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RESUMEN

E! presente trabajo evalud el efecto insecticida y efecto antibacteriano de las
Acetogeninas extraidas a partir de extractos etanélicos de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba), el desarrollo de la investigacién fue llevado a cabo
en diferentes escenarios de la regiébn Cusco (provincias de la Convencién,
Cusco, Quispicanchis).

La obtencién del concentrado de Acetogeninas se realiz6 por extraccién por
maceracion etanodlica al 70% hasta la obtencion del extracto etandlico crudo,
posteriormente se realizd un proceso de extraccidn por decantaciéon con
solventes de diferente polaridad. El concentrado de Acetogeninas fue sometido
a andlisis fisicoquimico y determinacion de la composicidon quimica mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), determinandose con mucha
probabilidad de que la Acetogenina denominada squamostatin D sea el
componente mayoritario del concentrado de Acetogeninas obtenida a partir de
las semillas de Annona muricata L. (43.1206%), al comparar los resultados con
los de otros estudios de la especie vegetal se determiné que nuestra muestra
de Acetogeninas posee mayor cantidad de squamostatin D,

Posteriormente se determind el efecto insecticida de las Acetogeninas frente a
larvas de Aedes aegypfi con soluciones preparadas a diferentes
concentraciones (10 000, 5000. 500 y 50 ppm), obteniendo resultados de gran
interés, siendo la concentracion de 10.000ppm la que demostré mayor efecto
insecticida frente a las demas concentraciones de experimentacion, y en
relacion con el insecticida patron (Temefés) presentd un efecto insecticida
similar al matar el mismo numero de larvas en un periodo de tiempo
aproximado.

Se determiné la actividad antibacteriana de las Acetogeninas frente a cepas
bacterianas de Sal/monella typhi spp mediante la técnica de Kirby Bawer para lo
cual se utilizaron concentraciones estandarizadas (100, 123.97, 153.69,
190.52, 236.19, 292.81, 362.99 y 450mg) obtenidas a partir de una prueba
piloto. Encontrandose que a partir de 100mg se produce inhibicién del
crecimiento bacteriano, valor que es considerado como la concentracion
minima inhibitoria (CIM), y el mayor efecto antibacteriano se produjo a la
concentracién de 450mg con un halo de inhibiciébn en promedio de 31.67mm la
cual super6 al halo de inhibicion del medicamento patrén (Ciprofloxacino)
utilizado la cual fue de 27.67mm en promedio.

Palabras claves: Annona muricata L., Acetogeninas, actividad insecticida,
Aedes aegypti, efecto antibacteriano, Salmonella typhi.



SUMMARY

The present work evaluated the insecticide effect and anti-bacterial effect of the
Acetogeninas extracted as from abstracts Annona's muricata L. ( Masasamba ),
etandlicos of seeds the development of investigation was accomplished at
different scenes of the region Cusco ( the Convention's provinces, Cusco,
Quispicanchis ).

The obtaining of Acetogeninas's concentrate the raw etandlico sold off to the 70
% to the obtaining of the abstract for extraction for maceration etandlica, at a
later time a process of extraction for decanting with solvents of different polarity
came true. Acetogeninas's concentrate went submitted to physicochemical
analysis and determination of the chemical intervening composition
cromatografia sells out of high resolution ( HPLC ), to found with a lot of
probability of than the named Acetogenina squamostatin, the D be the majority
component of Acetogeninas's concentrate obtained as from Annona's seeds
muricata L. ( 43,1206 % ), when the results compared to give them another
studies of the vegetable sort were determined that our Acetogeninas's sign
possesses bigger squamostatin's quantity D,

At a later time determined insecticide effect of the Acetogeninas Aedes's
aegypti with solutions arranged for to different concentrations in front of larvae
itself ( 10 000, 5000. 500 and 50 ppm ), getting results from great interest, being
the concentration of 10.000ppm her that bigger insecticide effect in front of them
demonstrated concentrations of experimentation besides, and ( Temefos ) you
presented an insecticide similar effect when the same larvae's number in an
approximate period of time Killed relating to the insecticide employer.

determined Salmonella's Typhi anti-bacterial activity of the Acetogeninas in front
of bacterial ancestries itself intervening spp Kirby Bawer's technique for which
they utilized standardized concentrations ( 100, 123,97, 153,69, 190,52, 236,19,
292,81, 362,99 and 450mg ) obtained as from a pilot proof. Meeting than
inhibition of the bacterial growth that is considered like the minimal inhibitory
concentration, value are produced as from 100mg ( CIM ), and the bigger anti-
bacterial effect produced to the concentration of 450mg with a halo of inhibition
in average of 31.67mm which ( Ciprofloxacino ) the utilized employer proved
better than the medication's halo of inhibition which went from 27.67mm on the
average. '

Key words: Annona muricata L, Acetogeninas, insecticide activity, Aedes
aegypti, anti-bacterial effect, Sa/monella typhi.



INTRODUCCION

En el Perd, existe una gran variedad botanica con posibles usos medicinales;
en base a conocimientos empiricos sobre su uso terapéutico. Estos
conocimientos para ser validados deben ser probados experimentalimente y ello

conlleva un proceso cientifico.

La importancia de las plantas medicinales, ha sido apoyada frecuentemente por
diversas organizaciones internacionales como la asamblea Mundial de la Salud
y la organizacion Mundial de la salud quienes con el proyecto “Salud y
Medicina Tradicional’ han dado mucho valor a los remedios fitoquimicos el 80%
de la poblacidn mundial usa plantas como fuente primaria de agentes
medicinales, en muchos paises del mundo existen sistemas bién establecidos
de medicina tradicional, en donde los remedios naturales estan recopilados por
lo que las plantas continian siendo una fuente mayoritaria de productos
naturales biolégicamente activos, que puedan servir como entidades
comercialmente significativas o suministrar estructuras que sirven de blanco
para el desarrollo de derivados modificados que poseen toxicidad reducida y

mejorada actividad (1).

Las plantas, en conjunto, producen mas de 100.000 sustancias de bajo peso
molecular conocidas también como metabolitos secundarios. Estos son,
normalmente, no-esenciales para el proceso metabdlico basico de la planta.
Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, alcaloides, aztcares, esteroides,
acidos grasos, etc. Semejante diversidad quimica es consecuencia del proceso
evolutivo que ha llevado a la seleccidon de especies con mejores defensas
contra el ataque microbiano, o la predacién de insectos y animales. Hoy en dia
se sabe que estos metabolitos secundarios tienen un rol importante en el
mecanismo defensivo de las plantas. Por lo tanto en los Uitimos afios se esta
retornando al uso de las plantas como una alternativa fuente de
antiespasmaodicos, analgésicos, antibacterianos, pesticidas, etc. mas seguros

para la salud humana y el medio ambiente(2).

La Annona muricata L. es un arbol que ha sido utlizado por culturas
antiquisimas entre ellas la Chimua (pre Inca) con fines medicinales y alimento.
Todas las partes de la planta se utilizan con fines terapéuticos ampliamente



comprobados desde la década de 1940. Su uso en la medicina tradicional se
debe por sus propiedades beneficiosas las que se mencionan como protector,
eleva el sistema inmunolégico hasta en un 50%, presenta Propiedades
rejuvenecedoras y antioxidantes, Antitumorales, antirreumatico, antiartritico,
antidiabético, anti inflamatorio, endocrinolégico, sedativo, anti diarreico,
fungicidas y antimicéticas, antipsoriacicas, antiparasitarias, antibacterianas,

antihistaminicas e insecticidas (3).

Histéricamente, las campafias de control de los mosquitos han tenido éxito en
la eliminacién de Aedes aegypti, el vector urbano de la fiebre amarilla en la
mayoria de los paises continentales de Centroamérica y Sudamérica (4). Sin
embargo, los mosquitos de esta especie han recolonizado las zonas urbanas
de la region y vuelven a suponer un riesgo de fiebre amarilla urbana. Por este
motivo surge la opcidn de utilizar agentes del entorno las cuales son de facil
acceso por los pobladores para poder controlar la proliferacion de los

mosquitos (5).

El dengue y la fiebre amarilla en la actualidad son Arbovirosis humanas de
mayor importancia en salud publica, enfermedades viricas que mayormente
estan distribuidas en paises en vias de desarrollo, donde la peligrosa
combinacién del abandono de condiciones ambientales, los factores
climatolégicos y el alto indice de pobreza dificultan la erradicacién del mosquito
Aedes aegypti que actua como vector. Asi como también las enfermedades
entéricas causadas por infecciones bacterianas que ocasionan una gran parte
de carga de morbilidad y mortalidad en nifios, en paises en vias de desarrollo

nos llevan a buscar nuevas alternativas para evitarlas.

En tanto una amplia variedad de antimicrobianos naturales, han sido
desarrollados a partir de microorganismos, plantas y animales, muchos de los
cuales, ya han sido empleados para la conservacion de la salud y otros vienen

siendo investigados.



CAPITULO |
1. GENERALIDADES
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fiebre amarilla también llamada Plaga Americana, es una enfermedad virica
aguda e infecciosa causada por el virus de la fiebre amarilla transmitida por
mosquitos infectados del genero Aedes. Es una causa importante de
enfermedad hemorragica en muchos paises de Africa y Sudamérica, a pesar

de la existencia de una vacuna efectiva como medida de profilaxis.

Se calcula que cada afio se producen en el mundo 200 000 casos de fiebre
amarilla que causan unas 30 000 muertes. El virus es endémico en las zonas
tropicales de Africa y América Latina, con una poblacién de mas de 900
millones de habitantes, de ahi surge la importancia en el manejo adecuado de
medidas de control de los mosquitos infectados en zonas latentes a estas

infestaciones (1)(6).

En todo el continente americano, se han notificado 2395 casos entre 1985 y
1999, con un total de 1764 muertes por fiebre amarilla. Mas del 80% de estos
casos provinieron de Bolivia y de Peru (6).

_La mayoria de los brotes en Sudamérica ocurren entre personas que trabajan
en las selvas tropicales lluviosas, convirtiéendose por ello, en esas localidades,
en una enfermedad ocupacional (6).

El Dengue en la actualidad es una de las enfermedades viricas humana de
mayor importancia en salud publica, resultando endémico en muchas regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Anualmente, en el mundo, se reportan
aproximadamente 50-100 millones de casos de dengue clasico (DC) y 250 000
a 500 000 casos de dengue hemorragico (DH), constituyéndose esta

enfermedad en la principal causa de hospitalizacion y muerte entre los nifios

).

Dos quintas partes de la poblacion mundial viven en areas de riesgo para
dengue, mayormente distribuidas en paises en vias de desarrollo como el Perd,

donde la peligrosa combinacién del abandono de condiciones ambientales, los
1



factores climatolégicos y los indices crecientes de pobreza dificultan Ia
erradicacion del Aedes aegypti que actua como vector. (7)

En el Peru, los primeros casos de dengue en forma epidémica fueron
reportados en la Amazonia (lquitos, Pucalipa y Tarapoto) en 1990 (7 858 casos
en total) desde entonces, el dengue se ha extendido en el pais desde el oriente
hacia el occidente y de norte a sur. En 1991, se notificaron epidemias en Tingo
Maria y chanchamayo; en 1992, en Tumbes; y en 1993; en Piura. (7)

En la region de Cusco los casos reportados de dengue al sistema de vigilancia
epidemiologica de la DIRESA durante los tres Gltimos afios (2009, 2010 y 2011)
fueron en total 57 siendo el 2011 el afo donde se reportd todos los casos. Por
otra parte los casos reportados de fiebre amarilla al sistema de vigilancia
epidemiologica de la DIRESA durante los afios 2000 al 2011 en la regién de
Cusco fueron de 38 casos en total teniendo una incidencia mayor en los 5
ultimos anos con 18 césos (ANEXO N° 13). (8)

Muchas personas que habitan areas endémicas, utilizan como medio de
tratamiento la medicina tradicional como complemento a los tratamientos
médicos, dentro de estas enfermedades encontramos en nuestro pais
enfermedades como la fiebre amarilla, producida por un virus cuyo vector es el
mosquito Aedes Aegypti que ha sido fuente de epidemias devastadoras en el
pasado (7).

Para lograr disminuir la diseminacion de esta enfermedad se observo que la
Unica forma de controlarlas es mediante la erradicacion o reduccion a niveles
extremadamente bajos del vector, utilizando insecticidas quimicos Por esta
razén, la OPS (2001), propuso el llamado control selectivo de vectores, que
involucra el uso de recursos disponibles en un determinado territorio y al
alcance de la comunidad, con el propésito de adaptarlos y adecuarlos como
medidas para el control de vectores (7).

A su vez los desdrdenes gastrointestinales son causa importante de
enfermedad de la poblacion en general; los mas frecuentes son las diarreas
infecciosas y el dolor abdominal en nifios, el estrefimiento y gastritis en
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adultos. La epidemiologia de estas enfermedades se agrava por la transmisién
feco-oral muchas veces como consecuencia de la falta de agua potable y
deficientes sistemas de eliminacion de excretas. Estas enfermedades se dan
por diferentes patdégenos entre ellas las que destaca en nuestro medio es
Salmonella la cual es un microorganismo procariota unicelular considerado
patégeno para el ser humano (9).

En la regiéon Cusco la fiebre tifoidea tiene una incidencia elevada reportandose
segun la informacion recogida del MINSA en el afio 2009 se registraron
9,037casos, en el afio 2010 se registraron 7,427 casos (anexo N°14) (10).

Por lo que se decidié realizar este estudio sobre la actividad insecticida y
antibacteriana In Vitro de esta especie, los cuales proporcionaran una validez
cientifica que sera necesaria para garantizar su eficacia en el tratamiento y
control de manera informada de los vectores de la fiebre amarilla y su uso
como un antibacteriano frente a una determinada especie bacteriana (8).

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

iPresentaran las Acetogeninas presentes en las semillas de Annona muricata
L. (Masasamba) obtenidas de extractos etandlicos efecto insecticida scbre
larvas de Aedes aegypti (vector de la fiebre amarilla y dengue)?

¢ Presentaran las Acetogeninas obtenidas del extracto etandlico de las semillas
de Annona muricata L. (Masasamba), actividad antibacteriana sobre bacterias
de Salmonella typhi spp, responsable de infecciones diarreicas agudas en

nuestra comunidad?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar la actividad insecticida de las Acetogeninas aisladas a partir de
extractos etandlicos de semillas de Annona muricata L. frente a larvas de

Aedes aegypti (vector de la fiebre amarilla y dengue).



2. Determinar la actividad antibacteriana in vitro de las Acetogeninas aisladas a

partir de extractos etandlicos de semillas de la especie vegetal Annona

muricata L. “Masasamba” frente a cepas de Sa/monella Typhi spp.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener los extractos etandlicos al 70% de las semillas de la especie
vegetal Annona muricata L. “Masasamba’. '

Obtener las Acetogeninas presentes en los extractos etandlicos al 70% de
las semillas de la especie vegetal Annona muricata L. “Masasamba”

mediante técnicas de extraccion por solventes.

Realizar los ensayos fitoquimicos preliminares de los extractos etandlicos
al 70% de las semillas de la especie vegetal Annona muricata L.
(Masasamba) tales como:. porcentaje de humedad, porcentaje de
extraccioén y pruebas de solubilidad.

Realizar el analisis fisicoquimico del concentrado de acetogeninas
mediante cromatografia en capa delgada y cromatografia de liquidos de
alta resolucién (HPLC).

Recolectar e identificar larvas de Aedes aegypti mediante técnicas

estandarizadas.

Comparar la actividad insecticida in vitro de las Acetogeninas obtenidas del
extractos etandlicos al 70% a partir de semillas de la especie vegetal

Annona muricata L. (Masasamba) con un insecticida estandar (Temefos).

Obtener cepas de cultivos de Salmonella typhi spp. para la determinacion
del efecto antibacteriano de las Acetogeninas obtenidas a partir de
extractos  etandlicos al 70% de semillas de Annona muricata L.

(Masasamba).

Realizar el control microbiolégico de las Acetogeninas obtenidas a partir de

extractos etandlicos al 70% de Annona muricata L.



¢ Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), de las Acetogeninas
obtenidas de los extractos etandlicos al 70% de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) frente a cepas de salmonella typhi spp.

e Comparar la actividad antibacteriana in vitro de las Acetogeninas obtenidas
del extractos etandlicos al 70% a partir de semillas de |la especie vegetal
Annona muricata L (Masasamba) con un antibacteriano estandar
(Ciprofloxacino).

e Realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada ensayo de la

presente investigacion.

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

En el conocimiento:

El empleo de las plantas medicinales para el tratamiento de diversas
enfermedades que afectan a la poblacion, es cada vez mas frecuente y la
Masasamba, una planta que crece en la zona tropical de la sierra peruana
(Quillabamba - Cusco) posee numerosas cualidades entre las que destacamos
su efecto insecticida y antibacteriana.

La fiebre amarilla y el dengue son enfermedades transmitidas por un vector, de
gran importancia en salud publica. La prevalencia de estas enfermedades
viricas estd asociada a su principal vector Aedes aegypti (Linnaeus), es
endémica en mas de 100 paises y unos 2.500 millones de personas estan
ahora en riesgo de contraer la enfermedad. Segtin la Organizacién mundial de
la salud (O.M.S) pueden presentarse unos 50 millones de infecciones cada
afo. En el afio 2002 se presentd la cifra mas alta de casos de fiebre
hemorragica en América latina, 1'019.196 casos fueron registrados, de los
cuales 17.363 fueron fiebre amarilla hemorragica, presentandose 225 muertes
(1). Durante el afio 2001, el Instituto Nacional de Salud (INS) recibié un total de
6,072 muestras procedentes de 16 departamentos del Pert, determinandose
1593 casos positivos a dengue por serologia, que representa 6,8% de los
casos reportados como probables en el mismo afo. (7)

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecciosa intestinal, grave y aguda que
constituye un problema severo de salud publica en casi todo el mundo, aunque
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su incidencia ha disminuido en paises con mejores niveles de higiene y
saneamiento ambiental, en nuestro pais aun se presentan casos en los
establecimientos de salud debido a las condiciones higiénicas en la que la
mayoria de poblacién esta sometida. (8) ‘

En prioridad:

Muchas especies vegetales, especialmente de las Annonaceaes, han mostrado
tener bioactividades, en especial la insecticida asi como también la
antibacteriana (Alali et al., 1999). Sin embargo, poco se ha investigado dentro
de los programas de salud publica local y nacional, la manera de controlar los
altos niveles de resistencia fisioldgica alcanzados a causa de los insecticidas
sintéticos actualmente en uso (OMS, 1992). Por este motivo y con la
perspectiva de incorporar un recurso alternativo para el control de los
mosquitos A. aegypti, en beneficio de la salud humana y controlar epidemias
de fiebre amarilla y dengue en zonas latentes se desea realizar esta
investigacion dentro de un manejo racional de nuestro medio ambiente (1).

La salmonelosis es una enfermedad que afecta esencialmente a los seres
humanos, es transmitida al ingerir alimentos contaminados por lo que la
poblacion es muy susceptible a contraerla, por este motivo se busca incorporar
a la especie vegetal como una alternativa de tratamiento.

Por lo que el presente trabajo de investigacién pretende dar una nueva
alternativa de tratamiento de origen natural, con menor toxicidad y de bajo
costo, en vista que la especie vegetal crece de forma silvestre, lo que facilita a

la poblacion su facil acceso a las plantas para un tratamiento adecuado. (9)
1.5. HIPOTESIS

1.- Las Acetogeninas obtenidas de extractos etandlicos a partir de semillas de
Annona muricata L. (Masasamba) poseen actividad insecticida frente a larvas
de Aedes aegypti. Mosquito catalogado como vector responsable de
enfermedades endémicas en nuestro pais como son la Fiebre Amarilla y

Dengue.



2.- Las Acetogeninas obtenidas a partir de extractos etandlicos de semillas de
Annona muricata L “Masasamba” posee actividad antibacteriana frente a
bacterias del genero Salmonella, en particular Salmonella Typhi spp. Agente
causal de diarreas agudas en nuestra comunidad.

1.6. LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

La temporada de recoleccidn del fruto de Annona muricata L (Masasamba) que
contiene las semillas sélo se da entre los meses de febrero a mayo por lo que
la accesibilidad a las zonas donde se encuentra se ve dificultada por las lluvias
de temporada que causan problemas en las vias de transporte para acceder a
las zonas donde se desarrolla la planta, debido a esto su recoleccién es
limitada.

Las condiciones medio ambientales de las zonas de recoleccidn de larvas de
Aedes aegypti. '

La obtencién de cepas puras de bacterias de salmonella typhi ATCC por la falta
de proveedores.

La obtencién del medio de cultivo Bismuto Sulfito segun Wilson Blair la cual se
utiliza para la diferenciacion de Sa/monella typhi frente a otras salmonellas.
Estos puntos se convierten en limitaciones de la investigacién debido ademas a
diversos factores como de viaje, pedido de la cepa de bacterias a una entidad
reconocida, factores econdmicos, desconocimiento de las zonas de

recoleccion, etc.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1. VISION HISTORICA

El bagaje de conocimiento sobre el uso de las plantas de las culturas andinas
es enorme. La informacion etnobotanica andina existente esta catalogada de
acuerdo al momento historico en que fue obtenida, los tipos de usos atribuidos
a las plantas y los grupos humanos involucrados.

La Masasamba es comunmente conocida como guandbana su origen no se
conoce con certeza sin embargo, actualmente se cultiva en América tropical, el
sudeste Asiatico y en las islas Filipinas. Ha sido introducida en muchos paises
y es considerada la mas tropical de las anonas.

Fue cultivado en el Peru prehispanico. Su fruto se encuentra representado con
frecuencia en la ceramica precolombina de la costa peruana, conforme lo
testimonia la existencia de varias piezas de ceramica de la Cultura Chimu en la
gue esta representada con exactitud. (12)

Los indigenas cultivaron cuidadosamente muchas especies de la familia
Annonaceae en Mesoamerica, los valles interandinos, Amazonia y otros
lugares. (12)

Dentro de la medicina tradicional los indigenas usaban las hojas en infusion
como antidiarreicas y como digestivas. Aplicadas localmente como cataplasma,
lo empleaban en el caso de las paperas. Las flores eran usadas en casos de
gripe y catarro bronquial. (13)

En los udltimos anos, el extracto de guanabana ha llegado a ser ampliamente
aclamado por tener supuestas propiedades altamente potentes para combatir
diversas enfermedades. Los usos mas comunes de esta planta van desde el
cultivo de sus frutos, la obtencién de aceites para perfumeria y el interés de las
propiedades de dureza y elasticidad que presenta su madera. (13)
Histdricamente, las campafas de control de los mosquitos han tenido éxito en
la eliminacion de Aedes aegypti, el vector urbano de la fiebre amarilla y dengue
en la mayoria de los paises continentales de Centroamérica y Sudameérica. Sin
embargo, los mosquitos de esta especie han recolonizado las zonas urbanas

de la region y vuelven a suponer un riesgo de estas enfermedades.



Desde el comienzo de los anos en el que se ha tratado de erradicar a los
mosquitos causantes de la fiebre amarilla se observo que se estaba dando a
lugar la resistencia de los mosquitos, vectores de enfermedades metaxénicas a
los insecticidas quimicos la cual se ha incrementado en los Ultimos afios.
Frente a esta realidad, se esta realizando la busqueda de métodos alternativos.

2.2. ANTECEDENTES

2.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

DEL ESTUDIO FITOQUIMICO:

Figueroa, et al., 1995 “propiedades antibacterianas, antimicéticas e
insecticidas de aceites esenciales de especies vegetales aromaticas
nativas” revista BIOFARBO; Instituto De Investigaciones Farmaco
Bioquimicas, Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas Universidad
Mayor de San Andrés-Bolivia (14).

Menciona que las semillas, las raices y las hojas de Annona muricata L.
(Masasamba), presentan una composicion compleja, presenta mas de 30
componentes principales, los componentes mayormente presentes son
Lactonas como Annchexocina, Annomuricina A, B, C y E, Annomutacina,
Annopentocinas A, B y C, Muricoreacina, Gigantetronemina, Murihexocina A 'y
C, Javoricina, lipidos como Acido gentisico, Acido lignocérico, Acido linoleico,
Acido estearico e Isoquinolinas como Anonaine, Anonine, Atherospermine,
Coreximine.

Por todo ello tiene actividad antibacteriana de amplio espectro, actividad
antimicotica contra saprofitos y un efecto repelente contra vectores de la fiebre
amarilla (14).

Robinan, et al., 1986 “SEMINARIO TRAMIL No. 2. Investigacion Cientifica y
Uso Popular de Plantas Medicinales en el Caribe”. Menciona que las
diferentes partes del vegetal presenta diversas propiedades medicinales las
cuales son utilizadas por los lugarefios donde habita la planta de diferentes
maneras y de acuerdo a sus conocimientos como: Antibacteriana (Corteza),
Antiparasitario (Semillas y corteza), Antiulceroso (Corteza), Galactogogo
(Fruto), Antiespasmédico (Hojas), Sedativo (Hojas), Antimalarico (Hojas),
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Antidiabético (Hojas), Vasodilatador (Hojas), Pectoral (Flores), Amebicida
(Corteza), Vermifugo (Corteza y hojas), Insecticida (Hojas y raiz) (15).

Murillo et, al., 2001”las Annonaceae de colombia” pag 49-58: Menciona el
estudio sobre la medicina tradicional como fuente que conduce al
descubrimiento de nuevos agentes antiparasitarios, ha encontrado que plantas
de la familia Annonaceae son utilizadas por comunidades colombianas como
antiparasitarias. Algunas especies de esta familia presentan interesantes
metabolitos con actividad bioldgica: polifenoles, aceites esenciales, terpenos
compuestos aromaticos, Acetogeninas particularmente activas, moléculas con
un amplio espectro de accién antibacteriana, antiparasitaria e insecticida y los
alcaloides de tipo bencilisoquinolinicos. (16).

Escobar, T. Zarate, R. Bastidas, A., 1994 “Biologia floral y polinizacion
artificial del guanabano Annona muricata |. en condiciones del valle del
Cauca Colombia” .pp. 7-20.

Menciona que Annona muricata por sus componentes activos posee
propiedades insecticidas debido a la presencia de compuestos como los
alcaloides muricina y muricinina, Acetogeninas, flavonoides entre otros. Las
semillas pulverizadas son utilizadas para matar piojos, chinches, polillas y
cucarachas. (17)

DEL ESTUDIO FARMACOLOGICO:

Montoya, et, al., Acetogeninas de Annonaceae como pesticidas naturales
sobre larvas del cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (lep:
noctuidae). Boletin del museo de Entomologia de la Universidad del Valle,
32-40.2005.

Realizaron un estudio que demuestra la eficiencia de las Acetogeninas
Annonaceae encontradas en extractos es una alternativa ecoldgica en el
manejo integrado de plagas, debido a la abundancia de Annona muricata. (18)
Marmara et. al.,, veinte plantas medicinales, instituto de ciencia y
tecnologia agricola, publicaciones recursos naturales, 28-35.2004.
Realizaron una evaluacién de dos acetogeninas de Annonaceae y sus efectos
insecticidas y mutageénico sobre diferentes especies con distintos habitos

alimenticios. (19)
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Mc. Lughlin, l.; zeng, N.H. Oberlies, G-X; Zhao, Z-M. Recent avances in
phytochemistry. Mata, R and Romeo, J.T Plenum Pres, 249-310.1995.
Mencionan que las plantas de la familia Annonaceae como la A. muricata, A.
cherimolia y otras presentan Acetogeninas en las raices como en las semillas
de los frutos las cuales son compuestos naturales que presentan una extensa
gama de actividad bioldgica, antitumoral, citotéxica, antimicrobiana, plaguicida,
anti protozoario y antihelmintico (20).

Romain, A.D.; Poupon, E.; Romero, V.; E.; Peris, E.; Lewin, G.; Cortes, D,;
Brandt, V.; Hocquemiller, R. 62,;6248-6257.

Menciona que las Acetogeninas son compuestos de estructura caracteristica
como la Escuamocina; Acetogenina bis-THF, Annonacina; acetogenina mono-
THF dihidroxilada presentes en semillas de piantas de la familia Annonaceae
como A. muricata A. cherimolia, A. esquamosa y de otras Anonaceas. El
interés surge por algunos estudios que sugieren que ciertas Acetogeninas de la
Annona muricata (Masasamba) y de otras Annonaceaes presentan un
excelente potencial como Biopesticidas. (21)

Cave, A., Figadere, B., Laurens. A. and Cortes, D. 1997. “Acetogenin from
Annonaceae progress in the chemistry of organic natural Springer®. 81-
287; 1997.

Realizaron un estudio con Acetogeninas evaluando su actividad antibacteriana
e insecticida. La actividad antibacteriana fue evaluada frente a bacterias Gram
positivas (Staphilococcus aureus, Bacillius sp) y bacterias Gram negativas (E.
coli, entre otras enterobacterias). Los resultados mostraron sensibilidad
bacteriana a dichos compuestos.

Mientras que en el estudio insecticida mostraron efectos positivos contra
insectos como el mosquito transmisor de la fiebre amarilla, las cucafachas,

Drosophila melanogaster y algunas especies de arafas. (22)

Pereira, A.M.;Ferro D. monografia de diez plantas medicinales. p7- 2008.
Mencionan que los extractos metanolicos, hexanicos producidos a partir de
semillas, hojas y corteza presentan actividad antibacteriana frente a E.col,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexeri, Staphylococcus aureus, S. albus.
(23)
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2.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Tapia, Mario: “Semillas Andinas”, Concytec. 1993. Estudio que demuestra
la presencia de compuestos con potente actividad anticancerigena las cuales a
su vez presentan actividad potente contra los vectores de la fiebre amarilla
siendo las siguientes: Bullatacin, Bullatacinone, Muricoreacin, Murihexocin C,
Annomuricin A, Annomuricin B, Muricatocin A, Muricatocin C, Muricapento c.
(24).

2.2.3. ANTECEDENTES LOCALES

Actualmente no existe ningun estudio de Annona muricata L. sobre el efecto

insecticida sobre algun vector en nuestra localidad.

2.3. ESTADO DE LA CUESTION

Segun la OMS el nimero de casos de fiebre amarilla ha aumentado en los dos
Ultimos decenios debido a diversos factores como a la disminucion de la
inmunidad de la poblacién. Hay varias especies diferentes de mosquitos Aedes
y Haemogogus que transmiten el virus (1).

