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Resumen

La presente investigacion se plante6 reemplazar el uso de insecticidas
sintéticos, formulando un champu bioinsecticida de aplicacion canina mediante la
accion biocida del aceite esencial de Ambrosia arborescens Mill (Altamisa).

La planta se recolect6 en las laderas del rio Tomebamba, cercanas al Campus
Balzay de la Universidad de Cuenca Parroquia San Joaquin. La recoleccion se
realiz6 durante los meses de Enero a Marzo del 2016. El desarrollo y formulacién
del producto se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad de Cuenca.

La obtencion del aceite esencial de A. arborescens se realizd mediante
hidrodestilaciéon por el método Clevenger, con un rendimiento del 0,14%. La
actividad biocida se establecio en un ensayo “in vitro” ante el nematodo Panagrellus
redivirus, determinandose la dosis letal (DLso) de 250 uL/mL. Debido a la moderada
DLsoy bajo rendimiento, se plante6 como estrategia, determinar el DLso del extracto
organico de A. arborescens, el cual se obtuvo mediante una extraccion con
metanol, consiguiendo un rendimiento del 2 % y DLsode 31,25 uL/mL. De acuerdo
estos resultados se procedié a realizar pruebas en pulgas de perros
(Ctenocephalides canis) con el extracto de A. arborescens, estableciendo una
efectividad del 100 % a la concentracion de 46,875 mg/mL en el periodo de tiempo
mas corto, siendo esta la dosis aplicada para la formulacion del champu. El extracto
metandlico de A. arborescens presentd elevada actividad biocida, comparado con
el aceite esencial. Esta sustancia activa es promisoria en la formulacién de

bioinsecticidas para mascotas.

Palabras Claves: Ambrosia Arborescens, Altamisa, Bioinsecticidas, Insecticidas
Sintéticos, Aceite Esencial, Hidrodestilacion, Extraccion Solvente Volatil,
Formulacién Bioinsecticidad, Metabolitos Secundarios,Champu Canino, Dosis Letal

DL50, Pruebas In vitro, Pruebas In vivo.
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Abstract.

The aim of the present work was to replace the use of synthetic insecticides in the
formulation of a bio-insecticide dog shampoo. For this purpose we studied the
essential oil of Ambrosia arborescens Mill. (Altamisa).

The plant material was collected at the shore of Tomebamba River, in the
surroundings of Balzay Campus, Universidad de Cuenca, San Joaquin Parrish. The
development of the product was performed at the Biotechnology Laboratory of the
Chemical Sciences Faculty, Universidad de Cuenca.

The essential oil was extracted by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus.
The yield obtained was 0.14%. LDso was tested by means of an “in vitro” test against
the nematode Panagrellus redivirus. The essential oil displayed a LDso of 250
uL/mL). Due to the modest results regarding extraction yield and LDso we obtained
an organic extract from aerial parts of A. arborescens. The extraction with methanol
produced significantly better results (yield of 2%, LDso 31,25 uL/mL. Furthermore,
the extract was tested in dog fleas (Ctenocephalides canis). In this test the extract
displayed 100% effectivity at a concentration of 46,875 mg/mL at the shortest action
time. The methanolic extract of A. arborescens displayed the highest biocide
activity, compared with the essential oil. This active substance is promising for

bioinsecticide formulations for pets.

Palabras Claves

Ambrosia Arborescens, Altamisa, Bioinsecticidas, Insecticidas Sintéticos, Aceite
Esencial, Hidrodestilacibn,  Extraccion  Solvente  Volatil, = Formulacion
Bioinsecticidad, Metabolitos Secundarios,Champu Canino, Dosis Letal DL50,

Pruebas In vitro, Pruebas In vivo.

Felipe Sebastidn Mendoza Alvarado
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CAPIiTULO |
1.1 INTRODUCCION

Las pulgas son ectoparasitos, que afectan directa e indirectamente a los
animales y al hombre, siendo el mayor vector de enfermedades en los perros y
transmisores al hombre de enfermedades tales como: peste bubonica (Yersinia
pestis), tifus (Rickettsia thypi), dipilidiosis (Dipylidium caninum), etc. (Andrango &
Morales, 2013). Actualmente se hace uso de varios tipos de insecticidas sintéticos

que controlan y/o eliminan a estos ectoparasitos.

El uso abusivo de los insecticidas sintéticos tales como organofosforados,
carbamatos, traen diversas consecuencias negativas en el medio ambiente,

contaminandolo y afectando directamente al hombre. (Devine, 2008)

Las mascotas y el hombre al estar en contacto prolongadamente con los
insecticidas sintéticos se exponen a adquirir efectos negativos permanentes. La
Organizacion Mundial de la Salud estima que aproximadamente 20 000 personas
mueren anualmente como resultado de la exposicién a insecticidas, sin embargo,
estos compuestos quimicos también protegen la agricultura y la salud publica.

(OMS, 2009)

El impacto negativo causado por el uso abusivo de insecticidas sintéticos obliga
a buscar nuevas alternativas de manejo de insectos plaga. Se considera a las
plantas, una amplia linea de investigacion de nuevos compuestos de accion
bioinsecticida de gran potencial, los cuales tienen menor impacto ambiental (Cortez,

2011).

Los bioinsecticidas son productos de origen natural, que sirven para el control
de insectos, son menos agresivos contra el medio ambiente y no son toxicos para

animales, plantas o ser humano (Devine, 2008).

Felipe Sebastidn Mendoza Alvarado
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Ambrosia arborescens Mill (Altamisa) es una planta autdctona dispersa en
nuestra zona, a la cual se le atribuye propiedades medicinales, antibacterianas e
insecticidas (Vera, 2008). Mediante la aplicacion de la accién bioinsecticida del
aceite esencial de A. arborescens, se pretende eliminar estos ectoparasitos y

sustituir el uso de insecticidas sintéticos, planteando una eficiente alternativa.

1.2 OBJETIVO GENERAL
Formular un champu bioinsecticida a partir del aceite esencial de Ambrosia

Arborescens Mill “Altamisa” de aplicacion canina.
1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Extraer aceite esencial de la planta A. arborescens para el uso en la formulacion
bioinsecticida y determinar su rendimiento.

— Determinar la dosificacion correcta del aceite esencial, la cual tenga una
tolerabilidad local sobre la piel canina.

— Formular una combinacién apropiadas de agentes tensoactivos del champu y
aceite esencial de A. arborescens, con el fin de lograr alta efectividad en la
limpieza y efecto bioinsecticida.

— Determinar efecto residual de la formulacion en los perros.

Felipe Sebastidn Mendoza Alvarado
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CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INSECTICIDAS

Un insecticida es una clase de plaguicida de origen sintético o natural; es un
producto fitosanitario empleado para controlar o eliminar insectos, generalmente
por la inhibicion de enzimas. Esta palabra proviene del latin y significa matar
insectos (Cortez, 2011).

Los insecticidas se utilizan en agricultura, ganaderia, construccion, veterinaria,
medicina, control de plagas o para eliminar todo organismo que afecte
la salud humana y animal (Devine, 2008).

2.1.1 Desarrollo de Insecticidas Sintéticos

Desde épocas tempranas y desarrollo del hombre, se tuvo la necesidad de
combatir las plagas que afectaban sus cultivos y productos. Los primeros
compuestos naturales de accién insecticida fueron sustancias provenientes de
productos naturales tales como los piretroides, rotenoides y nicotinoides (Cortez,
2011).

Al comienzo de la Primera Guerra Mundial (1914), se utilizaban compuestos
arsenicales, aceites de petroleo, nicotina, piretro, rotenona, azufre, gas de cianuro
y criolita como insecticidas (Mondragon, 2002). La Segunda Guerra Mundial (1939)
abri6 la era de los productos quimicos con la introduccion de productos sintéticos
tales como insecticidas organicos. El primero de éstos fue el Dicloro difenil
tricloroetano (DDT), su accion insecticida fue descubierta por el quimico suizo Paul
Muller en 1939. Su comercializacion en los EE.UU. fue autorizada en 1945,
expandiéndose rapidamente al resto del mundo e iniciandose la busqueda de

multiples compuestos analogos. En el afio 1998 la Agencia de Proteccion Ambiental

Felipe Sebastidn Mendoza Alvarado
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de los EE.UU. tenia registrados 20.000 productos comerciales plaguicidas (Ramirez

& Lacasafa, 2011).

Tipos de Insecticidas Ejemplos Afio
Piretrinas Piretrum 1850s
Roteno Derris 1850s
Nicotina Nicotina 1930s
Organoclorados DDT 1943
Ciclodieno Organoclorados Clordano 1945
Organofosforados Malation 1950
Piretroides Alletrin, Cipermetrina 1952
Carbamatos Carbaryl 1956
Especies de bacillus Bacillus thuringiensis 1961
Avermectin Abacmetin 1985
Neonicotinoides Imidacloprid, 1991
Inhibidores del desarrollo Fenoxicard 1993
Fenilpirazoles Fipronil 1993
Indoxacarb Indoxacarb 2000

Tabla N° 1 Ejemplos de Insecticidas, nombre y afio de introduccion.

2.1.2 Clasificacion de Insecticidas Sintéticos

Fuente: (IRAC, 2016)

Los insecticidas de sintesis se clasifican segun varios criterios (Tabla N° 2).

