs. NaH,PO; (abajo).

Intumaily |mv)

Finalmente se evaluaron tres extracciones con 16 mL de DCM versus cuatro

extracciones con 10 mL de DCM, siendo esta Gltima la mas eficiente.

Figura 19: Comparacion de los porcentajes de extraccion de 16 mL x 3 extracciones vs.

10 mL x 4 extracciones.

Extracciones % de Extraccion
16 mL x3 96 D%
10 mL x 4 99 0%

Como ventaja adicional, el realizar la homogenizacion y agitacién con el mismo equipo
permitio disminuir el volumen de agua adicionado a la muestra, siendo suficiente 5 mL
de H,0 bidestilada.
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Esquema final de extraccion desde la matriz biolégica.

A la luz de la informacion adquirida fue necesario modificar el esquema de extraccion

para AZD desde masculo de vacuno. El nuevo esquema de extraccion fue:

Figura 20: Esquema de extraccion de AZD desde musculo de vacuno.

| 5 g de matriz blanco. |
¢ 5 mL agua bidestilada

| Homogenizacién a 24000 rpm por 1 minuto. |
+—{ 10 mL DCM:IPOH 85:5) je—

| Agitacién a 24000 rpm por 1 minuto. 1

4x

h 4
| Centrifugacion y rescate de fase organica. | S

v

| Filtrado por 1PS. |
v

| Evaporacion y redisolucion. |

Las muestras blanco fueron tratadas utilizando el esquema antes presentado. Las
muestras al 100% fueron extraidas y antes de su evaporacion se adicioné 50 pL de
solucion stock. Las muestras extraidas fueron adicionadas con 50 pL de solucion stock

antes de la homogenizacion.

Las muestras asi preparadas fueron utilizadas para construir una curva de calibracion y
evaluar selectividad, recuperacion, precision, exactitud y la relacién concentracion

respuesta de ésta metodologia.
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Selectividad, recuperacién, precision, exactitud y linealidad de la relacion

concentracion respuesta de la metodologia.

Para asegurar la selectividad de la metodologia, basandose en los criterios de la FDA
para validacion de metodologias bioanaliticas, es necesario evaluar si los compuestos
propios de la matriz interfieren con el(los) analito(s) y/o con el estandar interno. Este

ensayo se recomienda hacerlo a lo menos con seis matrices diferentes.

Al evaluar seis matrices distintas, se compré posta rosada de vacuno en seis lugares
diferentes. Se encontré que la matriz posee los siguientes peaks en los tiempos de

retencion de los analitos y estandar interno:

Figura 21: Areas de los peaks enddgenos de la matriz que podrian interferir con la

metodologia, muestra zero y extraccion a la menor concentracion.

BLANCO __Zero CONC. 1
RT Area RT Area RT |Area
20567 53410 20,11 283451 19.98] 219810
20 50] 28623] 2007 251269| 1993| 255193
2057 14741 20,04 278765 19 89| 285288]
20 49] 7862] 1987 281902
'@' 20 44 10522 1983| 267102
38,19 301950‘ 37 88| 243483]
35,08] 56823| 37.75| 248028
3808 11305 37 63| 278115
« 3797 127836 37 45| 322757
g 37 99 71071 37 31 306041
3791 5&&%
4099 8613 40.40] 37106
40 63| 15609 4021] 40286
40 47 13020] 40,09| 58616
@ 40 25| 6172] 39.96 49179
g 40,15| 58!3§I 3976 52221]
: i

Los datos en gris corresponden a los datos de la matriz con que se realizo el resto de los

ensayos.
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Si bien existen peaks de interferencia que podrian alterar los resultados, no existe

interferencia sobre AZD B, la interferencia sobre AZD A no es significativa y la

interferencias sobre CBZ fue restada para el andlisis de los datos pues CBZ posee la

misma concentracion en todas las muestras y se tiene el valor del peak de CBZ solo.

Los resultados para el calculo de la recuperacion son:

Figura 22: Célculo del porcentaje de recuperacion.

CONC. 1 CONC 3 CONC 6
100% [Exiraccion % Recup. 100%|Extraccion | % Recup. 100%|Extraccién % Recup.
cBZ 34210600 261859 00 77%| 312a8333] 31504250 101 %) 3mmm| masspol 106%
AZD A 25256233 279684 S0 111%] 1120238 57| 1254684 00 112%)] 9584700,23|10159819 00) 106%
AZD B 22137 33| ar4s1 50 21a%| 320017 00| 37339600 112%| 3010995 po| 3169158, 50] 105%

Al evaluar la relacion concentracion respuesta se encontraron los siguientes resultados:

Figura 23: Areas curva de calibracion y puntos control.