Segun el MINSA los mosquitos se crian cerca de las casas (domésticos), en el
bosque (salvajes) o en ambos habitats (semidomeésticos) en nuestra zona
tropical del Pera. El control de los mosquitos es fundamental hasta que la
vacunacion haga efecto. El riesgo de transmision de la fiebre amarilla en zonas
urbanas puede reducirse eliminando los potenciales criaderos de mosquitos y
aplicando insecticidas al agua donde se desarrollan en sus estadios mas
tempranos (6).

Estudios realizados en Colombia sobre Annona muricata L. (Masasamba),
mencionan que los componentes presentes en las semillas, hojas, raiz, tallo,
fruto hacen posible la determinacién de diversos efectos farmacolégicos como
citotdxico, antimicrobiano (antibacteriano), antiparasitaric e insecticida
(larvicida) frente al vector de fiebre amarilla. Las Acetogeninas presentes en la
semilla de Annona muricata L. son responsables de la actividad plaguicida (9).
Segun la unidad de estadistica e informética del Hospital de Apoyo
Departamental Cusco en el afic 2010 se han reportado 74 casos de fiebre
tifoidea de los cuales 18 han sido hospitalizados por el cuadro agresivo que
presentaron los pacientes, en el afio 2011 desde Enero hasta la fecha se han
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reportado 31 casos de fiebre tifoidea de los cuales 01 caso fue derivada a

hospitalizacion. (25)

2.4. BASES TEORICO CIENTIFICAS.

2.4.1. ASPECTOS DESCRIPTIVOS DE LA ESPECIE VEGETAL Annona
muricata L.

2.4.1.1. Nombre cientifico de la especie vegetal.

Annona muricata L. pertenece a la familia Annonaceae es conocida en América
con el nombre graviola y sursop en idioma inglés. Sus sinébnimos son: Annona
bonplandiana (Kunth), Annona cearensis (Barb. Rodr), Annona macrocarpa
(Wercklé), Annona muricata (var. Borinquensis Morales) y Guanabanus

muricatus (M. Gémez). (26)

2.4.1.2. Nombres Populares

La Annona muricata L. es conocida popularmente con los nombres como
guanabana, graviola, masasamba, corosol, chachiman, huana-huana. Su
origen no se conoce con certeza, sin embargo, actualmente se cultiva en

América tropical, el sudeste asiatico y las islas filipinas (26).

2.4.1.3. Origen de la especie vegetal

El guanabano (Annona muricata L.) es una planta cuyo centro de origen es la
parte tropical de Sudamérica pero ha sido introducida en muchos paises. Crece

6ptimamente entre los 0- 1,000 m.s.n.m. Es considerada la mas tropical de las

annonas, pues no resiste el frio (26).
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2.4.1.4. Clasificacion taxonémica de la especie vegetal.

Reino : Plantae
Phyllum :  Spermatophyta
Subphyllum :  Magnoliophytina
Clase :  Magnoliopsida
Subclase : Magnolidas
Orden :  Magnoliales
Familia : Annonaceae

Género : Annona

Especie: Annona muricata.

Fuente: Comisiébn Nacional Forestal (26)

FIGURA N° 1: Fruto de Annona muricata L.
Fuente: Annona muricata L. (1753). (26).

2.4.1.5. Descripcién Botanica

Arbol pequefio que llega a alcanzar hasta 10 metros de altura, de follaje
compacto, hojas simples, coriaceas verde oscuro, grandes y brillantes; flores
bisexuales solitarias 0 en pares en tallos cortos que brotan de las ramas viejas,;
céliz con 3 sépalos diminutos e inconspicuos de color verde; corola con 6
pétalos de color amarillo; fruto baya colectiva o sincarpo, de forma
acorazonada u ovoide, con pericarpio (cascara) verdoso con tubérculos
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espiniformes carnosos, la pulpa es blanca y jugosa de sabor agriduice; las

semillas de color negro lustroso o castano (27).

FIGURA N° 2: Caracteristicas botanicas de la especie
vegetal (Annona muricata L).

Fuente: Annona muricata L. (1753). (26)

2.4.1.6. Composiciéon quimica y valor nutricional del fruto.
(100 gramos de fruta fresca)

e Humedad 80,6 %

e Fibra1,63 %

e Cenizas 0,73 %

e Grasa 0,31 %

e Proteina 1,22 %

¢ Almidén 1,62 %

¢ Vitamina C 0,021 %

e Azucares ( Glucosa, Fructosa) 15,63 %
¢ Potasio 45,8 mg

e Sodio 23 mg

e Magnesio 23,9 mg

e Fosforo 26,0 mg

e Hierro 0,47 mg

e Citrulina (proteina).

¢ Arginina (aminoacido).

¢ Acido caproico (lipido).
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¢ Anonaine (isoquinolinaj.
¢ Anoniine (isoquinolina).

e Asimilobine (isoquinolina).(27)
2.4.1.7. Componentes quimicos de la semilla

e Lactonas.

¢ Annomonicina.
¢ Annomontacina.
¢ Annonacina.

¢ Annomuricatina.
e Annonacinona.

e Javoricina.

Contiene ademas:

¢ Annomuricatina (proteina).

¢ Acido linoleico (lipido).

Fuente: Monografia Sobre Pruebas de Actividad Biologica (27).

2.4.1.8. Usos en la medicina tradicional.

Dentro de la medicina tradicional las hojas se usan en infusiones como
antidiarreicas y digestivas. Aplicadas localmente como cataplasma son
antiinflamatorias, y se han usado en el caso de las paperas. Las flores son

pectorales y febrifugas, se usa en casos de gripe y catarro bronquial, poseen

propiedades astringentes, colagogas digestivas y también vermifugas.(27)

16



TABLA 1: Propiedades medicinales de cada parte de la especie vegetal

(Annona muricata L).

Anticancerigeno Hojas y brotes tiernos
Antibacteriana Corteza y semillas
Antiparasitario Semillas y corteza
Antiulceroso Corteza
Galactogogo Fruto
Antiespasmodico Hojas

Sedativo Hojas

Antimalarico Hojas

Antidiabético Hojas

Pectoral flores

Amebicida : corteza

Vermifugo Corteza y hojas
Insecticida Hojas, semillas y raiz

Fuente: biopesticidas de origen vegetal (28).

2.4.1.9. Acetogeninas.

Las Acetogeninas presentes en las Annonaceae son un grupo de sustancias
conformadas por una cadena larga de C-32 o C-34 de acidos grasos que
pueden estar combinadas con una unidad 2-propanol en el C-2 para tomar una
y-Lactona, las cuales presentan diferentes bioactividades como antitumoral,

inmunosupresiva, pesticida, antiprotozoaria y antimicrobiana. (29)

Clasificacién de las Acetogeninas de Annonaceae.
Las Acetogeninas de Annonaceae se clasifican segun la cantidad de anillos
gue tengan en su estructura, asi se tiene:

<% Mono-Tetrahidrofurano (THF).
% Adyacentes bis-THF.
« No adyacentes bis-THF.

< sin anillo mono-THF.
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Estas estructuras también poseen hidroxilos laterales las cuales pueden estar a
uno u otro lado de la estructura, seguida por una subclasificacion de las y-
Lactonas o sustituidas por cetolactonas. (29)

W ‘Ol

Donde:

R=OH6H
GRAFICO N° 1: Estructura general de las Acetogeninas.

Fuente:  ajsiamiento y caracterizacion estructural de Acetogeninas obtenidas de
semillas de Annona muricata y Annona chenimolia. (29)
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GRAFICO N°2: Clasificacion de Acetogeninas segun su estructura.

Fuente: Fiorez L - Extractos Bioactivos (30)




Relacion estructura actividad.

Diversos estudios han sugerido una relacidn entre la estructura de las

Acetogeninas y la actividad biolégica al considerar las siguientes

caracteristicas.

Las Acetogeninas que contienen en su estructura dos anillos de
Tetrahidrofurano (THF) adyacentes en su estructura son las que han
presentado mayor actividad bioldgica. Los estudios realizados han sugerido
que la funcién del anillo de THF sea anclar la Acetogenina a la regiéon que
contiene el glicerol en la membrana liposomal.

La y-Lactona terminal es esencial para la actividad, ya que una reduccién del
doble enlace de la y-Lactona q,B-insaturado reduce la actividad. Las
cetolactonas son menos potentes que las y-Lactonas a,B-insaturada.

El nimero de grupos hidroxilo presentes a lo largo de la cadena también
esta relacionado con la actividad, presentando mayor actividad aquellas
Acetogeninas que poseen un mayor numero de grupos OH.

Un grupo hidroxilo en C-4 es esencial para la actividad.

Acetogeninas con grupo Ceto a lo largo de la cadena alifatica son menos
activas que aquellas que presentan grupos hidroxilo.

La presencia de dobles enlaces o de dioles vecinales a lo largo de la cadena
hidrocarbonada aumenta la actividad.

La longitud de la cadena C-35 o ¢-37 es la ideal para que se presente la
actividad.

Otro factor que afecta la actividad biologica es la distancia entre los grupos
funcionales presentes en las Acetogeninas.

Se presenta una mayor actividad cuando la distancia entre la y-Lactona y el
THF es de trece carbonos. Las Acetogeninas que presentan un hidroxilo en
C-9 presentan actividad considerable, asi como aquellas que presentan
anillos de THF flanqueados por OH. (30)

Mecanismo de accién de las Acetogeninas.

Una serie de experimentos estan demostrando que las Acetogeninas de las

Annonaceae son inhibidoras de la enzima NADH en el complejo | de la cadena

respiratoria mitocondrial. Se encontrd que inicialmente la toxicidad presentada
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por la exposicion de insectos a las Acetogeninas de las Annonaceae, incluye
una disminucion lenta en la movilidad y crecimiento antes de la muerte. Tales
sintomas son normaimente atribuidos a los bajos niveles de ATP causados por
los inhibidores respiratorios, sin embargo se requiere estudios futuros para
conocer el tipo de organismo susceptible a estos componentes, incluyendo

mamiferos. (30)

2.4.2. DEL EFECTO INSECTICIDA.

La actividad insecticida asociada con esta familia radica en su importancia en
el tratamiento tradicional para enfermedades como la malaria (31)

Los vectores que transmiten la fiebre amarilla son ciertas especies de Aedes, el
aegypti el mas comun, con un ciclo de vida unico. hombre — A. aegypti —
hombre. El ciclo de vida comprende varios estadios: huevo, cuatro estadios
larvales, pupa y adulto. Este ultimo se asocia a las actividades del hombre por
sus caracteristicas de reproduccion y alimentacién. La importancia de la
especie vegetal Annona muricata (Mazasamba) radica en que las Acetogeninas
presentes en esta especie vegetal presentan actividad insecticida frente al

vector de la fiebre amarilla y dengue denominado Aedes aegypti.

2.4.2.1. Fiebre Amarilla

La fiebre amarilla, conocida también como mal de Siam o fiebre de Barbados,
es una enfermedad infecciosa aguda, de rapida evolucidn, que se transmite por
la picadura de mosquitos. Su gravedad puede ser muy variable.
Independientemente de su intensidad, una vez padecida se adquiere la
inmunidad de por vida. Se manifiesta generalmente en brotes epidémicos de
alta mortalidad en las regiones de Africa, América Central y del Sur. (32)

Causas
Es una enfermedad virica trasmitida por mosquitos Aedes aegypti.
Sintomas de Fiebre amarilla

Sélo en los casos mas graves aparece la clasica triada de sintomas: ictericia,

hemorragia, fiebre y albuminuria intensa. Durante la incubacion, que dura entre
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tres y seis dias, el virus permanece inactivo. La primera fase, que dura entre
tres y cuatro dias, se caracteriza por fiebre, escalofrios, dolores musculares,
cefaleas, pérdida de apetito, nauseas, vomitos y el signo de Faget, frecuencia
cardiaca normal en presencia de fiebre elevada. Pasado este periodo el
paciente mejora y los sintomas desaparecen. (32)(33)

Aproximadamente el 15 por ciento de los enfermos desarrolla la fase téxica, en
la que la mayoria de los organos fallan. Esta fase se caracteriza por la
reaparicion de los sihtomas: fiebre, ictericia (tinte amarillo de piel y mucosas),
dolor abdominal, vémitos, hemorragias nasales, conjuntivales y gastricas. La
presencia de la albumina en la sangre (albuminuria) indica que los rifones
comienzan a fallar, hasta que se produce un fracaso renal completo con la no
emisidn de orina (anuria). Esto provoca la muerte en unos diez o catorce dias
en 1a mitad de los pacientes que entran en esta fase. El resto se recupera sin

secuelas. (33)
Prevencién

La vacunacion es la medida mas eficaz contra el contagio, por lo que la OMS la
recomienda para cualquier viaje fuera de areas urbanas en paises situados en
zonas de América Central y del Sur y parte del Africa Subsahariana. Debe ser
administrada en los centros oficiales de vacunaciértix acreditados por la OMS.
Una dosis proporciona inmunidad durante diez afios a partir del décimo dia de
administracion. Provoca efectos adversos, como dolor local, dolores
musculares o dolores de cabeza y también puede aparecer fiebre. Esta
contraindicada durante el embarazo, en las personas alérgicas al huevo, en
inmunodeprimidos y en nifos menores de nueve meses. Otras medidas de
prevencion son evitar la picadura de los mosquitos y controlar su reproduccion
(33).

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico. Se deben de controlar los sintomas y
mantener las funciones de los drganos vitales cuando comiencen a fallar, asi

como los volumenes de liquidos y la concentracion de electrolitos corporales.
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Esta contraindicado el uso de acido acetil salicilico. La fiebre debe ser tratada
con paracetamol y la deshidratacion leve con sales de rehidratacién oral, bajo

la supervision de un médico. (33)
2.4.2.2. Dengue.

El dengue es una enfermedad causada por un virus que es transmitido a través
de la picadura de mosquitos infectados. Los viajeros pueden infectarse durante
visitas a paises tropicales y subtropicales. La enfermedad ocurre en la mayor
parte de los paises tropicales en Asia, las Islas del Pacifico, las islas del
Caribe, México, Sur y Centro América y Africa.

El virus del dengue es un flavivirus que incluye 4 serotipos (DEN1, DENZ2,
DEN3 y DEN4). Cualquiera de estos serotipos puede producir la enfermedad.
El mas frecuente en el dengue clasico es el serotipo 1, que es también el
menos frecuente en el dengue hemorragico. (34)

Causas

Es una enfermedad virica trasmitida por mosquitos hembra de Aedes aegypti,
es un flavivirus que incluye 4 serotipos (DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4). (34)
Sintomas del Dengue

En el Dengue clasico, los sintomas son semejantes a los de una gripe fuerte:
fiebre alta de aparicidon brusca, dolor intenso de cabeza y detras de los 0jos,
dolores musculares y de las articulaciones, nauseas, vomitos y erupcién de la
piel.

El Dengue hemorragico, es menos frecuente, pero puede aparecer como una
enfermedad severa y a veces mortal. A los sintomas anteriores se le agrega
sangrado en distintas partes del cuerpo (tendencia a tener facilmente
moretones, distintos tipos de hemorragias en la piel, nariz, encias e internas).
(35)

Prevencién.

La unica manera de prevenir el contagio del dengue es eliminar al mosquito
transmisor, basicamente a través de la eliminacién de los criaderos de sus

larvas, que se reproducen en recipientes con agua tanto en domicilios como en

espacios publicos. Sin el mosquito que la transmite, no hay dengue.
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A nivel individual, se debe evitar la picadura de los insectos. Para elio se
recomienda usar ropa de algodén de colores claros que cubra brazos y piernas,
y usar repelentes en forma prudente y sin excesos. (35)

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico. Se deben de controlar los sintomas y
mantener las funciones de los 6rganos vitales cuando comiencen a fallar, asi
como los volumenes de liquidos y la concentracién de electrolitos corporales.
Esta contraindicado el uso de acido acetil salicilico. La fiebre debe ser tratada
con paracetamol y la deshidratacién leve con sales de rehidratacion oral, bajo

la supervision de un médico. (35)

2.4.2.3. Vector de la fiebre amarilla y dengue mosquito Aedes aegypti.

Los mosquitos Aedes aegypti son vectores del dengue, fiebre hemorragica del
dengue y de la fiebre amarilla.

El género Aedes comprende muchas especies de distribucidon cosmopolita,
viven en aguijeros en los arboles, o en estanques transitorios de agua dulce o
corrientes. Muchas especies de Norte América producen picaduras molestas.
Ciertas especies pueden actuar como transmisoras de fiebre amarilla, dengue,
wucheriasis y encefalitis viral.

Se caracteriza por sus habitos intradomiciliarios, asociado directamente al
hombre. (36)

Clasificacion cientifica.

' Reino - :  Animalia
Filo : : Arthropoda
Clase | :  Insecta -
Orden : Diptera
Familia + Culicidae
Género : Aedes

Subgénero : Stegomyia

Especie: Aedes aegypti

Fuente: parasitologia clinica. (36)
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Caracteristicas descriptivas de Aedes aegypti.

Aedes aegypti pertenece al orden dipteros y de la familia culficidae, que se
caracteriza por su pequeno tamano, con abdomen delgado, a las estrechas,
antenas largas y extremadamente plumosas en los machos; presentan un
aparato bucal adaptado para picar, con una trompa o pico largo y no articulado,
constituido por el labio inferior, por lo que son chupadores labiales. El pico les
sirve a los machos para chupar el jugo o néctar de los vegetales y a las
hembras que son hematofagas, para chupar la sangre de los vertebrados. (36)

FIGURA N° 3: Mosquito hembra Aedes aegypti.
Fuente: Especies Vegetales Promisorias de los Paises del Convenio Andrés Bello (36).

Ciclo biolégico de Aedes aegypti.

El ciclo de vida de los mosquitos se desarrolla en cuatro etapas que son:

v’ Huevo:
Esta encerrado en una cubierta de tres capas con un pasaje en forma de
embudo que facilita la entrada de espermatozoides. Los huevos son
depositados en el agua. (37) |

v’ Larva:
Alargada, sin patas con pelos enrollados y ramificaciones transversales o
simples, distribuidos en todo su cuerpo, pasa a través de cuatro etapas
hasta alcanzar la longitud de un adulto. Nadan desordenadamente

alcanzando la superficie para respirar. (37)
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v" Pupa: Megalocéfala, curva, que asemeja un signo de puntuacién coma, la
pupa se sumerge rapidamente con una sucesién de saltos como respuesta a
estimulos. (37)

v Adulto:

Al madurar la pupa la membrana es rota por la vesicula aérea y la actividad
del insecto adulto para escapar. (37)

li'H.UEVQ. l LARVA - PUPA. - [_ADULTO[

>

1 a 2 dias después ocurre la ovipostura

GRAFICO N° 03: Esquema general del ciclo biolégico de Aedes aegypti.

Fuente: Evaluacién de la actividad larvicida de extractos polares y no polares de Acetogeninas
(36).

2.4.2.4. Biopesticida.

Los biopesticidas o agentes de control biolégico (ACB) son productos que
contienen un ingrediente activo o bien se extraen de un ser vivo mediante
procedimientos que no alteran su composicion quimica. Pueden estar
constituidos por toda o una parte de la sustancia extraida, concentrada o no,
adicionada o no a sustancias coadyuvantes. (38)

Una gran variedad de biopesticidas naturales se han desarrollado y aprobado
para el control de plagas de insectos, pestes y enfermedades bacterianas,
estos nuevos derivados botanicos resultan menos dafinos para el medio
ambiente, y ademas se pueden convertir en una herramienta util para los

cultivos de alimentos donde no se puedan fumigar (38).
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Caracteristicas de los biopesticidas

Los biopesticidas son un grupo de pesticidas que pueden reducir el riesgo del
uso de pesticidas.

Los biopesticidas en general:

¢ Tienen un espectro de accion muy limitado y un modo de accién especifico.

¢ Actan lentamente.

¢ Tienen tiempos criticos de aplicacion.

e Suprime, no elimina la poblacion de la plaga.

e Tienen una persistencia limitada en el campo y tienen una vida de almacén
limitada.

e Son mas seguros a los humanos y al medio ambiente que los pesticidas
convencionales.

o No presentan problemas residuales.

Ventajas:

1. La especificidad en su actuacion.

2. Respeto al medio ambiente. _

3. Los patégenos tienden a desarrollar menor resistencia a productos

microbianos que a productos quimicos. (38)

Desventajas:

1. Una efectividad de control en general menor que los productos quimicos.

2. Generalmente su accién no es inmediata.

3. Dificultades de produccién a nivel comercial.

4. Necesidad de resolver problemas técnicos como la sensibilidad a factores
ambientales (temperatura, radiacion UV, humedad) que presentan [a

mayoria de estos productos. (38)

Clasificacién de Biopesticidas.
Los Biopesticidas se clasifican de acuerdo al agente contra el que es usado

entre estas se encuentran (ver tabla N°2)
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TABLA N°2: Clases de biopesticidas

Clases

Accion

Bioinsecticidas

Sobre insectos

Biofungicidas

Sobre hongos

Bioherbicidas

Sobre hierbas

Biobactericidas Sobre bacterias

Bionematicidas Sobre nematodos

Fuente: Aislamiento y caracterizacion estructural de Acetogeninas obtenidas de
semillas de Annona muricata y Annona cherimolia. (38)

2.4.2.5. Insecticida utilizado como patrén (TEMEFOS)

Comunmente conocido por una de sus férmulas comerciales de nombre Abate
(grado técnico 98%), es el plaguicida que ha tenido mayor uso en las Américas,
particularmente en programas de salud publica para el control de las larvas del
mosquito Aedes aegypti, transmisor del dengue y fiebre amarilla.

Temefds es un plaguicida organofosforado no sistémico que actua por contacto
e ingestion. Interfiere la transmision de los impulsos nerviosos por inhibicién de
la colinesterasa. Se utiliza principalmente como larvicida e insecticida.(39)

Nombre quimico
Su nombre quimico es 0,0,0,0’-tetrametil-0,0’-tio-di-p-fenileno.
Férmula global C1sH2006P2S3. Peso molecular: 466.48.

Estructura quimica.

GRAFICO N° 4: Estructura quimica de Temefés

Fuente: Red de Accibn en Plaguicidas y sus Alternativas de América Latina. (39)
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FIGURA N° 5: Estructura tridimensional de Temefds

Fuente: Red de Accién en Plaguicidas y sus Alternativas de América Latina. (39)

Clasificacién

En funcién de sus efectos agudos, la EPA clasifica al Temefés en el Grupo I,
“ligeramente peligroso”. Por su parte, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) lo clasifica en la categoria U, segun la cual “es improbable que presente
riesgo agudo si se usa en forma normal”.

En México esta clasificado en el tipo toxicoldgico IV. (39)

2.4.3 DEL EFECTO ANTIBACTERIANO.
2.4.3.1. Fiebre tifoidea.

La fiebre tifoidea se adquiere por la ingestion de alimentos contaminados con
Salmonella typhi. Con indculos de 1x10° tiene una incubacién de 10 a 14 dias
(40).
Sintomas
En la primera semana presenta fiebre, malestar general, mialgias, cefalea,
anorexia y dolor abdominal, puede haber también dolor a la palpacién
abdominal, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada,
inyeccién conjuntival, piel reseca y letargia; en la segunda semana constipacion
o diarrea, tos y sintomas respiratorios, roséola tifoidica. Las complicaciones
mas comunes son la hemorragia intestinal o perforaciéon intestinal, colecistitis,
hepatitis, artritis, osteomielitis, miocarditis, neumonia, parotiditis, pielonefritis,
orquitis, amigdalitis, meningitis, linfadenitis supurativa y pancreatitis (40).
Agente causal.
La fiebre tifoidea es causada por Salmonella typhi, Salmonella penetra al
humano por via oral, llega al intestino, se adhiere a la mucosa y producen
patrén secretor y un patrén invasor. Los serotipos de Salmonella no tifoiditica
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causan gastroenteritis aguda sin invasion. Salmonella pasa a través de la capa

de células epiteliales hacia la lamina propia, donde provocan edema de la

mucosa e inflamacion, producen pequefias cantidades de endotoxinas que

actuan como pirégenos. Posteriormente se diseminan por via hematogena y

llegan a varios 6rganos, aparatos o sistemas del cuerpo (40).

Distribucién geogréfica.

La fiebre tifoidea se encuentra en todas las latitudes y en todos los paises del

mundo, con mayor incidencia en la edad escolar. La infeccion por Sa/monella

typhi es mas comun en individuos entre 5 y 25 afios de edad; la transmision es

por la ingestidn de alimentos o0 agua contaminados con heces humanas.

2.4.3.2. Salmonella typhi.

Responsable de fiebres intestinales, intoxicaciones alimentarias y septicemias,

tras la introduccién de gérmenes por via o

Clasificacién cientifica.

ral. (41)

Reino 1 Procarionte.
Divisién : Bacterias.
Seccibn . Anaerobias facultativas.
Familia : Enterobacteriaceae.
Género : Salmonella.
Especie: Salmonella typhi.

Fuente: Microbiologia médica (41)
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FIGURA N° 4: Bacteria Salmonella typhi.

Fuente: Presentacién de un caso atipico de fiebre tifoidea (42).
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Nombres cientificos de Salmonella typhi.

Bacillus typhosus, Bacillus typhi abdominalis, Bacterium typhi, Eberthella typhi,
Salmonella typhosus, Bacterium typhosum, Eberthella typhosa. (42).
Distribucion y transmision.

La Salmonella Typhi, estd muy difundida por todo el mundo, pero abunda mas
en los paises en que se previene escasamente la contaminacion de los
suministros de agua y alimentos (42).

El gérmen se transmite de todas las personas infectadas a las sanas por
cualquier medio que pueda ser contaminado por materiales fecales. En cierta
época, el principal origen de la infeccion era el enfermo, pero en la actualidad
tiene la maxima importancia el portador resistente. Petruschky dio a conocer,
en 1898 que los gérmenes tificos persisten en la orina de los enfermos de tifus
durante meses posteriormente se demostrd también que se encuentra en las
heces y que el 2.3% de las personas infectadas son portadores durante toda su
vida (42).

El gérmen se transmite a los alimentos por medio del agua contaminada que se
pone directamente en contacto con ellos o con los utensilios empleados para el
manejo de los mismos. Los dedos del portador pueden transmitir el gérmen a
utensilios y alimentos. Otro tanto pueden realizar las moscas. Aunque el agua
es el vehiculo de transmisién mas frecuente, la leche es un alimento importante
que puede contaminarse (42).

Morfologia y tincion.

Salmonella typhi es un bacilo grueso y corto de 0°5-0'8u de diametro 1-3u de
longitud. Algunas bacterias aisladas y ciertos cultivos pueden ser alargados y
filiformes. Es muy movil gracias a sus flagelos peritricos. No tiene capsulas ni
forma de esporos (42).

Se tifie facilmente por métodos de coloracién habituales y es Gram negativa.
Las bacterias Gram negativas no contiene ribonucleato de magnesio, son
menos sensibles a los colorantes de ftrifenil metano, sensibles a la
estreptomicina, son disueltos por KOH al 1%, su isoeléctrico entre pH 4 a 5 la
mayor parte son bacilos espirilos y cocos que no forman esporos, producen

endotoxinas (42).
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Caracteristicas y necesidades de cultivo.

En agente de tifus es aerobio y anaerobio facultativo, creciendo bien en medios
a base de infusién de carne a pH 7.2 y temperatura optima de 36.5°C.

En superficie de Agar forma colonias pequefias, grises y transparentes, que se
vuelven opacas cuando el cultivo envejece, crecen en medio diferencial de SS
en caldo produce turbidez uniforme y raramente pelicula en superficie, el
crecimiento en papa es fino y brillante, limitandose a una estrecha faja (42).

Resistencia.

Mueren rapidamente por la accién de los desinfectantes superficiales ordinarios
tales como el cloro a 200 p.p.m. El calentamiento a 60.5°C durante 30min, o0 a
71.1°C durante quince segundos, mata el germen. En consecuencia, las
temperaturas de pasteurizacion de la leche son una importante salvaguardia de
la salud publica (42).-

Propiedades quimicas.

Salmonella Typhi produce &cido, galactosa, xilosa, maltosa, rafinosa, dextrina,
glicerina, manitol y sorbitol. No fermenta la lactosa, sacarosa, inulina,
rhamnosa, inositol, salicina ni, generalmente, la arabinosa y el dulcitol,
producen SH,. Reduce los nitratos a nitritos. No forma indol, ni licua la gelatina.
Produce ligera acidificacion inicial de la leche tornasolada aumentando la

alcalinidad a medida que el cultivo envejece (41).
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TABLA N° 3: Enfermedades clinicas producidas por Salmonellas

Fiebres
intestinales.

Septicemias

Gastroenteritis

8-48 horas

Periodo de 7 a 20 dias Variable
incubacion
iniciacion Insidiosa Subita Subita
Fiebre Gradual, después |[Ascenso Generalmente
una “meseta” alta | rapido, baja
con estado después
“tifoideo” temperatura
en agujas
“séptica”
Duracion de la Varias semanas Variable 2 a 5 dias
enfermedad
Sintomas A menudo A menudo no |Nauseas, vomitos,
gastrointestinales |constipacion hay diarrea al
' temprana, mas comienzo
tarde, diarrea
sanguinolenta
Hemocultivo Positivo durante la | Positivo Negativo
primeray la durante la
segunda semana fiebre alta
de la enfermedad
Coprocultivo Positivo de la Pocas veces |[Después del
segunda semana es positivo comienzo,
| en adelante, rapidamente
negativo al principio positivo

de la enfermedad

Fuente: Romero Cabello Rall — Microbiologia y Parasitologia Humana (40).
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2.4.3.3. Crecimiento de las poblaciones bacterianas.

Se entiende como crecimiento o desarrollo al aumento ordenado de todos los
componentes quimicos de una célula. Por tanto, el aumento del tamario que
resulta cuando de una célula capta agua o deposita lipidos o polisacaridos no
es un crecimiento verdadero. La multiplicacion celular es una secuencia del
crecimiento; en microorganismos unicelulares, es la multiplicacién, aumenta la
cantidad de individuos y da lugar a una poblacién o cuitivo. (43)

Nutricion microbiana

Las células estan fundamentalmente compuestas de macromoléculas y de
agua. Las macromoléculas se componen de unidades mas pequefias
denominadas mondmeros, en esencia, la nutricion microbiana consiste en
suministrar a las células ingredientes quimicos que constituiran monémeros.
Estos compuestos quimicos son denominados nutrientes.