Clasificacion

Tipo

Ejemplos

Organoclorados
Organofosforados
Carbamatos

DDT, aldrin, endosulfan, endrin
Bromophos, diclorvos, malation
Carbaryl, methomyl, propoxur

Principio quimico
activo

Tiocarbamatos

Piretroides

Derivados bipiridilos

Derivados del acido fenoxiacético
Derivados cloronitrofenélicos
Derivados de triazinas
Compuestos organicos del
estafio

Compuestos inorganicos

Compuestos de origen botanico

Felipe Sebastidan Mendoza Alvarado

Ditiocarbamato, mancozeb, maneb
Cypermetrin, fenvalerato, permetrin
Clormequat, diguat, paraquat
Dicloroprop, piclram, silvex

DNOC, dinoterb, dinocap

Atrazine, ametryn, desmetryn,
Cyhexatin, dowco, plictran

Arsénico pentoxido, obpa, fosfito
de magnesio, cloruro de mercurio,
arsenato de plomo Rotenona,
Nicotina, aceite de canola


http://www.toxipedia.org/display/toxipedia/insecticidas
http://parasitipedia.net/index.php?option=com_content&view=article&id=70&Itemid=126
http://parasitipedia.net/index.php?option=com_content&view=article&id=73&Itemid=129
http://parasitipedia.net/index.php?option=com_content&view=article&id=71&Itemid=127
http://parasitipedia.net/index.php?option=com_content&view=article&id=317&Itemid=410

t Universidad de Cuenca 15

Clasificacién Tipo Ejemplos

No persistentes: De dias hasta 12  Malation, diazinén, carbarilo,

semanas diametrin
Persistencia al Moderadamente persistentes: De 1 Paration, lannate
medio ambiente a 18 meses
Persistentes; De varios meses DDT, aldrin, dieldrin
a 20 afios
Permanentes: Indefinidamente Productos hechos a partir de

mercurio, plomo, arsénico

Ingestion: a través de las plantas
gue han incorporado a su sistema
vascular el producto

Contacto: por accion del insecticida
directamente sobre el organismo

» blanco
Modo de accion » »
Ingestion y Contacto: es la accion

sinérgica de los dos anteriores.

Sistémico: Ingresa al organismo
del insecto, actuando de diversas
maneras en alguno de sus
metabolismos

Tabla N° 2 Clasificaciéon de los Insecticidas Sintéticos
Fuentes: (Ramirez & Lacasafia, 2011) (IRAC, 2016).

2.1.3 Caracteristicas Ideales de los Insecticidas

— Gran especificidad: El producto solo ataca a la plaga objeto de eliminacion,
dejando indemnes al resto de seres vivos y al medio ambiente.

— Baja toxicidad en humanos y resto de fauna: Este es un factor
determinante, al ser de baja toxicidad disminuye el impacto al ecosistema.

— Baja dosis letal: El insecticida es efectivo con poca cantidad.

— Bajo coste: El producto tiene que ser de bajo costo.

— De caracteristica latente: El insecticida permanece en el lugar durante un
periodo de tiempo suficiente para interactuar y matar a la poblacion

constituyente de plaga a combatir.

Felipe Sebastidan Mendoza Alvarado
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— No persistente ni acumulable. Debe degradarse sin producir subproductos
toxicos, es decir no ser persistente ni acumularse en los tejidos de los

animales, tras haber actuado (DeCarvalho, 2013).

2.1.4 Impacto del uso de los Insecticidas Sintéticos

Los Insecticidas sintéticos han tenido un papel importante en el incremento de
la produccion agricola en el control de plagas en los animales (Maggi, 2004). Sin
embargo el uso continuo e indiscriminado de estos productos, han causado
enfermedades y muertes por envenenamiento a corto y largo plazo, afectado al
medio ambiente acumulandose por bioconcentracion en los distintos eslabones de
la cadena alimenticia, en el suelo y en el agua (Bourguet, 2000). Son responsables
de la aparicion de poblaciones de insectos cada vez mas resistentes a estos
productos, lo que ocasiona que se requiera mayor cantidad del insecticida para
obtener el efecto deseado (Cortez, 2011), ademas estos los insecticidas sintéticos
al ser poco especificos destruyen los parasitos, predadores naturales y
polinizadores, entre otros tantos integrantes del ecosistema, que han visto alterado

su ciclo de vida a causa de estos productos (Maggi, 2004).

Desde finales del siglo XX hasta la actualidad, debido a los problemas de
toxicidad de los insecticidas sintéticos se investiga y desarrolla productos menos

toxicos y mas especificos, como son los “Bioinsecticidas” (DeCarvalho, 2013).

2.2 Bioinsecticidas

Debido a la necesidad de hallar una nueva alternativa para el control de insectos
plagas y sustituir asi los insecticidas sintéticos aparecen los bioinsecticidas (Maggi,
2004). El término bioinsecticida se utiliza para los productos utilizados en la

eliminaciéon o control de insectos, cuyo origen puede ser microbiano (hongos,
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bacteria, virus) o bioquimico (origen vegetal) (Saenz, 2012). Se diferencian de los
insecticidas sintéticos en su origen natural, son menos agresivos contra el medio
ambiente, no suelen ser toxicos para organismos superiores y plantas (Devine,

2008).

2.2.1 Desarrollo de Bioinsecticidas a partir del metabolismo vegetal

En Europa y en América hay diferentes reportes de plantas de las cuales se
notifica efectos contra ectoparasitos del ganado, perros y gatos. Siendo estos
remedios “tradicionales” o “caseros”, la mayoria de estos no han sido analizados
por métodos cientificos para el desarrollo de plaguicidas, los cuales deben estar

enfocados en la eficacia y seguridad para el humano y animales (Junquera, 2015).

Las caracteristicas bioinsecticidas o antibacterianas se deben a los diferentes
metabolitos producidos por las plantas. A continuacion se citan ejemplos de plantas

con actividad bioinsecticida.

Planta Especie Nombre Comun
Acorus calamus Célamo aromatico
Actaea spicata Cimifuga

Ambrosia arborescens Mill Altamisa, Marco

Amorpha fruticosa Falso indigo del desierto

Citrus maxima Pomelo, Pamplemusa

Juglans nigra Nogal negro

Menta piperita Piperita, monte yuyo, toronjil de menta
Origanum minutiflorum Orégano salvaje

Ricinus communis Ricino

Thymus vulgaris Tomillo

Tabla N° 3 Ejemplos de Plantas con caracteristicas bioinsecticida
Fuente: (Borgaud, 2001).
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2.2.2 Mecanismo de accidon de los Bioinsecticidas

Los mecanismos de accion de los bioinsecticidas son los siguientes:

2.2.2.1 Reguladores de Crecimiento.
Son aquellas sustancias que alteran la funcion de las hormonas que regulan la
metamorfosis dando una como resultado una metamorfosis precoz, produciendo

insectos con malformaciones, estériles o muertos (Silva, 2007).

2.2.2.2 Inhibidores de la Alimentacion
Son aquellas sustancias que luego de una pequefia prueba, el insecto deja de
alimentarse y muere por inanicion. Muchos de las sustancias que muestran esta
actividad pertenecen al grupo de los terpenos, aislados principalmente de plantas

de origen de Africa y la India (Maggi, 2004).

2.2.2.3 Repelentes
Se da en el caso de sustancias que tienen mal olor o efectos irritantes como el
aji (Capsicum annunum), Ajo (Allium sativum), Hinojo (Foniculum vulgare), Ruda

(Ruta graveolens) y Eucalipto (Eucalyptus globulus) (Maggi, 2004).

2.2.2.4 Veneno de contacto
Mata al insecto plaga por accion directa al entrar en contacto con el mismo

(Fernandez, 2009).

2.2.2.5 Confusores.
Producen una sefal inequivoca para el insecto de poder encontrar su fuente de
alimento, de modo que el insecto tiene fuentes de estimulo y no es capaz de

reconocer la planta que nos interesa proteger (Espinoza, 2008).
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2.2.3 Ventajas y desventajas en el uso de Bioinsecticidas

2.2.3.1 Ventajas

Los bioinsecticidas, son seguros y no afectan a personas, animales, plantas

ni insectos benéficos como los polinizadores.

- No generan resistencia. Los insectos dificilmente pueden desarrollar
resistencias, a los bioinsecticidas.

- Son de gran especificidad. Algunos bioinsecticidas son muy especificos, y
solo atacan a una sola especie de insecto.

- Son biodegradables, por lo cual no contaminan el medio ambiente, su

impacto ambiental es muy bajo.

- Actuan sobre el insecto a muy baja concentracion (Fernandez, 2009).

2.2.3.2 Desventajas

Compiten con los insecticidas sintéticos cuyos resultados son mas evidentes

y rapidos, pero los bioinsecticidas colaboran con la sustentabilidad de los

recursos del ecosistema.

- Algunos actuan inhibiendo el desarrollo normal de los insectos, lo que los
hace tener una accion mas lenta.

- Se degradan por los rayos UV por lo que su efecto residual es bajo.

- No hay registros oficiales que regulen su uso (Fernandez, 2009).

2.3 GENERALIDADES SOBRE EL METABOLISMO VEGETAL

Las plantas son seres vivos autétrofos, que biosintetizan una gran cantidad de
sustancias quimicas complejas a partir de otras mas simples o viceversa, se
considera a las plantas como la fuente de compuestos quimicos mas importante

gue existe. Las plantas ademas del metabolismo primario presente en todos los
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seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y

acumular compuestos de naturaleza quimica diversa (Garcia & Perez, 2009).

Los metabolitos secundarios no tienen una funcion aparente en el metabolismo
primario, pero si tienen una implicacion ecoldgica como defensa contra herbivoros,

virus, hongos, bacterias (Borgaud, 2001).