Conc. 1 |Conc.2 Conc.3  |Conc. 4 Conc.5 _ |Conc. B
cC 217798] 246065 183855 216341 233133 266181
Control 192639] 214533 252300| 252461 161146] 306589]
Control 190321 203368] 222468| 268371 213990] 269007|
Promedio] 20025257] 221322p0] 21954100] 24572433] 20275633] 280592 33|
@ Des. Est.| 1523884 2214331] 3431625] 26661,16] 37285,10] 2255807
CV. 7 51% 1001% 15 53%. 10,85%] 18,39%] 8.04%
CC 1868297] 461329 720489]  1721911] 3443271 6454697
(Control 169913] 397144]  1008313] 2051454] 2110826] 7575484
Control 154375 430353] 001880] 2159630] 2723337 6906272
« |Promedio] 17086157| 42960857] 876894 00| 197766500] 2759144 67| 6979484 33|
a Des. Est. 1698089 3209897| 14552968 22799801| 66694382 563776.79|
C.V. 9 94%] 7 47% 1660%]  1153% 2417% 8,08%|
cC 18979| 104952] 199175 573835]  1157254] 2105980
Control 12863 89760| 329305 681037 698896] 2461488
Control 12662 107445| 243318| 720045] 898134] 2247768|
m |Promedio]  1483457] 10071900] 25726600] 65830567] 918094 67| 227174533
a Des. Est. 350050] 957228] 6617677] 7570916 22983001] 17896276
CV. 24 20%| 950%] 2572% 1150%] _ 25.03% 7.88%

Ademas se decidioé evaluar la estabilidad de las muestras en el AutoSampler. Para ello se

realizo una extraccion de la solucion mas concentrada, se redisolvio en un volumen

mayor y se inyectd un volumen menor, los resultados fueron los siguientes:
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Figura 24: Areas extraccion concentracion 6 diluida.

Conc. 6 Diluida
RT Area
CBZ1 2021 149449
CBZ2 1959 173754
Promedio 1980 16160150)
Des. Est. 044 1718623|
CV. 220% 10 63%|
AZD A 1 3875 4754046|
AZD A 2 36,12 5277449|
Prome dio 37 44| 5015747 50|
Des. Est. 186] 37010181
C.V. 4 97% 7.38%
AZD B 1 4127 1476316
AZD B 2 3855] 1593962
Promedio 3991] 1535139.00]
Des. Est. 192 8318828
C.V. 4 82% 5 42%

Como se puede apreciar, por el largo tiempo que demora una corrida cromatografica, las
muestras tienden a concentrarse. Ademas para evitar problemas de manejo de las
muestras, sobre todo al momento de rescatar la fase organica, se decidio trabajar en

funcién de la relacion de éreas.
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Los resultados fueron:

Figura 25: Relacion de dreas curva calibracion y puntos control.

Conc.1___ |Conc. 2 Conc. 3 Conc_4 Conc.5 Conc. 6
Icc 086] 187 39 7 1477 24
|Control 0 185 400] aﬁg_} 131 2471
|Control 081 2,12 405] 8 127 2558
« |Promedio c_l%l 18 399| a,gél 15|% 2488
@ Des. Est. 00 0,15 007] 0 1 073
CV. 4 33%] 7.53%] 1.70% 1,04%] 8,04%] 2.94%]|
|cc 0,09| 0.43] 1,08] 255| 4 96| 7 91|
Control 0,07 042] 131] 270] 434] 8
Control 0,07 053] 109] 258| 420] 8
m IPmedio 007 04 1,16 2 4 8.1
g Des. Est. 001 0 _035] 0,02 041 0_2%
Ic.v. 16,10% 13.38%]  10.79%] 0,86% 9,08% 2.84%]

Luego la curva de calibracion fue:

Figura 26: Curva de calibracion para AZD Ay B

Relac. Conc.-Rpta. AZD A

a0y 9,00 1.

< 2500 ¢ % :.: 3

20,00 8 s00 £

- [l

15,00 + f-_: ,

10,00 i 3,00 4

e @ 200 4

. [ ™ 1,00 4
“m - I ) ANy °'w - L 3 -

0,00 500,00 100000 150000 200,00 0,00 100,00 200,00 300,00 400,00
Conceti acion fug il ) Concetd acion (ng il
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Para evaluar la precision y exactitud de la metodologia se realizo el andlisis de los

duplicados de cada punto y la concentracion tedrica que posee cada muestra al interpolar

los datos en la ecuacién de la recta que describe la relacion concentracion-respuesta del

equipo.

Figura 27: Evaluacion de resultados, puntos control.

Azadiractina A | Az adiractina B
Concentracion |Relacion de  [Concentracién Concentraciin|Relacion de | Concentracion
el iy ‘Pmﬁin palev. k55 [Area Caldute IProlmdn DS Icv.
572 058 59 123 0,07 22
572 og1 09| 34 |35 |10299% 123 0,07 221 - (00 1-0,35% |
143 185 74 24,5 0,42 135]
143 212 928 35 [132] 158% 245 ] 1BA] 160 |35 [21.73%
287 400 225 49,0 1,31 53,1
287 405 2293 273 28] 13% — 90| 1,08] 437] 484 |67 |13.80%)
457 3 8,13 516,1] 98,0] 2,70| 1153
4573 805 5105 5133 39| 08% 98,0 z,gl 1145] 1149 |05 |040%
857 13.10 866 183 a‘ 34 1685
857 5 1273 Ba0p] 8532 [185] 22% 183.8 120 1822] 1853 |4.4]238%
17151 2471 1683 3675 8.03 355.3'
17151 % 17523] 17181 [484]| 28% 367,5] 8,36| 3679 W06 |103] 286%

Figura 28: Evaluacion del error en la interpolacion de datos en la curva de calibracion.