De acuerdo a la naturaleza y caracteristica de los microorganismos estos
requieren diferentes tipos de nutrientes y a menudo suelen ser especificas. (43)

Medios de cultivo

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que se usan en el
laboratorio para el cultivo de microorganismos. En microbiologia se usan dos
tipos generales de medios de cultivos; los quimicamente definidos y los
complejos o no definidos. Los medios definidos de preparan afadiendo
cantidades precisas de compuestos organicos o inorganicos purificados en un
volumen de agua destilada. Por lo tanto se sabe la composicion quimica exacta
de un medio definido. Sin embargo en muchos casos la composicién exacta de
un medio no es importante. (43)

Cultivo de microorganismos en el laboratorio

Una vez que ha sido preparado un medio de cuitivo puede ser inoculado es
decir se le afaden microorganismos y a continuacién es incubado en
condiciones que favorezcan el crecimiento microbiano. En general se tratara de
un cultivo anéxico o puro, esto es, de un cultivo que contiene solo un unico tipo
de microorganismo. Para mantener un cultivo puro es esencial evitar la entrada

de otros organismos. Un método importante para obtener cultivos puros y para
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asegurar la pureza de un cultivo es el uso de medios sdlidos en placas petri.
(43)
2.4.3.4. Curva de crecimiento bacteriano.

Si la bacteria crece en un medio liquido, en la mayoria de los casos las células
que se producen en cada divisiébn contindan su vida independientemente
formandose una suspension de células libres.

El crecimiento en un sistema cerrado de este tipo esta sometido a leyes que
son validas para los organismos unicelulares y pluricelulares. En la practica la
curva presenta cuatro fases: (44)

Si se introduce en un medio de cultivo liquido una poblacién bacteriana
(inoculo), procedente toda ella de la misma célula madre (cultivo puro), y el
sistema es cerrado, es decir, ni se afnaden ni se eliminan sustancias de
desecho, se genera una curva de crecimiento con las etapas que se indican a
continuacion. (44)

Latencia.

Esta determinada por el tiempo que las bacterias requieren para reorganizar
sus sistemas enzimaticos. La duracion depende de la cantidad del inoculo y de
lo parecido que sea el medio del que proviene al nuevo, al que durante este
periodo tendran que adaptarse. (41)

Aunque no hay multiplicacion como tal, si existe una intensa actividad
enzimatica preparatoria de lo que ocurrira en la siguiente fase. (41)
Crecimiento exponencial o logaritmico.

Al disponer de los nutrientes necesarios, el numero de bacterias comienza a
aumentar sensiblemente. Las bacterias alcanzan su ritmo maximo de
duplicacién (el tiempo de generacién se acorta), la actividad metabdlica es
intensa y la sintesis de elementos estructurales se acelera. De acuerdo con lo
expuesto, se trata de una fase que en representacién logaritmica es una recta.
(41).

Equilibrio o estacionaria.

Se van agotando los nutrientes, se acumulan sustancias toxicas y la actividad
metabdlica y el ritmo de division disminuyen (el tiempo de generacion se
alargan); en definitiva, existe un equilibrio entre las células viables y las que no

lo son. (41)
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Muerte o declive logaritmico

El incremento de las circunstancias adversa determina que el equilibrio anterior
se rompa a favor de la perdida de la viabilidad de las células. Esto trae consigo
la caida de la curva de crecimiento. (41)

Esta curva ideal puede modificarse segun el tipo de bacterias y dependiendo
de que para crecer exista una dependencia de varios nutrientes o estos se
agoten en tiempos distintos. (41)

C
| D
Log De La B |
Concentracion '
Bacteriana
A ~
Tiempo

Fase Log (A), Fase Exponencial (B), Fase Estacionaria (C) y Fase de Muerte (D)

GRAFICO N° 05: Curva de crecimiento bacteriano.

Fuente: Jawetz, Meinick, Adelberg “Microbiologia Médica” 2005. (41)

2.4.3.5. Actividad antimicrobiana in vitro

Medicién del crecimiento microbiano.

Para seguir el curso del crecimiento es necesario efectuar mediciones
cuantitativas que pueden ser su actividad metabdlica, por conteo directo o
indirecto, de modo que para determinar la velocidad de crecimiento puede
utilizarse la medicion de cualquier propiedad de la biomasa, que son
habitualmente la masa celular o el numero de céluias. (44)

No es necesario para el conteo de células microbiales estimar su numero. En la
ciencia y en la industria, los numeros microbiales y la actividad son
determinados por métodos indirectos, uno de estos métodos son la turbidez, la
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rapidez de medida de la misma en instrumentos sensibles como un
espectrofotémetro o un colorimetro pueden servir una turbidimetria que permite
que siga la densidad del cultivo a medida que este crece. La turbidez se
expresa en unidades de absorbancia. Para los organismos unicelulares, la
absorbancia es proporcional a la cantidad de células, asi como su peso, por lo
que las lecturas de turbidez se pueden utilizar como un sustituto de la cuenta.
(44)

El célculo de numero de células que existen en una suspension se puede llevar
a cabo mediante el recuento celular (microscopia, nimero de colonias), la
masa celular (peso seco, medida del nitrégeno celular, turbidimetria) o actividad
celular (grado de actividad bioquimica con relacion al tamario de la poblacién).

Todos estos métodos se clasifican en:

o Métodos directos.

° Métodos indirectos.

TABLA N° 4: Medicion del crecimiento bacteriano

METODOS DIRECTOS ~ METODOS INDIRECTOS

Recuento del numero de | Recuento de colonias en placa.

células en una camara toma.

Peso seco celular. Recuento sobre filtro de
membrana.

Determinacion de nitrégeno o | Consumo de oxigeno..

de proteinas totales.

Determinacién de DNA. Liberacién de diéxido de carbono.

Concentracion de una enzima.

Incorporaciéon de  precursores
radioactivos.
Medida de turbidez.

Fuente: Lastra Jorge; Arias Edison. (45).
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2.4.3.6. Actividad Antimicrobiana.

Un agente con capacidad antimicrobiana es una sustancia quimica que mata o
inhibe el ‘desarrollo de los microorganismos, esa sustancia puede ser sintética o
natural. Los agentes que matan organismos se llaman agentes “cidas”, con un
prefijo que indica la clase del organismo al que matan. Asi, tenemos agente
bactericida, fungicida y algicida. (46)

Los agentes que no matan, sino que solamente inhiben el crecimiento se
llaman agentes “estaticos” y podemos hablar de agentes bacteriostaticos,
fungistaticos y algistaticos.

La distincion entre un agente “estatico” y un “cida”, es a menudo arbitraria,
pues un agente es “cida”, a altas concentraciones y puede ser “estatico” a
concentraciones menores. Para ser efectivo, un agente “estatico” debe estar
presente continuamente ya que si se elimina o se neutraliza su actividad, el
organismo presente puede iniciar su desarrollo, si las condiciones son
favorables. (46)

Efecto de los agentes antimicrobianos sobre ef crecimiento

Los agentes antimicrobianos afectan el crecimiento en varias formas y el
estudio de la accién de estos agéntes, en relacién con la curva de crecimiento,
es una ayuda considerable para comprender sus modos de accidén y se

clasifican en:

v'  Agentes antibiéticos.

Los antibiéticos son compuestos quimicos derivadas o producidos por
microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) capaces de inhibir el
crecimiento e incluso destruir especies microbianas de forma especifica a bajas
concentraciones y sin toxicidad (o muy baja) para el organismo humano. (46)

v" Quimioterapicos.

Son agentes quimicos antibacterianos, producidos en forma sintética, en el
laboratorio bioquimico farmacolégico. (46)

v'  Bacteriostatico.

Sustancia que a concentraciones alcanzadas en el plasma y tejidos solo son
capaces de inhibir el desarrollo y la multiplicacién bacteriana, las cuales se

reanudan una vez que se suspende el tratamiento. Los antibidticos
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bacteriostaticos resultan ser eficaces por que las bacterias cuyo crecimiento se
inhibe morirén con el tiempo o bien seran atacadas por los mecanismos de
defensa del huésped. (46)

v’ Bactericida.

Se denomina asi aquella sustancia que tiene la capacidad para destruir la
bacteria, su acciéh terapéutica es, por tanto, irreversible. El prototipo de este
grupo lo constituyen los farmacos que actuan sobre la pared o la membrana
citoplasmatica. (46)

Modo y mecanismo de accion de los antimicrobianos.

Los antibiéticos actdan inhibiendo diversos procesos metabdlicos que son
esenciales para la supervivencia de los microorganismos. La especificidad de
accion depende de que el farmaco bloguee una enzima o sustrato no presente
en las células eucariotas humanas o suficientemente distintas.

v’ Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

El componente esencial de la pared es un mucopeptido (peptidoglucano) cuya
sintesis es impedida por el antibidtico por inhibicion de los sistemas
enzimaticos correspondientes, la droga se fija en la pared celular y cuando se
produce la division de la bacteria aparecen efectos en dicha pared, el
microorganismo se hace osmoéticamente sensible, penetra liquido en el interior,
estalla y se lisa. Las penicilinas, cefalosporinas y vancomicina actian de esta
manera. (47)

v’ Lesién de la membrana celular

Las bacterias Gram positivas tienen una cubierta de peptidoglucano gruesa

situada por fuera de la membrana citoplasmatica.

Las bacterias Gram negativas poseen también una capa de peptidoglucano,
mas fina que de las Gram positivas, pero disponen ademas de una membrana
exterior de composicidén asimétrica. La [amina interna de esta membrana esta
constituida por fosfolipidos, mientras que la externa contiene un lipido

glucosilado especial denominado lipopolisacarido o endotoxina.

Varios derivados de naturaleza lipopeptidica tienen la capacidad de insertarse

en las membranas lipidicas.
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Este mecanismo de accidn es completamente distinto al de otros antibidticos vy,
por tanto, no hay resistencia cruzada. (47)

¥ Inhibidores de la sintesis proteica.

Varios antibiéticos inhiben la sintesis proteica y la mayoria lo hacen uniéndose
a distintas bases nitrogenadas del ARN ribosémico (ARNr) que forman parte
del centro de decodificacion, del centro de formacién de enlaces peptidicos
(peptidiltransferasa) o de la regién préxima de la entrada al tunel de salida del

péptido recién sintetizado.

En el ribosoma bacteriano, el centro de decodificacién se halla en una pequefa
regidon del ARNr 16S de la subunidad 30S, mientras que el lugar de formacién
de péptidos y la entrada al tunel de salida de la proteina recién formada estan
constituidos por nucleotidos contenidos en un bucle del dominio V del ARNr
23S de la subunidad 50S. (47)

¥ Inhibicion de la sintesis o funcién de los acidos nucleicos.
Los antibidticos pueden ejercer esta accidn mediante tres mecanismos:
¢ Inhibiendo la replicacién del ADN.
¢ Impidiendo la transcripcion.
¢ Inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales (bloqueo de la formacion

de bases purinas y pirimidinas). (47)

- ] PARED CELULAR:
AcCIDOS m"ja Peptidoglicano
NUCLEICOS| 1 \1\
’j

W’E}/{k -~ viasMETABOLICAS |

ARN-polimerasa

SINTESIS
PROTEINAS

MEMBRANA |

FIGURA N° 5: Blancos de algunos agentes antimicrobianos.

Fuente: J.A. Martinez y F. Sanchez. (48).
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2.4.3.7. Medicion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se mide por la determinacién de la cantidad menor
del agente necesario para inhibir el desarrollo de un organismo de prueba, un
valor llamado concentracion inhibitoria minima (CIM).

Método de difusién en Agar.

Un procedimiento utilizado para estudiar la accion antimicrobiana es el método
de difusion en Agar. Se prepara una placa petri con un medio de Agar
inoculado de modo uniforme con el organismo de prueba. La placa de prueba
se puede inocular vertiendo una capa sobrenadante de Agar que contenga el
organismo de prueba, o cubriendo la superficie del medio con un cultivo del
organismo de prueba en caldo. Se adicionan cantidades conocidas del agente
antimicrobiano a discos de papel filtro colocados sobre la superficie del Agar.
Durante la incubacién, el agente se difunde desde el papel filtro hacia el Agar,
cuanto mas lejos llegue el papel filtro, menor sera la concentracidén del agente.
A cierta distancia del disco se alcanzara la CIM. Pasado este punto se presenta
el crecimiento, pero mas cerca del disco no hay crecimiento. Asi se crea una
zona de inhibicidbn y su tamafio se mide con una regla; el diametro sera
proporcional a la cantidad del agente antimicrobiano adicionada al disco y a la
efectividad general del agente. (37) (38)

Tan pronto como el disco impregnado en antibidtico se pone en contacto con la
superficie humeda del Agar, el agua es absorbida por el papel filtro y el
antibiético difunde en el medio que lo rodea. A medida que aumenta la
distancia de difusidon del antibitico, se produce una reduccidn logaritmica de la

concentracion del antibidtico.
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Placa con Agar

£ Disco impregnado con el antimicrobiano

GRAFICO N° 6: Difusién del principio activo en el agar.
Fuente: Diagnostico Microbiolégico de koneman Eimer W., Stephen D. Aller. (38)

Dilucién en Agar.

Es considerado el método de referencia. En este método, placas conteniendo
una determinada concentracion de un antibidtico son inoculadas con el
microorganismo en estudio y luego son incubadas. Después de la incubacion,
se examina si el microorganismo crece o0 no en cada una de las placas, con lo
cual de determina la concentracion minima inhibitoria (CIM) para el antibiético.
(49)

Dilucién en caldo.

En este caso, tubos (macro dilucién) o micro placas (micro dilucidén), contienen
concentraciones crecientes de un determinado antibidtico. El organismo en
estudio es inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la micro placa y la
CIM es determinada después de la incubacion, de la misma forma descrita
anteriormente para el método de la dilucion en Agar. (49)

E - test.

Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una sofisticada
combinacién de métodos descritos anteriormente. El E — test es mas simple
que otros métodos para obtener una CIM. Utiliza una tira de plastico que

contiene concentraciones crecientes de un determinado antibiético que van
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desde 0.016ug/ml esta tira se pone sobre una placa, se forma un area de
inhibicion de forma eliptica, en el cual la CIM puede ser leida directamente. (49)
Métodos automatizados.

En este método existen varios sistemas que ofrecen diferentes niveles de
automatizacion para el estudio de la susceptibilidad. Utilizan una medicion de
turbidimetria o fluorometrica para detectar crecimiento bacteriano en un medio
liquido. La mayoria de ellos emplea el método de micro dilucion y periodos de
incubacion menores que las habituales. Estos métodos son bastante confiables
para el estudio de Enterobacterias y otros gérmenes de crecimiento rapido,
pero generalmente no son los adecuados para los de crecimiento lento o con

requerimientos especiales. (50)

2.4.3.8. Interpretacion del antibiograma.

Susceptible: significa que la infeccidn causada por un organismo puede ser
apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibiotico estudiado. (48)
Sensibilidad intermedia: esta categoria incluye organismos que son inhibidos
por concentraciones del antibiético que estan muy cercanas a las alcanzadas
en el plasma, por lo que pueden responder probablemente a la terapia. Esta
categoria, ademas, implica que el antibidtico utilizado puede ser usado si la
infeccion esta localizada en sitios donde el farmaco es fisioldgicamente
concentrado (quinolonas en vias urinarias), o cuando pueden ser usadas altas
dosis (ej. Penicilinas). (50)

Resistente: significa que el organismo no seria inhibido por el antibiético en las
dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia contra el

antibiético utilizado. (50)

2.4.3.9. Control microbiolégico.

Los criterios para el control microbiolégico recomendados por la organizacion
mundial de la salud (OMS) y la organizacién panamericana de la salud (OPS),

son los siguientes:

+ Criterio imperativo.
% Criterio indicativo de higiene.

+ Criterio de alerta o limites criticos. (51)
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TABLA N° 5: Criterios de control microbiolégico.

PESO CANTIDAD
CRITERIOS EXACTO BACTERIAS PERMISIBLE
Criterio imperativo: este
microorganismo no debe
presentarse. La presencia 10g salmonella: ~ Ausente.
de este indica un riesgo
“elevado.
Criterio _indicativo  de
higiene: la  presencia
1 excesiva de este indica
que la higiene en el 10g Coliformes Ausente
proceso ha sido deficiente.
fecales rango
Por lo que el producto no .
o (E. coli) aceptado
debe exceder los limites
. 10 - 102 UFC.
especificados en este
rubro.
Criterios alerta o limites Aerobios 5X10° - 6X10°
criticos: significa que el mesofilos. ufc/g.
producto no debe exceder 10g ‘
los limites especificados ‘ Hongos y 102 - 10° ufc/g.
en este rubro.
: levaduras.

Fuente: DIGESA. Direccién General de Salud “Criterio de Calidad Sanitaria e inocuidad de

alimentos (51)

Donde:

UFC: unidades formadoras de colonia.
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2.4.3.10. Farmaco patrén (CIPROFLOXACINO).

El ciprofloxacino es un principio activo del grupo de las quinolonas. Estos
compuestos se conocen también con el nombre de la girasa. Es un agente
antibacteriano de accién bactericida y de efecto rapido, que no presenta
resistencia cruzada con las penicilinas, tetraciclinas, aminoglucésidos.
Generalmente los organismos resistentes a estos antibioticos son sensibles al
ciprofloxacino. Se ha demostrado que cuando se combina con otros agentes
antibacterianos se presentan efectos aditivos. (47)

Mecanismo de accién:

El Ciprofloxacino inhibe la lectura a partir del cromosoma de la informacién
necesaria para el metabolismo normal de la bacteria. De esta manera se
reduce rapidamente la capacidad reproductora de las bacterias. Actua
intracelularmente por inhibicidn de la DNA girasa, un tipo Il de topoisomerasa
que es esencial para el enrollamiento del ATP dependienfe del ADN bacteriano;
posibilitando que se replique y que forme parte de ambas células hijas; el
Ciprofloxacino inhibe la relajacion del DNA enrollado y promueve el

rompimiento del DNA de doble cadena. (47)

[ SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

————— \J

==

b 1 Muerte celular l

MECANISMO DE ACCION DE LAS QUINO.LONAS

FIGURA N° 6: Mecanismo de accion de las Quinolonas

Fuente: Red de Salud de Cuba INFOMED (52).
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Farmacocinética:

En los lugares de infeccion, es decir, en liquidos y tejidos corporales, la

concentracién de Ciprofloxacino es mas elevada que en el suero.

¢ Absorcion: Rapida y bien absorbida del tracto gastrointestinal, después de la
administracién oral. La absorcién demora en presencia de alimentos.

e Distribucidbn: Ampliamente distribuida a través del cuerpo;, las
concentraciones tisulares generalmente exceden a las concentraciones del
suero, especialmente en los rifiones, vesicula biliar, higado, pulmones,
tejidos ginecolégicos y tejido prostatico; se distribuye a la saliva, secreciones
nasales, humor acuoso, esputo, linfa, fluido peritoneal, bilis, secreciones
prostaticas, fluidos de ampollas de piel; también se distribuye a |a piel, grasa,
musculo, hueso y cartilago; fluido cerebroespinal que alcanza un pico sérico
maximo (10 %) en las meninges no inflamadas, y un 14-37 % en las
meninges inflamadas.

¢ Uniodn a proteinas: Baja (20-40 %).

¢ Metabolismo: Hepatico.

¢ Eliminacidén: Renal: Aproximadamente del 50-70 % de la dosis parenteral se
excreta inalterada en la orina. Biliar/Fecal: Pequefias cantidades se excretan
en la bilis; aproximadamente un 15 % de la dosis parenteral se excreta en
las heces en 5 dias. Tras una infusién intravenosa un 75 % de la dosis
administrada se elimina con la orina y un 14 % con las heces. Mas del 90 %

de la eliminacion se efectda en las primeras 24 horas. (52)
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Espectro antibacteriano:

TABLA N°: Espectro antibacteriano del ciprofloxacino

Microorganismos aerébicos Gram
positivos

Microorganismos aerébicos

Gram negativos -

o Enterococcus faecalis

« Staphylococcus aureus (susceptible
a la meticilina)

o Staphylococcus epidermidis

« Staphylococcus saprophyticus

e Streptococcus pneumoniae

« Streptococcus pyogenes

Campylobacter jejuni »
Citrobacter diversus
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Haemophilus
parainfluenzae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Morganella morganii
Neisseria gonorrhoeae
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi
Serratia marcescens
Shigella boydii

Shigella dysenteriae
Shigella flexneri ’
Shigella sonnei

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus
Yersenia enterocolitica

Fuente: Red de Salud de Cuba (52)
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Indicaciones:

El Ciprofloxacino es un anti infeccioso de amplio espectro, activo frente a un

gran numero de organismos Gram-positivos y Gram-negativos. Se emplea en

el tratamiento de las siguientes infecciones causadas por gérmenes sensibles:

¢ Infecciones de la piel y tejidos blandos: Ulceras infectadas, quemaduras
infectadas. Infecciones osteoarticulares: osteomielitis, artritis séptica.

e Infecciones de vias respiratorias: bronquitis aguda, reagudizacion de
bronquitis crénica y fibrosis quistica, bronquiectasias, empiema, neumonia
por bacterias gram-negativas.

¢ Infecciones del tracto genito-urinario: uretritis complicadas y no complicadas,
cistitis, pielonefritis, prostatitis, epididimitis, gonorrea.

¢ Infecciones gastrointestinales: fiebre entérica, diarrea infecciosa.

¢ Infecciones del oido medio y de los senos paranasales.

¢ Infecciones de boca, dientes y mandibulas. Infecciones de las vias biliares.
Sepsis (septicemia).

¢ Infecciones del peritoneo (peritonitis).

¢ Infecciones de los 0jos, Infecciones o posibilidad de infeccion inminente

(profilaxis) en pacientes con sistema inmunitario debilitado.

Reacciones Adversas:

.Se han observado ocasionalmente los siguientes efectos secundarios:
nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea, veértigo, cefaleas, insomnio,
agitacién, temblor, reacciones de hipersensibilidad (erupciones cutaneas y muy
raramente dolores musculares y articulares). Efecto sobre los parametros de
laboratorio y sangre. Muy raras veces: colitis ssudomembranosa; convulsiones,
reacciones psicéticas y otras del SNC; reacciones anafilacticas incluido shock,
sindrome de Stevens-Jonhson, nefritis intersticial, trastornos hepaticos graves,
incluyendo necrosis hepatica, fotosensibilidad, disturbios de la funcion renal
incluyendo fallo renal pasajero, trastornos de la vista, pérdida pasajera del
sentido del oido. (52)
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Efectos secundarios

Reacciones de hipersensibilidad: se han reportado reacciones sistémicas
serias y ocasionalmente fatales.

Efectos neuroldgicos: cefalea, inquietud;, en < 1% de pacientes se ha
observado convulsiones, incremento de la presién intracraneal, psicosis
téxica, vértigo, confusién, temblor, alucinaciones, depresion, pensamientos
0 actos suicidas. Si estas reacciones ocurren la droga debe ser
discontinuada. :

Efectos respiratorios: en < 1% de pacientes disnea, epistaxis, edema
pulmonar, embolismo puimonar.

Efectos cardiovasculares: en < 1% de pacientes ocurre palpitaciones,
fibrilacion auricular, latidos ectopicos ventriculares, sincope, hipertension,
angina de pecho, paro cardiaco, trombosis cerebral.

Efectos gastrointestinales: nausea, véomito, diarrea, dolor abdominal, colitis
pseudomembranosa; en < 1% de pacientes ocurre candidiasis oral, disfagia,
perforacion intestinal, sangrado digestivo, ictericia colestasica.

Efectos renales: en < 1% de pacientes, nefritis intersticial.

Otros efectos: ruptura del tendén de Aquiles u otros tendones, fototoxicidad,
rash, artralgias. |

Organos de los sentidos: vision doble, visidn borrosa, trastorno en la
percepcion del color (mas brillante) disminuciéon de la agudeza visual y

auditiva, diplopia, dolor en el globo ocular, tinitus. (52)
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2.5. GLOSARIO DE TERMINOS.

EXTRACTO: Es una sustancia, normalmente es un ingrediente activo de una
planta o tejido animal, que se prepara utilizando disolventes o evaporacion,
para separar la sustancia del material original.
ACETOGENINAS: Compuestos activos que afectan la produccién de trifosfato
de Adenosina (ATP) en la mitocondria. El ATP es la fuente principal de energia
de la célula. Las Acetogeninas modulan selectivamente la produccién de ATP
afecta la viabilidad de células especificas y el crecimiento de vasos sanguineos
que los nutren.
ACTIVIDAD BIOLOGICA: Expresion que describe los efectos beneficiosos o
nocivos de una droga en la materia viva. Cuando la droga es una mezcla
quimica compleja, esta actividad es ejercida por el ingrediente activo o el
farmacéforo de la sustancia pero se puede modular por los otros componentes
de la sustancia. La clase principal de actividad biolégica es toxicidad de una
sustancia.
INGREDIENTE ACTIVO: Es la parte biolégicamente activa del producto
fitosanitario presente en una formulacion.
ANNONACEAE: Familia de plantas dicotileddneas, arbéreas o arbustivas, a
menudo trepadoras, propia de las zonas tropicales e intertropicales, con las
hojas alternas, simples y enteras, flores casi axilares, solitarias 0 en manojo y
fruto simple o compuesto, seco o0 camoso con pepitas duras y fragiles.
CULICIDOS: (/atin Culicidae) son mosquitos, insectos pertenecientes al orden
de Ioé dipteros; sus géneros incluyen Anopheles, Culex, Psorfora, Oclerotatus,
Aedes, Stegomyia, Sabetes, Culiseta y Haemagoggus. Existen 35 géneros en
total con mas de 2700 especies reconocidas. Son insectos voladores, que
poseen un cuerpo delgado y patas alargadas; el tamarno de los adultos varia de
especie a especie, pero rara vez superan los 15mm. Las larvas se desarrollan
en el agua. |
LARVA: Animal en estado de desarrollo, cuando ha abandonado las cubiertas
del huevo y es capaz de nutrirse por si mismo, pero aun no ha adquirido la
forma y la organizacién propia de los adultos de su especie.
OVIPARO: Un animal oviparo es un animal cuya modalidad de reproduccidon
incluye el depdsito de huevos en el medio externo, donde completar su
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desarrollo antes de la eclosién. Son oviparos la mayoria de los insectos, los
peces, los anfibios y los reptiles, asi como la totalidad de las aves.

- OVOVIVIPARIDAD: Un animal es ovoviviparo (de/ latin ovum, “huevo”, vivus,
“vivo”, y pariré, “parir’) cuando los huevos permanecen dentro del cuerpo de la
hembra hasta su eclosién. Esta puede producirse inmediatamente antes de lo
que vendra a ser un parto, o inmediatamente después de la puesta.

DENGUE: Enfermedad producida por un virus transmitido por mosquitos de
América central y zonas calurosas de Asia y Australia, también llamada la
fiebre de los siete dias.

FARMACOLOGICO: Ciencia que trata de los medicamentos, sus propiedades
y su composicion.

FISIOLOGICO: Que posee una funcién normal dentro del organismo.
ANTIHELMINTICO: Drogas que expulsan a los helmintos y gusanos parasitos
del cuerpo, matéandolos o expulsandolos vivos. Los remedios tradicionales de
este tipo se llaman vermifugos.

ANTIMICROBIANO: Que impide el desarrollo de los microbios.
MICROORGANISMO: organismos microscopicos pertenecientes por regla
general a virus, bacterias, algas, hongos o protozoos. ’
APOPTOSIS: Muerte celular programada, un proceso que juega un importante
papel desde el desarrollo temprano hasta el envejecimiento. Tiene especial
importancia en el cancer y es objeto de un estudio intenso dado que es una
soluciéon tentadora, por ofro lado, puede interferir en los tratamientos
terapéuticos.

BIOPESTICIDA: Pesticida hecho a base de recursos biologicos, es decir, de
toxinas que se producen naturalmente.

PLAGUICIDA: Sustancia u organismo capas de exterminar toda vida animal o
vegetal que pueda afectar la salud, la alimentacién o a la economia del
hombre.

Entre los plaguicidas se encuentran los insecticidas, acaricidas, herbicidas y
fungicidés. Se trata de sustancias mayormente destinadas a la proteccidn
vegetal o productos fitosanitarios principalmente de origen quimico para
combatir y controlar plagas y/o transmisores de enfermedades bacterianas o

virales de los cultivos y productos que controlan a algunas especies vegetales
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gue compiten con los cultivos. Estos productos también pueden ser utilizados
para el control de vectores de enfermedades humanas y animales en areas
abiertas o dentro del domicilio. A estas sustancias también se las llama
ocasionalmente biocidas.

BACTERIAS: Microorganismo celular, sin nucleo definido por una membrana.
Interviene en procesos como la fermentacion, y puede ser la causa de
enfermedades tales como el tifus, el colera, afecciones venéreas, etc.
PROTOZOARIOS: Organismos unicelulares microscopicos flagelados.
BIOTOPO: Regién de caracteres climaticos y geograficos definidos que es
ocupada por una biocenosis o comunidad de especies animales y vegetales.
BIOTERIO: Conjunto de instalaciones, muebles e inmuebles destinados al
alojamiento y manutencién de animales de laboratorio durante una o varias
fases de su ciclo vital, esto es, nacimiento, crecimiento, reproduccién y muerte.
CEPA: En microbiologia, conjunto de bacterias, virus u hongos que tienen el
mismo patrimonio genético.

ANTIBACTERIANO.- Relativo a una sustancia que destruye las bacterias o
que inhiben su crecimiento o replicacion.

ANTIBIOGRAMA.- Consiste en el estudio de la sensibilidad o resistencia de
determinados microorganismos (o grupos de ellos), a varios antibiéticos. Se
puede utilizar para tratar u patdgeno, afadir a alimentos, en definitiva para
saber como se comporta un germen frente a un determinado antibiético.
ATOXICO: Que no es venenosos.

CEPAS.- Es un subgrupo taxonémico de una determinada especie
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.- Es la concentracién minima
inhibitoria de un farmaco presente en la sangre capaz de frenar una infeccion.
CULTIVO.- En microbiologia, es una prueba de laboratorio que implica el
cultivo de células o de microorganismos en un medo especifico de crecimiento.
DOSIS LETAL MEDIA (DLso).- Es la dosis Unica que, obtenida por estadistica,
de una sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte del 50%
de los animales a los que se haya administrado. El valor de la DLsy se expresa

en peso de la sustancia por unidad de peso del animal (miligramos por kilo,

mg/kg).
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DOSIS EFECTIVA Dso: En farmacologia, se entiende por dosis efectiva de un
medicamento a la dosis minima capaz de producir el efecto deseado de la
droga.