2.3.1 Metabolismo Primario

En el metabolismo primario se sintetizan compuestos esenciales: aminoacidos,
nucleotidos, azucares y lipidos. Los metabolitos primarios son de presencia
universal en todas las especies vegetales, desempefian funciones en procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes y transporte de solutos

(Garcia & Perez, 2009).

2.3.2 Metabolismo Secundario

A diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad significativa
del carbono asimilado y de la energia, a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas las cuales se denominan metabolitos secundarios. (Garcia &
Perez, 2009). No todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los
grupos de plantas. (Silva, 2007), se sintetizan en pequefias cantidades a menudo
su produccidén esté restringida a un género o especie de plantas (Garcia & Perez,

2009). Se agrupan en los siguientes grupos:

2.3.2.1 Terpenoides: Son una amplia y diversa clase de compuestos organicos
derivados del isopreno, hidrocarburo de 5 &tomos de carbono. Mas de 40.000
diferentes terpenoides han sido aislados de plantas (Roberts, 2007). Se usan
comercialmente como aromas, en alimentacion, cosmética, por sus

propiedades anticarcinogénicas y antimicrobianas (Garcia & Perez, 2009).
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Se clasifican segun el numero de unidades de isopreno presentes, segun

Tabla N° 4.
Isopreno (5 C) Nombre Total de Carbonos
2 Monoterpenos 10
3 Sesquiterpenos 15
4 Diterpenos 20
6 Triterpenos 30
8 Tetraterpenos 40
> 20 Politerpenos > 100

Tabla N° 4 Clasificacion de los Terpenos
Fuente: (Roberts, 2007)

2.3.2.2 Compuestos fendlicos (fenilpropanoides) y sus derivados: Las plantas
sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol, denominados compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides (Garcia & Perez, 2009). Cumplen diversas funciones como
defensa de las plantas contra herbivoros, patdgenos o plantas competidoras,
soporte mecanico, atraccion de polinizadores, dispersantes de frutos
(Llerena, 2011). Los fenilpropanoides se clasifican principalmente en
Ligninas, Lignanos, Suberinas, Flavonoides, Coumarinas, Furanocoumarinas

Estilbenos.

2.3.2.3 Compuestos nitrogenados y alcaloides:

- Alcaloide: Los alcaloides son una extensa familia de aproximadamente 15.000
metabolitos secundarios, se sintetizan a partir de aminoécidos, como triptofano,
tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina (Sepulveda, 2004). Tienen en
comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un atomo
de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biolégica. A dosis altas casi

todos los alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto
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valor terapéutico como relajante muscular, tranquilizante, antitusivos o

analgésicos (Garcia & Perez, 2009).

- Glicosidos: Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma
cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo

hidroxilo. Existen tres grupos de glicosidos de particular interés (Llerena, 2011).

- Saponinas: Son estructuras formadas por una parte glusidica y una parte
no glusidica (aglicon) y su nombre se debe a sus propiedades jabonosas

(Martinez, 2003).

- Glicosidos cardiacos: Son semejantes a las saponinas, poseen
propiedades detergentes, pero su estructura contiene una lactona (Garcia &

Perez, 2009).

- Glicosidos cianogénicos: Son compuestos nitrogenados, que no son
toxicos por si mismos pero se degradan cuando la planta es aplastada
liberando sustancias volatiles toxicas como cianuro de hidrégeno (HCN)

(Llerena, 2011).

2.4 AMBROSIA ARBORESCENS MILL

Ambrosia arborescens Mill, perteneciente al género Ambrosia, es conocida en
la Sierra Sur Ecuatoriana como “Altamisa” o “Marco”. Las especies de Ambrosia
pertenecen a la familia de las Asteraceae, son plantas aromaticas, poseen
propiedades medicinales difundidas entre los pobladores de nuestra region (Vera,

2008).
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Grupo botanico: Dicotiledoneae
Familia: Asteraceae

Género: Ambrosia

Especie: Arborescens Mill

Nombre Comun: Altamisa o
Marco

Arbusto verde sufratices o hierbas de 0,5 — 3 metros; toda la planta con glandulas,
aromatica. Muy abundante, a veces considerado como una mala hierba. Se
localiza en terrenos baldios, acequias, zonas de vegetacion tupida y a lo largo de
los caminos de la sierra ecuatoriana.

Poseen hojas alternas, pinnatidisectas, flores masculinas y femeninas en
cabezuelas separadas a menudo en la misma planta.

Cabezuelas masculinas en espigas o racimos terminales; involucro cupuliforme,
bracteas lateralmente connatas; receptaculo con paleas.

Flores masculinas modificadas, céliz o vilano ausente, corola hialina,
campanulada, 5-lobulada; estambres 5 alternado con los I6bulos de la corola;
pistilodio reducido. Cabezuelas femeninas en grupos axilares en las hojas y
sosteniendo los racimos masculinos; bracteas unidas y formando un receptaculo
en forma de vaso; apices de las bracteas espiniscentes, bracteas arregladas en
varias formas o dispersas en el involucro durante la fructificacion; paleas
ausentes; una a pocas flores.

Flores femeninas reducidas, perianto ausente, androceo ausente; ovario maduro
obovado, estilo corto, estigma lobulado, superficies estigmaticas papilosas,
exertas a traves de los apices espinosos del involucro. Aquenios prismaticos, con

pelos uniseriados, formando complejos con el involucro (Vera, 2008).
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2.4.2 Usos Tradicionales de Ambrosia arborescens

Es tradicionalmente aprovechada por sus usos medicinales ante: enfriamientos,
reumatismo, desordenes menstruales, menorrea, migrafia, parasitos, dolor de la
cabeza, Ulceras, fiebre, hemorroides, salpullido y pata tratar cuadros nosolégicos
propios del mundo andino (hechizos, espanto, mal aire) Ademas posee
propiedades antisépticas, antiparasitarias, insecticidas, fungicidas (Navarrete & De

la Torre, 2008).

2.4.3 Composicion Quimica del Aceite esencial y extracto de A.
arborescens

En el afio 2009 se realizé una evaluacion agroindustrial del aceite esencial de

Altamisa en el Centro Experimental CEUNP, de la Universidad Nacional de

Colombia. Para esto se realizé la extraccibn mediante arrastre de vapor y se

determind la composicién quimica del aceite por cromatografia de gases, (tabla N°

5) (Saldarriaga, Sanchez, & Bonilla, 2010).

Compuesto Cantidad relativa %
B-Himachaleno 53,98
trans-p-Guaieno 14,60
y-Bisaboleno 5,22
Fitol 4,28
a-Bisabolol + N.I. 3,34
Crisantenona 2,89
N.I. 2,37
Metil eugenol 1,71
N.I. 1,54
Sesquiterpenoide 1,05
trans-B-Cariofileno 1,04
B-Farneseno 1,03
endo- Borneol 0,85
Elemicina + Germacreno B* 0,82
B-Sesquifelandreno 0,67
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Compuesto Cantidad relativa %
Sesquiterpeno CzoHso* 0,67
a-Farneseno 0,62
Sesquiterpenoide CisH260 061
(Cubenol*) '

Alcanfor 0,57
Pulegona 0,44

N.I. 0,44
Sesquiterpenoide CisH240 0,40
Sesquiterpenoide CisH240 0,33
a-Gurjuneno 0,32
Sesquiterpenoide CisH240 0,23

* |dentificado tentativamente N.I: No identificado

Tabla N°5 Componentes del Aceite esencial de A. arborescens

En la Universidad de las Fuerzas Armadas, Sangolqui (Pichincha - Ecuador), se
realiz6 un estudio quimico y biol6gico en base a cuatro extractos de la planta objeto
del presente estudio, obtenidos con solventes de polaridad creciente: hexano,
cloroformo, cloroformo — metanol y metanol. Este estudio fitoquimico condujo al
aislamiento y completa caracterizacion de 5 sesquiterpeno lactonas y 5 compuestos
fenolicos: bencil B-D-glucopiranosido (CisHisOs), 3',4',5,7-tetrahydroxy-3,6,8-
trimethoxy flavona (CisH16009), limocitrina (C17H140s), &cido salicilico (C7HsO3), p-
hidroxiacetofenona (CsHsO2), entre los cuales dos pertenecen al grupo de los

flavonoides (3',4',5,7-tetrahidroxi-3,6,8-trimetoxi flavona, limocitrina). (Vera, 2008)
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Fig. N° 1 Componentes del Extracto de A. arborescens

2.5 ECTOPARASITOS EN PERROS

2.5.1 Introduccién

Los ectoparasitos son parasitos que se hospedan en la piel de un animal, se

alimentan de descamaciones cutaneas (queratina de la piel) y de su sangre.

Provocan dafos directamente por pérdida de sangre e irritacion cutanea. Los

parasitos externos o ectoparasitos abarcan un amplio abanico de artrépodos

parasitos, que son:
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- Acaros: (garrapatas y acaros)
- Insectos: (pulgas, piojos picadores y chupadores, mosquitos, moscas y

fleb6tomos (ESCCAP, 2010).