AZD A
Real DL 1143 228,7 457 3 857 .5 1715,1
Taticon 859 742 2253 5043 8663 16839
0,9 92,8 2293 5105 840,0 17523
Ear -89,64% -35,13% -1,50% 10,27 % 1,02% -1,82%
-98,37% -18,81% 0,27% 11,62% -2,04% 217%

A7D B
[Real 12,3 245 1838 98,0 1838 367 5i
Tediico 2,2 13,5 53.1 1153 188,5 353,3
-2,2 18,4 437 1146 1822 367.9
Emor -117,79% -44 B3% -71,10% 17 62% 2,56% -3,88%
-117 88% -24 80% -76,24% 16,.95% 0.84% 0.10%
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Finalmente los cromatogramas para carne blanco, carne zero, extraccion de
concentracion 57 pg/mL, extracciéon de concentracion 228 pg/mL y extraccion 1715 pg/mL

serian:

Figura 29: Cromatograma carne blanco.
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Figura 30: Cromatograma carne zero.
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Figura 31: Cromatograma extraccion concentracion 1.
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Figura 32: Cromatograma extraccion concentracion 3.
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Figura 33: Cromatograma extraccién concentracion 6.
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Conclusiones.

Metodologia analitica.

Durante este estudio se desarrollé una técnica analitica que permite identificar y

cuantificar Azadiractina en musculo de vacuno de manera precisa y exacta.

Se determiné que existen tres puntos que son criticos para esta metodologia: La
polaridad de la fase mévil, la temperatura de trabajo y la longitud de onda de deteccion,

siendo este Gltimo punto el menos relevante de los tres.

La polaridad de la fase mévil es muy importante en esta metodologia pues el analito es
muy sensible a los cambios de polaridad de ésta. Una pequefia variacion en la
proporcion de ACN en la fase movil genera grandes cambios en los tiempos de retencion
de los analitos (AZD A y B).

Trabajar a una temperatura de 45° C es fundamental para esta técnica pues es a esta
temperatura que se logra una separacion satisfactoria de los peaks de AZD A y B. No
obstante, se debe tener presente que al aumentar la cantidad de AZD inyectada al HPLC,

aumentan las dreas de ambos peaks y, por lo tanto, se disminuye la separacién de éstos.

La longitud de onda también es importante pues al aumentarla, disminuyen las areas de
los peaks de los analitos.

También se establecié que el pH de la fase movil y la fuerza iénica de ésta no son
parametros determinantes para la técnica analitica. Si bien ésto era lo esperable, por las

propiedades fisicoquimicas del los analitos, se debia asegurar que fuera asi.

Este conocimiento permite realizar modificaciones al pH y fuerza iénica de la fase movil

para eliminar peaks de interferencia del cromatograma sin alterar la sefial de los analitos.
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Metodologia de extraccion.

En este estudio se desarrollé una técnica de extraccion que permite recuperar alrededor

de 100% de Azadiractina desde musculo de vacuno.

Cuando se realizaron las pruebas de extraccion sobre la solucién stock, se tenia por
finalidad caracterizar el comportamiento de los analitos frente a diferentes pH y
establecer si los cartuchos OASIS® HLB® prestaban alguna utilidad para purificar la

muestra.

Se estableci6 que variar el pH de la solucion acuosa no presentaba ventajas comparativas
durante el proceso de extraccion. Si bien esto era lo esperado, por la caracteristica
acido — base neutra del analito, debia ser confirmado para una eventual aplicacion

practica tendiente a eliminar interferentes.

La purificacion en fase solida es viable para las extracciones desde una solucion stock
pero no para extracciones desde la matriz bioldogica, pues obstruye los cartuchos

impidiendo la elusion de las muestras.

Al realizar los ensayos con la matriz biol6gica, se encontraron algunos puntos

interesantes:

e La muestra no debe ser trabajada en tubos de polipropileno pues el analito se adsorbe
sobre este material.

e Las jeringas, Swinnex” y puntas de micropipetas no adsorben el analito.

e Al trabajar la muestra en tubos de vidrio se debe agitar la muestra con Ultraturrax™
para realizar la extraccion y asi evitar poner en contacto el solvente de extraccion

con los sellos de las tapas rosca de los tubos, pues contaminan la muestra.

e Las puntas de las micropipetas, jeringas, Swinnex®, filtros 1PS y solventes de

extraccion, homogenizacion y disolucion, no ceden interferentes.
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e Al trabajar con DCM se obtienen cromatogramas con menos interferencias que al

trabajar con cloroformo.

e Utilizar una solucién saturada de NaH,PO4 no presenta ventajas comparativas a

trabajar con agua bidestilada como solvente de homogenizacion.