La droga que produce el efecto deseado en el 50% de la poblacién se conoce
como dosis efectiva 50%, o por sus siglas en ingles DE-50

INHIBICION.- Restriccion o detencion de la funcion de una célula por estimulo
de una sustancia la cual evita el desarrollo de la célula.

RESISTENCIA.- Oposicion a la accién de una fuerza, es la oposicién que
presenta la bacteria de ser eliminada frente a los antimicrobianos.
SOLUBILIDAD.- Calidad de soluble. Extensién en la que una sustancia que
vendria a ser el soluto, se disuelve en un liquido que vendria a ser el solvente
que no necesariamente es el agua.

TOXICO: Veneno ylo cualquier sustancia que incorporada al organismo es

capaz de producir graves alteraciones organicas o funcionales.
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CAPITULO Il

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES BIOLOGICOS.
3.1.1 MUESTRA VEGETAL.

e Frutos de la especie Annona muricata L. (Masasamba), que fueron
recolectados durante el mes de Abril del 2011, la cantidad de 50 kilégramos
de muestra fresca en la localidad de Collpani, provincia de “La Convencion’,
en el departamento de Cusco, a 1050 m.s.n.m.

3.1.2 MUESTRAS BIOLOGICA.

e Larvas de Aedes aegypti
3.1.3 MUESTRA MICROBIANA.

o Cepas de Salmonella typhi spp tipificadas por el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco.

3.2. MATERIALES, INSTRUMENTOS Y EQUIPOS.
3.2.1. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO.
A.- MATERIALES DE CAMPO.

o Bolsas de papel y de polietileno.
o Tijeras podadoras.

o Camara fotografica.

e Cuaderno de campo.

o Papel Kraff.

e Sacos.

e Lapiceros.

B.- MATERIALES DE LABORATORIO.
¢ Tubos de ensayo.

Vasos de precipitado de 100 y 200ml.

Placas petri.

Baguetas.
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Pipetas.

Micropipeta calibrada.
Embudos.

Fiolas de 100 y 200mi.
Matraz de 200 y 500ml.
Probetas de 100 y 250ml.
Balones de 100 y 500mi.
Pera de decantacién 1000ml.
Goteros.

Trompo Econofiltro 0.45 um.
Piezas de metal: Soporte universal, espatula, etc.
Papel filtro.

Papel secante.

Papel aluminio.

Algodon.

Botellas de vidrio de color oscuro de 4 a 5 litros de capacidad.
Frascos de vidrio 100ml.
Micro-pipetas.

Asas de siembra.

Mecheros Bunsen.

Pinzas.

Gradillas.
Jeringas descartables de 1ml, 5mi, 10ml, 20ml.

C.- EQUIPOS DE LABORATORIO.

Balanza analitica electrénica de sensibilidad 0.001g.

Balanza analitica electrénica Howk AND GR-200

Estufa de cultivo Fanem modelo 002CB.

Autoclave. Modelo LS-B05I-1. Pres. max. 0.22Mpa; T° max 134°C
Espectrofotédmetro clinicon Mannheim-6MBH (340-620nm).
Refrigeradora marca coldex.

Cocinilla eléctrica.
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¢ Rotavapor R-215 BUCHI.

e Cromatoplacas de silicagel C18 soportadas en aluminio de 3.5 x 4.6cm.
e cocinilla eléctrica.

e Horno Pasteur Memmert. T°® max. 220°C.

e Bafo maria.

e Lampara de luz UV.

e Campana de extraccion.

¢ Bario de ultrasonido 117VAC 3510 Branson.

e Bomba de vacio MEDI PUMP 1633-6116

3.2.2. SOLVENTES Y REACTIVOS.

e Etanol de 70°

e Metanol de 70°.

e Agua destilada Q.P.

o Eter.

e Cloroformo Q.P.

e Acetona.

¢ Acetato de etilo.

e Bencina.

e Hexano.

e Sulfato de sodio.

e Acido 3,5 dinitrobenzoico al 2%.
e Hidréxido de potasio (KOH) al 5,7%.

e Dimetisulfoxido.

3.2.3. MEDIOS DE CULTIVO.

o Agar Mueller Hilton.

e Agar Bismuto sulfito segun Wilson Blair.
e Caldo infusién cerebro corazén (BHI).

e Agar saboudaud.

e Agar Plate Count.

o Agar Mc Conkey.

e Agar Hectoen.



3.2.4. OTROS MATERIALES.

¢ Discos de Ciprofloxacino 5ug.
e Mandil o guardapolvo.
o Gorros.

e Barbijos o mascarillas.
e Guantes.

e Gafas de proteccion.
e Cajas de tecnopor.

e Cubetas de plastico.
o Materiales de escritorio.
o Tijera estéril.

e Cuter estéril.

e Ligas

e Plumén marcador.

o Papel kraff.

e Papel aluminio.

e Papel filtro.

e Papel secante.

o Detergente.

e Legjia.

e Molino manual.

o Regla milimetrada

¢ Agujas descartables.
o Camara fotogréfica.

¢ Jeringas descartables de 1ml, 3ml, 5ml, 20ml.

3.3 DEINFRAESTRUCTURA.

e Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
e Laboratorio de Farmacologia de la Carrera Profesional de Farmacia y

Bioguimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
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e laboratorio de Farmacognosia de la carrera profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

e Laboratorio de Entomologia de la carrera profesional de Biologia de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

o Laboratorio de Fitoquimica de la facultad de Quimica de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

e Laboratorio de cromatografia de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco.

3.4. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION.
3.4.1. DISENO METODOLOGICO.
3.4.1.1. Tipo de investigacion.

La investigacion en el cual se realizaron los estudios de Actividad
antibacteriana y actividad insecticida de las Acetogeninas son estudios de tipo
cuasi-experimental porque se manipula deliberadamente, al menos una
variable independiente (se analizan si una o mas variables independientes
afectan a una o mas variables dependientes y porqué o hacen), prospectivo
(por el tiempo de ocurrencia de los hechos), transversal (por el periodo y
secuencia del estudio). (53)

En los disefos. cuasi-experimentales los sujetos no se asignan al azar a los
grupos ni se emparejan, sino que dichos grupos ya estan formados antes del
experimento, son grupos intactos (la razén por la que surgen y la manera como
se forman fueron independientes o aparte del experimento) (53)

La variable independiente (concentracion de las Acetogeninas obtenidas a
partir de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata L.) resulta ser la
razén de estudio ya que es la variable que se hipotetiza, que sera una de las
causas que produce el efecto supuesto, para obtener evidencia de esta
relacidn causal supuesta, el investigador manipula la variable independiente y

observa si la dependiente varia o no. (53).

58



3.4.2. DISENO DE LA INVESTIGACION.

3.4.2.1. Ensayo de la actividad insecticida

Para determinar la actividad insecticida de las Acetogeninas obtenidas a partir
del extracto etandlico de semillas de Annona muricata L (Masasamba), se

siguié el disefio de Post Prueba y Grupo control.

+ Ensayo de la actividad insecticida para las Acetogeninas obtenidas a
partir de los extractos etandlicos de semillas de Annona muricata L.

(Masasamba).

Para determinar la actividad insecticida del concentrado de Acetogeninas
obtenidas a partir de extractos etandlicos al 70% de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) se realizd un estudio cuasi experimental con disefio
post-prueba y grupo control siguiendo el procedimiento del laboratorio UNAL-
Departamento de Quimica (59), grupo de productos naturales con
modificaciones de acuerdo al protocolo propuesto por la Red Latinoamericana
de Control de Vectores (35) (ciudad Iguazu, 23 de octubre de 2005), como

sigue:

TABLA N°7: Disefio experimental del efecto insecticida.

GRUPO TRATAMIENTO | MEDICIONDE LA -
EXPERIMENTAL PRUEBA !

G1 ' X1 01, O7, O13, O,
G2 X2 02, Os, O14, O20...
G3 - X3 {03, Og, O1s, O21...
Ga X4 Oa, d1o, O1s, O22...
Gs Xs . Os, 011, O17, O2s... .
Gs Xs ' Os, 012, O1s, O24...
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Donde:
G1, G2, G3, G4: Grupos de larvas de Aedes aegypti (vector de la fiebre amarilla)
que seran sometidas al concentrado de Acetogeninas a diferentes
concentraciones, por triplicado.
Gs: Grupo de larvas de Aedes aegypti (vector de la fiebre amarilla) que sera
sometida a un insecticida comercial usado contra este vector propuesto por la
Red Latinoamericana de Control de Vectores (grupo patrén).
Ge: Grupo de larvas de Aedes aegypti (vector de la fiebre amarilla) que no sera
sometida a ninguna sustancia (grupo control negativo).
X1, X2, X3, X4: Son las diferentes concentraciones de Acetogeninas diluidas en un
solvente, las que seran aplicadas a los grupos de experimentacién.

Donde: X4: 10000ppm/50ul X2: 5000ppm/50Qul X3: 500ppm/50ul
X4: 50ppm/50ul

Xs: Concentracion de Temefos (1g/10L) (Grupo patron)

Xe: Agua (Grupo blanco)

01, 02, 05 04, 05, Og: Observacion del efecto insecticida (muerte) a 1 hora.
O7, Og, Oy, Oy, O41, O42: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 2
horas.

O13, O14, 045, 016, O47, O4s: Observacién del efecto insecticida (muerte) a las 3
horas.

O1s, Oz, 021, 022, 023, O24: Observaciéon del efecto insecticida (muerte) a las 4
horas.

Oa2s, Oz, 027, Oz 029, O30: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 5
horas.

Oas1, O3z, O35, 034, O35, O36: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 6
horas.

Os7, Oss, Oz, O40, 041, O4a2: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 7
horas.

Ous, Ous, Ous, Ous, O47, Ogs: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 8
horas.

Oa49, Osp, Os1, Os2, Os3, Osq: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 9
horas.

Oss, Osg, Os7, 058, Oss, Ogo: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 10

horas.
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o Og1, Og2, Ogs, Oss, Ogs, Ogs: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 11
horas. |

e Oe7, Ogs, Og9, Or0, O7q, O72: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 12
horas.

e Oy, Oy, 075, 076, O77, O75: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 13
horas.

o Oy, Ogo, Os, Os2, Ogs, Osa: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 14
horas.

o Ogs, Ogs, Og7, Oss, Ogs, Ogp: Observacion del efecto insecticida (muerte) a las 15

horas.

¢ Oy, O,, Oy, Oy Oy, O,: Observacion del Efecto insecticida, al tiempo en el que

todos los individuos de experimentacién murieron.

3.4.2.2. Ensayo de la actividad antibacteriana.

Para determinar la CMI de la actividad antibacteriana de las Acetogeninas
obtenidas a partir del extracto etandlico de semillas de Annona muricata L, se
sigui6 el disefio de Post Prueba y Grupo control.

< Ensayo de la actividad antibacteriana para las Acetogeninas obtenidas
a partir del extracto etandlico de semillas de Annona muricata L

Para el estudio de la actividad antibacteriana de las Acetogeninas obtenidas a
partir del extracto etanélico de semillas de Annona muricata L. (Masasamba).
Se siguid el siguiente disefio experimental aplicado a cepas de Salmonella
typhi spp. tipificadas por el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Humana de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,

como sigue:
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TABLA N°8: Diseiio experimental del efecto antibacteriano

GRUPO TRATAMIEMTO MEDICION DE -
LA PRUEBA
EXPERIMENTAL
G | X K
G; Xz O,
Gs Xs Os
Gis ' ' Xig ' O1s
Gz Xz0 Oz
G2 | Xa1 ' °21
G2 X22 02

Donde:
G1, G, Gs,. G2o, G21, G22: Cepas de bacterias spp. Salmonella typhi, que seran
sembradas en las placas petri por triplicado.
X1, X2, Xs,.. X20: Son las diferentes concentraciones de las acetogeninas
obtenidas a partir del extracto etandlico de semillas de Annona muricata en

discos que fueron usados.
Donde: X1: Bmg/disco Xz: 10mg/disco Xa: 15mg/disco  Xa: 20mg/disco
Xs: 30mg/disco Xe: 40mg/disco  X7: 50mg/disco  Xs: 60mg/disco
Xg: 70mg/disco  Xy0: 80mg/disco Xi4: 90mg/disco Xq2: 100mg/disco
Xq3: 150mg/disco X14: 200mg/disco Xqs: 250mg/disco X416t 300mg/disco

X47: 350mg/disco X4s: 400mg/disco Xis: 450mg/disco X20: 500mg/disco

Xz1: Concentracion de discos de Ciprofloxacino Sug (Grupo patrén)

X22: Dimetilsufoxido (Grupo blanco y/o control negativo)

04, 0y, O3.. O: Observacién y mediciéon de los halos de inhibicién producidas por
las Acetogeninas obtenidas a partir del extracto etandlico de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba).

0O24: Observacion de los halos de inhibiciéon representada por el grupo del Farmaco

patron (Ciprofioxacino)
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e 0O,: Observacion de los halos de inhibicion representada por el Dimetilsufoxido

(Grupo blanco).

3.5. IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE
VARIABLES.

3.5.1. VARIABLES IMPLICADAS.

3.5.1.1. De la actividad insecticida.

Variable independiente.

Concentracion de las Acetogeninas obtenidas a partir de extractos etandlicos
de semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

o Definicién conceptual: se define como cantidad de sustancia obtenida por
procesos de extraccién y purificacion con actividad bioldgica disueltas en una

cantidad de solvente.

Definicién operacional:

Naturaleza . Cuantitativa
Medicion : Directa
Escala : De razén o proporcion.

Instrumento de mediciéon : Balanza analitica de precision 0.001g.

NN NN

Indicadores: Peso del concentrado de Acetogeninas expresado en

miligramos

v Procedimiento de medicién: Se procedi®é a pesar el concentrado de
Acetogeninas (mg) en una balanza analitica de alta sensibilidad y
posteriormente se prepararon las diferentes soluciones por diluciones
consecutivas en agua en mi.

v'  Expresion final > mg/mi

Variables Dependientes

Actividad insecticida.

¢ Definicion conceptual: Se define como una sustancia con capacidad
inherente de origen natural o sintético destinada a controlar plagas vy

enfermedades.
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¢ Definiciéon operacional:

D N NI NN

<

Naturaleza . Cuantitativa
Medicion . Directa
Escala : Razon.

Instrumentos de medicion: Fichas de recolecciéon de datos del numero
de muertes de los individuos de experimentacion.

Indicador : Numero de larvas de experimentacion
muertas en relacidbn a las vivas con la administracién de las
Acetogeninas a diferentes concentraciones.

Procedimiento de medicién: Se adicionan diferentes concentraciones
de Acetogeninas obtenidas por dilucion a partir de una solucién madre
sobre cada grupo de larvas de experimentacion para posteriormente
observar cuantos individuos de experimentacion murieron en cada grupo
experimental.

Expresion final : Numero de larvas de experimentaciéon muertas en
relacion a las vivas con la' administracién de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas obtenidas de semillas de Annona

muricata L. (Masasamba).

3.5.1.2. De la actividad antibacteriana.

Variable Independiente.

Concentracion de las Acetogeninas obtenidas a partir de extractos etandlicos

de semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

¢ Definicién conceptual: se define como cantidad de sustancia obtenida por

procesos de extraccion y purificacion con actividad biolégica disueltas en una

cantidad de solvente.

¢ Definicién operacional:

AN N N

Naturaleza : Cuantitativa
Medicién - Directa
Escala : De razén o proporcién.

Instrumento de medicion : Balanza analitica de precision 0.001g.
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v

v

Indicadores: Peso del concentrado de Acetogeninas expresado en
miligramos

Procedimiento de medicién: Se procedié a pesar el concentrado de
Acetogeninas (mg) luego se realizaron las diluciones en Dimetilsufoxido
en ml y se tomaron una cantidad adecuada con una micropipeta
respectivamente.

Expresion final - mg/ml

Variable Dependiente

Actividad antibacteriana.

¢ Definicién conceptual: Accion de una sustancia o agente de origen natural

o sintético el cual destruye o suprime el crecimiento o reproduccion de las

bacterias, las cuales pueden ser “cidas”, y/o agente “estatico”.

¢ Definicion operacional:

AN NN

v
v

Naturaleza : Cuantitativa
Medicién : Directa
Escala : De razén o proporcion.

Instrumentos de medicion : Regla milimetrada

Procedimiento de medicién: Una vez inoculado las bacterias y puestas
las diferentes concentraciones de los extractos de las especies en
estudio se midi6 el halo de inhibicién resultante.

Indicador: Diametro del halo de inhibicidén del crecimiento bacteriano.
Expresion final S mm.

3.5.2 VARIABLES NO IMPLICADAS

3.5.2.1. Variables intervinientes

De la planta:

e Estadio de crecimiento (La especie vegetal Annona muricata L.

“Masasamba” se recolectaron durante la etapa final de maduracion del fruto.

e Lugar de recoleccidon. (Se eligié para la recoleccidn de la especie en

estudio la localidad de Collpani, de la Provincia de la Convencién ubicada en

el departamento del Cusco.)
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Altitud de recoleccién. (La especie vegetal Annona muricata L.
“Masasamba” se recolectaron a 1050m.s.n.m)

Temporada de recoleccion. (La especie vegetal Annona muricata L.
“Masasamba” fue recolectada durante el mes de Abril)

Parte de la planta a estudiar. (En estudio las semillas de la especie vegetal

Annona muricata L. “Masasamba”)

De las bacterias:

Estado de crecimiento. (Fase logaritmica de la curva de crecimiento
analizado por lectura de la densidad optica en espectrofotometro a 670nm)
bacterias aisladas. (Cepas bacterianas, identificadas y viables que se
observaron en placas petri después de la activacion)

Medio de cultivo. (Se usaron medios de cultivo: Caldo Cerebro Corazon,
Agar Bismuto sulfito segun Wilson Blair, Agar Mueller Hinton, Agar
saboudaud y Agar Plate Count preparadas de acuerdo a las especificaciones

del fabricante en condiciones asépticas).

De las larvas:

Especie. (Larvas de la especie Aedes aegypti)

Edad (Larvas de la especie Aedes aegypti en estadio larval lll tardio y IV
temprano).

Estado de nutricion. (Las larvas de la especie Aedes aegypti seran
alimentados bajo las condiciones de su medio natural para no alterar su

desarrollo).

3.5.3. CRITERIOS DE SELECCION

3.5.3.1. Del material vegetal

Se incluyen:

frutos sanos y homogéneos de la especie vegetal Annona muricata L.

(Masasamba).
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Se excluyen:
¢ frutos dafiados o parasitadas o contaminadas por insecticidas de la especie
vegetal Annona muricata L. (Masasamba).

3.5.3.2. De las larvas.

Se Incluyen:

o Larvas de la especie Aedes aegypti con una edad comprendida entre la fase
larval lll y IV, que mantengan su morfologia completa.

Se Excluyen:

e Larvas de la especie Aedes aegypti que no se encuentren sanos, 0 no

cumplan con las especificaciones del experimento.

3.5.3.3. Del material microbiolégico

Se incluyen:
e Cepas bacterianas de: Salmonella typhi spp. en buen estado de

conservacion y viabilidad.

Se excluyen:
» Las cepas bacterianas que no estén en buenas condiciones (contaminacion)

0 que no cumplan con las caracteristicas basicas de las cepas.

3.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

¢ Para la determinacion del efecto insecticida: los datos se recolectaron
mediante la técnica de observacion en el laboratorio; y los
instrumentos utilizados fueron las fichas estructuradas para la
recoleccion de datos de la evaluacién del efecto insecticida (ANEXO
N°6).

e Para la determinacion del efecto antimicrobiano: los datos se
recolectaron mediante la técnica de observacién en el laboratorio; y
los instrumentos utilizados fueron la regla, fichas estructuradas para la
recoleccibn de datos de la evaluacion del efecto antibacteriano
(ANEXO N°9 y 10).
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3.7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

PRIMERA PARTE
3.7.1. EXTRACCION Y ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS ACETOGENINAS
DE Annona muricata L. (Masasamba).
3.7.1.1. Recoleccidén de la especie vegetal Annona muricata L.
(Masasamba).
Todo el material vegetal de Annona muricata L. fue recolectada en la zona
tropical de la region Cusco, ciudad de Quillabamba, localidad de Collpani, en el
departamento de Cusco, a 1050 m.s.n.m. en el mes de Abril (24/04/11) a horas
3:00pm; la recoleccién del material vegetal fue realizada con la ayuda de los
pobladores de la zona. El material vegetal fue cosechado del arbol con un
dispositivo casero que consistia en un palo largo de 10m aproximadamente con
una bolsa en el extremo superior, el cual fue facilitado por los pobladores de la
zona.
Se recolectaron los frutos maduros, sanos y libres de contaminacion, luego de
ser recolectados los frutos, fueron almacenados adecuadamente en bolsas de
papel con la finalidad de evitar algun deterioro por el cambio de temperatura y
para su adecuado transporte hasta la ciudad del Cusco, y proceder a la

siguiente fase de la investigacion.

La flecha sefala la ubicacion geografica de Quillabamba,
lugar de recoleccién de la especie vegetal en estudio.

b . = . e ’ N

FIGURA N°7: Ubicacién geografica del lugar de recoleccion
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica INEI-2006. (56).
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FIGURA N°8: fotografia de la especie vegetal a 1050msnm
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

4 \ ]
La flecha sefala como el dispositivo casero
toma el fruto para ser retirado del arbol.

FIGURA N°9: fotografia del proceso de recoleccién de la
especie vegetal Annona muricata L. (Masasamba).

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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FLUJOGRAMA N° 01: Preparacioén de la muesfra para la obtencién del
extracto etandlico a partir de semillas de Annona muricatalL.

fom——mmmmm———- b |
I Identificaci6n
; delaespecie
| vegetal.
I ., . !
i Recoleccién del fruto ! : gbf:ncmn de se'mltlla[s‘ !
- 1
. de Annona muricata L. ! 1 deAnnonamuricata L. |
b o o e e e e e e e s mmm e ST b
:
v
<5 9
€ mmm -
T e T e T e T
! Secado de semillas de Annona !
! muricata L. durante 10 dias 1
. ]
. ! bajo sombra. I
! Determinacién de Vo TTTTmTeTTT moTToTTTTTTeT :
! porcentaje de humedad | :'
L o o o . . - A - 1
o e R
, Molienda de semillas secas de !
_____________ , laespecie vegetal en estudio. !
i [ T,
. 1
, Porcentajede ' . _____________ '
i rendimiento 1 !
T 1 v
| Extraccién con etanol durante 10 |
. dias a T°A y agitacion constante. |
e e e e e e e e i
|
v
el aiadhedeteihaathl i e -

! Obtencién de extracto Etandlico de

! semillas de Annona muricata L.

Fuente: elaboracién propia.
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3.7.1.2. Seleccién y Desecacién de la muestra.

Los frutos una vez que han sido recolectados fueron almacenados en
condiciones dptimas hasta el momento de su empleo, es necesario eliminar la
tierra o sustancias extrafias que puedan ir acomparnando a [a especie vegetal.
Asi mismo la desecacion consiste en eliminar el agua de la vegetaciéon sin
alterar los principios activos de la droga.

Procedimiento experimental: Una vez obtenido el fruto en estudio se
procedié a la seleccién y limpieza de los frutos de la especie vegetal Annona
muricata L. (Masasamba), de las cuales cuidadosamente se retiraron las
semillas que se encuentran dentro del fruto con la ayuda de un cuchillo limpio,
posteriormente estas semillas se extendieron en papel Kraff para su secado la
cual se realizd en un lugar fresco, limpio, ventilado, en sombra y a temperatura

ambiente durante 7 dias.

P e e e e

| —

Los frutos después de haber sido seleccionados y limpiados
fueron cortados con la ayuda de un cuchillo limpio para retirar
las semillas luego extenderlas y secarlas en un lugar ventilado
y a temperatura ambiente.

FIGURA N°10: fotografias: [zquierda: Corte del fruto de Annona muricata L.
Derecha: Semillas extendidas de Annona muricata

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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3.7.1.3. Determinacion del Porcentaje de Humedad.

Método Gravimétrico: Determinacién de Ila pérdida de agua por
desecacién en una estufa.
Este método consiste en calentar una muestra vegetal homogénea,

previamente triturada y pesada a una temperatura de 50°C durante un tiempo
de secado en una estufa y se deja secar hasta peso constante, es decir que
entre dos pesadas consecutivas realizadas tras un tiempo de desecacion
determinado no exista una diferencia mayor de 0.5mg/g. de sustancia
analizada. (57)

Procedimiento experimental: A una parte de las semillas frescas
seleccionadas se les determiné el porcentaje de humedad, de la siguiente
manera. Se coloco aproximadamente 10g de las semillas frescas en tres
placas Petri cada una, previamente pesadas, estas se llevaron a una estufa a-
una temperatura de 50°C hasta obtener un peso constante respectivamente.
Esta operacion se realizé por triplicado.

Para la determinacién del porcentaje de humedad se aplicé la siguiente

formula:
M,-M,
%H =———>x100
M

Donde:

%H: Porcentaje de humedad.
M;: Peso de la muestra fresca.
M;: Peso de la muestra seca.
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La flecha sefala las placas Petri
conteniendo- las semillas desecadas de |

FIGURA N°11: fotografia del procedimiento para determinar porcentaje de

humedad de las semillas de Annona muricata L.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

3.7.1.4. Molienda.

Los principios activos a extraer se encuentran disueltos en el citoplasma de la
célula vegetal o formando sales que se encuentran incrustados en las células
con el fin de facilitar la extraccidn de los mismos por ello la muestra es
sometida a un proceso de molturacion o troceado que destruye las estructuras

que contienen mejorando asi el rendimiento de la extraccion. (57)

Procedimiento experimental: Una vez secas las semillas se procedieron a
molerlas en un molino manual de granos previamente desinfectado, luego se
tamiz6 la muestra obtenida para obtener un producto relativamente
homogéneo. Al finalizar esta operacion las semillas molidas se envasaron en
recipientes de vidrio oscuro (color ambar) y/o recipientes forrados con papel

oscuro, los recipientes previamente limpios con tapa hermética.

3.7.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE Annona
muricata L. (Masasamba).

La extraccion es un proceso de interaccion de la droga con el solvente (57),
para ello las semillas secas, molidas y envasadas se sometieron a extraccion

or maceracion con Etanol 70° segun el objetivo de la presente investigacion.
i
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El proceso se llevé a cabo en el laboratorio de Farmacobotanica de la carrera
profesional de Farmacia y Bioquimica asi como en el laboratorio de Fitoquimica
de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, para realizar la extracciéon con etanol las semillas secas molidas de
Annona muricata L."Masasamba” se llevaron a macerar con 4 litros de etanol al
70°, durante 10 dias. Pasado este tiempo se procedié a filtrar los macerados
para separar restos vegetales. Los productos filtrados se llevaron
inmediatamente a evaporar utilizando el Rotaevaporador R-215 BUCHI. El
extracto crudo etandlico se obtuvo después de evaporar el disolvente en el
Rotaevaporador a presién reducida al vacio, presién que es establecida para el
solvente segun las especificaciones del instrumento y a una temperatura de
60°C.

1) Pesado de semillas secas 2) Material vegetal en proceso
molidas de Annona muricata. de maceracion.

4} Extracto Etanélico de semillas

3) Filtracion del extracto Etandlico )
de Annona muricata L.

para su posterior evaporacion.

FIGURA N°12: fotografias del procedimiento de obtencién del extracto
etandlico de Annona muricata L.

Fuente: Callo J y Farfan K.E. 74



3.7.3. OBTENCION DE ACETOGENINAS A PARTIR DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE SEMILLAS DE Annona muricata L.

El proceso se llevd a cabo en el laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. Para
realizar la extraccion de las Acetogeninas a partir del extracto etandlico de
semillas de Annona muricata L. (Masasamba), se siguié el método sugerido
por la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico

Nacional de México. (58)

La flecha indica el extracto etandlico de
semillas de Annona muricata L.
concentrado por el Rotaevaporador
antes de ser sometido al proceso de
extracciones por solventes organicos y

_obtener las ¢

cetogeninas presentes en
“las semi :

FIGURA N°13: fotografia del Rotaevaporador R-215 BUCHI
a lado el extracto Etanélico de semillas
de Annona muricata L. (Masasamba).

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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FLUJOGRAMA N° 02: OBTENCION DE ACETOGENINAS A PARTIR DEL
EXTRACTO ETANOLICO.

Extracto etandlico
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|
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e e e o e e e e e —,—,— e - ”
v
2 \I
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1
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K4
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3.7.3.1 Procedimiento.

Extraccion por solventes organicos: El extracto etandlico obtenido, fue
llevada a un proceso de extracciéon por decantacion con solventes de diferentes
grados de polaridad, segun el protocolo seguido para la obtencion de
Acetogeninas.

El proceso de extraccion por decantacién fue realizada en dos fases:

+ Primera fase:

El extracto crudo etandlico en una primera fase fue sometida a extracciéon con
50ml de Hexano QP durante diez veces consecutivas.

La fraccidbn hexanica es retirada de la pera de decantaciébn quedando
solamente la fraccidn Acuosa, la cual es de nuestro interés, logrando recuperar
hexano.

La fraccidn acuosa fue sometida a una segunda fase de extraccion con un
solvente mas apolar segun el protocolo establecido.

La fraccion acuosa obtenida fue llevada a concentrar en el Rotaevaporador R-
215 BUCHI con la finalidad de retirar trazas de hexano QP que pudiera haber
quedado.

s Segunda fase:

La fraccion acuosa concentrada fue llievada nuevamente a un proceso de
extraccion por decantaciéon utilizando como solvente cloroformo QP. El
procedimiento fue realizado por 8 veces consecutivas utilizando en cada
operacién 50mi de cloroformo.

Posterior a este procedimiento la fraccidon cloroférmica fue retirada de la pera
de decantacion; recuperando de esta manera cloroformo quedando solo la
fraccion de nuestro interés.