2.5.2 Las Pulgas
Las pulgas son vectores de enfermedades sistémicas graves para los animales,
pueden tener un marcado efecto en perros provocando infestaciones continuas,
dermatitis alérgica y parasitosis como la Dipylidiosis. En las personas, las
mordeduras de estos parasitos suele causar reacciones alérgicas a la saliva de la
pulga e irritaciones de la piel (Bayer, 2014).
La infestacién masiva de estos insectos con frecuencia se debe a los siguientes
factores:
— Los recintos provistos de calefaccion y alfombras, proporcionan condiciones
ideales para el desarrollo de las pulgas.
— Presencia de un gran numero de animales domeésticos.
— Falta de medidas de desinfeccion al observar sintomas de infestacion en
animales domeésticos.
— Carencia de medidas de desinfeccion de ambientes asociadas a la
desparasitacion de animales.
Las pulgas viven aproximadamente 50 dias. Ciertos factores pueden aumentar o
reducir su longevidad, como son la temperatura, humedad en el ambiente, el aseo
corporal de las mascotas, uso de collares. Las pulgas adultas no abandonan
voluntariamente a su hospedante, se quedan en él hasta morir, fuera del animal

mueren a los pocos dias (Pinedo, 2012).
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2.5.2.1 Morfologia de las Pulgas

Las pulgas constituyen el ectoparasito mas frecuente del perro. Son insectos
achatados lateralmente, con un tamafio de 3,5 mm como maximo, pueden dar
saltos de hasta 30 cm. de altura, por ello, se traspasan con facilidad de un animal
a otro. Se alimentan de la sangre de los animales sobre los que viven. De las mas
de 2000 especies de pulgas que existen en el mundo, para el perro sélo son
importantes la pulga del gato (Ctenocephalides felis) y la pulga del perro
(Ctenocephalides canis) (Pinedo, 2012).

Las pulgas con su aparato bucal incisivo-chupador, pueden absorber un
volumen de sangre entre 10 y 20 veces superior al volumen de su propio estbmago.
La mayor parte se evacua de inmediato y se encuentra en forma de diminutos
cilindros rojo-parduzcos en la piel y en la cama del perro (ESCCAP, 2010).

La copulacion de las pulgas tiene lugar sobre el animal huésped. Uno o dos
dias después del primer acto de succion, las hembras empiezan a producir huevos
blancos. En condiciones favorables, las hembras pueden poner méas de 100 huevos
diarios (Bayer, 2014).

2.5.2.2 Ciclo de vida de las Pulgas

Fig. N° 2 Ciclo de vida de la Pulga

(ESCCAP, 2010)
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Los huevos de la pulga se depositan al azar en el entorno donde el animal
huésped habite. En funcion de las condiciones ambientales, las larvas blancas,
eclosionan al cabo de 1 a 10 dias, evitan la luz y se arrastran hasta las grietas,
fisuras, textiles y fibras de alfombras, se alimentan de la sangre evacuada por las
pulgas adultas, siendo fundamental esta para su desarrollo. De un periodo entre 5
y 14 dias mudan dos veces, transformandose en crisalidas, que son la tercera larva
de color parduzco y 5 mm de longitud, dentro de un capullo tejido por ellas mismas.

El desarrollo dentro del capullo dura entre 5y 19 dias; periodo en el que la pulga
se encuentra muy bien protegida dentro del capullo. La pulga adulta, totalmente
desarrollada, permanece dentro del capullo y no eclosiona hasta que no recibe un
estimulo exterior como el peso del animal hospedante cuando se acuesta sobre su
cama o cuando una persona pisa una alfombra infestada con estos parasitos. Sin
estos estimulos, la pulga adulta puede resistir hasta 5 meses en el capullo (Bayer,

2014) (ESCCAP, 2010).

2.5.2.3 Diagnostico de la infestacion de pulgas

Una plaga de pulgas en perros no se detecta rapidamente ya que estos insectos
son diminutos y su anatomia les permite moverse con facilidad por la piel de la
mascota, sobre todo si el perro tiene pelaje largo. Las mascotas estan infestadas
de pulgas cuando se rascan repetidamente, muerden, estan inquietos y presentan
alteraciones cutaneas en la insercion de la cola o region abdominal (ESCCAP,
2010). Empleando un peine especial para pulgas se suelen descubrir a menudo las
pulgas o sus excrementos en forma de pequefios grumos pardo-rojizos. Al
depositar los residuos colectados sobre un papel filtro humedecido forma una
mancha pardo-rojiza de hemoglobina alrededor de la particula de excremento

(Pinedo, 2012).
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2.6 CHAMPU CANINO

2.6.1 Etimologia de la palabra Champu

La palabra champu es un anglicismo de la palabra shampoo, que data de
1762, se documenta por primera vez en espafol a principios del siglo XX. La
palabra shampoo procede a su vez del hindi champo, que es un imperativo y

viene a significar ‘masajea, aprieta’.

2.6.2 Componentes del Champu
Las formulaciones de los champus tradicionales se componen de agentes
tensoactivos (limpiadores, espumantes y acondicionadores), asi como espesantes,

suavizantes, conservantes, perfume, aditivos colorantes o agentes medicinales.

2.6.2.1 Tensoactivos

Los tensoactivos son moléculas dotadas de afinidad dual, tanto para el agua
como para el aceite. Se componen de dos partes:

— Hidrofilica "cabeza" , esta molécula se enlaza con el agua

— Lipofilica "cola" envuelve los compuestos oleosos (inclusive los desechos)

Los tensoactivos modifican las propiedades de la superficie de contacto,
disminucién de la tensién en dicha superficie y estabilizacion de la misma. Brindan
diferentes propiedades al champud como: propiedades espumantes,

acondicionantes, estabilidad y tolerabilidad local.

2.6.2.1.1 Tensioactivos Anionicos
Estan cargados negativamente en soluciones acuosas debido a la presencia de
sales de acidos grasos (jabones) y grupos sulfato, sulfonato, carboxilato o fosfato.

Estos compuestos poseen propiedades limpiadoras suaves, espumantes
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favorables y son bien tolerados por la piel. Suelen utilizarse en combinacion con

tensoactivos no i6- nicos y anféteros para mejorar su tolerancia local.

2.6.2.1.2 Tensioactivos Cationicos

Los tensoactivos catidnicos estan cargados positivamente en soluciones
acuosas, entre ellos se encuentran las sales de amonio cuaternario, las sales de
alquilamina, las sales de alquilpiridinio y los aminoxidos.
Sus propiedades limpiadoras y espumantes son débiles, poseen la capacidad de

mejorar su textura y volumen del pelo, son utilizados como acondicionadores.

2.6.2.1.3 Tensioactivos no idnicos

Son tensoactivos suaves, resistentes a las variaciones en el pH y compatibles
con tensoactivos anionicos y cationicos. Destacan los ésteres de glicol, ésteres de
acidos grasos, las alcanolamidas, los derivados polietoxilados. Se utilizan
frecuentemente en combinacion con tensoactivos anidnicos y catidnicos para

mejorar la tolerancia local del champu.

2.6.2.1.4 Tensioactivos Anfoteros
Son moléculas muy especificas que se comportan como tensoactivos aniénicos
0 catio- nicos en funcién del pH de la fase acuosa. Son aniénicos en presencia de

pH> 7 y catiénicos en presencia de pH<7 (Carlottl, 2006).

2.6.2.2 Espesantes
Es muy importante la viscosidad alta, esto para que tenga mayor estabilidad el
producto Manejo. El producto debera tener una viscosidad entre 400 y 4000 m Pas.
Entre los Espesantes mas usados tenemos los derivados de Celulosa (goma

natural).
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2.6.2.3 Suavizantes Humectantes
El excesivo desengrasado que producen se compensa incorporando en la
formulacién sustancias emolientes y humectantes las cuales son estabilizadoras de
la espuma como las amidas grasas como el dietanolamida de acidos grasos de

coco o del acido laurico.

2.6.2.4 Conservadores
- Antioxidantes: Sirven para preservar varios componentes, no deben ser
toxicos, ni tener color, olor, sabor y deben ser neutros. Ej. tocoferoles y

derivados, BHT y BHA.

™~ ™~
OH @) O
OH OH
Fig. N° 3 Estructura de butil hidroxi tolueno y butil hidroxi anisol

(Chavez, 2013)

- Antimicrobianos: Las férmulas cosméticas pueden ser medio de cultivo.
Existen limites de tolerancia en cuanto a concentracion microbiana y se

exige ausencia de patdgenos, como el ésteres del acido p-hidroxibenzéico.

2.6.2.5 Perfume
Enmascara el olor del resto de componentes de la formulacion brindando el suyo
propio. Hay que tener en cuenta que puede afectar el pH, estabilidad del producto

desde el punto de vista fisicoquimico o microbiologico.
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2.6.2.6 Colorantes

Debe estar en armonia con el perfume. Ambos pueden significar el éxito o

fracaso de una formulacion. Es lo primero que percibe el usuario. Se deben emplear

colorantes autorizados para este fin.

2.6.2.7 Agente Medicinales

Es la Sustancia activa que define la actividad para la cual esta formulado el

champd, tales como propiedades insecticidas o antibacterianas.
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Fuente: (QuimiNet, 2013).

Componentes

Caracteristicas

Formula Estructural

Lauril éter sulfato sodico
“Texapon”

Dietanolamida de &cido
graso de coco
“Comperlan”

Acido Citrico

Cocamidopropil Betaina

Bronidox

Es un tensioactivo anionico, brinda la
espumosidad y permite mantener en emulsion
al champu, es de alta compatibilidad con la
piel, capacidad humectante y emulsionante.
De ligero olor y color que permite ser
perfumado y coloreado,

Es un tensioactivo no lonico que se utiliza
como espesante en preparaciones de
tensoactivos, aumentan la viscosidad.

Es un &cido orgénico natural débil. Es un polvo
blanco de propiedades antioxidantes,
conservantes y saborizantes y se utiliza como
amortiguador del pH.