Al ensayar una curva de calibracion se encontro:

- Las muestras blanco no presentan peaks de gran interferencia en la zona del

estandar interno.

- Algunas muestras blanco presentan peaks de interferencia importante en la zona
de AZD A. Esto podria indicar que el ganado estd siendo suplementado con
AZD.

- Ninguna muestra blanco exhibe peaks en la zona de AZD B.

- Al evaluar la eficiencia del proceso de extraccion, los valores de porcentaje de
extraccion en la concentracion mas baja, son superiores al 100%. Estos
resultados se explican por estar trabajando dentro del limite de deteccion de la
técnica pero bajo el limite de cuantificacion. Cuando se estudian estos resultados
a concentraciones mas altas ( 3 y 6) se observa una recuperacion completa de los

analitos y del estandar interno.

- Las muestras a inyectar, por encontrarse disueltas en MeOH: H,O (90:10),
tienden a concentrarse. Es por esto y por los errores de manipulacion al rescatar
la fase orgénica, que se debe trabajar en funcién de la relacion de areas.

- Area Analito
Area Estandar Interno

- La respuesta del equipo a las concentraciones ensayadas es lineal tanto para AZD
A como para AZD B.

- Se logra trabajar con precision y exactitud a concentraciones superiores a 228

pg/mL de AZD A y 49 pg/mL de AZD B. A esas mismas concentraciones se
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obtiene un bajo error de interpolacién de resultados. Es por ello que este punto

se establece como limite inferior de cuantificacion.

Es importante sefialar que ain no esta clara la dosis de extracto de Azadirachta indica
que se administrara al ganado bovino, la cantidad de AZD que se encontrara en el tejido
muscular de los vacunos ni el limite maximo de residuos que se fijard para este

quimioterapico.

La técnica de extraccion y analitica desarrollada en el transcurso de esta tesis es una
metodologia validable y fue desarrollada pensando en un posible cambio de equipo de

deteccion.

Una vez que se establezca la dosis de extracto a ser administrada, se podra evaluar la
viabilidad de la técnica aqui expuesta para realizar la cuantificacion de AZD A y B en
musculo de vacuno, para realizar los ajustes necesarios y someterla a la validacion

definitiva.
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iv ner

= “Diseflo de un sistema de control de la mosca de los
cuernos (Haematobia irritans (L.)) mediante la
implementacion y evaluacion de la administracion oral
de extracto de Neem, (azadirachtin) para regular las
poblaciones de H. irritans en sistemas de produccion de
carne bovina.”

Objetiv fi

1. Desarrollar mm.mﬁw del diptero hematdfugo
[ Hirritans, que prop gicos del
parisito, para realizar la ¢ de Neem,

2 Evaluar in vitro, el efecto de distintas dosis del extracto de A.
sduwg. ngbmmdol Juveniles de H.irritans, para establecer la
y

on in vitro del

3. Evaluacion in vitro del efecto de los procesos digestivos de
bovinos, sobre el principio activo Azadirachti

. Evlluménmmlh-dcwmmm el efecto de
de sobre H,

irvitans a nivel fecal.

%) Diseflar y evaluar in vitro, mediante el método de Tilley Terry, e
in vivo mediante el método de dlguuballdld in vivo (nylm bu:

el compor de bolos i de baja d i

quwmummuopmrmmhmmwwwpmumo
_activo.en evaluacion___ e

6 Establ invivoel I y la aparicion a nivel fecal

de Azadirachtin lmrpoudu en bolos de uso intrarruminal, a
través del efecto sobre larvas del diptero H.irritans.

7 Establecer a nivel de campo, dosis y frecuencia de aplicacion de
extracto de A. indica, en bolos intrarruminales para obtener
poblaciones de H. irritans en niveles tolerables para los bovinos,

5 Desarrollo de un estudio en el laboratorio de Cinética de la
Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile, que
permita la implementacién de un método para establecer trazas de
Azadirachtin en la carne de los animales tratados.

Introduccién

» Haematobia irritans (Linnaeus 1758), “mosca de los cuernos”
un diptero on nario de Europa Cenﬁil Elts‘c?ibe b
a Estados Unidos
ulmnn. 2001). Algunos aflos mas
ido a gran parte del territorio de Estados
; luego a través de México y Centroamérica llegé
a olombm y Venezuela en 1937, (Rodriguez, 1995).

en Francia en 1830,

Chile, la mosca de los cuernos primera vez en ¢l
1968 en el valle del rio Lluta en la | Re 611 (Anca Lue en

ptiembre de 1993 aparecen focos en la [ ca:én

viembre del mismo afio, se observaron focos en

illeranos de la VII Regmn (Cisternas, 1999). Una vcz en

ile la mosca se difundié rapidamente. En un plazo de pocos

afectd desde la IV Region en el norte hasta la X Region en

sur de Chile (Romano, 1994),

La clasificacion de Haematobia irritans fue descrita por
Linnaeus 1758 y taxonémicamente pertenece a:

= Reino Animal

= Tipo Arthropoda

n Clase Insecta

u Subclase Phtiraptera

= Orden Diptera.