La fraccion de nuestro interés y que contiene las Acetogeninas fueron
concentradas en el Rotaevaporador R-215 BUCHI con la finalidad de eliminar
trazas de cloroformo. Esta fraccion fue denominada fraccion Bioactiva, la cual

es de nuestro interés en la presente investigacion.
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ol Smmes——————————

Primera fase de || Concentracién y Producto final de las
extraccion. Las flechas evaporacién de la muestra extracciones consecuti-
indican las fracciones en extraccion en el vas con diferentes
formadas: rotaevaporador R-215 solventes orgdanicos. En
. BUCHI a una T° de 60°C con esta fase ya se lograron

e Fase Hexanica L )

la finalidad de pasar a la extraer Acetogeninas
e Fase acuosa segunda fase de extraccién presentes en Annona

en la cual se utilizo muricata.

cloroformo.

FIGURA N°14: fotografias del proceso de extracciéon de Acetogeninas.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Desecacién de Ia fraccién Bioactiva: La fraccion Bioactiva (concentrado de
Acetogeninas), se procedié a desecar con sulfato de sodio anhidro (NaSo4),
con la finalidad de eliminar trazas de agua, para luego ser filtrado. El
concentrado de Acetogeninas se depositd en un baldn y fue llevado al
Rotavapor R-215 BUCHI a una temperatura de 60°C y una presién al vacio de
474 mbar.
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Desecacion del concentrado Filtrado del concentrado de

de Acetogeninas con sulfato Acetogeninas para retirar el

de sodio anhidro para sulfato de sodio. La flecha indica

eliminar trazas de agua. el sulfato de sodio retenido en el
embudo.

FIGURA N°15: fotografias del proceso de desecacion de Acetogeninas
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Etiquetado y almacenamiento: Posterior a la desecacién el concentrado de
Acetogeninas se envasd en un frasco de vidrio limpio y previamente pesado
dejandolo en la campana extractora para eliminar el exceso de cloroformo
concentrado. El concentrado de Acetogeninas obtenido se almaceno bajo
sombra y a temperatura ambiente en el laboratorio de Fitoquimica hasta su

posterior uso.

Con el concentrado de Acetogeninas obtenidas se realizaron los siguientes

ensayos:

3.7.4. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION.

Para determinar el porcentaje de extraccion se tomé en cuenta el volumen
peso del concentrado de Acetogeninas extraido hasta agotamiento de la
muestra y se correlaciono con la cantidad de extracto crudo etandlico que se
obtuvo en un inicio. Para calcular el porcentaje de extraccion se usé la

siguiente férmuia: (61)
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Pf
%E = —L x 100

!

Donde:

%E: Porcentaje de extraccion.
Pi: Peso de la muestra molida.
Ps: Peso del extracto seco.

3.7.5. ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL CONCENTRADO DE
ACETOGENINAS

El concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba) fue

sometido a las siguientes pruebas:

3.7.5.1. Caracteristicas Organolépticas
A través de este andlisis se observd y determinaron caracteristicas en cuanto a

su aspecto, color, olor y sabor.

3.7.5.2 Ensayos Fisicos:

Pruebas de Solubilidad del concentrado de Acetogeninas de Annona
muricata L. (Masasamba).

Por la naturaleza de las Acetogeninas se puede deducir que son parcialmente
solubles en agua, sin embargo se vera el comportamiento de estas sustancias
en diferentes solventes de diferente polaridad como alcohol, cloroformo, éter de

petroleo y benceno.

* Procedimiento:
Para el ensayo de solubilidad se pesé 10mg aprox. del concentrado de
Acetogeninas en varios tubos de ensayo, luego se agregaron a cada uno de

ellos 2-3 ml. de un solvente de diferente polaridad.
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TABLA N° 9: Polaridad de algunos solventes.

SOLVENTE | POLARIDAD |
| H20 78.5
Acetonitrilo 36.2
Metanol 32.6
Etanol 243
Acetona 20.7
Diclorometano 8.9
Acido acético 6.2
Acetato de etilo 6.0
Clorobenceno 5.6
Cloroformo 4.7
Eter dietilico 4.3
Benceno 2.3
Hexano 1.9

Fuente: (Sharapin, 2000) (60)

Analisis cromatogréfico

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que
permite separar componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por otros medios. En
todas las separaciones cromatogréficas, la muestra se desplaza con una fase
movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil
se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que
se fija a una columna o una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal
forma que los componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre
la fase moévil y estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
moévil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase

estacionaria, se mueven con rapidez (61).
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Cromatografia en capa fina:

La cromatografia en capa fina es un procedimiento rapido y sencillo para
separar mezclas de sustancias, identificar, caracterizar o determinar
semicuantitativamente componentes individuales.

Esta separacion se consigue mediante la diferencia entre las fuerzas de
adhesion de las moléculas de los componentes a la fase moévil (normalmente
un disolvente) y a la fase estacionaria (la llamada capa fina, que puede ser
papel o silicagel).

Esta diferencia se traduce en un mayor o menor desplazamiento o movilidad de
cada componente individual, lo cual permite su separacion e identificacién. Las
separaciones se realizan por el procedimiento “ascendente”, introduciendo el
borde inferior de la placa cromatografica en el solvente, que sera succionado
por accién de las fuerzas capilares del recubrimiento de la superficie de la
placa.(61)

Reveladores: los reveladores son reactivos apropiados que se usan cuando las
sustancias separadas en las placas de silicagel no son coloreadas con esta
operacion se vuelven visibles logrando identificarlas. (61)

+ Procedimiento:

1.- Se emplearon placas de Silicagel 60. Sobre una placa de silicagel se
aplican 10 ul del concentrado de Acetogeninas se procedié a secar con una
secadora con la finalidad de que Ila muestra se fije de mejor manera a la placa
de silicagel.

2.- Por otro lado se preparé el liquido desarrollador que consiste en la mezcla
de los siguientes solventes organicos Cloroformo: Acetato de etilo: Metanol en
las siguientes proporciones (6:3:1) respectivamente.

3.- El liquido desarroliador se introdujo en la camara desarrolladora.

4.- La placa de silicagel que contiene la muestra es introducida a la camara
desarrolladora y se deja que el liquido desarrollador suba por la placa hasta su

fimite superior.
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GRAFICO N°8: Representacion grafica de cromatografia en capa fina

Fuente: Florez, L. (extractos bioactivos ) (55)

La cromatografia en capa fina se realizo en la campana de
extraccion. En la figura se puede observar la placa de Silicagel
posterior a la interaccidn entre la muestra y el liquido
desarrollador.

L,

FIGURA N°16: Fotografia del proceso de cromatografia en capa fina.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

5.- Como las sustancias separadas en la placa de silicagel no son coloreadas
se procedid a rociarlas con un revelador, para la cual se uso el reactivo de
Kedde mediante esta operacion se pudo identificarlas y ponerlas en evidencia.

Reactivo de Kedde: El reactivo de Kedde es una solucion al 2% (p/v) de &cido
3,5-dinitrobenzoico en etanol denominada fraccion A y una fraccion B que la

constituye hidroxido de potasio (KOH) al 6% en etanol. La reaccidon consiste en
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poner en contacto un pequefio volumen de la fraccidén A sobre la muestra a
ensayar la cual previamente se puso en contacto con la fraccion B. La aparicién
de una coloracién de rosa a violeta - intenso, delata la presencia en la muestra
a ensayar de una molécula con un resto y — lacténico.(72)

6.-Procedimiento del revelado: La placa de silicagel de la cromatografia en
capa delgada fue revelada con el reactivo de Kedde, para lo cual primero fue
rociada con la fraccion A, se dejo actuar por un minuto para posteriormente ser
rociada con la fraccion B.(62)(72)

Analisis cromatografico por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).

Denominada también como Cromatografia liquida de alta eficacia, es un tipo de
cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica y quimica
analitica. El HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatografica el compuesto pasa por la
columna cromatografica a través de lafase estacionaria (hormaimente,” un
cilindro con pequefas particulas redondeadas con ciertas caracteristicas
quimicas en su superficie) mediante el bombeo de liquido (fase movil) a alta
presién a través de la columna. La muestra a analizar es introducida en
pequefas cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a
medida que adelantan por la columna. (61)

+ Aparato

El equipo consiste en un Desgasificador, Bomba binaria de dos cabezales
encargada de succionar los solventes y mezclarlas, puerto de inyeccion o
Autosampler, un horno o compartimento termostatizado que contiene la
columna cromatografica, un detector DAD (detector por arreglo de diodos) y un
sistema de adquisicibn de datos. La muestra en estudio atraviesa por la
columna con un caudal y una presion controlada y seguidamente pasa a través
del detector. La cromatografia se realiza a temperatura constante utilizando un

programa dado.
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¢ Procedimiento:

El andlisis cromatografico por HPLC fue realizado en el laboratorio de
cromatografia de la facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas, Matematicas,
Farmacia e Informatica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco. El analisis consiste en equilibrar la columna, la camara de inyeccién y el
detector a la temperatura caudal de la muestra especificada en la monografia.
Preparamos la solucién problema, para lo cual se utiliz6 100mg de muestra
aproximadamente diluida en metanol HPLC. Se tuvo en cuenta en esta prueba
que la solucidn de la muestra debe estar exenta de particulas sdlidas.

El analisis cromatografico por HPLC de fase reversa se lievo
a cabo en un modelo GC-MS AGILENT TECHNOLOGIES
1200S instalado a un sistema de columna Zorbax eclipse
XDB-C18 ANALITYCAL con 250mm de largo reticulado,
4.6mm de didmetro y 5um de espesor de pelicula. La
temperatura fue de 30°C y se mantuvo constante durante
todo el proceso cromatografico. La deteccion se realizo a

LZZOnm.

FIGURA N°17: Fotografia del equipo de HPLC.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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o Especificaciones del analisis cromatografico de las Acetogeninas de

La muestra de Acetogeninas (1.0 microlitro)

fue inyectada como solucién al 1% en

metanol. Los  componentes  fueron

identificados por comparacion de sus .
espectros de masa y tiempos de retencion

utilizando como referencias una coleccién de

datos de la INTERNATIONAL JOURNAL of

BIOMEDICAL SCIENCE.

Acetogeninas
de Annona
muricata.

FIGURA N°18: Fotografia del concentrado de
Acetogeninas en el Autosampler

del equipo de HPLC.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Annona muricata L.

Se siguieron los siguientes criterios para el analisis cromatografico:

v

v
v
v

v

Columna: C-18 (250 mm x 4.6 x S5um).
Deteccién: 220nm.
Temperatura: 30°C constante.
Fase movil: A: Agua

B: Metanol 85%.
Gradiente: 1°: 0 - 40min 85% B

2°: 40 - 60min 85%- 95% B.
Flujo: 1mi/min.

Fuente: Yang, Intemational Journal of Biomedical Science (63)
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SEGUNDA PARTE
3.8.DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA

3.8.1 METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DEL EFECTO
INSECTICIDA.

3.8.1.1 Recoleccion de la especie insectil Aedes aegypti.

El ciclo de vida de los mosquitos Aedes aegypti se desarrolla en cuatro etapas
las que son huevo, larva, pupa y adulto; para elv ensayo insecticida se
colectaron larvas de 4mm aproximadamente correspondientes al estadio larval
Il tardio o IV temprano aproximadamente cuatro dias después de su eclosiéon
de ser huevo. Estas larvas fueron recolectadas en las localidades de Quince
mil, Huacyumbre, Limonchayoc y san Lorenzo del distrito de Camanti a
643msnm, provincia de Quispicanchis, region Cusco durante el mes de Julio
del 2011.

La vegetacion de la zona de recoleccion estd constituida por matorrales,
arbustos, bosques de arboles frutales y madereros. La zona se caracteriza por
un clima caliente con una temperatura comprendida entre 24 °C a 26°C en esta
época del afio, abundante humedad comprendida entre 85 % a 90%, lluvias
continuas leves y torrenciales segun las condiciones del tiempo. A su vez
existen numerosos rios y riachuelos que recorren por estas zonas siendo un
habitat ideal para numerosos insectos asi tenemos: cigarras, libélulas,
mariposas, chinches, moscas comunes, simulidos, reptiles pequenos, anfibios

y otras especies.
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L.

La flecha indica la provincia de Quispicanchis dentro de la regién Cusco.

Quispicanchi

La flecha indica la ubicacidn geografica de! distrito de Camanti ubicada
dentro de la provincia de Quispicanchis-Cusco

FIGURA N°19: Ubicacidén geografica del lugar de recoleccién de larvas de

Aedes aegypti.
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica e Informética INE!-2006 (56)
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Se recolectaron insectos de Aedes aegypti en su fase larval en
las zonas urbanas, que comprenden viviendas que fueron
seleccionada al azar con un criterio de delimitacién de 200m a
la redonda.

FIGURA N° 20: fotografia vista general del 4rea de recoleccién
de larvas de Aedes aegypti.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

E! proceso de recoleccidn de larvas empezaba de 8:00am - 13:00pm y de
14:00pm - 17:00pm horario que fue establecido y sugerido por el Entomédlogo
de la unidad de saneamiento ambiental y control vectorial; responsable de la
coordinacién de vigilancia entomolégica DIRESA- Cusco (Direccion Regional
de Salud), en coordinacion con el Entomoélogo responsable de vigilancia
Entomoldgica de la Red de Servicios de Salud Cusco Sur y Bidloga
Responsable de Laboratorio y Vigilancia Entomolégica del centro de salud
Quincemil.
Método de colecta de larvas de Aedes aegypti:
La recoleccion se realizé siguiendo las pautas recomendadas por el manual de
campo para la vigilancia Entomoldgica, 2001; elaborado por la DIGESA
(Direccién General de Salud Ambiental) (64).
De acuerdo al manual de campo para la vigilancia entomolégica antes de
realizar la colecta de larvas (procedimiento denominado larveo), primero es

necesario realizar un mapeo, reconocimiento y sectorizacién de las localidades
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pertenecientes a una determinada zona a inspeccionar intradomiciliaramente y
peridomiciliariamente (en nuestro caso el distrito de Camanti), la cual nos fue
facilitada por la Bidloga Responsable de Laboratorio y Vigilancia Entomoldgica
del centro de salud Quincemil. El reconocimiento de la zona a inspeccionar
toma como criterio delimitar y dividir la zona en fragmentos de zona que
considera viviendas que estén comprendidas dentro de un area circular de 200
m de radio y seran inspeccionadas las casa mas representativas y/o
sospechosas.

El manual menciona que la busqueda de larvas se realiza casa por casa, en
todos los recipientes de agua, sea para consumo humano, para animales de
corral, para regar; en los lugares de clima tropical y lluvioso, es importante
buscar en cualquier recipiente u objeto que pudiera contener agua,
especialmente aquellos denominados inservibles., y eliminarios (a la basura) o
poniéndolos boca abajo, también se recomienda utilizar una picota para
agujerear los recipientes inservibles. Los criaderos de Aedes aegypti son
usualmente los recipientes de agua artificiales de uso doméstico, como
floreros, baldes, pozos o tanques de agua de consumo humano o para los
animales. También es posible hallarlos en floreros, cementerios, llantas en
desuso, y en zonas lluviosas, es importante la busqueda en los llamados
inservibles como latas vacias, botellas, etc.

Se requieren los siguientes materiales: Cuchardn para colecta de larvas,
Goteros o pipetas, Viales con tapa etiquetado, Lapiz y Formato de Inspeccidn
domiciliar para Aedes aegypti.

La busqueda se hace utilizando el cuchardn para tomar una muestra, se puede
vaciar el contenido del recipiente (si es posible) en una bandeja o balde, o
simplemente usando un gotero, para colectar los ejemplares y ponerios en un
vial etiquetado; a medida que se van registrando todos los recipientes de agua
se van apuntando en la hoja de inspeccion domiciliaria; se hace la blisqueda en
todos los recipientes de la casa, sin excepcion. |

Todo lo recomendado en el manual de campo para la vigilancia Entomoldgica,
2001; (64).fue seguido exactamente en nuestro investigacion.El mapeo fue
asignado por barrios de la zona a los cuales les denominamos con letras

mayusculas en el presente estudio.
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Se recolectaron larvas de Aedes aegypti en las viviendas donde se
encontraron depositados generalmente en recipientes de uso domestico
que contienen agua de lluvia y abundante material organico, asi como en
los llamados inservibles (llantas, latas vacias, botellas, etc). La busqueda se
realizo utilizando un cucharon con el cual cogiamos muestras bioldgicas de
diferentes recipientes encontrados en la zona cuyo contenido fueron
vaciados en una bandeja. Fueron recolectados en horas donde las
temperaturas fluctuaban entre 23 -25 ¢C y 78-82% de humedad relativa,
esto sucedio a las 9:00-17:00 horas.

FIGURA N° 21: fotografia general del procedimiento de recoleccién
de larvas de Aedes aegypti en zonas urbanas.

Fuente: Callo J v Farfan K.E.

Con la ayuda de una pipeta Pasteur de material de plastico con punta de
boca ancha se procedié a succionar las larvas de diferentes mosquitos de
fos recipientes donde fueron encontrados ( llantas, material domestico en
desuso, botellas, latas, etc ), luego fueron almacenadas y rotuladas en
recipientes limpios de material de plastico de facil manipulacion debido a
las caminatas, las cuales contenian agua del mismo recipiente de
recoleccién con la finalidad de darles las mismas condiciones del habitat
donde se las encontro.

FIGURA N°22: Fotografia de recoleccién, almacenamiento y transporte
de larvas de Aedes aegypti.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.



donde fueron recolectados con la finalidad de llevar un control adecuado
del vector para nuestro estudio, DIRESA Cusco y la Red de Servicios de
Saglud Cusco Sur..

FIGURA N°23: fotografias de recipientes con larvas rotuladas por cada
zona de recoleccién.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Material domestico Material de construccion Llantas

Los mosquitos hembras de Aedes aegypti ovopositan sus huevos en estos
recipientes, las que generalmente contienen agua por las Huvias continuas en la
zona dandole un hébitat adecuado para su ciclo biolégico.

FIGURA N°24: fotografias de recipientes en los que se encontraron
larvas de Aedes aegypti.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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3.8.1.2. Identificacion de la muestra insectil

La identificacion de la muestra insectil se realizé en el laboratorio del area de
entomologia del centro de salud de Quincemil perteneciente a la Red de
Servicios de Salud Cusco Sur, la identificacién fue realizada por el especialista
Entomélogo de la Direccién Regional de Salud Cusco, personal de salud del
centro de salud de Quincemil del area encargada del control del vector Aedes

aegypti y nosotros como ejecutores de la investigacion.

Del material biolégico que se obtuvo se
procedi6 a identificarlos con la ayuda
de un microscopio ya . que las
caracteristicas de las larvas no se
aprecian a simple vista y es necesario
realizarlo microscépicamente para
lograr identificarlos y diferenciarlos de
otros mosquitos pertenecientes a la |
misma familia y que también se
encuentran en la zona.

FIGURA N°25: fotografia de larvas recolectadas.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Caracteristicas de larvas de Aedes aegypti para su identificacién:

Presentan las siguientes caracteristicas:
o Fase acuédtica, alimentacidn y crecimiento.
o Cabeza, térax y 9 segmentos abdominales.
e Sifén respiratorio cortd por el cual respira y se mantiene en la superficie
casi vertical.
e Poseen 4 espinas toracicas, dos a cada lado.

¢ 8vo segmento con una hilera de 7-12 dientes.
¢ Tiene un movimiento serpenteante.

Estas caracteristicas las diferencian de otros mosquitos que pertenecen a la

misma familia quienes presentan el mismo ciclo de vida. (64)
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Las larvas de los mosquitos en
este estadio evolutivo se
alimentan vorazmente con su
aparato bucal masticador se
caracterizan:

Anopheles: ausencia de sifén
respiratorio, presenta una
placa con aberturas
espiraculares.

Aedes: sifon  respiratorio
- cortd, presenta cuatro espinas
en el térax.

Culex: sifén respiratorio largo
Culex Anopheles  Aedes

L,

FIGURA N°26: Diferencia de Aedes frente a otros géneros de mosquitos.
Fuente: Florez, L. Pruebas de Actividad bioldgica (47)

Identificacién de Aedes aegypti en laboratorio

Una vez obtenida el material biolégico fue transportada al laboratorio para su

identificacion, la cual se realizé de la siguiente manera:

e se eligieron 1-2 larvas de cada recipiente previamente rotulado
correspondiente a una determinada zona de recoleccién.

¢ Las larvas se someten a etanol 70 ° para matarlas con la finalidad de evitar
movimiento de estas al ser observadas en el microscopio.

e Las larvas muertas son preparadas en laminas porta objetos para su
identificacién en el microscopio con un objetivo de 10X.
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Larvas |
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De todos los grupos de material bioldgico recolectado se escogieron al azar
dos larvas, las que presentaban completas todas las partes de su cuerpo.
Una vez seleccionadas las larvas se procedid a observarios en el
microscopio a un objetivo de 10X.

FIGURA N°27: Fotografia de preparacion de material biolégico para
su identificacién.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

De los grupos de material bioldégico que fueron recolectados y tras un
exhaustivo proceso de identificacion se logrd tipificar e identificar en el grupo
“E” larvas de Aedes aegypti, con la ayuda de un microscopio a un objetivo de
10X, siguiendo las claves taxondmicas propuestas y presentadas en el “Manual
of Neartic Diptera” (McAlpine, 1981) y manual de campo para la vigilancia
Entomolégica, 2001 elaborado por la DIGESA (Direccion General de Salud
Ambiental) (55).

Los demas grupos fueron identificados como larvas del mosquito del genero
Culex los cuales no son de mucho interés en el area de salud y fueron
debidamente descartados bajo la supervision del personal de DIRESA Cusco y

personal de Red de Servicios de Salud Cusco Sur.
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Fig. A: espinas toracicas

Fig. B: sifén respiratorio corto

Fig. C: cuerpo arqueado y cabeza
pegada al térax

La observacion, el analisis e
identificacion de la muestra
insectil (larvas), se fundamento
basicamente en las caracteristicas
morfolégicas que presenta el
insecto Aedes aegypti en su
estadio larval como se muestran
en las figuras N°28, mencionadas
caracteristicas confirmaron la
presencia de larvas de Aedes

aegypti.

FIGURA N°28: Fotografias de las caracteristicas de Aedes aegypti

identificadas en laboratorio.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

97



FLUJOGRAMA N° 3: Procedimiento para la evaluacion del efecto

insecticida contra larvas de Aedes aegypti.

Recoleccion de material biologico
(larvas de Aedes aegypti)

Reconocimiento e identificacion de larvas

del mosquito Aedes aegypti del estadio Il
tardio o |V temprano. '

l

(Preparacién de soluciones de Acetogeninas
con diferentes concentraciones en agua a
ensayar (tratamientos).

N

J
Solucién de @ m Solucién de grupo
grupo control patrén 1mg/10ml
“AGUA" i “TEMEFOS”

Soluciones experimentales a diferentes concentraciones de Acetogeninas

! b .
10.000 5000 500 50
ppm ppm ppm ppm

Adicionar 10 larvas de Aedes aegypti a todos
los grupos. Realizar pruebas por triplicado.

4

Observar muerte de larvas de Aedes aegyptialas 1, .
2,3, 4,5....horas y realizar recuento de individuos @
muertos en cada hora respectivamente.

Realizar el
analisis
estadistico de
-los resultados.

Fuente: Elaboracién propia.

98



3.8.2 DETERMINACION DEL EFECTO INSECTICIDA EN LARVAS DE LOS
MOSQUITOS DE Aedes aegypti.

3.8.2.1. Bioensayo del efecto insecticida:

Los bioensayos se realizaron en un ambiente acondicionado en el centro de
salud Quincemil distrito Camanti perteneciente a la Red de Servicios de Salud

Cusco Sur.

El centro de salud Quincemil, se encarga de llevar un adecuado control
y vigilancia de la poblacién del mosquito Aedes aegypti (vector del
dengue vy fiebre amarilla). Asi como también se encarga de
erradicarlos cuando su poblacién aumenta con la finalidad de evitar
focos de infeccion de fiebre amarilla y dengue, por tal motivo nos
facilitaron un ambiente para poder realizar el presente estudio.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Modelo biolégico: Los bioensayos contemplaron el uso de larvas de Aedes
aegypti de 4mm aproximadamente correspondientes al estadio larval |l tardio o
IV temprano, ya que estas son facilmente manipulables y vistas al ojo del

observador.

Se siguié el modelo propuesto por la RELCOV (Red Latinoamericana en
Control de Vectores)(39), con algunas adaptaciones segun la UNAL- Colombia
(56).
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Las larvas que se lograron
identificar como Aedes aegypti
fueron. sometidos a pruebas de
actividad  biologica frente a
'Acetogeninas -~ a diferentes
concentraciones obtenidas de
Annona muricata para determinar
actividad biopesticida para lo cual
se trabajo Segun el protocolo
propuesto por la RELCOV con
algunos acondicionamientos segin
la universidad tecnoldgica de
Pereira — Colombia. '

FIGURA N°29: Aedes aegypti en su estado evolutivo de larva.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Tratamientos: en los bioensayos se evaluaron 6 tratamientos que consistieron
en soluciones a base de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba) a
diferentes concentraciones (10.000ppm, 5.000ppm, 500ppm, 50ppm), un
insecticida comercial denominado Temefés recomendado por la RELCOV (red
latinoamericana de control de vectores) y agua de lluvia contenidas en
recipientes donde se encontraron las larvas como control negativo, ya que esta
no produce efecto insecticida. Cada tratamiento se repitid tres veces en el
tiempo para disminuir el error experimental (Park et al.- 2004). '
Procedimiento:

Para la evaluacién de la actividad insecticida se utilizd el bioensayo de
respuesta a estimulo fisico el cual se basa en la determinacién de respuesta
que es expresada en el movimiento de las larvas sometidas a experimentacion
al ser tocadas con un puntero romo en la region cervical. Después de cada
hora de exposicion a las Acetogeninas se realiza el conteo de larvas muertas y
moribundas (no pueden nadar normalmente) en todos los grupos de
experimentacién. Se consideran muertas cuando no reaccionan al momento de
ser tocadas con un puntero romo en la regién cervical y en todos los grupos las
larvas moribundas se contabilizan como muertas.

Las pruebas para determinar el efecto insecticida fueron conducidas segun el

método propuesto por la RELCOV (red latinoamericana de control de vectores),
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con algunas adaptaciones segun la universidad de Quindio - Colombia. Se
utilizaron viales de vidrio con capacidad de 20ml de volumen, con una altura de
5.8 cm y un diametro de 2.8 cm. Medidas que fueron recomendadas por la
UNAL - Colombia.

Las pruebas de actividad

biolégica se desarrollaron

por triplicado para cada

s ISPl Sl | | crupo  experimental.  Las

T pruebas se realizaron en

5 ; ' viales de vidrio estéril,

aséptico y libre de

contaminacion con
-sustancias extraias.

FIGURA N°30: fotografia de los grupos de experimentacion.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Los diferentes tratamientos con Acetogeninas a diferentes concentraciones
fueron preparados en viales estériles de la siguiente manera:
e preparacion de solucion de Acetogeninas de diferentes

concentraciones:

v'primero se prepard una soluciéon con una concentracion de Acetogeninas
de 10.000ppm disueltos en 10ml de agua, la cual fue denominada
solucion madre, de la cual se realizaron diluciones para preparar las

siguientes concentraciones utilizadas.

Calculos para preparar las soluciones de Acetogeninas:
1ppm = 1mg/L, entonces:

10.000ppm =10.000mg/L; se debe de preparar en 10ml de agua, para lo cual

la cantidad en peso de Acetogeninas a usar es la siguiente:

100 emmme— 1000ml
X =————>>  10mi

x = 0.1g de Acetogeninas
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0.1g de Acetogeninas se pesaron para ser disueltas en 10ml de agua y dar
lugar a una solucién de 10.000ppm, la cual fue denominada solucion
madre. De esta solucidn- se realizaron diluciones para obtener las demas
soluciones con las concentraciones deseadas que fueron utilizados en el
~ bioensayo; esta operacion se realizo de la siguiente manera:

C1.vV1=C2.C2
(10.000ppm)(Xmi) = (5000ppm){10ml)
x =0.5ml

Se sacaron 0.5ml de la solucidon madre y se lievo a aforar con agua hasta el
volumen de 10ml para obtener una solucién de 5000ppm.

Bajo este procedimiento se obtuvieron soluciones con concentraciones de
5.000ppm, 500ppm y S50ppm requeridas para el bioensayo. En el ensayo
experimental cada concentracién fue designada a un grupo experimental

de la siguiente manera:

Grupo I: solucidén de Acetogeninas con concentracion de 10.000ppm.
Grupo II: solucidn de Acetogeninas con concentracion de 5.000ppm.
Grupo lll: solucion de Acetogeninas con concentracién de 500ppm.
Grupo V: solucidon de Acetogeninas con concentracidn de 50ppm.
Grupo V: solucién de insecticida patron “Temefés” 1mg/10mi

Grupo VI: agua.
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SoL1: 10.000ppr || Solil: 5.000ppm || Sol1ll: 500ppm || Sol1V: 50ppm

FIGURA N°31: fotografia de soluciones de Acetogeninas a
diferentes concentraciones en ppm.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

¢ Adicion de larvas Aedes aegypti:

Se introduce 10ml de agua a los viales que estan agrupados de a tres
seguidamente se les adiciono las soluciones de Acetogeninas de la siguiente

manera:

Grupo | : Agua 10ml + 50ul de solucién 1
Grupo Il : Agua 10ml + 50ul de solucion 2
Grupo lll: Agua 10ml + 50ul de solucién 3
Grupo IV: Agua 10ml + 50ul de solucién 4

Grupo V : Agua 10ml + 50ul de solucién de insecticida patrén “Temefés”
Grupo VI: unicamente agua.

Una vez listas los grupos experimentales se adicionaron 10 larvas de Aedes
aegypti a cada vial. La mortalidad de las larvas se observo a cada hora para
cada grupo experimental. En el transcurso del ensayo se mide la
temperatura y la humedad relativa dentro y fuera del ambiente de
experimentacion con la finalidad de llevar un control adecuado de las
condiciones ambientales.

103



Con la ayuda de una pipeta
Pasteur de plastico se
adicionaron 10 larvas a cada
grupo experimental, se tomo
en cuenta la hora inicial de
exposicion de los grupos
experimentales a las
diferentes concentraciones de
Acetogeninas, asi como el
grupo control positivo y grupo
control negativo.

;

FIGURA N°32: fotografia de adicion de larvas a los grupos experimentales.

Fuente: Callo J v Farfan K.E.