Es un detergente anfotero que ademas de
poseer propiedades espumantes y limpiadoras
es bien tolerado por la piel. Reduce la irritacion
causada por otros componentes de la férmula.
Es compatible con otros tensoactivos.

Es un ligquido casi transparente apto para la
preservacion de preparaciones de
tensoactivos para cosmética que son
posteriormente eliminados en el agua del
aclarado

Ove
Na+ 'O/S\O/<\’O;HA/\A/\/\/

0
HCu éi Lz CHy OH
3 N
tex;], ™ CHy CHs OH

MNMN' O-
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2.6.3 Generalidades del Champu canino

El champu canino limpia el pelaje y la piel de la mascota, elimina el mal olor,
separando el sebo acumulado del pelaje del perro, residuos dejados por la polucién
y particulas de piel muerta, dejando la piel suave y el pelaje flexible, brillante y facil
de manejar. Al no dar una higiene adecuada a los perros se acumulan de suciedad
llegando a causar problemas de salud en las mascotas.

El champu canino presenta propiedades diferentes que el champu para
humanos, ya que la piel canina es mas sensible que la humana, debido a
diferencias anatomicas Yy fisiolégicas entre las que destacan el espesor de estrato
corneo (mas fino) y el pH de la piel. La piel del perro tiene un pH cercano a 7.5
(alcalino), en la piel humana este valor llega a 5.5 (acido). La densidad de los
foliculos pilosos en los perros es mas alta, factor que pueden facilitar la penetracion
cutanea de principios activos.

Debido a las caracteristicas especiales de la piel del perro es necesario un
champu especifico, formulado con combinaciones apropiadas de agentes
tensoactivos, de manera que el producto adopte propiedades limpiadoras

favorables, de tolerabilidad local perfecta sobre la piel canina (Carlottl, 2006)

2.6.4 Mecanismo de Accién del Champu Canino

El pelaje sano tiene una superficie hidrofébica a la que se adhieren los lipidos,
pero que repele el agua. La grasa no es arrastrada por el agua, por lo que no se
puede lavar el pelaje s6lo con agua. Cuando se aplica champu al pelaje humedo,
es absorbido en la superficie entre el pelaje y el sebo. Los tensoactivos reducen la
tension de superficie y favorecen la separacion del sebo del pelaje. La materia
grasa (apolar) se emulsiona con el champu y el agua, y es arrastrada junto con la

suciedad en el aclarado o enjuague. (Lopez, 2012)
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2.6.5 Normativas Vigentes para Champu Canino

El Champu Bioinsecticida Canino se rige a las disposiciones de la Agencia
Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro “AGROCALIDAD” y en
particular a la resolucion 0072 que “Normaliza el control sobre la comercializacién
de los Productos Veterinarios” la misma que se respalda por la Ley de Sanidad
Animal (Constitucién de la Republica) y en concordancia con la decision 483 de la
Comunidad Andina de Naciones “CAN”. De acuerdo a esta legislacion, la
formulacién a investigar, entra en la categoria de productos veterinarios “Champu

medicado”. (AGROCALIDAD, 2016)
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CAPITULO I

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 IDENTIFICACION BOTANICA DE A. ARBORESCENS
La identificacion botanica de la planta en estudio se llevé a cabo en el

Herbario Azuay perteneciente a la Universidad del Azuay.

Para ello se tomé6 un voucher de la planta y fue contrastado por sus claves

botanicas, siendo identificada como Ambrosia arborescens Mill.

Fig. N° 4 Ambrosia arborescens. Hojas y Flores

Fuente: El autor

3.2 RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

A. arborescens se desarrolla en toda época del afio, es una planta la cual no
exige cuidados y es de facil recoleccion. La recoleccion de la planta en estudio se
realizé en los meses de Enero a Marzo de 2016, en la jornada vespertina de 15h00
-16h00, en las laderas del rio Tomebamba, cercanas al Campus Balzay de la

Universidad de Cuenca Parroquia San Joaquin
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En la recoleccidon se deben tomar en cuenta las siguientes consideraciones:

El corte o poda del material vegetal se recomienda realizar cuando la planta

no se encuentre humeda por lluvias.

- Recolectar las partes aéreas de las plantas: hojas, tallos finos y flores.

- No se deben recolectar plantas marchitas o con sintomas visibles de
enfermedad, o contaminadas por polvo o residuos de otras especies.

- El corte o0 poda de la altamisa se debe realizar con cuidado con el fin de no
comprometer el desarrollo de la planta.

- Se debe evitar mantener el material vegetal almacenado por mas de 24

horas, es recomendable extender sobre hojas de papel absorbente para

evitar la contaminacién por hongos o a su vez mantener en refrigeracion

hasta proceder al tratamiento de la planta.

3.2.1 Materiales para la recoleccién

En la recoleccidn se necesité los siguientes materiales.

Tijeras para podar

Bolsas Plasticas

Guantes Anti corte

Etiquetas para identificacion

3.3 TRATAMIENTO PREVIO DEL MATERIAL VEGETAL

3.3.1 Seleccidon del material vegetal
Se deben procurar eliminar las partes vegetales marchitas o con signos visibles
de enfermedad, ya que podrian contaminar el aceite esencial de la planta con

compuestos resultantes del decaimiento o de la defensa quimica de la planta.
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Ademas, se debe aislar y limpiar cualquier material, agente extrafio o residuos de

otras plantas.

Fig. N° 5 Seleccion — A. arborescens

Fuente: El autor

3.3.2 Triturado

Es necesario un proceso de reduccion del tamafio del material vegetal, con el
fin de ampliar la superficie de contacto del material vegetal y de esta manera
maximizar el rendimiento en la obtencion del aceite esencial de la A. Arborescens.

El triturado del material vegetal se realizé en una trituradora marca Holstein de 1400

-1800 rpm.

Fig. N° 6 Triturado — A. arborescens

Fuente: El autor.
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3.4 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE A. arborescens

3.4.1 HIDRODESTILACION METODO CLEVENGER

La hidrodestilacion es un proceso conocido y difundido mundialmente que se
utiliza para obtener el aceite esencial de una planta aromatica. La muestra vegetal
preparada es colocada en balon de destilacion, en el cual el material vegetal entra
en contacto intimo con el agua que al calentarse, mediante manto calefactor,
genera una corriente de vapor saturado y la esencia asi es arrastrada (Gonzales,
2004). Los vapores se conducen por tubos comunicantes de vidrio pasando luego
a un sistema de condensacion, el cual utiliza agua como refrigerante. El vapor se
condensa y el aceite esencial se recolecta en una trampa “Clevenger”, la cual
facilita la separacion de la mezcla de agua y aceite por diferencia de densidad.

(Torres, 2011)

3.4.1.1 Materiales y Equipos
— Probeta de 250 ml.
— Tubos eppendorf
— Baldn de destilacion (capacidad tres litros)
— Hidrodestilador con trampa Clevenger
— Manto calefactor

— Balanza técnica

3.4.1.2 Procedimiento
— EI material vegetal previamente preparado, es cargada en el balon del
hidrodestilador.
— A continuacion se procede a agregar agua destilada hasta que cubra a todo

el material vegetal, por recomendaciones del fabricante, llenar el balon hasta
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la mitad de su capacidad aproximadamente. El llenar completamente el
balén puede producir ebullicion turbulenta, la cual produce proyecciones al
interior del equipo de destilacion por arrastre de vapor.

— Llenar con agua destilada los vasos comunicantes del hidrodestilador, a una
altura igual.

- Empezar el proceso de extraccion del aceite esencial por un periodo de
tiempo controlado.

- Es importante evitar que la fase liquida llegue a ebullicion, ya que éste llega
a los tubos comunicantes, contaminando el agua de extraccion.

- Registrar las siguientes variables: peso del material vegetal, volumen de
agua y tiempo de extraccion, con el fin de determinar en qué condiciones se
da el maximo rendimiento.

- El aceite esencial obtenido se recibe en tubos eppendorf, los cuales son
identificados con la fecha, peso del material vegetal, volumen de agua y

tiempo empleado en la hidrodestilacion.

Fig. N° 7 Hidrodestilador / Cleverger
Fuente: El autor.
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3.5 Accion biocida del Aceite esencial de A. arborescens expresada como
DLso
La dosis letal (DLso) es la cuantificacion del grado de toxicidad de una sustancia,
gue provoca la muerte del 50% de un grupo de animales de prueba. La DLso es una
forma de medir el envenenamiento potencial a corto plazo (toxicidad aguda) de una

sustancia.