= Suborden Cyclorrhapha

= Familia Muscidae

» Género Haematobia (Sindnimo:
Lyperosia, Siphona)

= Especie Irritans




Dentro de la clasificacién taxonémica de CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Haematobia irritans existen a nivel mundial § ‘

subespecies: » | Longitud: mide entre 4,5y 5,3 mm de largo,
——— cucrpo angosto v de color oscuro

1. Haematobia irritans irritans (Linnaeus, 1758),Europa y Cabeza corta y tan ancha como el torax, con

América ojos grandes, aparato bucal picador, con una

llrppmhnsn.mlswloeﬂ la mitad
- . xlpol grandes que casi alcanzan el
2| ﬁ:;f;:?;abm irritans exigua (De Meijares, 1903) Australia y :xm: oo p,":‘m;;.h oon m
3| Huemambru irritans thirauxi potans o minuta (Bezzi, 1892) L T""“ sin "mh" ‘" '“"W do
| de Africa ua.., alas mwem-. casi blancas
! | (Borcherl, 1964),

& | Haematobia irritans stimulans (Meigen, 1824)Reino Unido

{ Antenas con arista con pelos no ramificados
| v alas con vena anal sobrepasa la mitad
llel margen posierior (Rodriguez, 1994),

5 | Haematobia irritans Titillans (Skidmore, 1985) costas del mar
‘ mediterraneo (Servicio Agricola y Ganadero, 2000)

Ciclo biolégico de H. irritans
Arbol del Neem Azadirachta Indica

®  H.irrilans presenta cuatro estados motamérficos:
huevo, larva, pupa y adulto (Jerome, 1997).

®  Los huovos do 1,5 mm de lmduaolormjlm
castafio v dificilmente dmn.u:hlos enel
excremento (Artigas, 1994

L] Cltln hembra d?:nlu grupos de 10-20 huevos
bml«bmls Ia masa fecal (Mock, 1998).

-‘1224hnduw mer estadio larval, la -
tomperatura mis ""“m-";'mmmuoua- 1
27.33°C(Gm-yﬂlwd, 1994).

u | Periodolerva hasta pupa toma entre 3 8 5 dias. i=
= | La pupa se transforma en adulto entre 6 a 8 dias 5 ol Y
‘(Glﬁu; Hazard, 1994) "W

» | Ciclo de desarrollo, sor muy corto, 10 a 14 — -
dias en condiciones [avorables (Mock, 1998). =
|

» | La longevidad de la hembra varia de 4 a 8 semanas
?uwdudcwhmuﬂm

alcanzando a
‘ huevos (Jerome, 199

| Azadirachta indica I
Premacmmsn TN : Azadirachta indica contiene
PR B limonoides biolégicamente activos
conlasemilla —— —— — - —
PR ecwleshiuss e 1. Azadirachtina
2. Meliantriol
| 3. Salannina
| 4. Nimbina
5. Nimbidina
6. Deacetylazadirachtina
| 7. 3-deactylsalannina
| 8 Salannol




Azadirachtin

" }%’d{fdaé el drbol del Neem, Azadirachia indicaen |

| ®  Su estructura no fue dilucidada hasta 1987

(@ 90% de los efectos en la mayoria de las plagas.

= Causa disrupcién en el crecimiento y reproduccion del
insecto.

s Efecto anti-alimentario

= Bloquea la Sintesis de Ecdisona,

Caracteristicas estructurales
azadirachtin

Regulador origen botdnico

| Azadirachtin

| Hormona insectil o
ecdisona

A1

dirachtin actiia como un “blogueador de la ecdy ", bloquea la prod
y liberacion de esta h impidiendo que los i muden,
interrumpiendo su ciclo de vida.

! Usos de azadirachtin en agricultura

| 1. Regulador de crecimiento,

| 2. Efecto anti-alimentario.

1 3. Disuasivo de la Oviposicion,
| 4. Reductor de Fecundidad.

[ 5. Efecto de Repelencia,

Métodos biolégicos

= Parasitoides:
Microhimenopteros: Muscidifurax.
» Depredadores:

= Competidores por el sustrato;
Scarabaeidae y Aphodiidae.

= Desecadores del sustrato;

Hongos Entomopatégenos.