GVI Gl GII GIII Gl

Todos los grupos experimentales contienen 10 larvas de Aedes

aegypti. Cada grupo experimental fue evaluado cada hora, el ensayo

biolégico se realizo a una Temperatura ambiente que variaba entre

22.3°C a 25°C y una humedad relativa entre 77% a 89%. Esto sucedia
a las 8:00pm, el 14 de julio del 2011.

FIGURA N°33: Fotografia de los grupos experimentales
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

« Analisis de mortalidad de las larvas:

Las lecturas de mortalidad se realizaron a cada hora en un lapso de 43
horas, tiempo en el que todas las larvas de los grupos experimentales
expuestos murieron (grupo |, grupo Il, grupo fil, grupo IV, grupo V), con

excepcidén del grupo control negativo (grupo Vi), el cual no fue sometido a
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ningun agente. Las larvas se consideran muertas cuando no reaccionan al
momento de ser tocadas con un puntero romo en la region cervical. Los
datos fueron registrados en numero de larvas que murieron a un tiempo

determinado.

3.8.2.2 Andlisis Estadistico:

Los datos de recuento se analizaron estadisticamente por medio de un test
ANOVA (anélisis de la varianza factorial), y las diferencias de medias por la
prueba Post Hoc o Post Test Scheffe. (63)
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TERCERA PARTE
3.9. ESTUDIO MICROBIOLOGICO

3.9.1 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL CONCENTRADO DE
ACETOGENINAS DE Annona muricata L. (Masasamba).

Con la finalidad de comprobar la ausencia de microorganismos contaminantes
en el concentrado de Acetogeninas, se procedid a su determinacién de acuerdo

a los siguientes criterios:

TABLA N°10: CRITERIOS DE CONTROL MICROBIOLOGICO.

CRITERIO - MICROORGANISMO | NUMERO PERMISIBLE
IMPERATIVO Salmonella Ausente
INDICATIVO DE | Coliformes fecales
HIGIENE (Escherichia coli) Ausente
DE ALERTA O - Aerobios Meséfilos v 10*- 10°UFC/g
LIMITES CRITICOS |- Hongosy Levaduras v" 10?7~ 10° UFC/g

Fuente: DIGESA. Direccion General de Salud “Criterio de Calidad Sanitaria e
inocuidad de alimentos (61).

E!l control microbiolégico del concentrado de Acetogeninas se llevd a cabo en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, como se muestra a

continuacioén en los siguientes flujogramas.
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FLUJOGRAMAS DE CONTROL MICROBIOLOGICO.
FLUJOGRAMA N°4: Control microbiolégico del concentrado de
acetogeninas obtenidas del extracto etandlico de las semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) “criterio imperativo - investigacion de

Salmonella”

En tubos de ensayo preparar el Agar
Bismuto Sulfito segun Wilson Blair.

i ]

Obtener un inoculo del concentrado
de Acetogeninas de la muestra
madre. :

Cultivar en Agar Bismuto Sulfito
. segun Wilson Blair. -

' Incubara37°Cx24 |
' horas. X
e e e P
[ Presencia de colonias ] [Ausencia de colonias]
[ Resultado Positivo ] ! . Resultado Negativo ]

Fuente: Manual de medios de cultivo (66)
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FLUJOGRAMA N°5: Control del concentrado de Acetogeninas obtenidas
del extracto etanélico de las semillas de Annona muricata L. (Masasamba)
“criterio indicativo de higiene — investigacion de coliformes fecales (E.

coliy’

En placas petri preparar Agar Mc
Conkey.

=

Diluir 1ml del concentrado de
Acetogeninas en caldo BHI.

|

Cultivar 0.5m! de la muestra en Agar Mc
Conkey por saturacién con asa de Digraski.
F2niahain et ‘.
' Incubar a 37°C x 24 I
. horas. ,
N } ) ‘
[ Ausencia de colonias }
ot .
~
[ Resultado Positivo - ‘ Resultado Negativo ]

Fuente: Manual de medios de cultivo (66)

[ Presencia de colonias
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FLUJOGRAMA N° 6: control

microbiolégico del

concentrado de

Acetogeninas obtenidas del extracto etandlico de las semillas de Annona

muricata L. (Masasamba) ‘“criterios de alerta o limites criticos -

investigacion de meséfilos viabies, hongos y levaduras”

[MESOFILOS VIABLES ]

[ HONGOS Y LEVADURAS }

Concentrado de Acetogeninas j

[ Concentrado de Acetogeninas ]

1l

1l

Realizar dilucién del concentrado de
Acetogeninas

T

Cultivo en placas petri estériles.

r—""\/‘ﬂ

— S

Realizar dilucion del concentrado de
Acetogeninas

Cultivo en placas petri estériles las que
- contienen previamente con Agar Sabouraud.

W

A — J

§!

Adicionar 15 ml. de Agar Plate Count y
mantener a 37°C

~

) ()
"

1L

Homogenizar el indculo con el medio de
cultivo

Incubar a 37°C por 24h W
Realizar el recuento y expresar como UFC/g 7

Resultados.

Fuente: Manual de medios de cuttivo
(66)

3!

Adicionar 1 ml. de la solucién de

Acetogeninas.

Homogenizar el indculo con el medio de
cultivo

-
Incubar a 37 °C por 24-48h.

11

r
Realizar el recuento y expresar como UFC/g

!

Resultados.
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3.9.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.
3.9.2.1. Activacion e identificacion de Salmonella typhi spp.

Las cepas de salmonella fueron activadas e identificadas en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco siguiendo un protocolo.

Se trabajaron con 10 muestras tipificadas por el laboratorio de microbiologia de
la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco que se encontraban refrigeradas en agar Wilson Blair y agar
Hectoen (ANEXO N°11), realizaron las siguientes pruebas:

Activacioén: se tomé un inoculo del tubo que contenia a la bacteria en estudio y
se inoculo a un tubo que contenia caldo BHI, se incubo durante 24h a 372C,
posteriormente se tomo una muestra del caldo y se sembré en agar Hectoen
(ANEXO N°11) se incubo por 24 horas a 372C y se observo el crecimiento de la

bacteria.

(La flecha roja (arriba) sefiala cepas de Salmonella typhi spp en tubos
con agar Bismuto Sulfito segiin Wilson Blair. Las colonias son de
coloracion negra caracteristico de S. typhi en este medio de cultivo.
Mientras que la flecha azul (abajo) sefiala colonias de Salmonella
\typhi spp en agar Hectoen {anexo N24). Y,

FIGURA N°34: Activacion de las cepas de Salmonella typhi spp.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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Identificacién: para la identificacion se procedié segun el “Manual de
Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos de Patégenos Bacterianos de Importancia para la Salud
Publica en el Mundo en Desarrolio” (67).

¢ Serologia en lamina para la identificacion de S. Typhi spp.

Las pruebas de aglutinacion seroldgicas se realizaron en una placa de Petri o

en una lamina de cristal limpia.

(Se tomaron 1 a 2 colonias de Salmonella typhi spp del
Agar Hectoen correspondientes a las diferentes muestras
y se emulsionaron con 3ml de suero fisioloégico en
diferentes viales como se muestra en la figura N°35.

N A J

FIGURA N° 35: Preparacion de la muestra bacteriana
para la prueba de aglutinacion.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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/
[ /=)

Se utilizaron los antigenos O (somatico) y el

H (flagelar). ’ -

\ . . J

GRAFICO N°9: Representaciéon de la prueba
de aglutinacion.

Fuente: (67)

Cada muestra se mezclé con los dos antigenos en una placa rotulada, se dejé
reaccionar y se observo la aglutinacion en todas las muestras pero la muestra N°4 dio
una aglutinacién mas vistosa como se aprecia en la figura N°36 de lado derecho.

\.

FIGURA N°36: Fotografia de la prueba de aglutinacién para la tipificaciéon de
Salmonella typhi spp.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Una vez confirmada la identificacion de las cepas de Sa/monella typhi se eligid
la muestra N°4 para cultivaria en un medio selectivo (Wilson Blair (ANEXO N°
11) y trabajar la parte antibacteriana con muestras de bacterias fresca.
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3.8.2.2. Estandarizacion de la curva de crecimiento de salmonella typhi
spp.

FUJOGRAMA N°7: estandarizacion de la curva de crecimiento de
Salmonella typhi spp.

salmonella typhi spp.

J

Inocular una azada en 5ml
de caldo BHI.

g

[ Incubar por 24 horas a 37°C

{ Cepas del cultivo inicial de }

Colocar 1mi de cultivo
anterior en 99ml de caldo
- BHLI.

durante los intervalos de
. media hora.

‘Incubar a 37°C durante toda
la prueba.

[ Leer las densidades 6pticas

crecimiento

[ Graficar la curva de

Fuente: (68).
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Procedimiento:

Del cultivo inicial de salmonella typhi spp, se propagd con ayuda de una asa de
siembra un inoculo en 5 ml. de caldo de cultivo BHI por 24 horas a 37°C,
transcurrido ese tiempo se tomd 1 mil de este caldo con bacterias y se traspasé
a un matraz con 99 ml de caldo BHI puro incubandose a 37°C por 24 horas.

La evaluacién del crecimiento bacteriano se determind haciendo lectura de la
densidad 6ptica del cultivo a una longitud de onda de 670 nm en el
espectrofotdmetro con intervalos de media hora. (68).

/Luego de las 24 h de incubacidn se tomd /Seguidamente se introduce la cubeta en
una alicuota del cultivo de bacterias en el casillero del espectrofotémetro,
las cubetas del espectrofotometro para previamente encendido y calibrado, y se
su posterior lectura realiza la lectura correspondiente.

- -

FIGURA N°37: Fotografias de la estandarizacién de la curva de crecimiento.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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3.9.2.3Estandarizacién de la concentracion antibacteriana del concentrado de
Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba) por el método de difusion

disco en placa.

FUJOGRAMA N°8: Proceso del ensayo de la actividad antibacteriana in
vitro.

Cepas tipificadas de Sembrar un inoculo

salmonella typhi spp. - fresco en 5mi de caldo
de un cultivo inicial. “ BHL. ‘

J

Preparar placas ] Incubar a 37°C por 3

estériles con Agar horas.
Mueller Hinton

J J

Sembrar por agotamiento
con asa de Digraski en’

Tomar 0.1ml de caldo
BHI con Salmonella

placas con Agar Mueller typhi spp.

Hinton.

Incubar durante 0.5 hora J

Colocar los discos de

‘sensibilidad preparados
. con Acetogeninas a

diferentes concentraciones.

i

‘Medir halos de inhibicion, Incubar a 37°C por 24
~analisis y discusién de horas.

resultados.

a 37°C.

Fuente: Elaboraciéon Propia.
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Prueba piloto.

La prueba piloto se realizd para determinar las concentraciones maxima y
minima del concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L. obtenida a
partir del extracto etandlico, para la bacteria Salmonella typhi spp. Con |a
finalidad de realizar una estandarizacion de las concentraciones
antibacterianas. Para este ensayo se utilizaron diferentes concentraciones de

Acetogeninas; los cuales se presentan a continuacion.

TABLA N°11: Concentraciones usadas en las pruebas piloto

Concentraciones para la actividad antibacteriana in vitro de

Acetogeninas en (mg/disco)

5 10 15 20 30 | 40 | 50 60 70 80

Concentraciones para la actividad antibacteriana in vitro de

ACetogeninas en (mg/disco)

90 100 150 200 | 250 | 300 | 350 400 | 450 500

Fuente: datos experimentales.

Donde:

mg: miligramos

v" Preparacién de los discos de sensibilidad.

Para la preparacion de discos de sensibilidad, se procedié a disolver diferentes
concentraciones del concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L.
(Masasamba), obtenida a partir de extracto etandlico en 100 pl. de
dimetilsufoxido, con la ayuda de una jeringa de tuberculina, se aplicé las
diferentes disoluciones en discos de papel filtro blanco de 0.6mm. de espesor y
eémm. de diametro, se llevd a secar a 40°C en una estufa y se almacenaron en

recipientes estériles hasta el momento de su andlisis.
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ﬁ flecha senala las diferente}

soluciones de Acetogeninas
preparadas a diferentes
concentraciones que van desde
5mg hasta 500mg. Estas
concentraciones fueron inyectadas
cuidadosamente a cada disco de
sensibilidad con la ayuda de una
jeringa de tuberculina. Los discos
una vez inyectados de las
concentraciones fueron secados
en una estufa a 40°C.

La figura N°38 muestra los discos de
_ sensibilidad preparados con
- diferentes concentraciones de
Acetogeninas secos y rotulados y
almacenados en frascos de vidrio
estériles. Los discos secos preparados
2 > con las diferentes concentraciones de
Fo‘ o A Acetogeninas  fuerén almacenados
s .o bajo sombra y a temperatura
ambiente hasta el momento del

e ‘ andlisis del efecto antibacteriano.
L ' AN \

FIGURA N°38: Fotografias de la obtencién de discos de sensibilidad a
diferentes concentraciones de Acetogeninas.

e
ol

SRR

!

e

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

v Procedimiento de la prueba piloto.
El efecto antibacteriano se demostré utilizando una-modificacion del método de

difusién en placas de agar; el procedimiento originalmente descrito por Bauer y
colaboradores. (35)
Primero se inoculé en tubos de caldo BHI una colonia fresca de la bacteria

Salmonella typhi spp. y se incubaron a 37°C. durante 3 horas segun el
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crecimiento de la bacteria hasta lograr su fase exponencial y dar turbidez en el
caldo BHL.

Luego esta suspension estandarizada se sembré por inundacién en la
superficie de placas que contiene agar Mueller Hinton (ANEXO N° 11) con
asas de Digraski estériles y atoéxicos, el cultivo se dejé secar durante 30
minutos en la incubadora a 37°C, posteriormente con una pinza estéril se
colocaron los discos de sensibilidad impregnados con la solucion de las
diferentes concentraciones de Acetogeninas, se realizd una ligera presion en
los discos para garantizar el contacto con el agar y se llevé a incubar a 37°C

durante 24 horas.

(Se sembrd uninoculo de ) (Las placas se llevaron a incubar
bacterias del caldo BHI (0.1ml). a 37°C por un periodo de
en placas con agar Mueller tiempo de 30 min.
Hinton (anexo N2 11) con la
avuda de una asa de Digraski.
\J Y, - y,

FIGURA N°39: fotografias de la prueba de sensibilidad bacteriana en la
prueba piloto.
Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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La adicion de discos de sensibilidad a las
placas con agar Mueller Hinton {anexo
N2 11) se realizo con la ayuda de una
\pinza estéril.

GRAFICO N°10: representacion grafica de la adicién
de discos en el agar Mueller Hinton.

Fuente: (67)

Placas impregnadas con discos de sensibilidad de las
diferentes concentraciones de Acetogeninas. Se
llevarén a incubar a 37°C durante 24h.

J/

FIGURA N°40: Fotografia: placa de agar Mueller Hinton con discos
de sensibilidad de diferentes concentraciones de
Acetogeninas.

Fuente: Callo J y Farféan K.E.

119



Pasada las 24 horas se observd qué concentracion de Acetogeninas produjo
inhibicién del crecimiento bacteriano, para que a partir de ella se estandaricen

las concentraciones.

Los discos con concentraciones de 5, G partir de la concentracién de

10,15,20,30,40, 50,60,70,80 y 90mg 100 mg hasta la concentracion de
de Acetogeninas no presentaron 500mg se observaron halos de
halos de inhibicion sobre Salmonella inhibicion sobre Salmonella typhi
tvohi sop. ) \jnn. )

FIGURA N°41: Fotografia de los halos de inhibicién obtenidas en la prueba
piloto.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
Estandarizacioén de la concentraciéon antibacteriana.
Las concentraciones se determinaron hallando el factor de incremento de la
bacteria en estudio, teniendo en cuenta las concentraciones maxima y minima

que seran obtenidas de la prueba piloto, asi:

Donde:
F= factor de incremento

| = concentracién maxima

Concentracion minima

r = N-1 numero de dosis en la serie logaritmica.
N = n° de concentraciones con las que se trabajo
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Para determinar las concentraciones con las que se trabaj6é se procedié de la

siguiente manera:

TABLA N°12: Determinacién de las concentraciones estandarizadas para
el ensayo de la actividad antibacteriana de Acetogeninas aisladas de
semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

OPERACION N° DE CONCENTRACION
Concentracion minima Concentracion 1
Concentracion 1 x F Concentracion 2
Concentracién 2 x F Concentraciéon 3
concentracién 3 x F Concentracion 4
concentracién 4 x F Concentracion 5
concentracion 5§ x F Concentracion 6
concentracion 6 x F Concentracion 7
concentracién maxima Concentracion 8

Fuente: datos experimentales

Una vez calculadas las concentraciones estandarizadas se elaboraron discos
con estas concentraciones de Acetogeninas. Para la determinacidn del efecto
antibacteriano con estas concentraciones se realizaron [os mismos

procedimientos como en la prueba piloto.

Kos halos se midieron cm

ayuda de una regla
milimetrada, se considero todo
el didmetro del hallo de
inhibicion, la fotografia
muestra los halos de inhibicién
generados por Acetogeninas
sobre Salmonella typhi spp. en
placas con agar Mueller Hinton

Qnexo Ne11) /

FIGURA N°42: Fotografia de los halos de inhibicién producidos por las diferentes

concentraciones de Acetogeninas sobre Salmonella typhi spp.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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Ensayo con el farmaco patrén.
Para el ensayo se utilizd un agente antibacteriano de accién bactericida y de
efecto rapido denominado Ciprofloxacino. En este caso se usaron discos de de

sensibilidad de Ciprofioxacino 5Sug.

A lado derecho la flecha nos sefiala el halo generado por el
disco de ciprofloxacino. Al lado izquierdo se aprecia el
- disco del grupo control negativo correspondiente a

dimetilsulfoxido la cual no género halo de inhibicion por lo
\mm no afectn el crecimienta hacteriann )

FIGURA N°43: Fotografia del halo de inhibicion generado por el grupo
control positivo (ciprofioxaciono 5ug) y grupo control
negativo .(dimetilsulfoxido) sobre Salmonella typhi spp.

Fuente: Calio J y Farfan K.E.
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CAPITULO IV
4. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

PRIMERA PARTE
4.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO FITOQUIMICO

4.1.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS
SEMILLAS DE Annona muricata L. (Masasamba).

Se obtuvieron los siguientes resultados.

TABLA N°13: Determinacion del porcentaje de humedad.

NUMERO DE PESODELA | PESODELA | PORCENTAJE
DETERMINACIONES | MUESTRA MUESTRA | DE HUMEDAD
FRESCA SECA
1 869 29g 66.28%
2 86g 28g 67.44 %
3 |  86g¢g 289 | 67.44%
PROMEDIO | | 67.05%

Fuente: datos experimentales

Dénde:

g= gramos

Analisis y discusion.

El proceso de deshidratacion, permite disminuir el agua libre presente en la
muestra vegetal, el proceso de secado es muy importante porque interrumpe
los procesos de degradacion metabdlicos catalizados por enzimas y alteracion
de metabolitos presentes en la muestra vegetal.

El porcentaje de humedad promedio obtenido para las semillas de Annona
muricata L. (Masasamba), fue de 67.05%. Como se puede observar, presentd
un alto porcentaje de humedad, por lo tanto el secado y la conservacién de
esta especie vegetal es dificultosa e importante, y la hace propensa a que se
produzcan reacciones de hidrélisis, oxidacién o deshidrogenacion y

condensacion o polimerizacién. De esta manera las semillas de la especie
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vegetal corren el riesgo de sufrir diversas contaminaciones por bacterias y
hongos en especial por estas ultimas ya que proliferan en lugares donde hay
humedad.

Gracias a este dato se pudo tomar las medidas adecuadas y necesarias para
realizar el secado de las semillas de la especie vegetal, y con este

procedimiento se pudo obtener una muestra adecuada para el estudio.

4.1.2. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION DE LAS
SEMILLAS DE Annona muricata L. (Masasamba).

El porcentaje de extraccidon por maceracién y extraccion por decantacién, hasta
la obtencidén de Acetogeninas mostro los siguientes resultados.

TABLA N°14: Porcentaje de extraccion de Acetogeninas de las semillas de

Annona muricata L. (Masasamba).

MASADE | MASA(g) |  %DE - MASA (g) % DE »

'SEMILLAS | FRACCION | RENDIMIENTO | FRACCION | RENDIMIENTO
(9) 1(EtOH) | FRACCION1 | 2(CH3Cl) | FRACCION 2
1116 46.56 4.1720 22.0412 47.34

Fuente: Datos experimentales.

Donde:

g = gramos
e EtOH: etanol
e CH3CI: cloroformo.

Analisis y discusién

El porcentaje de extraccion de Acetogeninas a partir de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) mediante el método de extraccidén por solventes de
diferente polaridad es de 47.34%.

Gracias a este resultado se pudo determinar la cantidad de material vegetal
adecuada, para obtener el concentrado de Acetogeninas necesario para la
realizacién de la presente investigacion, ademas nos facilita informaciéon que
permite determinar si la especie vegetal en estudio es buena materia prima o o
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contrario. Por el porcentaje de extraccion determinado que es de 47.34%
podemos concluir que las semillas de Annona muricata L. presentan un buen
porcentaje de extraccion por lo que también se puede concluir gue son buena

materia prima.

41.3. ANALISIS FISICOQUIMICO DEL CONCENTRADO DE
ACETOGENINAS.
El concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba), fue

sometido a las siguientes pruebas:

4.1.3.1. Caracteristicas organolépticas:
Las caracteristicas del concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L.

(Masasamba), son las siguientes:

TABLA N°15: Resultados de las caracteristicas organolépticas del
concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba).

'ASPECTO | : Oleoso

| COLOR} : Café acaramelado

OLOR : Ligeramente aromatico

,SABOR : Ligeramente dulce

Fuente: datos experimentales.
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4.1.3.2. Pruebas de solubilidad de las Acetogeninas de las semillas de
Annona muricata L. (Masasamba).

Para las pruebas de solubilidad de las Acetogeninas se utilizé diferentes
solventes de diferente polaridad, obteniéndose los siguientes resultados.

TABLA N°16: Resultados de la pruebas de solubilidad de las
Acetogeninas de las semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

SOLVENTE | GRADO DE SOLUBILIDAD
Agua ( H20) , ++
Acetonitrilo +++
Metanol S Y
Etanol 70% rews
Etanol 96% ' - +++
Aéetbna - WS
Acido acético. | +++
Acetafo de efilo ' +++
Cloroformo ! +++
Eter dietilico - ++
Hexano -

Fuente: Datos experimentales

Donde:

e +++: totalmente soluble

e ++ : parciaimente soluble
e + :poco soluble

o - . insoluble.
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Analisis y discusion.

La tabla N°16 muestra los resultados de la prueba de solubilidad de las
Acetogeninas presentes en las semillas de Annona muricata L. (Masasamba)
frente a diferentes solventes de polaridad decreciente. Se observa que las
Acetogeninas son parciaimente soluble en Agua y en éter dietilico,
completamente solubles en metanol, etanol 70%, etanol 96%, acetona, acido
acético, acetato de etilo y cloroformo. Mientras que en hexano es
completamente insoluble. Segun estos resultados las Acetogeninas presentes
en las semillas de Annona muricata L. (Masasamba), tienen una naturaleza
medianamente polar.

Se realiz6 una prueba de solubilidad adicional con dimetilsulfoxido, ya que en
uno de los ensayos bioldgicos fue usado como solvente para el concentrado de

Acetogeninas dando como resultado completamente soluble.

4.1.3.3. Analisis cromatografico:

Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina se realizé como un analisis preliminar con la
finalidad de identificar, caracterizar o determinar semicuantitativamente los
componentes Acetogénicos presentes en el concentrado de Acetogeninas
obtenido a partir de semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

Se llevdé a cabo la caracterizacidon quimica de las Acetogeninas en placas
cromatograficas de Silicagel obtenidas a partir de semillas de Annona muricata
L. (Masasamba), utilizando un revelador universal y especifico para

Acetogeninas como es el reactivo de Kedde en aerosol.

Reactivo Kedde: Conformado por:
Fraccidon A: soluciéon al 2% (p/v) de acido 3,5-dinitrobenzoico en etanol.
Fraccion B: hidroxido de potasio (KOH) al 6% en etanol. Obteniéndose el

siguiente resultado:

Anadlisis y discusion:

En el anexo N° 15 (fotografia N° 2) se puede apreciar una coloracién de rosa

sobre la placa de Silicagel usada en el andlisis cromatografico en capa delgada
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la cual nos indica resultado positivo para Acetogeninas y se delata la presencia
en la muestra de una molécula con un resto y — lacténico. Este analisis
preliminar nos lleva a deducir cualitativamente que la muestra en estudio
Annona muricata L. (Masasamba), si presenta Acetogeninas la cual es de
nuestro interés para desarrollar los objetivos de la presente investigacion. En
este analisis no fue posible identificar las Acetogeninas por sus Rf, pues la
aparicion de manchas continuas muestra la alta complejidad de estas
sustancias y la posible existencia de Acetogeninas isoméricas de diversas

polaridades.

Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
Para este andlisis no se utilizaron estandares la comparacién se realizé por
referencias  bibliograficas de estudios realizados por organismos

internacionales.
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FIGURA N°44: Cromatograma del concentrado de Acetogeninas.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.
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En la figura N°44, se muestra el cromatograma realizado para las
Acetogeninas obtenidas de extractos etandlicos a partir de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) se puede observar la presencia de 32 compuestos,
de los cuales posiblemente solo 8 corresponden a Acetogeninas de Annona
muricata L. (Masasamba) teniendo en cuenta el rango de los espectros UV en
el cual se absorben Acetogeninas de Annonaceae al revisar estudios ya
realizados basados en los espectros UV de estas sustancias. Las sefales que
se detectan en longitudes de onda entre 254nm y 280nm, corresponden a
compuestos como: alcaloides bencilisoquinolinicos 225-280nm, flavonoides
entre 240nm a 285nm, fenoles a 270nm entre otros; y por eso no se tendran en
cuenta para realizar la cuantificacion. Tomandose en cuenta los compuestos
gue presentan longitudes de onda entre 200nm+/- 15nm segun bibliografia.
(53)(56) |

TABLA N°17: Resultados del cromatograma del concentrado de

Acetogeninas.

PICO | TIEMPO DE RETENCION | (N) MAXIMO | % AREA

S {min)_ » o
11 9.104 201 1.2107
18 17.625 205 7.2367
19 18.469 202 2.2883
24 | 24985 | 210 431206
26 28.966 211 6.9241
27 30.600 210 22712
28 35.721 ' 200 0.9546
30 53.471 203 0.5279

Fuente: datos experimentales. = -
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Anéalisis y discusion.

En la tabla N°17 se muestran valores de los criterios que se toman en cuenta
en el analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). Este
ensayo se fundamentd en el tiempo de retencion de algunos componentes
mediante un detector DAD; luego mediante estdndares conocidos se determiné
la composicion cuali-cuanti centesimal de ocho posibles Acetogeninas.

El cromatograma del analisis por HPLC demostré la presencia de 32
compuestos, los 32 compuestos mostraron picos que fueron analizados uno a
uno para determinar su UV maximo, es decir el rango del espectro UV en el
que son absorbidos y tiempos de retencion. Posterior al analisis realizado de
todos los picos se llegd a la conclusidn de que solo ocho corresponden
posiblemente a Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba) teniendo en
cuenta el rango de los espectros UV en el cual se absorben las Acetogeninas
de Annonaceae. De esto decimos que el concentrado de Acetogeninas
obtenidas a partir de semillas de Annona muricata L. (Masasamba) se
encuentran posiblemente ocho Acetogeninas, las cuales por sus valores UV
méximos y tiempos de retencién podrian ser las que a continuaciéon se
muestran en la tabla:

TABLA N°18: Resultados del analisis del cromatograma visualizando
posibles Acetogeninas.

o TIEMPQO DE A. MAX. | POSIBLE 'ACETOG_ENlNA % AREA
PICO| RETENCION(MIN) | | S e
1 9104 201 | 12,15, cis-squamostatin | 1.2107
18 17.625 205 Squamostatin A 7.2367
19 18.469 202 Bullatacina 2.2883
24 24.985 210 Squamostatin D 43.1206
26 28.966 211 Squamocina 6.9241
27 _ 30.600 210 Iso-desacetiluvaricina 22712
28 35.721 200 Asimicina. 0.9546
30 53.471 203 Desacetiluvaricina. 0.5279

Fuente: (63),(69),(70),(71 ).(72),(73),(74),(75),(76),(77),(78).
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El analisis cualitativo de los principales componentes y porcentajes del
concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba) se muestra
en la tabla N° 18, en el que ocho componentes fueron estudiados e
identificados por comparaciébn de espectros con los datos de biblioteca
(International Journal of Biomedical Science) y por la combinacidon de los datos
de espectros de masas y los indices de retencion.

En el estudio comparativo realizado se llegd a determinar que posiblemente
Squamostatin D es el componente principal del concentrado de Acetogeninas
de Annona muricata L. (43.1206%); Squamostatin A (7.2367%); Squamocina
(6.9241%); Bullatacina (2.2883%) , Iso-desacetiluvaricina (2.2712%), Asimicina
(0.9546%) y Desacetiluvaricina (0.5279%) en menor proporcion, los que
representan el 64.5341% del total del concentrado de Acetogeninas de Annona
muricata L. y el 35.4659% restante representa a las sustancias no identificadas

por la base de datos.

B30 Plot of CACHIMI2' 1, DATA, ACFTOGF NINAS  ACETOGENTNAS D

Ende | Deteview m.m] Prre Cone
BTk ind 4 KD D R ATTATARNC e { st norar . ITGRIGA AN av,

FIGURA N°45: Espectros UV en 3D del concentrado de Acetogeninas
(vista frontal)

Fuente: Datos experimentales.
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FIGRURA N°46: Espectros UV en 3D del concentrado de Acetogeninas

(vista desde otro angulo).

Fuente: Datos experimentales.
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cromatograma del analisis de acetogeninas de Annona muricata L.

(MASASAMBA)

Fuente: datos experimentales

136



SEGUNDA PARTE

4.2 RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL EFECTO INSECTICIDA
DE LAS ACETOGENINAS DE Annona muricata L. (Masasamba) FRENTE A
LARVAS DE Aedes aegypti.

La administracion de las diferentes concentraciones de Acetogeninas
asignadas a los diferentes grupos conformados (cada grupo conformado por 10
larvas de Aedes aegypti) provocd la muerte de todos los individuos de
experimentacion a diferentes tiempos proporcionalmente a la concentracién de

la solucion de Acetogeninas sometidas.