La DLso debe ser el resultado de una serie de repeticiones, como minimo tres,
con el fin de evaluar la variabilidad de los resultados y evitar errores sistematicos y

casuales. (Chandler et al., 2011)

3.5.1 Ensayo de actividad Nematicida

La identificacion de sustancias bioactivas inicia por ensayos “in vitro”, en los
cuales el objetivo es evaluar el potencial del material de prueba ante un organismo
modelo. Los ensayos que utilizan organismos modelo como bacterias, hongos
filamentosos, levaduras o nematodos, son rapidos, de facil desarrollo y dan
informacion relevante para establecer una dosis activa para el escalamiento de la
bioactividad en ensayos “in vivo” (Wallace et al., 2011)

Los nematodos del suelo son pequefios invertebrados, considerados uno de los
grupos de animales mas abundantes y diversos en el planeta. Estan presentes en
cualquier lugar donde exista carbono organico. La palabra nematodo deriva del
griego “nema” que significa “forma de un hilo”, ya que poseen un cuerpo alargado
y cilindrico. (Cares, 2015)

En la presente investigacion se desarrollo el ensayo de actividad biocida usando
como organismos modelo nematodos de vida libre, de la especie “Panagrellus
redivirus”, para la determinacion del efecto letal del aceite esencial y extracto

metanolico de de A. arborescens.
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La especie de nematodo “Panagrellus” es facil de cultivar, mantener y no
representa una amenaza para la salud humana por lo que puede ser utilizado en

ensayos “in vitro” en laboratorios de bioseguridad | y Il. (Graf, 2014)

3.5.1.1 Materiales y Equipos

Ejemplares de lombriz Panagrellus redivivus
- Placa de 96 pocillos con fondo en U
- Micropipeta con puntas

- Avena

- Levadura de panaderia

- Espétula pequena

- Solucion de CuSO4 (160 mg/ml)

- Metanol 60 %

- Agua destilada

- Estéreo microscopio

- Camara de flujo laminar

- Probeta de 100 ml

- Aceite esencial de A. arborescens

3.5.1.2 Preparacion de cultivo de Nematodos

- En un recipiente que posea tapa mezclar una taza de agua en ebullicién
(aproximadamente 200 ml) con aproximadamente diez gramos de avena.
Dejar enfriar completamente.

- Afadir al recipiente aproximadamente un gramo de levadura y una cuchara

del cultivo de lombriz, cubrir el recipiente con la tapa e identificar con la fecha.
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Los nematodos pueden vivir y multiplicarse en este medio durante
aproximadamente una a dos semanas. Tras este proceso debe repetirse el
proceso anterior usando avena, levadura fresca y una cucharada del cultivo
anteriormente preparado. Para que la cantidad de lombrices sea suficiente
para el ensayo, se debe permitir que crezcan y se multipliquen durante 7 -10

dias (Graf, 2014)

3.5.1.3 Proceso de ensayo DLso del aceite esencial de A. arborescens

El aceite esencial de A. arborescens no requiere de una preparacion previa
al ensayo DLso.

En la primera fila de placa de pocillos, para control negativo colocar 5 pl de
metanol al 60 % en los primeros seis pocillos y para control positivo 5 pl de
CuSOs4 en los siguientes seis pocillos.

Luego, colocar en las siguientes tres filas 500 ul de agua destilada, en todos
los pocillos.

Realizar el ensayo de DL 50 por triplicado de la siguiente forma:

v' Agregar 500 ul del aceite esencial de A. arborescens en el primer
pocillo de cada fila, homogenizar con el agua anteriormente agregada
con la ayuda de una micropipeta,

v' Realizar una disolucién serial con la micropipeta, tomando una
alicuota de 500 ul y repitiendo el proceso hasta el ultimo pocillo de
cada fila.

Agregar 100 pl de una suspension homogénea de nematodos, en cada

pocillo de la placa. Para esto colocar en la probeta, 20 ml de agua destilada
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y aproximadamente 10 ml de los Nematodos, agitar con una espatula, con
el fin de dispersar las lombrices y formar una suspension homogénea.
- Incubar la placa de pocillos a temperatura ambiente por el periodo de 4
horas.
- Con la ayuda del estéreo microscopio determinar la accion biocida del aceite
esencial de A. arborescens, de la siguiente manera:
v' Control positivo: mortalidad total de nematodos.

v/ Control negativo: mortalidad parcial o nula de nematodos.

Fig. N° 8 Ensayo de actividad Nematicida

Fuente: El autor.

3.6 ESTRATEGIA PARA LA FORMULACION BIOINSECTICIDA CANINA

Dado los resultados de DLsoy rendimiento en la obtencién del aceite esencial
de A. arborescens (ver resultados en el Capitulo IV), se plante6é como estrategia,
determinar el DLso del extracto organico de A. arborescens, para ello se procedi6 a

la obtencién del extracto de A. arborescens.

3.7 OBTENCION DEL EXTRACTO DE A. ARBORESCENS
3.7.1 EXTRACCION CON SOLVENTE VOLATILES
En la extraccibn con solventes volatiles, el material vegetal es triturado y

macerado con solventes volatiles como alcohol o cloroformo, seguido de la
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eliminacion del solvente por destilacion a presion reducida, mediante rotavapor.

(Gonzales, 2004).

La base del funcionamiento del rotavapor es la evaporacion y la condensacion
de los solventes volatiles a presion reducida, esta condicion disminuye el punto
de ebullicion del solvente volatil, el cual se condensa y se recoge en un balon
colector. El extracto obtenido puede ser recuperado y pesado del balén de

destilacién (Leiva, 2015).

3.7.1.1 Materiales y Equipos
- Metanol Grado Analitico
— Balanza técnica
— Rotavapor

- Elenmeyer de 500 ml, Pipeta 250 ml

3.7.1.2 Procedimiento de extraccion metandlica

— Pesar 100 gr del material vegetal previamente tratado.

— Adicionar el solvente metanol absoluto hasta cubrir completamente el material
vegetal, agitar y tapar.

— Dejar reposar por un periodo de 48 horas. Agitar esporadicamente el
contenido. Luego del reposo, filtrar el producto.

— El extracto fue separado del solvente mediante destilacion a presion reducida
con la ayuda del rotavapor, a una temperatura de 40 ° C, con el fin de no causar
degradacion térmica de los componentes del extracto.

— Pesar, envasar y almacenar el extracto obtenido.
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Fig. N° 9 Obtencion de Extracto de A. arborescens

Fuente: El autor.

3.8 Ensayos cromatograficos en el extracto metanélico de A. arborescens.

La cromatografia en capa fina (CCF) es un tipo de cromatografia liquida en la
cual la fase estacionaria esta en forma de una capa fina o superficie plana. El
experimento basico consiste en impregnar la mezcla a analizar como una mancha
o banda en el extremo de la capa. La separacion se lleva a cabo en una camara
cerrada, colocando el extremo impregnado en contacto con la fase movil, la cual
avanza a través de la capa por fuerzas capilares. La separacion de la mezcla resulta
por las diferentes tasas de migracion de los componentes de la mezcla en la
direccién de la fase movil. Después del desarrollo y evaporacion de la fase movil,
los componentes pueden ser visualizados y revelados por reacciones quimicas

sencillas (Poole, 2003).

Para identificar presencia de terpenos en el extracto metandlico de Ambrosia
arborescens, se desarrollaron placas de Silica Gel 60 F254 (Merck). Se impregné
una gota del extracto resuspendido en metanol. La fase movil fue una mezcla de

éter de petroleo: acetato de etilo 7:3, de polaridad media, que permite una buena
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separacion de extractos. Posteriormente se realiz6é un revelado en camara de iodo,

donde los terpenos reaccionan generando manchas parduzcas (Cazes, 2004).

3.9 Accion biocida del extracto de A. arborescens expresada como DLso

3.9.1 Preparacion previa al ensayo DL so del extracto de A. arborescens.
El extracto al ser de consistencia viscosa requiere de una preparacion previa

al ensayo DLso, para ello se procedio a formar una solucion del extracto de

altamisa de la siguiente manera:

- Pesar 500 mg del extracto y colocar en un tubo eppendorf con la ayuda de
una espatula pequena.

- Agregar 1 mL de metanol

- Homogenizar la mezcla.

Se obtiene una solucién de extracto de “Altamisa” de 500 mg / mL

3.9.2 Proceso de ensayo DL50 del extracto de A. arborescens
- Para los controles positivos y negativos proceder igual al proceso de DLso
para el aceite esencial de A. arborescens.
- Luego, colocar en las siguientes tres filas 500 yL de agua destilada, en todos
los pocillos.
- Se realiz6 el ensayo de DL 50 por triplicado de la siguiente forma:
v' Agregar 500 pL de la solucién previamente preparada del extracto
metanolico de A. arborescens.
v' Realizar una disolucién seriada con la micropipeta, tomando una
alicuota de 500 pL, repitiendo hasta el ultimo pocillo de cada fila.
- Agregar 100 pL de una suspension homogénea de nematodos, en cada
pocillo de la placa, de la misma forma que se realiz6 en ensayo DLso para el

aceite esencial de A. arborescens.
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- Incubar la placa de pocillos a temperatura ambiente por el periodo de 4
horas.

- Con la ayuda del estéreo microscopio determinar la accion biocida del
extracto de A. arborescens, de la misma forma que se procedié con el aceite

esencial de A. arborescens.

3.10 Accion biocida del extracto de A. arborescens ante ctenocephalides canis

De acuerdo a los datos favorables de accion biocida y rendimiento del extracto
de A. arborescens, se realizaron pruebas con el parasito objetivo. Estas se realizan
fuera del organismo vivo (perro) y directamente sobre el parasito objetivo (pulga de

perro Ctenocephalides canis), en un ambiente controlado (recipiente cerrado).

El objetivo de esta prueba fue confrontar la efectividad observada en un
organismo de prueba con los parasitos en los cuales se desea probar la efectividad
biocida. Considerando que la pulga es un organismo mas complejo y resistente que
el nematodo P. millaceum, se probd la dosis letal 50, y dos concentraciones
adicionales, considerando que en las nuevas condiciones del ensayo se enfrenta a
un pardsito mas resistente. Esta estrategia se sigue en ensayos similares
orientados al desarrollo de productos agricolas, donde las condiciones ambientales
disminuyen la actividad observada en pruebas de laboratorio (Chandler et al.,
2011). Para el limite superior se incrementd en un 50% de la DLso y para el limite

inferior se disminuyd la dosis en en mismo porcentaje.