J = Dispositivos intrar

Métodos quimicos

4 £ T2

= El control quimico se realiza
B At ottt

s Tratamientos de aspersién: Se hacen periddicamente aplicando

suspensiones o emulsiones.
= Tratamientos de derrame dorsal de un insecticida (método pour-
on y método spot on)
‘ s T bolsa

pecia 7 ta'. "l“"? .'oblg(:im;?l.ﬂ: imal
€S| se en un lugar de { 0 05 animales.
| (Anziami ¥ col, 199 "

" A les con i : matriz de un polimero, generalmente
de PVC, a partir del cual un insecticida es liberado |

les de lenta dig




| Desarrollo de una crianza artificial de H.iritans
para la obtencién de todos los estadios del
parasito H.irritans

|
iSIstemn de crianza

Crianza de H. irritans y evaluacion de la emergencia de
adultos desde fecas de animales tratadas.

Jaulas de postura y Alimentacién de Adultos de H.irritans

Bateria alimentacion de H.irritans y obtencién
de huevos

i Establecimiento de la capacidad de Transito del
: principio activo azadirachtin a través del

! aparato digestivo en funcién del efecto sobre

[ H.irritans




Evaluncién del efecto de Azadirachtin sobre la emergencia de Evaluacion de distintas dosis a nivel fecal
adultos de H. irritans en fecas de bovinos tratados
Dasis ppm/Kpy Emergencia de adultos
Emergencin de Adultos de H.irritans en fecas bovinas tratadas con
| Azadirachtin. %
| 0.00 33,165+ 047 a
Iosks ppanv] digr. frcas Emvrgencia adulios DS
0,03 2083+ 15 b - MR L.
ol 1W6TH 133
0.04 12584 035 ¢ 02 1167¢ s
‘ (%] 1228 ¢ o
| 0.05 883 047 ¢
‘ o 1A 698
| P<0.05 s 508 ¢ 148
‘ Dumcan Test
Letras L] et
‘ Efecto de Azadirachtin
| Efecto de Azadirachtin

i
A la derecha Pupas Normales,

A In izquicrda individuos afectados por Azadirachtin, deformados.

Larvas de H.irritans wfectadas por Azadirschtin

Efecto de azadirachtin sobre H.irritans en fecas

de animales tratados

DL50/DL90




DL 50/DL90

Concentracion Limites inferior y superior al 95%
mpx/Kpy fi
Limite inferior | Limite superior
DL 50 0.00632 0.000119 0.01207
DL %0 0.03637 0.02832 0.07469

Evaluacién en novillos de experimentacién,
el efecto de azadirachtin administrado en
céipsulas, sobre H. irritans a nivel fecal.

Niveles de aplicacién de azadirachtin in vivo

Respuesta a la aplicacién de Azadirachtin in
vivo

|
E

del efecta de sobre ln de adultos de H.irritany en
fecms de bovinos tratados, siembra ¢ 100 huevos/l 00 g de fecas

Neanimal | Bponk | P Vivo g """..."'..".'u"" Dins Trat ":':u G
Nl 002 | 4w " 47,06 i 168,24 0.0471
NS oo | 3 &1 941 ‘ 157,68 0,009
N2 003 | ws 103 6088 1 240,53 0.0609
N om | ws 11,28 6,18 i 471 0,0662
N oos | 362 I 106,47 4 42988 0,1063
Ny 008 | a0 16 12 4 647 0,091
N7 00 | 30 0 0,00 4 000 0,0000
N7 o0 [ w8 0 0,00 . 0.00 0,0000

::uu oviLes lmaa me Im Im lmull Lmu
N* adusbios.

o ars 43,00 217 40,17 350 11,50 3288

.02 26,5 13,00 19,17 17,5 17,00 1967 2,00

0,03 7.0 17,50 10,50 250 1367 1283 12,33

085 3,30 11,33 10.30 4.50 517 217 850

Incubacién de fecas 27° C, 60% HR, Fotoperiodo 16:8

Evaluacién de distintos niveles de Azadirachtin

Emergencia de adultos de H, irritans en fecas de animales tratados por via
oral con 3 niveles de neadirachtin ppm/Kpy.

Dasis ppm/Kpy N* adultos

0 (Testigo) 42,678 £1043

0,02 20,700 550

003 1143¢ 43,91

0,08 7,00¢ 3,30

Disminucién de la emergencia de adultos de H.irritans
en fecas bovinas, en funcién del aumento de la
dosis/concentracién de azadirachtin (60 observaciones)

Efecto de la de sobre In de
Individuos adultos de H.iritans en hecas de bovinos ratados
(Sintesis 80 observaciones)
¥ u
"ll
’a
»
ELl
: ]
1%
}..
L
0

$a vimarcs on ey




Cambio de peso en cdpsulas intrarruminales de
\ digestion lenta,
evaluadas en un bovino fistulado.