4.2.1 OBSERVACIONES EN EL ANALISIS.
Se hicieron dos observaciones en la especie insectil como criterios de analisis

del efecto de las Acetogeninas sobre estas; las cuales fueron:

1. Coloracidén adquirida por las larvas de Aedes aegypti por contacto con la
solucion de Acetogeninas de Annona muricata L. (Masasamba).

2. Movimiento de la especie insectil de cada grupo (grupo [, grupo II, grupo lil,
grupo 1V, grupo V) en cada hora de observacién. Este criterio es considerado
el mas importante ya que mediante ella se logré determinar la mortalidad de
la especie insectil en estudio. El criterio consiste en que las larvas de Aedes
aegypti se consideran muertas cuando no reaccionan al momento de ser
tocadas con un puntero romo en la regidn cervical lo cual se ve reflejada en

su movimiento como respuesta al estimulo recibido.
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Observacion N° 1:
El criterio nimero 1 fue observado con la ayuda de una lupa para todos los

grupos de experimentacion.

Larva de Aedes aegypti antes de Larva de Aedes aegypti después
ser expuesto a Acetogeninas. de ser expuesto a Acetogeninas.

Las larvas normales presentan Después de someterlas a la |
‘el” cuerpo arqueado, son soluciones de Acetogeninas las
semitransparentes y tienen la | | larvas se rigidizan, la cabeza se
cabeza pegada al térax. separa del térax y la infeccidn
' por la sustancia ennegrece su
cuerpo. -

L

FIGURA N°48: Fotografia: diferencias en coloracién de larvas de
Aedes aegypti adquirida por contacto con
solucidn de Acetogeninas.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

La figura N° 53 muestra la observacion numero 1 como un criterio de anélisis
de la presente investigacion, la cual se observd progresivamente en cada grupo
de larvas que fueron sometidos a diferentes concentraciones de solucion de

Acetogeninas.
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Observacion N° 2:

La observacion numero 2 fue realizada a cada hora con |la ayuda de un puntero

romo en todos los grupos de experimentacidon. Esta observacion fue

considerada el de mayor interés puesto que mediante este criterio se pudo

determinar la mortalidad de la especie insectil en estudio. Los resultados se

muestran a continuacidn en la siguiente tabla:

TABLA N°19: Movimiento de larvas en cada grupo experimental por cada

hora de observacion.

MOVIMIENTO DE LARVAS

Grupo | Grupo il | Grupolll |GrupolV | GrupoV | Grupo Vi
T

A|IB|C|A|B|C|/AB|C|A|B|C|A|B|C|A B |C
1 1* [+ [* |+ [+ [+ |+ [+ [+ |+ |+ [+ |[* {(* |* |+ |+ |+
2 o L L I T I S I TR N I B I I I I I E o N I T B N I
b T E R T IR B TN I B I N I T U A A O A I I S T A R I I I I
7 S N R L B I N I I I I S I e S S I B I I
5 * * * * * * + + + + + + * * * + + +
- R T A A A A R R E R E N I T L B I I B I B
7 * **k * * * * + o+ + + + + ok *%k £33 + o+ +
8 dek *k Rk * * * * * + + + + *k * 13 + + +
9 N ECHEERE * * * * %* + + + EEDE ET S + +
10 *k %k ok % * * * * * * * * *& k& ek + + +
14 [ #% [ 2x | %2 | *k | * * * * * * + + +
1 2 ok wk * * £ e de * * * * * * - - + + +
13 *% *k *k *& *k k% * * * * * * + + &+
14 *& *k k& * * *® * * * o+ o+ L
15 *% *% K * * * * * * + <4 &
16 T EIEEIRE * * * * * + + +
17 *& desk * k¥ * * * + + +
18 R ECREIEE * * + o+ +
19 ek *k ** * * * +* + +
20 ) *k *&k k% * * * o+ + +
Sigue....
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Continuacién de tabla N°19:

MOVIMIENTO DE LARVAS

Grupo | Grupoll | Grupolll | GrupolV | GrupoV | Grupo Vi
T
A/ B/C/IAIB|C|IA|B|C|AB|CIAIB|CJ|A|B|C
7 PP PR R R B + |+ |+
22 P T T R B s T+ 1+
23 P e T e T |+ [+
24 P T T TR + |+ |+
25 P TR BT R PR + |+ |+
26 e [ax [ % % [ * T |+ |+
27 o [ [ wx [ % % | T T+ [+
28 ] *k *k Kk * * * + + +
29 P T T e + T+ |+
30 *% *% k& * * % + + +
31 *% k% *% * * * + + +
32 PP PR TR R R T |+ [+
33 *k *k k& sk £ ek + + +
34 *k E1] *k * % ek £33 + + +
35 *k ek £1 3 *k *k *ek + & +
36 *% *k *k £33 Rk + + +
37 - *k *k K% + + +
38 — —~ *k wek * % + + +
39 . TR T |+ |+
0 x| wx | ww + |+ |+
A P TR + |+ |+
42 . il Mol + |+ |+
43 _ 1 + |+ [+
Fuente: Datos experimentales.
Donde:

+: Movimiento normal.

*: Movimiento lento.

**: Movimiento muy lento.

_: No existe movimiento (larvas muertas).

T: Tiempo en horas,

A, B, C: Subgrupos de cada grupo experimental (cada grupo por triplicado).
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4.2.2 RESULTADOS GENERALES DEL EFECTO INSECTICIDA

TABLA N°20: Resultados de la actividad insecticida en los diferentes

grupos de experimentacion.

NUMERO DE LARVAS MUERTAS POR CADA HORA DE EXPOSICION A
ACETOGENINAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

| Grupo | Grupoll | Grupolll |GrupolV | GrupoV | Grupo Vi
,T A|/BIC/IAIB|IC/IA|B|C|A|B|C|/AIBIC|A|B|C
1 1

2 |2 3 3

3 2 2 3 |2

4 3 1 |3 4 (4 3

5 {3 |5 |4 4

6 2 |4 5 |5 |5

7 |4 5 13 3 6 |6 |6

8 |7 |8 6 7 17 17

9 7 |4 |5 |7 8 |8 |8

108 |9 7 9 |9 |9

119 8 8 |8 10 [ 10 [ 10

12 9 |5

13 6

14 {10 |10 |10 |7 1
15 8 |9 |9

16 9

17 10 [ 10 1

18 101 {2 |1

19

20 2

21 2 |3

22 3

23

Sigue....
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Continuacion de la tabla N°20

- NUMERO DE LARVAS MUERTAS POR CADA HORA DE EXPOSICION A
ACETOGENINAS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES.

_ Grupo | Grupoll | Grupolill | Grupo IV | GrupoV Grupb Vi
T ATBETCIATBECTATBE[CTATBE[CATBE [CTATBTC
24 3 (4 |4 1 1 1

25 2

26 4 |5 |5 2

27 3

28 6 2

| 29 : 5 3

30 6 |7 |6 |3 |4

31 7 |4 4

32 77 5

33 8 |5 5

33 g |9 6

35 9 |6 6

36 « 9 |10 7

37 10 1017 {7

38 8

39 8 |8

40 9

41 9 |9

42 | | 10 |

.43‘ 10 { 10 a a a

Fuente: Datos experimentales
Donde:

T: tiempo en horas
A, B, C: Subgrupos de cada grupo experimental (cada grupo por triplicado).
a: Adultos.

Anadlisis y discusion.

La tabla N°20 muestra el numero de larvas de Aedes aegypti muertas en todos

los grupos experimentales a un determinado tiempo que en todos los casos
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fueron positivos, lo que nos indica que el concentrado de Acetogeninas
obtenidas a partir de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata L.
presenta EFECTO INSECTICIDA, a excepcion en el grupo VI donde el valor es
aproximadamente cero en el cual las larvas llegaron a completar su ciclo de
vida hasta llegar a ser adultos puesto que en mencionado grupo no se
administré ninguna sustancia y nos sirvi6 como grupo control negativo la que
nos indica que el tratamiento es neutro al ser comparado con el grupo control
positivo.

Respecto al efecto insecticida de todos los grupos experimentales en
comparacién con el insecticida patron “TEMEFOS” grupo control positivo se
puede decir que el grupo |, en el cual la concentracidbn de Acetogeninas
administradas fue de 10.000 ppm, presenta un efecto insecticida parecido al
grupo control positivo teniendo en cuenta el numero de larvas que murieron en
un tiempo muy proximo al del grupo control positivo cuya diferencia en horas es
de 3 horas.

El grupo il en el cual la concentraciéon de Acetogeninas administradas fue de
5000 ppm, presenta un efecto insecticida medio con respecto al grupo control
positivo teniendo en cuenta el nimero de larvas que murieron en un tiempo
moderadamente diferente con respecto del grupo control positivo la cual se
diferencia aproximadamente en 6 horas.

El grupo Il en el cual la concentracién de Acetogeninas administradas fue de
500 ppm, se puede observar que el efecto insecticida es baja con respecto al
grupo contro! positivo teniendo en cuenta el numero de larvas que murieron con
respecto del grupo control positivo la cual se diferencia por aproximadamente
en aproximadamente 25 horas.

El grupo IV en el cual la concentracion de Acetogeninas administradas fue de
50 ppm, se puede observar que el efecto insecticida es minima con respecto al
grupo control positivo teniendo en cuenta el numero de larvas que murieron con
‘respecto del grupo control positivo; la cual se diferencia por aproximadamente

en 32 horas.

Estos resultados obtenidos del proceso experimental fueron llevados a analisis

estadistico.
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4.2.3. ANALISIS ESTADISTICO DEL EFECTO INSECTICIDA

TABLA N°21: Distribuciéon numérica de las medias de tendencia central y
dispersion de la cantidad de larvas muertas de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefos) y
grupb' control negativo (agua) durante las seis primeras horas de

exposicion.
95% DE
i INTERVALO DE
P CONFIANZA
HORA DE , 2 MEDIA O | DESVIACION
mepicion | CONCENTRACION | poamEpio | TiPICA e
LIMITE | LIMITE
' INF. SUP
» 10000 ppm 4 1 3,064 4,936
E © é » 5000 ppm 2 2 1,064 2,936
Z o é 500 ppm 0 0 0 0
é <=0 50 ppm 0 0 0 0
8 g T TEMEFOS(1mg/10ml) 5 0 4,064 5,936
AGUA 0 0 0 0
Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
TO: 23 +/- 3°C. N° de individuos: 10 larvas/concentracion

HR: humedad relativa: 82 +/- 5% N° de ensayos: triplicado/concentracion

Donde:
ppm: partes por millén.
ml: mililitro.

Analisis y discusion:

La tabla N° 21 representa la distribucién de las medias de tendencia central y
de dispersién durante las seis primeras horas del proceso de experimentacion
a distintas concentraciones de Acetogeninas asi como el grupo control positivo
(Temefés) y grupo control negativo (Agua).

La media para la concentracion de 10.000ppm (grupo |) es de 4, representa el
numero de larvas muertas en promedio por cada subgrupo que se formaron
dentro de cada grupo experimental (cada grupo experimental se ensayd por
triplicado).

Para la concentracion de 5000ppm la media es de 2 lo cual significa que dentro
de las seis primeras horas el promedio de mortalidad en los subgrupos
experimentales fue de 2 larvas lo cual es menor en comparacion del grupo |. La

media para las concentraciones de 500ppm, 50ppm y agua es de cero lo cual
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significa que no hubo muerte de larvas hasta las seis horas del proceso de
experimentacion.

Se aprecia que para el grupo control positivo (grupo V) la media es de 5
durante las seis primeras horas lo cual refleja que el Temefds produjo la mayor
cantidad de muertes en promedio en todos los subgrupos del grupo
experimental durante este intervalo de tiempo. .
La desviacion tipica de la cantidad de larvas muertas en cada grupo
experimental es una medida de dispersion de los datos. En los grupos |y Il
(10.000ppm y 5000ppm respectivamente) en las que hubo mortalidad la
desviacion tipica es de 1 y 2 respectivamente de la cual se interpreta no existid
mucha variabilidad de los datos con respecto a la mortalidad en cada subgrupo
experimental. En los demas grupo experimentales no hubo muertes de ahi el
valor de cero sin embargo en el grupo control positivo también es de cero esto
se explica debido a que en todos los subgrupos el numero de larvas muertas

fue constante.
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GRAFICO N°11: Distribucién numeérica de las medias de tendencia central y
dispersion de la cantidad de larvas muertas de las diferentes concentraciones
de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y control negativo (agua)
durante las seis primeras horas de exposicién.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.
El grafico N° 11 representa la distribucion de larvas muertas durante las
primeras seis horas del proceso experimental sometidas a distintas
concentraciones de Acetogeninas asi como grupo control positivo y grupo

control negativo. En este grafico se aprecia la mortalidad de los diferentes
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grupos experimentales en un tiempo inicial con el nimero minimo de larvas que
murieron hasta el efecto maximo asi como el niumero maximo de muertes
durante este periodo de tiempo en todos los grupos de experimentacion. En fos
grupos donde no se aprecia grafico de cajas la mortalidad fue de cero asi como
para el grupo control positivo en donde fue constante el nimero de muertes.

TABLA N° 22: Distribucién numérica de las medias de tendencia central y
dispersion de la cantidad de larvas muertas de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y
grupo control negativo (agua) durante la séptima a la duodécima horas

de exposicion.

95% DE
7 INTERVALO DE
HORA DE MEDIAO | DESVIACION | CONFIANZA PARA
mepicion | CONCENTRACION | poovenio | Tipica . LAMEDIA
' LIMITE LIMITE
. o o - INF. | SUP
“ 10000 ppm 5 1 4,064 5,936
= 5000 ppm 5 2,64 4,064 5,936
g 500 ppm 0 0 0 0
~ 50 ppm 0 0 0 0
E‘ TEMEFOS(10mg/10ml) 5 0 4,064 5,936
AGUA 0 0 0 0
Fuente: Ficha de recolecciéon de datos.
To: 23 +/- 3°C. N° de individuos: 10 larvas/concentracion

HR: humedad relativa: 82 +/- 5%  N° de ensayos: triplicado/concentracién

Dénde:
ppm: partes por millon.
mi: mililitro.

Andlisis y discusion:

La tabla N° 22 representa la distribucién de las medias de tendencia central y
de dispersion durante la séptima a la duodécima horas del proceso de
experimentaciéon a distintas concentraciones de Acetogeninas asi como el
grupo control positivo (Temefés) y grupo control negativo (agua).

La media para la concentracion de 10.000ppm (grupo 1) es de 5, representa el
.numero de larvas muertas en promedio por cada subgrupo formado dentro de

cada grupo experimental (cada grupo experimental se ensayo por triplicado).
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Para la concentracion de 5000ppm la media es de 5 lo cual significa que dentro
de la séptima a la duodécima horas el promedio de mortalidad en los
subgrupos experimentales fue de 5 siendo el periodo de tiempo en el que
murieron mayor numero de larvas para esta concentracion. La media para las
concentraciones de 500ppm, 50ppm y agua es de cero lo cual significa que
hasta este momento no hubo muertes de larvas para estos grupos.

Para el grupo control positivo (grupo V) la media es de 5 durante este periodo
de tiempo lo cual refleja que el Temefés mantiene constante el nimero de
larvas que mata en comparacidén con los demas grupos experimentales y sigue
siendo el grupo que produce el mayor numero de muertes de larvas en
comparacion con los demas grupos experimentales.

Con respecto a la desviaciéon tipica para los grupos | y 1l (10.000ppm vy
5000ppm respectivamente), grupos donde existen muertes el valor es de 1 y
2.64 respectivamente la cual se interpreta como la existencia de una minima
variacion de los datos con respecto al numero de muertes en cada subgrupo
experimental. En los grupos experimentales lll, IV y VI no hubo muertes de ahi
que el valor es de cero; sin embargo el grupo control positivo tiene una
desviacién tipica de cero esto se explica debido a que en todos los subgrupos

el nimero de larvas muertas es constante en este grupo experimental.
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GRAFICO N°12: Distribucién numérica de las medias de tendencia
central y dispersiéon de la cantidad de larvas muertas de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas, grupo blanco y control durante la
séptima a la duodécima horas de exposicion.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.
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El grafico N° 12 representa la distribucidn de larvas muertas durante la séptima
a la duodécima horas del proceso experimental sometidas a distintas
concentraciones de Acetogeninas asi como grupo control positivo y grupo
control negativo. En este grafico se aprecia [a mortalidad de los diferentes
grupos experimentales en un tiempo inicial con el nimero minimo de larvas que
murieron hasta el efecto maximo y el nimero maximo de muertes durante este
periodo de tiempo en todos los grupos experimentales. En los grupos donde no
se aprecian grafico de cajas la mortalidad fue de cero; sin embargo en el grupo
control positivo (Temefds) no se aprecia un grafico de cajas puesto que la

mortalidad fue constante razén por la cual el valor de {a media es de 5.

TABLA N° 23: Distribucién numérica de las medias de tendencia central y

dispersion de la cantidad de larvas muertas de las diferentes

concentraciones de Acetogeninas, grupo blanco y control durante la

trigésima a la decimoctava horas de exposicion.

95% DE INTERVALO
HORADE | o0 s | MEDIAO |DESVIACION DE CONFLNZA PARA
MEDICION PROMEDIO TIPICA. LIMITE | LIVMITE
INF. SuP

“" 10000 ppm 1 0 0,64 1,936

= 5000 ppm 3 1,73 2,064 3,936

S 500 ppm 1 0 0,64 1,936

© 50 ppm 0 0 0 0

& | TEMEFOS(1mg/10ml) - - - -

~ AGUA 0,33 0,577 0,0602 1,269

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

To: 23 +/- 3°C.
HR: humedad relativa: 82 +/- 5%

Dénde:

N° de individuos: 10 larvas/concentracién

ppm: partes por millon.

ml: mililitro.

N° de ensayos: triplicado/concentracién

Analisis y discusion:

La tabla N° 23 representa la distribucion de las medias de tendencia central y
de dispersion durante la trigésima a la decimoctava horas de exposicion a las
distintas concentraciones de Acetogeninas asi como para el grupo control

positivo (Temefos) y grupo control negativo (agua).
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La media para la concentracion de 10.000ppm (grupo ) es de 1, Para la
concentracion de 5000ppm la media es de 3 lo cual significa que dentro de la
trigésima a la decimoctava horas el promedio del numero de larvas muertas en
fos subgrupos experimentales fue de 3 larvas. La media para la concentracion
de 500ppm es de 1 es decir que en todos los subgrupos de este grupo
experimental el promedio del numero de larvas muertas es de 1 larva, asi como
también se puede deducir que en este periodo de tiempo empezd la muerte de
larvas evidenciandose con el valor de la media. La media para la
concentracion de 50ppm sigue siendo igual a cero de la que afirmamos que no
existen muertes.

En el grupo experimental control negativo (grupo VI) se observé un valor de la
media de 0.33 para este intervalo de tiempo, valor numérico que representa la
muerte de una larva en uno de los subgrupos de todo el grupo experimental, la
cual es irracional y sin logica puesto que el grupo control negativo (grupo VI) no
fue sometido a ninguna sustancia, por lo que se presume que la muerte sea por
algun factor externo (condiciones del medio ambiente, alimentacion, estrés etc.)
que pudo haber afectado las condiciones de supervivencia de la larva. Este
valor de 0.33 para la media en este intervalo de tiempo fue despreciado y
considerado un acontecimiento casual, puesto que los demas individuos de
experimentacion perteneciente al mismo grupo experimental no murieron y en
condiciones 6ptimas con un movimiento normal.

Se aprecia que para el grupo control positivo (grupo V) la media no esta
representada por un valor numérico esto se explica a que en este periodo de
tiempo en este grupo ya no existen larvas vivas ya todos murieron en el

anterior periodo de tiempo.
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GRAFICO N°13: Distribucién numérica de las medias de tendencia
central y dispersiéon de la cantidad de larvas muertas de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo (agua)
durante la trigésima a la decimoctava horas de exposicion.

Fuente: Ficha de datos experimentales.

El grafico N° 13 representa la distribucidn de larvas muertas durante la
trigésima a la decimoctava horas del proceso experimental sometidas a
distintas concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo. En este
gréfico se aprecian que los grupos experimentales sometidos a una
concentracion de 10.000ppm y 500ppm de Acetogeninas el nimero de larvas
muertas se mantiene constante, mientras que para el grupo control negativo se
aprecia un grafico de caja en un tiempo inicial con el nimero minimo de larvas
que murieron hasta el efecto maximo y el niUmero maximo de muertes y una
media de 0.333. El grupo control positivo no figura en este grafico debido a que

para este periodo de tiempo ya no existen larvas vivas.
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TABLA N°24: Distribucion numérica de las medias de tendencia central y

dispersion de

la cantidad

de

larvas muertas de

las diferentes

concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y

grupo control

negativo

(agua) durante

vigesimocuarta horas de exposicién.

la decimonovena a la

95% DE INTERVALO
HORADE | o\ rnn sy MEDIAO | DEsvIAcION | PE COL’;F ﬁb’;)zfqp ARA
MEDICION PROMEDIO |  TIPICA TR i
INF. SUP
A 10000 ppm - - - -
§ 5000 ppm - - - -
S 500 ppm 2,667 0,57 1,731 3,602
¥ 50 ppm 1 0,57 0,64 1,936
iy TEMEFOS(1mg/10ml) - . - ;
~ AGUA 0 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Te: 23 +/- 3°C. N° de individuos: 10 larvas/concentracién
HR: humedad relativa: 82 +/- 5% N° de ensayos: triplicado/concentracion
Donde:

ppm: partes por millén.

mi: mililitro.

Analisis y discusién:

La tabla N° 24 representa la distribucidon de las medias de tendencia central y
de dispersion durante la decimonovena a la vigesimocuarta horas de
exposicidn a las distintas concentraciones de Acetogeninas, grupo control
positivo (Temefds) y grupo control negativo (agua).

La media para la el grupo experimental sometida a una concentracion de
Acetogeninas de 500ppm (grupo lll) es de 2.667, es decir que dentro de la
decimonovena a la vigesimocuarta horas el promedio del numero de larvas
muertas en los subgrupos experimentales fué de aproximadamente 3 larvas,
valor que aumento considerablemente con respecto al anterior periodo de
tiempo. Las concentraciones de 10.000ppm, 5000ppm y grupo control positivo
(Temefds) las medias no estan representadas por un valor numérico esto se
explica a que en este periodo de tiempo en estos grupos ya no existen larvas

vivas ya todas murieron en el periodo de tiempo anterior.
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En el grupo experimental control negativo (grupo Vi) se observa que el valor de
la media es de O valor numérico que representa que todas las larvas en

experimentacion estan vivas.
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GRAFICO N°14: Distribuciéon numérica de las medias de tendencia
central y dispersiéon de la cantidad de larvas muertas de las
diferentes concentraciones de Acetogeninas, grupo control negativo
(agua) durante la decimonovena a la vigesimocuarta horas de

exposicion.
Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
El grafico N° 14 representa la distribucidn de larvas muertas durante
decimonovena a la vigesimocuarta horas del proceso experimental sometidas
a distintas concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo. En este
grafico se aprecia que el grupo experimental sometido a una concentraciéon de
Acetogeninas de 500ppm el numero de larvas muertas es variable en cada
subgrupo donde el numero de individuos muertos minimo es de 2 y el maximo
es de 3 larvas siendo el promedio 2.667, el grupo experimental sometido
50ppm de solucidn de Acetogeninas el numero de larvas muertas es
constante, mientras que en el grupo control negativo no se manifiestan

muertes.
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TABLA N°25: Distribuciéon numérica de las medias de tendencia central y

dispersion de la cantidad de larvas muertas de las diferentes
concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y
grupo control negativo (agua) durante la vigesimoquinta a la trigésima

horas de exposicion.

| "1 95% DE INTERVALO
HORADE | oo o | MEDIAO | DESVIACION DE cothqu ;‘;E’,‘LZ;P ARA
MEDICION PROMEDIO | TIPICA  |—monle MDA
"INF. SUP
» 10000 ppm - - - -
2 5000 ppm - - - -
g 500 ppm 3667 057 1731 3602
S 50 ppm 2333 0.57 1398 3.269
- TEMEFOS(1mg/10ml) N - - 3
N AGUA 0 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Te: 23 +/- 3°C. N° de individuos: 10 larvas/concentracién
HR: humedad relativa: 82 +/- 5% N° de ensayos: triplicado/concentracion
Dénde:

ppm: partes por millén.

mi: mililitro.

Andlisis y discusién

La tabla N° 24 representa la distribucién de las medias de tendencia central y
de dispersién durante la vigesimoquinta a la trigésima horas de exposicion a
dos distintas concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo y grupo
control negativo.

La media para el grupo experimental sometido a una concentracién de 500ppm
(grupo 1ll) es de 2.667, valor que se mantiene constante en comparacion con el
anterior periodo de tiempo analizado, de lo cual se deduce que el numero de
larvas muertas sigue siendo la misma que en el anterior periodo de tiempo.

La media para el grupo experimental que fue sometido a una concentracion de
50ppm (grupo V) es de 2.33, valor numérico de la cual conciuimos que en este
periodo de tiempo el numero de larvas muertas aumento.

Las concentraciones de 10.000ppm, 5000ppm y grupo control positivo

(Temefés) las medias no estan representadas por un valor numérico esto se

153




explica a que en este periodo de tiempo en estos grupos ya no existen larvas
vivas en experimentacion.

En el grupo experimental control negativo (grupo VI) se observa que el valor de
la media es de 0 valor numérico que representa que todos los individuos de
experimentacion estan vivas.
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GRAFICO N°15: Distribucion numérica de las medias de
tendencia central y dispersion de la cantidad de larvas
muertas de las diferentes concentraciones de Acetogeninas y
grupo control negativo (agua) durante la vigesimoquinta a la
trigésima horas de exposicion.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

El grafico N° 15 representa la distribucion de larvas muertas durante
vigesimoquinta a la trigésima horas del proceso experimental sometidas a dos
distintas concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo. En este
grafico de cajas se observa que los grupos experimentales sometidos a
500ppm y 50ppm de soluciéon de Acetogeninas el numero de larvas muertas
para ambos grupos se asemejan ademas que para este periodo de tiempo en
el grupo experimental 1V el niumero de larvas muertas ha aumentado. El grupo

control positivo se mantiene constante.
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TABLA N°26: Distribucién numérica de las medias de tendencia central y
dispersion de la cantidad de larvas muertas a las diferentes
concentraciones de Acetogeninas, grupo blanco y control durante la
trigésima a la trigésimo sexta horas de exposicion.

95% DE INTERVALO
HORADE | ovoovon s | MEDIAO | DESVIACION DE COL“;F ﬁbf‘l')zlfqp ARA
MEDICION PROMEDIO | TIPICA TITE | LITE
INF. sup
v 10000 ppm - - - -
§ 5000 ppm - - - -
S 500 ppm 3 0,35 2,064 3,936
2\9, 50 ppm 3 1 2,064 3,936
-~ TEMEFOS(1mg/10ml) - - - -
™ AGUA 0 0 0 0
Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
To: 23 +/- 3°C. Ne° de individuos: 10 larvas/concentracién

HR: humedad relativa: 82 +/- 5% N° de ensayos: triplicado/concentracién

Donde:
ppm: partes por millén.
mi; mililitro.

Andlisis y discusion:

La tabla N° 26 representa la distribucion de las medias de tendencia central y
de dispersion durante la trigésima a la trigésimo sexta horas de exposicién a
distintas concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo y grupo
control negativo.

La media para las concentraciones de 500ppm y 50ppm (grupo Il y grupo IV
respectivamente) son de 3, es decir que dentro de la trigésima a la trigésimo
sexta horas el promedio del numero de larvas muertas en los subgrupos
experimentales fue de 3 larvas, asi como también el niumero de larvas muertas
para ambos grupos experimentales ha ido incrementandose en este periodo de
tiempo. En el grupo experimental control negativo (grupo VI) se observa que el
valor de la media es de 0 valor numérico que representa que todos los

individuos de experimentacién estan vivas.
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GRAFICO N°16: Distribucion numérica de las medias de
tendencia central y dispersién de la cantidad de larvas muertas
de las diferentes concentraciones de Acetogeninas, grupo
blanco y control durante la trigésima a la trigésimo sexta horas
de exposicion.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

El grafico N° 16 representa la distribucion de larvas muertas durante la
trigésima a la trigésimo sexta horas del proceso experimental sometidas a dos
distintas concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo. En este
grafico se observa que el grupo experimental sometido a una concentracién de
Acetogeninas de 500ppm el numero de larvas muertas es constante en todos
los subgrupos experimentales. El grupo experimental sometido a una
concentracion de Acetogeninas de 50ppm el nimero de larvas muertas es
variable en cada subgrupo teniendo como promedio de larvas muertas a 3
larvas, también se observa que en este periodo de tiempo el nimero de larvas

muertas aumentd. El grupo control negativo se mantiene constante.
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TABLA N° 27: Distribucién numérica de las medias de tendencia central y

dispersion de

la cantidad de

larvas muertas a

las diferentes

concentraciones de Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y

grupo control

negativo (agua) durante

cuadragésimo segunda horas de exposicion.

la trigésimo sexta a la

95% DE INTERVALO
HORA DE CONCENTRACION MEDIA O DESVIACION DE Coﬁpﬂb;g;PAM
MEDICION PROMEDIO TIPICA LIMITE LIMITE
: INF. suP
10000 ppm - - - -
a @ 5000 ppm - - - -
* § 500 ppm 1 0,001 0,64 2,146
g g 50 ppm 3,667 0,577 2,731 4,602
| TEMEFQS(1mg/10ml) - - - -
‘ AGUA 0 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Te: 23 +/- 3°C. N° de individuos: 10 larvas/concentracién
HR: humedad relativa: 82 +/- 5%  N° de ensayos: triplicado/concentracion
Dénde:

ppm: partes por millén.

mi; mililitro.

Andlisis y discusion:

La tabla N° 27 representa la distribuciéon de las medias de tendencia central y
de dispersién durante la trigésimo sexta a la cuadragésimosegunda horas de
exposicion a distintas concentraciones de Acetogeninas grupo control positivo y
grupo control negativo.