3.10.1 Materiales y Equipos
- Recipientes estériles con tapa
- Papelfiltro

- Extracto de A. arborescens
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- Micropipeta con puntas, Eppendorf
- Pulgas de perros (Ctenocephalides canis)

- Balanza analitica

3.10.2 Concentraciones del extracto de A. arborescens

De acuerdo al valor de DLso determinados para el extracto de A. arborescens,
se establecid las concentraciones a las cuales se realizaron los ensayos in vitro,
segun lo descrito en 3.10. Las concentraciones del ensayo se describen a

continuacion:

Concentraciones (mg/mL) Cantidades (gr)

A 31,25 0,03125
B 46,875 0,046875
C 15,625 0,015625

Tabla N° 7 Concentraciones del extracto de A. arborescens utilizadas in prueba in vitro
Fuente: El autor.

- Pesar en balanza analitica las cantidades de extracto, segun la tabla N° 7
para preparar las concentraciones A B C del extracto de la Altamisa y
colocar en tubos eppendorfs

- Agregar 1 mL metanol en cada tubo eppendorf

- Homogenizar la disolucion antes del ensayo.

3.10.3 Proceso pruebain Vitro del extracto de A. Arborescens

Colocar un papel filtro impregnado con 500 puL de cada concentracion del
extracto de A. arborescens en la base de cada recipiente.

- Colocar 10 pulgas de perro (Ctenocephalides canis) en cada recipiente.

- Observar la accion bioinsecticida del extracto A. arborescens.

- Determinar que concentracion de extracto A. arborescens fue la mas efectiva

en un periodo de tiempo.
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Thiervet

Fig. N° 10 Prueba in vitro de extracto del A. arborescens

Fuente: El autor.

3.11 Formulacion del Champu Bioinsecticida Canino de A. Arborescens

La actividad biolégica de los insecticidas botanicos se puede mejorar si se le
adiciona adherentes o tensoactivos, estos evitan que las soluciones insecticidas se
escurran de los animales o plantas aplicadas y favorecen la penetracion de los

principios activos (Carlottl, 2006).

Al desarrollar la formulacion del Champu canino de accién Bioinsecticida a partir
del extracto de A. arborescens se tomaron en cuenta las siguientes

consideraciones:

Analizar la informacion completa sobre los componentes del Champu y
caracteristicas de la alteracion cutanea.

— Seleccionar los componentes y determinar sus proporciones.

— Establecer el tiempo de contacto requerido.

— Ajustar el pH de acuerdo a la formulacién.

— Verificar las cualidades estéticas de uso.

Felipe Sebastian Mendoza Alvarado



Esor

} Universidad de Cuenca 52

3.11.1 Formulacion del Champu Canino Bioinsecticida
Se determind una apropiada combinacién de los componentes del Champu y

extracto de A. arborescens, obteniendo la siguiente formula:

Componente % Unidad / Criterio
A Texapon 28% gr
B Cocamidopropilbetaina 6% gr
C Comperlan 2% gr
D Conservante 1% gr
E Acido Citrico Hasta pH 6,5 - 7
F Agua destilada cps
G Aromay color cps
H Extracto de A. arborescens 4,69 % gr

Tabla N° 8 Formula del Champt canino Bioinsecticida a partir del extracto de A. arborescens
Fuente: El autor.

3.11.2 Materiales y Equipos

- Probetas de 25, 50 y 100 ml

- Vasos de precipitacion 100, 250, 500 y 1000 ml
- Erlenmeyer 500 y 1000 ml

- Envase para champu

- Balanza Analitica

- pH metro

3.11.3 Proceso de Elaboracion de Champu canino

- Pesar los componentes de acuerdo al volumen a producir.

- Mezclar los agentes tensoactivos con agitacion continua y moderada

- Agregar el conservante, aroma y agitar hasta lograr una emulsion
homogénea.

- Medir el pH del champu, para esto diluir el champu en una proporcion de 1:5,
el pH debe llegar aproximadamente a 7, en caso contrario neutralizar la

alcalinidad con acido citrico hasta pH requerido.
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Fig. N° 11 Elaboracibn Champa canino
Bioinsecticida de A. arborecens
Fuente: El autor.

3.12 Pruebain Vivo accion bioinsecticida del Champo Canino
Para realizar las pruebas de la efectividad del champu bioinsecticida canino se
necesitan perros infestados de pulgas, los cuales fueron sometidos a una

evaluacion inicial.

3.12.1 Evaluacién Inicial de los perros

Con el fin de evaluar la efectividad y efecto residual del champu de A.
arborescens en los perros, estos fueron sometidos a una evaluacion inicial por parte
del médico veterinario de la clinica “Amigos Fieles”, debiendo cumplir las siguientes

condiciones previas, la mascota:

- Debe estar infestada de pulgas, con el objetivo de evidenciar el efecto
bioinsecticida del champu del extracto de A. arborescens.

- No deben presentar ninguna alteracién cutdnea, como una dermatitis, con
el fin de determinar si el champu causa alguna irritacion cutanea en la
mascota

- No deben estar haber sido sometidas a ningun tratamiento anti pulgas, por

ejemplo: talco, pipetas, bafos anti pulgas.
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3.12.2 Proceso pruebain Vivo accion bioinsecticida del Champo Canino
Los perros previamente calificados para la prueba in vivo, fueron sometidos
a un bafo con el champu formulado, el cual se llevdé acabo de la siguiente

manera:

La mascota fue humedecida con abundante agua

- Se procedio a aplicar el champu bioinsecticida de A. arborescens en
suficiente cantidad.

- Se procedio a masajear y formar espuma.

- Se dej6 actuar al champu bioinsecticida por 10 minutos,

- Luego, se continuo con el aclaro con abundante agua.

- Finalmente la mascota fue secada con la ayuda de una tolla y una

secadora eléctrica.

3.12.3 Control de la efectividad del champu bioinsecticida canino de A.
arborescens.
Las mascotas fueron sometidas a los siguientes controles y seguimientos,
para determinar la efectividad del champu bioinsecticida:

- Post bario.
- Semanal.
- Quincenal

Durante los seguimientos las mascotas fueron vigiladas y protegidas de
cualquier fuente que altere los resultados de las pruebas, tales como:
contaminacion cruzada con animales posiblemente infectados, limpieza del

entorno del animal.
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Fig. N° 12 Prueba in Vivo accion bioinsecticida del Champo Canino
Fuente: El autor.
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CAPITULO IV

RESULTADOS
4.1 Obtencion y rendimiento del Aceite Esencial de A. arborescens
El proceso de hidrodestilacion de la “Altamisa” se realiz6 en las siguientes

condiciones y se obtuvieron los siguientes volimenes de aceite esencial:

Peso del material  Volumen de agua Tiempo del Volumen de obtenido
vegetal (g) (ml) ensayo (min)  de aceite esencial (ml)
100 1100 %0 0,15
120 0,15
120 0,20
150 1050 150 0,20
90 0,25
200 1000 120 0,30
150 0,30
90 0,30
250 950 120 0,35
150 0,35
90 0,30
300 900 120 0,35
150 0,35

Tabla N° 9 Condiciones y volumen obtenido de aceite esencial de A. arborescens
Fuente: El autor.

De acuerdo a los resultados obtenidos en Tabla N° 9, se determiné el mayor

rendimiento en las siguientes condiciones:

Peso c_jel Volumen de Tiempo del Vo_Iumen de : Rendimiento
material agua (ml) ensayo (min) obtenido de aceite (%)
vegetal (g) 9 y esencial (ml) 0
250 950 120 0,35 0.14

Tabla N° 10 Rendimiento en la obtencién de aceite esencial de A. arborescens
Fuente: El autor.
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4.2 Accion biocida del Aceite esencial de A. arborescens, expresada como DLsg
La dosis letal que produce la muerte de los nematodos en contacto con el aceite

esencial de Altamisa es de 250 ul/ml (25 % v/v)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Conc. (%) 50 25 125 625 3,12 156 0,781 0,390 0,195 0,097 0,488 0,244
A - - - - - - + + + + + +
B + + - - - - - - - - - -
C + + - - - - - - - - - -
D + + - - - - - - - - - -

Tabla N° 11 Resultados del ensayo DL 50 del Aceite esencial de A. arborescens
Fuente: El autor.

4.3 Obtencion y rendimiento del Extracto de A arborescens

La obtencidn del extracto de “Altamisa” se realiz6 en las siguientes condiciones:

Peso del material Volumen de Tiempo del Peso del extracto
vegetal (g) alcohol (ml) macerado (h) obtenido (gr)
200 400 96 4

Tabla N° 12 Condiciones y cantidad obtenida de extracto de A. arborescens
Fuente: El autor.

Se obtuvo el siguiente rendimiento en la obtencién del extracto de la A.

arborescens.

Peso del material

vegetal (g) Rendimiento (%)

100 2

Tabla N° 13 Rendimiento en la obtencién de extracto de A. arborescens
Fuente: El autor.
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4.4 Resultados ensayos cromatograficos en el extracto metandlico de A.

arborescens
r
O -
P
» »
0
l |
| j
CCF sin revelado CCF revelada en camara de yodo
Fase movil Eter etilico: Acetato de Etilo | Dos manchas adicionales observadas
7:3 correspondientes a terpenos
Fig. N° 13 Resultados ensayos cromatogréficos en el extracto metandlico de A. Arborescens

4.5 Accibdn biocida del extracto de A. arborescens, expresada como DLso
La dosis que produce la muerte de los nematodos en contacto con el extracto

de A. arborescens es de 31,25 mg/ml (3,125 % v/v).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Conc. (mg/ml) 250 125 625 31,25 1563 7,81 39 195 097 048 0,24 0,12

A - - - - - - + + + + + +
B + o+ + + - - - - - - - -
C + o+ + + - - - - - - - -
D + o+ + + - - - - - - - -

Tabla N° 14 Resultados del ensayo DL 50 del extracto de A. arborescens
Fuente: El autor.
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4.6 Accidén Biocida del extracto de A. arborescens ante ctenocephalides canis
A continuacion se presentan los resultados del ensayo de efectividad del

extracto de A. arborescens ante la pulga de perro Ctenocephalides canis.