Diseflar y evaluar in vitr;, mediante el método de Tilley

Terry. ¢ in vivo mediante el método de digutibilldad in | Camblo de pesa en chpsulas intrarruminales de digestion lenin,
| vivo (nylon bags), el comportamiento de bolos b e s ek ity
intrarruminales de baja digestibilidad, que permitan su B L UL B P R 0 e O
use posterior en Ia ent dual del principio activ Cipin Lo L ar Lo [on Lon [on [ on [on on [on
posterior en la entrega gradua principio activo o 1372 | 122,4 | 1076 | 953 [ 830 | 657 | s09 | 386 [ 36,1 | 135
en evaluacion. F19 1303 [ 130,0 | 125 [ 1248 124 [ 1197 ] 1062 | 1042 [ 968 | 913
| F1 1307 | 130 1258 ] 1255] 125 | 1233 | 11wy [nios | w02 | 99

‘ Cambio de peso en cdpsulas intrarruminales de }

w digestion lenta, ' Extraccion de capsulas intrarruminales
evaluadas en un bovino fistulado.

Cambio de p ip de
lenta, eval en un bovino

Puto inicial G les chpsulss

Peso finaf de lax ciprulas.
R
232

s TN e 2




Composicién porcentual de las formulaciones utilizadas
en la estructuracion de los dispositivos intrarruminales

de digestion lenta ( Fase I)
Camponents Formulackin (%)

Fo Fl F1 |F3 |F4 s ¥ n 1]
Gelucire 8002 RAR ) Ma | @ | 7 s s | 348 363 1w
Compritol 588 45 7 s | as 103 103 a8 7 as
Gelucire 6402 69 69 |43 | as T4 9 ] | 62
PEG 4000 22 1.5 2 15 0s 1 1 1 ]
Hicrrs 06 50 0w 0 0 50 50 0

C 1als

1 de Las fi laci utilizadas en Ia

estructuracién de los dispesitivos intrarruminales de digestion lenta
evaluados con ¢l método de “Nylon bags “( Fase IT)

Componente Formulacion (%)

M Filo Fil
Gelucire S0/02 J4H 30 s
Compritol 88 134
Alcohol cetilico 18.2
Alcohol estearilico 182
PEG 6000 18 8 Lo
Hierro 50 50

omposicién porcentual de las formulaciones utilizadas en
Ia estructuracién de los dispositivos intrarruminales de
digestion lenta ( Fase I11) Evaluacién con Neem

_..._....
NI

J Campanentc Formulacién (%)

I m 13 4 18 e 7 Fin

| Gelucire 5002 » » 15 " s

Compritol 888 | 182 " s i ny

PEG 6000 L& 1 1 1 2 L]

|]Ilhm M = 50 s = ™ [T¥]
Rebaiio de trabajo

Establecer in vivo el comportamiento y la aparicién a
nivel fecal de Azadirachtin incorporado en bolos de uso
intrarruminal, a través del efecto sobre larvas del

diptero H.irritans.




Emergencia de adultos de H. irritans a partir de fecas
réctales de animales tratados con azadirachtin en bolos
intrarruminales, Cipsulas mejor evaluadas in vitro,

% du
fecas de animales atados, (100 gre. de fecas, 80 husvos |
afo

Evaluacion de la emergencia de H. irritans desde

“u‘“

Evolucién de la carga de hematéfagos sobre animales
tratados con azadirachtin en bolos intrarruminales de

lenta, 0.03 mgs/kg.pv

digestion
mmmmmusmmw

grupo)

y lestigos sin
capsulas mejor evaluadas. Temporada 2007,

B de H. irritas eatad

Evolucién de la emergencia de adultos de H.irritans
en fecas de campo, de bovinos tratados con
Azadirachtin, incubadas en cimara himeda,
masas fecales de 2.0 kgs.

Teatigon

| 47261043 | 3078489 | 1703260 | m38s02 | 3sset0 | daraera

Tratad:

s | 47221043 | 1090481 | 763426 | 134221 | 1875439 | 1280434 |

Ev&dhd:hm«l-ehdlmhidmuﬂmdell.lrﬂuun

fecas de campo de animal con azadirachtin en bolos
intrarruminales de digestion lenta .
numlﬁ;m

1o et 2 e s Bt |
Inddividuos adullos H.mitana en leas de
ampo. masas fecaies de ga.

e EEERERSEEE

-
-
-
-

Establecer a nivel de campo, dosis y frecuencia de
aplicacion de extracto de A. indica, en bolos
intrarruminales para obtener poblaciones de H. irritans
en niveles tolerables para los bovinos.




Evolucién del peso de bolos intrarruminales de digestién lenta
¥ del contenido de Azadirachtin a nivel ruminal.

paecica peso
chpsuls | Gramos Extracto Mgs. Demands Diarla
Peso Capauias areisle Heam Azagirachtin Micima
o rs rm ] LT ™
LT L ] - .
X0 m ) e )
-ar An o0 - 13
nn [T [ s "
“or 1w an Rl -
£ [ [} [ "
i [ [ an [
- _am [ [ )
wA i L J -
£ [ atr [y u
wrn aa cm an -
X [T [ an u
[ [ [ [ -
ram am 80 A 3
W ae a0 L »
nn A an e -
wn am an M »
W an an "n »
.
Aurarta pramasiva it mga. "

Reduccion del tamafio de los dispositives
intrarruminales

Pérdida de peso de chpsulas intrarruminales de 105,73
grs. con degradacién lenta y 12.3 gramos de extracto de

1 3 L] T 1M 1w oT NN
Tiempo (70 dias, 24821272008 )

- Introduccién de capsulas en animales
‘ fistulados

% de emergencia de M. imritans

% emergencia de Individuos adultos de H. irritans, desde fecas
transrectales de bovinos tratados con bolos Intrarruminales con
0,04 mgs de Azadirachtin/kg de peso vivo y testigos sin

ratamiento. oot
4.00
nw0
0.00
.00
16.00
14.00
12.00
10.00
oo
400
400
100
0.00
1 2 3 4 [ L]
Muesireos
4§ dias batamiento

Introduccién de cipsulas

10



[Emargencia de adultos de H. ivitens a partis de lecas de campo, de

anEmaks iratad lenta con
azaditachlin 0.04 mguKg.pv. y lesligos Ncubadas en chmars himeda.
Manas ecales de 2 kgs. —

ne
-
w B
e b

i

4

H

! - )
e

HE = Testges

l ma [ =

[Ntimero de individuos adultos de H.irritans sobre zona
|dorso escapular en bovinos tratados con Azadirachtin
| 0.04mgs/kg.pv en bolos intrarruminales.

N*de Individuos adultos de H. ritans sobie 10na dorso.

escapular en bovinos tratados con Azadicachlin, 0,04

mgaikg de pesdc vivo, en bolkos ntiarruminales de Wnta
degradacion, durants 58 dias

HiL

MuarT G sdulion Ge M
trita

«KEFER

Cambio de peso en bovinos tratados con azadirachtin
administrado en bolos inraruminales de 130 grs. (
Grupos de 15 vacas adultas)

Peso Inicial Kg | Peso Final Kg | Cambio de peso Kg
Testigos 4954347518 | 482.93468.81 ~12.50
Tratados 602.23444.86 | 617.85:49.72 15.62

Animales tratados con azadirachtin,

Animales sin tratamiento y alta carga
de H.irritans

R

Metodologia para deteccién de Azadirachtin

= Determinacitn de residuos de azadiractina desde miisculo de
VAacuno.

l ® A5 g de misculo de vacuno se le agregan $ ml de agua bidestilada.
Se homogeniza a 24.000 por | minuto, Se agregan 10 ml de una
mezcla de diclo isopropanol 95/5, Se agita a 24,000 rpm

ml minuto. Se centrifuga a 3000 rpm por $ minutos y se separa la
orgnica, la que se recibe en un tubo conico. Se repite la

I extraccion 3 veces bajo las mismas condiciones y se juntan los

extractos orgénicos, se filtran por filtro separador de fases y se
evaporan a sequedad bajo cornente de nitrdgeno a 37 °C.

= Se disuelve el extracto seco con una mezcla de metanol/agua 90/10 y
se inyectan 20 ul al HPLC segin las condiciones siguientes.

11



Metodologia para deteccion de Azadirachtin

-mm ———
Columna: Walers® Symmeiry® Cl8-¢ 250 x 4.6,

®  Fase movil: Acetonitrilo: H20 (17,5.72.5)

a  Velooidad de flujo: 1,00 mL/nsin,

= Longitud de onda: 215 nm.

®  Temperstura; 43 T

=  Limite do deteccion del método: 10 ug/g de came

®  Resultados ob i ﬂimts.tu-pm
tmmhmbmmmhmb controlada de

Neem, con 20,4 mgs. por dia, de Azndimahtin por 14 dins. En tanio que la dosis que
se puede indicar como normal es de 8 mgr/200 kgs.

®  Enninguna de las 2 muestras se detectt alguna seflal cromatogrifica coincidente con
los tiempos Je retencion de Azadimcting A y Azadirscting B

! Conclusiones

&mlﬂ m rﬂmﬂﬂ H. érritans en base o
! oo con una o llﬁmctn mlﬂb (uwl‘:h-lnl-an
qt-

3 La dous de mayor efi el control de H. irriy 0.04
mg'Kg. pv.
Se desarrollo una en base o con un alto polencinl
- dnlplklduumhulllll
1 sistema do de H.irritans que permite la obtencion de
¥ udm_
s & una jpara la d i6n do Musculo.
So establecio que azadirschiin cs o incorpora residuos
E mhh-:i?dm-mm nlotmdnpn\dm

Gracias

T A with ducts and focus on lalty

chemicals and agri-inputs, i
DMCC offers p and 'l to our global

e R L T
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Glosario.

1PS: Filtro tratado con silicona, permite separar la fase organica de la acuosa.
ACN: Acetonitrilo.

AZD: Azadiractina.

CBZ: Carbamazepina.

DCM: Diclorometano.

H,0: Agua.

[POH: Isopropanol.

MeOH: Metanol

Swinnex™: Sistema de sujecion de filtros con tamafio de poro de 0,22 pm.

Ultraturrax™: Sistema de agitacion de alta fuerza de corte.
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