T g IR T cecions o
A 31,25 10 10 (e 100
B 46,875 10 10 §10" 100
C 15,625 10 10 ey 100

Tabla N° 15 Resultados de la Prueba in vitro del extracto de A. arborescens
Fuente: El autor.

De acuerdo a los resultados expuestos en la tabla N° 15. Se determina que la
concentracion efectiva para la elaboracién del Champu es a la concentracion de
46,875 mg/mL equivalente al 4,687 %, ya que en esta presenta una efectividad del

100 %, en el periodo de tiempo mas corto.

4.7 Efectividad del Champu Bioinsecticida Canino de extracto de A. arborescens

En el control y seguimiento de las mascotas se determind los siguientes

resultados:

Se comprobd una alta efectividad en la eliminacion de las pulgas.

En el aclarado, el champu se removio facilmente, notandose que las

pulgas se eliminaban y desprendian de la mascota,

- En el post bafio se evidencio un perro limpio, saludable y con un pelaje
brilloso.

- Enlos seguimientos se evidencio que la dermis de la mascota no presento

ningun tipo de alteracién, ni irritacion, demostrado una alta tolerabilidad

cutanea ante el champu Bioinsecticida canino.
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Fig. N° 14 Efectividad del Champu canino Bioinsecticida de A. arborecens
Fuente: El autor.
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CAPITULO V:

DISCUSION
Las plantas se han utilizado a lo largo de la historia por sus propiedades

medicinales. Este uso se ha centrado a menudo en la salud humana, pero las
plantas también han sido, y siguen siendo, aplicados en la practica en la salud
animal y veterinaria. Durante siglos, las plantas medicinales se han utilizado para
combatir la parasitosis y en muchas partes del mundo todavia se utilice para este
fin. A pesar de que, hasta hace poco, la mayoria de las pruebas sobre la actividad
antiparasitaria de plantas medicinales era anecdética y carecia de validez cientifica,
en la actualidad existe un creciente numero de estudios experimentales controladas
qgue tienen como objetivo verificar y cuantificar tales actividades biocida de las
plantas frente a los ectoparasitos, especialmente pulgas, garrapatas y piojos, estos
son parasitos importantes debido a su actividad se alimentan de sangre voraz y son
vectores de agentes de enfermedades en el hombre y el ganado. (Kamaraj,
Rahuman, & Zahir, 2010)

El término “bioinsecticida” incluye aspectos del manejo de plagas como:

- Organismos microbiano (viral, bacteriano y fungal).

- Neméatodos entomopatégenos

- Pesticidas derivados de plantas

- Metabolitos secundarios vegetales

- Feromonas de insectos aplicadas para perturbar los procesos

reproductivos
- Genes usados para transformar cultivos y expresar resistencia a insectos,

hongos o virus (Copping & Menn, 2000).
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La investigacion sobre la eficacia de extractos vegetales y aceites esenciales en
el control de parasitos constituye una estrategia para desarrollar biocidas o
productos medicinales para un amplio rango de ectoparasitos que atacan al ser
humano o a animales domeésticos. El desarrollo de productos listos para usar
depende del establecimiento de la dosis efectiva, que prueba su actividad biocida
y de testar que no se producen dafios en el usuario. Otro aspecto a considerar es
que, segun la evidencia publicada, los ectoparasitos desarrollan resistencia de
forma mas facil ante un compuesto quimico que ante productos naturales, que son
la mezcla de muchos metabolitos vegetales bioactivos. (Semmeler & Ghaffar, 2009)

En medicina etnoveterinaria se utilizan diversos extractos vegetales para tratar
parasitosis de animales. Por ejemplo, el tabaco se utiliza para tratar la piel del
ganado afectado por pardsitos externos. Las hojas, flores y el aceite de
Chenopodium ambrosioides, planta originaria de América Central y distribuida
alrededor del mundo, se utiliza como antihelmintico desde 1900 (Athanasiadou &
Col, 2007).

Se realizd un estudio de la actividad antiparasitaria para determinar la eficacia
de los extractos de hexanol, cloroformo, acetato de etilo, acetona y metanol en las
plantas: Aegle marmelos (membrillo de bengala), Correa ex Roxb, Andrographis
lineata wallich ex Ness, Cocculus hirsutus, eclipta prostrata y Tagetes erecta L. las
cuales se prob6 su accién biocida en garrapatas de ganado, larvas de oveja. Todas
los extractos de las plantas presentaron un efecto toxico moderado después de las
24 horas de exposicion, sin embargo el extracto con mayor actividad fue A. lineata
con acetato de etilo y A. marmelos con metanol; presentaron una dosis letal DLso
de 395.27 y 358,45 ppm. Este es el primer informe sobre la actividad parasitaria

veterinaria de extractos de plantas del sur de la India (Elango & Rauman, 2010).
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Las investigaciones documentadas en 2004 en Columbia Britanica (BC),
Canada, informa sobre las plantas medicinales utilizadas para las pulgas en perros
y gatos. Las pulgas y moscas son tratados con Artemisia vulgaris L. (Asteraceae),
Citrus limon del x (L.), Juniperus communis L. var. Depressa Pursh.
(Cupressaceae), Lavandula officinalis L. (Labiatae), Melissa officinalis L.
(Lamiaceae), y Thuja plicata Donn ex D. Don (Cupressaceae). Todas las plantas
gue se utilizaron presentan actividad bioinsecticida. (Lans, Turner, & Khan, 2008)

El presente estudio determino la actividad bioinsecticidad del extracto
metandlico y aceite esencial obtenido por Hidrodestilacion método Clevenger de
Ambrosia Artemisoides, determinando su accion biocida expresada en DLso de
31,25 mg/mly 250 uL/mL respectivamente, ante el nematodo Panagrellus redivirus,
reportando mayor accion biocida en el extracto de A. arborecens, con el cual se
formul6 un champo bioinsecticida efectivo ante la pulga de perro Ctenocephalides
canis, demostrando el potencial recurso del metabolismo secundario vegetal de
esta planta proveniente de la Serrania Ecuatoriana.

Ecuador al ser un pais con una amplia variedad de flora, dispone de un amplio
campo de estudio, es importante aprovechar las propiedades particulares de las
plantas, desarrollando alternativas sustentables que sustituyan el uso de

compuestos sintéticos y disminuyendo el impacto negativo al medio ambiente.

Felipe Sebastidn Mendoza Alvarado



} Universidad de Cuenca 64

CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo experimental nos permite exponer las siguientes

conclusiones:

— Se obtuvo aceite esencial de Ambrosia arborescens, estableciéndose las
condiciones Optimas de obtencion en el Hidrodestilador tipo Clevenger
disponible en el Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad de Cuenca, obteniendo un rendimiento del 0,14 %.

— Para determinar la tolerabilidad local del aceite esencial de A. arborescens en
la piel canina se determiné la accion biocida expresada como dosis letal (DLso)
siendo de 250 uL/mL (25 % v/v)

— El aceite esencial de A. arborescens fue obtenido con bajos rendimientos y se
obtuvo una DLso moderada. Estas caracteristicas no permiten escalar los
resultados para la formulacién bioinsecticida canina. Por consiguiente se
plante6 como estrategia, la obtencion del extracto organico de A. arborescens y
su evaluaciéon como agente biocida.

— En la obtencion del extracto organico de A. arborescens se obtuvo un
rendimiento 2 % y un DLsode 31,25 mg/mL (3,12 % v/v), siendo estos resultados
promisorios para el desarrollo de una formulacion bioinsecticida canina.

— Se determinaron la presencia de terpenos, grupo de compuestos de metabolitos
secundarios en el extracto metanodlico de A. arborescens, mediante ensayos
cromatograficos en capa fina.

— Luego de pruebas in vitro y ensayos ante el parasito objetivo, se establecié una
dosis activa de extracto metandlico de 4,6875 mg/mL (4,687 % v/v), para la

dosificacion en la formula bioinsecticida canina. Esta concentracién presenta
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una efectividad del 100 % en las pruebas in vitro realizadas en las pulgas de
perros (Ctenocephalides canis) en el periodo de tiempo mas corto.

Se determino una apropiada combinacién de los componentes del Champu y
extracto de A. arborescens segun la formula de la tabla N° 8.

En las pruebas realizas in vivo en los perros se comprobd una alta efectividad
del champu bioinsecticida canino, notandose que las pulgas se eliminaban y
desprendian de la mascota en el bafio, obteniendo un perro limpio, saludable y
con un pelaje brilloso.

Se realizd un seguimiento por una semana a las mascotas expuestas al champu
bioinsecticida canino observando un efecto residual nulo, y demostrado una alta
tolerabilidad cutanea en la dermis de las mascotas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio permitieron desarrollar una
formulacion para un producto veterinario basado en un extracto natural,
demostrando el potencial de las plantas de nuestra regiébn como fuente de

principios bioactivos.
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