La media para la concentracién de 500ppm es 1, valor numérico que disminuyo
con respecto al tiempo, es decir que dentro de la trigésimo sexta a la
cuadragésimo segunda horas el promedio del nimero de larvas muertas en los
subgrupos experimentales fue de 1 larva; esto se explica debido a que en este
periodo de tiempo el numero de larvas muertas se encuentran cercanas a
completar el total de larvas en experimentacién en todos los subgrupos
pertenecientes a este grupo experimental. La media para la concentracién de
50ppm es 3.667 valor numérico que muestra un incremento lo cual nos lleva a
concluir que en este periodo de tiempo el nimero de larvas muertas ha sido

mayor en este grupo experimental. En el grupo experimental control negativo
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(grupo VI) se observa que el valor de la media es de 0 valor numérico que
representa que todos los individuos de experimentacién estan vivas.
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GRAFICO N°17: Distribucién numérica de las medias de
tendencia central y dispersion de la cantidad de larvas
muertas de las diferentes concentraciones de
Acetogeninas, grupo blanco y control durante la trigésimo
sexta a la cuadragésimosegunda horas de exposicion.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

El grafico N° 17 representa la distribucidon de larvas muertas durante trigésimo
sexta a la cuadragésimosegunda horas del proceso experimental sometidas a
dos distintas concentraciones de Acetogeninas y grupo control negativo. En
este grafico se observa que el grupo experimental sometido a una
concentracion de Acetogeninas de 500ppm el numero de larvas muertas es
constante en cada subgrupo y para el grupo experimental sometido a una
concentracién de Acetogeninas de 50ppm el nidmero de larvas muertas es
variable en cada subgrupo teniendo una media de 3.667 ademas se observa
que en este periodo de tiempo el nimero de muertes aumento. E| grupo control

positivo se mantiene constante.
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TABLA N° 28: Anova factorial (analisis de la varianza factorial) para la
comparaciéon del efecto larvicida de las diferentes concentraciones de

Acetogeninas, grupo control positivo (Temefés) y grupo control negativo
(agua).

SUMATORIA ' SIGNIFICACION
: i’fﬁ?;ﬁ’i{f ~ DE ESTADISTICOF | ASINTOTICA
' - CUADRADOS ' (P) v
GRUPOS EN
COMPARACION 5 7,036 10,742 0,000
HORA DE LA
MEDICION 5 38,935 59,445 0,000
ERROR 57 0,655 3

Fuente: ficha de recoleccién de datos.
T0: 23 +/- 3°C. HR: humedad relativa: 82 +/- 5%. P<0.05
{P): Significancia (sig) donde:
Sig: >0.05, no existe diferencia significativa entre los grupos experimentales.

Sig: <0.05, existe diferencia significativa entre los grupos experimentales.

Analisis y discusién:

En la tabla N° 28 se observan los grados de libertad la cual hace referencia a la
cantidad de grupos formados que son 6 (las distintas concentraciones que son
4, ademas e sumamos el grupo control positivo y grupo control negativo en
total son 6) a esto se le resta una unidad y se tiene los grados de libertad.

En el caso de las horas de medicion se formaron 6 grupos menos 1 en total los
grados de libertad son 5, en la segunda y tercera columna tenemos la suma de
cuadrados y el estadistico F de Fisher respectivamente, estos dos valores son
importantes para el calculo de la significancia asintética o “p”.

En la dltima columna se observa que la significancia asintética “p” en ambos
casos tanto para los grupos en comparacion (distintas concentraciones), asi
como para las distintas horas de medicién es p=0.000, esto significa que
cuando la p <0.05 se concluye que existen diferencias estadisticamente
significativas al comparar la cantidad de larvas muertas por cada grupo de

medicidn (distintas concentraciones y distintas horas).
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TABLA N°29: Prueba post hoc o post test Scheffe para la comparaciéon

del efecto larvicida de las diferentes concentraciones de Acetogeninas,

grupo control positivo (Temefés) y grupo control negativo (Agua).

INTERVALO DE
CONFIANZA AL 95% PARA
SIGNIFICACION
< DIFERENCIA < LA DIFERENCIA DE
GRUPOS EN COMPARACION RN LA ASIN(T;;TICA i
LIMITE LIMITE
INFERIOR SUPERIOR
CONCENTRACION A
- 5000k 0,00 1,00 1,32 132
2 CONCENTRACION A
S 1,83 0,00 0,71 295
g § CONC;?\IOT'ﬁrgIdNA
g8 <0 1,90 0,00 0,79 3,02
ue TEMEFOS
S ~
2 (inayiomD) -1,67 0,016 3,14 -0,20
[}
AG‘;’Z"A(A‘;?(;” 0 3,29 0,000 217 4,40
z cowcggron;zgow 4 1,83 0,00 0,71 2,95
S E
55 Co“i’;’};’;‘,f’é” 41 190 0,00 0,79 3,02
~
2 [~
5 E (ﬂ%po%) 1,67 0,016 314 -0,20
S Aag&(:ggp 0 3,29 0,000 2,17 4,40
ss CO”CE;XZ’;A,:’ON 4 0,07 1,00 -0,80 0,94
&R
= o E TEMEFOS
g\g g (g iomD -3,50 0,000 -4,86 -228
S3S Acngﬁg{ZP 0 1,45 0,000 0,52 2,24
CONCENTRA (ITHE,M/";FOOnf,) 357 0,000 228 486
CIONA 50 )
AGUA (GRUPO
ppm LANCD) 1,38 0,000 3,66 6,24
TEMEFOS AGUA (GRUPO
(1600 BLANCO) 495 0,000 6,24 -3,66

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
Dénde:

ppm: partes por millén

mi: mililitro.

Analisis y discusion.

La presente tabla de post test o post hoc compara cada uno de los grupos

formados simultaneamente, en la primera columna se observa l|a diferencia de

medias esto significa que se ha restado la media de los grupos experimentales.

Los resultados son diversos en esta diferencia desde cero que significa que las
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medias son iguales hasta valores positivos como 1,83 [o cual indica que la
media de la concentracién mayor fue mayor que las de menor concentracion,
también se observa valores negativos, en la segunda columna se observa la
significancia asintética o p, cuando la p es menor a 0,05 se dice que existe
diferencias estadisticamente significativas de lo contrario no.

En la ultima columna se observa el intervalo de confianza para la diferencia de
medias su intencion consiste en determinar un posible rango de valores o
intervalo, en los que pueda precisarse con una determinada probabilidad que el
valor de un parametro se encuentra dentro de estos limites.

TABLA N°30: Subconjuntos para la comparacion a un nivel de

significancia de 0,05.

GRUPOS EN COMPARACION N < SUB CONJ. U}?v TO PARA A;‘F A =005 y
GRUPO BLANCO (AGUA) | 21 0,05 '
CONCENTRACION A 50 ppm 21 1,43
CONCENTRACION A 500 21 150
ppm
CONCENTRACION A 10000 333
ppm(j ’
CONCENTRACION A 5000 9 333
ppm
PATRON TEMEFOS 9 5,00

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
Donde:
ppm: partes por millén.
{(P): Significancia (sig) donde:
Sig: >0.05, no existe diferencia significativa entre los grupos experimentales.

Sig: <0.05, existe diferencia significativa entre los grupos experimentales.

En la tabla N° 30 se observan subconjuntos formados para la comparacion a un
nivel de significancia de 0,05, con la finalidad de generar grupos o de agrupar a
los grupos que son similares y de separar a los que son distintos, esto con la
finalidad de que al comparar los grupos experimentales con los demas se
observa que existen diferencias estadisticamente significativas.
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4.3. RESULTADOS DEL EFECTO ANTIBACTERIANO.
DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DE LAS ACETOGENINAS

4.3.1.

TERCERA PARTE

AISLADAS A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE SEMILLAS DE

Annona muricata L. (Masasamba).

TABLA N°31: Resultados del control microbiolégico de las Acetogeninas

aisladas a partir de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata

L. (Masasamba).

CRITERIOS

BACTERIAS

CANTIDAD
PERMISIBLE

CRITERIO IMPERATIVO: la
presencia de este
microorganismo indica
riesgo elevado, la prueba

debe de resultar negativa.

Salmonella

Negativo

CRITERIO INDICATIVO DE
HIGIENE: su
indica la deficiente higiene

presencia

del producto y por lo tanto
puede rechazarse.

Coliformes fecales

(Escherichia coli)

Negativo

CRITERIOS DE ALERTA O
LIMITES CRITICOS: el
producto no debe de
exceder los limites

especificos.

» Aerobios mesofilos.

» Hongos y levaduras.

Negativo

Fuente: Datos experimentales
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Analisis y discusion.

En la tabla N°31 se observan los resultados del control microbiolégico realizado
al concentrado de Acetogeninas las que fueron aisladas a partir de extractos
etandlicos de semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

Los resultados nos indican que el concentrado de Acetogeninas se encuentra
libre de contaminacién por Salmonella, coliformes fecales (Escherichia coli),
aerobios mesdfilos, hongos y levaduras lo que nos permitié seguir con el
desarrollo de la evaluacidn de la actividad antibacteriana “in vitro”, ya que de
haber resultado positivo en alguno de los controles se detenia la determinacidén

del efecto antibacteriano porque nos podia dar resultados falsos positivos.

4.3.2. RESULTADOS DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE Salmonella

typhi spp.
TABLA N°32: Resultados de la curva de crecimiento de Sa/lmonella typhi

spp.

TIEMPO (HORAS) ABSORVANCIA (A 670 nm)
0 0.025
1 0.041

15 | 0.079
2 0.179
2.5 0.435
3 0.865
35 1.204
4 ’ 1.418
4.5 1.444
5 1.452
55 71,390
6 1.251

Fuente: Datos experimentales.
Dénde:

nm: nandometros.
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GRAFICO N°19: Curva de crecimiento de Salmonella typhi spp

Fuente: Datos experimentales.
Analisis y discusion
El grafico N°19 muestra la curva de crecimiento bacteriano de Salmonella typhi
spp, en donde se puede apreciar las 4 fases tipicas del crecimiento bacteriano
como son: fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de
muerte.
En la curva se observa que la fase de latencia o log dura aproximadamente 2
horas y media, lo cual indica que en esta fase las bacterias de Salmonella typhi
spp se estuvieron adaptando a su nuevo ambiente; la fase exponencial
logaritmica del crecimiento esta entre segunda y quinta hora, en esta fase la
bacteria logra adaptarse a su nuevo medio por lo que presenta un crecimiento
exponencial, segun Brokc, un indculo tomado en el punto medio de esta fase
son indicadas para la realizaciéon de diferentes estudios; a partir de la quinta
hora la bacteria entra en fase estacionaria; esto debido a que los nutrientes del
medio de cultivo se estaban agotando y ademéas se esta desarrollando la
acumulacion de desechos metabdlicos de la bacteria; la fase de muerte
empieza a partir de sexta hora la que se evidencia por un descenso en las

lecturas.
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La curva del crecimiento bacteriano de Salmonella typhi spp. se obtuvo

graficando la absorbancia vs tiempo con los datos que se obtuvieron en el

ensayo realizado.

Gracias a los resultados de la curva de crecimiento podemos decidir en qué
tiempo es necesario realizar las pruebas se sensibilidad antimicrobiana
tomando como punto de partida la fase logaritmica o de crecimiento

exponencial.
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4.3.3. DEL ENSAYO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
4.4.3.1. De la prueba piloto

TABLA N° 33: Resuitados de los diametros de los halos de inhibicién de la
actividad antibacteriana de las Acetogeninas aisladas a partir de extractos
etanodlicos de semillas de Annona muricata L. (Masasamba) obtenidos en

la prueba piloto.

N° de Concentracion | Diametro del Halo de inhibicién (mm) en cepas de
disco Acet oanin as Salmonella typhi spp.

(mg/disco) |IG G Promedio
1 5 0.00 0.00 0
2 10 0.00 0.00 0
3 15 0.00 0.00 0
4 20 0.00 0.00 0
5 30 0.00 0.00 0
6 40 0.00 0.00 0
7 50 0.00 0.00 0
8 60 0.00 0.00 0
9 70 0.00 0.00 0
10 80 v 0.00 ‘ 0.00 0
1 90 0.00 0.00 0
12 100 13 12.5 12.75
13 150 175 17.8 17.65
14 200 19.5 19.5 . 19.5
15 250 24 24.5 24.25
16 300 26.8 | 26.5 26.65
17 350 27.5 27.5 27.5
18 400 | 30 30.5 30.25
19 450 32 32 : 32
20 500 29 28.5 28.75

Fuente: Ficha de recopilacién de los didmetros de 10s halos de inhibicion (Anexo N° 9).
Leyenda:

IG: primer grupo de placas.
IIG: segundo grupo de piacas.
mm: milimetros.
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Analisis y discusion

En la tabla N°33 se encuentran los resultados de los diametros de los halos de
inhibicion obtenidos en la prueba piloto, se observa que las Acetogeninas
aisladas a partir de extractos etandlicos de semillas de Annona muricata L.
(Masasamba) POSEE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “in vitro” sobre cepas de
Salmonella typhi spp.

En la tabla podemos observar que las Acetogeninas presentan un halo minimo
de inhibicién de 12.75 mm en promedio a una concentracién de 100mg/disco y
un halo maximo de inhibicién de 32.0 mm en promedio a una concentracion de
450mg/disco. Con estas dos medidas promedio de halos de inhibicién se
realiz6 la estandarizacion de las concentraciones antibacterianas de las
Acetogeninas aisladas a partir de extractos etandlicos de semillas de Annona
muricata L. (Masasamba) con la finalidad de seguir con la siguiente fase de la

investigacion.

4.3.3.2. De la estandarizacion de las concentraciones antibacterianas

Célculos:
Reemplazando valores con los datos obtenidos en la prueba piloto se tiene:

450

100

F= </ 45 =1.2009

Como se observa en la formula el factor de incremento F, obtenido es de
1.2009 con este dato se realizd la estandarizacidon de las concentraciones

procediendo segun la tabla N°34.
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TABLA N°34: Determinacion de las concentraciones estandarizadas para

el ensayo de la actividad antibacteriana de las Acetogeninas aisladas a

partir de extractos etanélicos de semillas de Annona muricata L.

(Masasamba).
OPERACION N° DE CONCENTRACION RESULTADO
mg/disco
Concentracion minima | Concentracion 1 - 100
Concentracién 1 x F Concentracién 2 123.97
Concentracion 2 x F | Concentracién 3 153.69
concentracion 3 x F Concehtracién 4 190.52
concentracion 4 x F Concentracion 5 236.19
concentracion 5 x F Concentracién 6 292.81
concentracion 6 x F | Concentracion 7. 362.99
concentracion méxima Concentracion 8 450

Fuente: Datos experimentales.

Analisis y discusién
En la tabla N°34 se

muestran los valores de

las concentraciones

antibacterianas estandarizadas las cuales fueron determinadas después de

hallar el valor del factor de incremento con los datos obtenidos en la prueba

piloto.

Con estas concentraciones se realizd un nuevo ensayo de la actividad

antibacteriana “in vitro”,
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4.3.3.3. Del ensayo de la actividad antibacteriana con las concentraciones

estandarizadas.

TABLA N°35: Resultados de los diametros de los halos de inhibicion de de las
concentraciones estandarizadas de Acetogeninas de Annona muricata L.
(Masasamba), farmaco patréon (ciprofloxaciono) y dimetilsulfoxido (grupo
“blanco”) sobre cepas de Salmonella typhi spp.

N° de concentracion de Diametro del Halo de inhibicion (mm) en cepas de

. Acetogeninas .
disco (mg/disco), Salmonella typhi spp.
ciprofloxacino 5ug, DMS G e e PROMEDIO
1 100 T 13.0 12.5 13.0 12.83
2 123.97 1T 135 140 | 140 13.83
3 153.69 17.50 18.50 18.0 18.0
4 19052 1 200 | 1950 20.0 19.83
5 236.19 22.50 21.0 22.0 21.83
6 292.81 | 250 26.0 26.0 25.67
7 362.99 27.50 28.50 28.0 28.0
8 450 | 320 | 310 | 320 31.67
9 ciprofloxacino 28 28 27 27.67
10 DMS 0 0 0 0

Fuente: ficha de recopilacién de los diametros de los halos de inhibicién (Anexo N° 09).
Doénde: DMS: Dimetilsulfoxido; mg: miligramos; mm: milimetros;

IG, G, ING: grupos.

Anadlisis y discusién

En la tabla N° 35 podemos observar los diametros de los halos de inhibicidn
que resultaron con las concentraciones estandarizadas. Se observa que al
incrementarse la concentracion de Acetogeninas el diametro del halo de
inhibicion se incrementa. Asi como también se puede observar los diametros
de los halos de inhibicion del farmaco patron (ciporfloxacino 5ug) teniendo este
un diametro promedio de 27.6/mm, en el caso del dimetilsulfoxido (grupo
blanco) no genero inhibicién lo que descarta la posibilidad de que los halos
generados por las Acetogeninas se vea influenciado por el dimetilsulfoxido que
se utilizd como solvente para la preparacion de los discos de sensibilidad.

Esta tabla también se aprecia que las concentraciones de 362.99 y la de 450
mg/disco generan un diametro mayor de inhibicién sobre el crecimiento de

Salmonella typhi spp. en comparacion con el diametro del ciprofloxacino.
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4.3.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

TABLA N°36: Distribucién numérica de las medidas de tendencia central y

dispersion de la dimensién de los halos de inhibicion.

MEDIA O , ,
COCENTRACION DE | PROMEDIODE | DESVIACION | o,’;,iﬁﬁ;”:g: ‘L‘:‘y’ﬁ .
ACETOGENINAS LOS HALOS DE TiPICA
INHIBICION
LIMITE INF. LIMITE SUP
100mg/100ul 12,60 0,173 12,17 13,03
123,97mg/100ul 13,833 0,288 13,116 14,550
153,69mqg/100ul 18 0,50 16,758 19,242
190,52mqg/100ul 19,833 0,288 19,116 20,550
236,19mg/100ul 21,833 0,763 19.936 23,731
292,81mg/100ul 25,667 0,577 24,232 27,101
362,99mg/100ul 28 0,50 26,758 29,242
450mg/100ul 31,667 0,577 30,232 33,101
ciprofloxacino 27,667 0,577 26,232 29,101
dimetilsulfoxido 0 0 0 0
Fuente: ficha de recoleccién de datos
Donde:
pi: microlitros.

Andlisis y discusion

En la presente tabla se puede observar la media (promedio) de los halos de
inhibicion de las diferentes concentraciones de Acetogeninas, del farmaco
patrén (ciprofloxacino) y del grupo blanco (dimetilsulfoxido); asi como también
la desviacién tipica que en todos los grupos experimentales es menor a la
unidad lo cual significa que en cada grupo las medidas de los diametros de los
halos de inhibicién para cada concentracidn, farmaco patrén y grupo control
negativo fueron de igual o cercano diametro, es decir que las tres mediciones
de los diametros del halo de inhibiciébn para cada concentracion fueron casi
constantes; en la ultima columna de la tabla se muestra los intervalos de
confianza de cada concentracién, que se interpreta como los limites entre los
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que se encuentra la media de los diametros de los halos de inhibicion y que la
probabilidad de que estén fuera de este intervalo es del 5% solamente.
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GRAFICO N°20: Grafico de cajas de los diametros de los halos de inhibicién de
las concentraciones estandarizadas de Acetogeninas, ciprofloxacino y
dimetilsulfoxido.

Fuente: ficha de recoleccién de datos

Analisis y discusioén

El grafico N° 20 muestra los diferentes diametros de los halos de inhibicion de
las concentraciones estandarizadas de Acetogeninas, Ciprofloxacino y
dimetilsulfoxido, apreciandose que a medida que se incrementa la
concentracién aumenta el diametro del halo e incluso las concentraciones de
362.99 y 450mg/disco generan un mayor diametro de halo de inhibicién
comparado con el del farmaco patrdn (ciprofloxacino). De aqui y comparando
con datos bibliograficos se puede afirmar que el concentrado de Acetogeninas
a 362.99 y 450 mg/disco tiene una buena actividad antibacteriana frente a
Salmonella tipi spp y segun la tabla N°37 Salmonelfa typhi spp. es susceptible
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cuando el diametro del halo es 2 21mm, intermedia cuando va de 16 — 20mm y
es resistente cuando el didmetro del halo es < a 15mm, estos datos
corresponden al Ciprofloxacino, y haciendo una comparacién con los diametros
de los halos generados por las diferentes concentraciones estandarizadas de
Acetogeninas podemos decir que la bacteria Salmonella typhi spp. es
susceptible a las Acetogeninas cuando el diametro del halo es 2 28mm,
intermedia cuando va de 19 — 20mm y es resistente cuando el diametro del
halo es < a 18mm.

TABLA N°37: Interpretaciéon estandar del tamafno del diametro de la zona
de inhibicion para enterobacteriaceae (para ciertos discos de

antimicrobianos para la prueba de Salmonella ser. typhi)

- Limitesdel -
o diametrodelazona
| - Didmetrodelazona deinhibidén (mm) (mm) parafacepa
~hgente . Potenda  Susceptible Intermediate  Resistant (CdebCts
antimicrobiano  deldisco{pg)  fequiviM] lequiv@¥]  fequ@]  E.coli RICC25922
Ampicilina 10g = 17mm ¥-t6mm  <13mm 16-2mm

(< 8g/mi) (16 prg/mi) (=32 pg/mi) 7
{hloramphenicol g =18 mm B-7mm <2mm 21-27mm
(=8 pg/mi) {(6pgml)  (=32pg/mi)
Trimetoprima- ~ 125/B3,75pg =16mm N-15mm  <i0mm B-29mm

sulfametoxazo! (s238pgfml)  (476pg/m)  (=8/152ug/mi)
{cotrimoxazol)

Addo nalidixico Mg >19mm ¥-18mm  <Bmm 12-28mm
(<8pg/m)  (bpgim) (= 32pgim)

(iprofloxacino Spg =22lmm  16-20mm  <15mm 30 - 40 mm
(<1 pg/mi} {2 pig/mi) {(=4mg/m))

Fuente: Manual de Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos de Patégenos Bacterianos de Importancia para la Salud Publica en el Mundo
en Desarrollo (59).
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TABLA N°38: ANOVA (Andlisis de la Varianza) para la comparacién de las
medias de los halos de inhibicién

COM’:;:Z‘: cl)cs)’:' AE’NTRE GRQ?OS ESTADISTICO F ~ SIGNIFICACION
EXPERIMENTACION LIBERTAD (FISHER) ASINTéTICA (P)
Halos de inhibicion 9 263,699 0,000

Fuente: Ficha de recotecciéon de datos

Leyenda:
(P): Significancia (sig) donde:
Sig: >0.05, no existe diferencia significativa entre los halos de
inhibicion.

Sig: <0.05, existe diferencia significativa entre los halos de inhibicién

Analisis y discusion

La tabla N°38 muestra los resultados arrojados por el ANOVA donde compara
los diametros de los halos de inhibicién de las diferentes concentraciones de
Acetogeninas, ciprofloxacino (farmaco patréon) y dimetilsulfoxido (grupo blanco),
la comparacion es entre grupos generandose asi 9 grados de libertad y a raiz
de esto se produce un “F” de Fisheer de 263.699. E| Analisis de la Varianza
(ANOVA) da una significancia (P) de 0.000 lo que nos indica que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los diametros de los halos de
inhibicion generados por las diferentes concentraciones de Acetogeninas,
Ciprofioxacino y dimetilsulfoxido.
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TABLA N°39: Distribucion numérica de las medidas de tendencia central y

dispersion de la dimensién de los halos de inhibicién

INTERVALO DE
SIGNIFICACIO CONFIANZA AL 95%
DIFERENCIA PARA LA DIFERENCIA
GRUPOS EN COMPARACION DE MEDIAS NASII;I;;OTICA DE MEDIAS
LIMITE LIMITE
INFERIOR | SUPERIOR
123,97mg/100ul -1,23 0,399 -3,04 0,576
153,69mg/100ul -5,40 0,000 -7,209 -3,591
3 190,52mg/100ul -7,23 0,000 -9,043 -5,424
§ 236,19mg/100ul 9,23 0,000 -11,04 -7,424
> 292,81mg/100ul -13,06 0,000 -14,876 -11,257
§ 362,99mg/100ul -15,40 0,000 17209 | -13,501
~ 450mg/100ul -19,06 0,000 -20,876 -17,257
ciprofifoxacino -15,06 0,000 -16,876 -13,257
dimetilsulfoxido 12,60 0,000 10,791 14,409
153,69mgq/100ul -4,1667 0,000 -5,976 -2,357
3 190,52mg/100ul 6 0,000 -7,809 -4,191
S 236,19mg/100ul -8 0,000 -9,809 -6,191
S 292,81mg/100ul -11,83 0,000 13,643 -10,024
3 362,99mg/100ul -14,166 0,000 ~15,976 12,357
pi 450mg/100ul 117,83 0,000 19,643 216,024
- ciprofloxacino 13,83 0,000 15643 12,024
dimetilsulfoxido -13,83 0,000 12,024 15,643
- 190,52mg/100ul -1,833 0,045 -3,643 -,024
§ 236,19mg/100ul -3,833 0,000 -5,643 2,024
g 292,81mg/100ul -7,667 0,000 -9,476 -5,857
g 362,99mg/100ul -10,0 0,000 11,809 -8,191
S 450mg/100ul -13,66 0,000 15,476 11,857
E ciprofloxacino -9,66 0,000 -11,476 -7,857
dimetilsulfoxido 18 0,000 16,191 19,808
236,19mg/100ul -2 0,022 -3,809 -,191
292,81mg/100ul -5,83 0,000 -7,643 -4,024
190,52mg/1 362,99mg/100ul -8,166 0,000 -9,976 -6,357
00ul 450mg/100ul -11,83 0,000 -13,643 -10,024
ciprofloxacino -7,83 0,000 -9,643 -6,024
dimetilsulfoxido 19,83 0,000 18,024 21,643
292,81mg/100ul -3,833 0,000 -5,643 2,024
362,99mg/100ul -6,16 0,000 7,976 4,357
23 6';;:',’9/ 1 ™ 450mg/100ul 9,83 0,000 11,643 8,024
ciprofloxacino -5,83 0,000 -7,643 -4,024
dimetilsulfoxido 21,83 0,000 20,024 23,643
362,99mg/100ul -2,33 0,005 -4,143 -0,524
292,81mg/1 450mg/100ul 6 0,000 -7,809 4,191
00ul ciprofloxacino -2 0,022 -3,809 -0,191
dimetilsulfoxido 25,66 0,000 23,857 27,47

Fuente: ficha de recoleccién de datos
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Anadlisis y discusioén.

En la tabla N°39 se puede apreciar los grupos experimentales en comparacion;
los grupos experimentales a diferentes concentraciones de Acetogeninas , asi
como también con el ciprofloxacino (grupo control positivo) y dimetilsulfoxido
(grupo control negativo), donde se observa la diferencia de medias de las
concentraciones comparadas, se puede apreciar que esta diferencia es
negativa para todos los casos excepto cuando las concentraciones se
comparan con el dimetilsulfoxido, el valor negativo resulta porque se resta un
valor menor (diametro del halo de una concentracién) con un valor mayor
(diametro del halo de una concentracion sometida a comparacion). Para el
caso del dimetilsulfoxido que no genera halo de inhibicidon |a diferencia de la
media es positiva porque todos las concentraciones, incluido el ciprofloxacino,
generan halo de inhibicidn, y es l6gico que la diferencia sea positiva.

La tabla también muestra la significancia asintética que compara los diametros
de los halos y da como resultado si existe o no diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos comparados segun la significacién sea < 6 = a
0.05 respectivamente, vemos que solo para un caso no existe diferencia
estadisticamente significativa (100mg/100ul- 123,97mg/100ul) que significa que
a estas dos concentraciones se produce un halo de inhibicibn de parecido
diametro. Las demas comparaciones dan una significancia < a 0.05 lo que nos
da a entender que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
diametros de halos de inhibicion generados.

En la dltima columna de la tabla se muestra los intervalos de confianza de la
diferencia de medias de las concentraciones que se interpreta como los limites
entre los que se encuentra la diferencia de medias de los didametros de los
halos de inhibicién y que la probabilidad de que estén fuera de este intervalo es

del 5% solamente.
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CONCLUSIONES

. Las Acetogeninas aisladas a partir de extractos etandlicos de semillas de
Annona muricata L si presentan actividad insecticida frente a larvas de
Aedes aegypti mosquito vector de la fiebre amarilla y dengue lo que indica
que seria posible el aprovechamiento de las semillas para la obtencién de un
biopesticida.

. Las Acetogeninas aisladas a partir de extractos etandlicos de semillas de la
especie vegetal Annona muricata L. “Masasamba” si presentan efecto
antibacteriano frente a cepas de Salmonella Typhi spp agente causal de
enfermedades diarreicas agudas en nuestra comunidad.

. En la presente investigacidn se obtuvo los extractos etandlicos al 70% de las
semillas de la  especie vegetal Annona muricata L. “Masasamba” mediante
el método de maceracién con un rendimiento de 4.1720%

. Se obtuvo las Acetogeninas presentes en los extractos etandlicos al 70%
de las semillas de la especie vegetal Annona muricata L. “Masasamba”
mediante el método de extraccion por solventes de diferente polaridad con
un rendimiento de 47.34%.

. Se caracterizd las propiedades fisicoquimicas del concentrado de
Acetogeninas aisladas a partir de extractos etandlicos al 70% de las
semillas de Annona muricata L. (Masasamba) mediante la cual concluimos
que las Acetogeninas presentes en Annona muricata L. son medianamente
polares, a su vez se realizé el andlisis cualitativo mediante cromatografia en
capa delgada y cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) siendo
el componente mayoritario squamostatin D con un 43.1206%.

. Se recolectaron e identificaron larvas de Aedes aegypti en el distrito de
Camanti de la provincia de Quispicanchis - cusco. La identificacion fue
realizada por el responsable de la unidad de saneamiento ambiental
vigilancia entomolégica y control de vectores de la DIRESA - Cusco,

mediante técnicas estandarizadas.

. Se compard la actividad insecticida in vitro de las Acetogeninas obtenidas de
extractos etandlicos al 70% a partir de semillas de de Annona muricata L
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8.

10.

11.

12.

(Masasamba) con el insecticida estandar Temefés, insecticida recomendado
por la red latinoamericana de control de vectores. El efecto insecticida de las
Acetogeninas de Annona muricata L. se demostré notablemente en los
grupos que fueron sometidos a altas concentraciones de Acetogeninas
mostrando un efecto insecticida parecido al estandar Temefés. ‘

Se obtuvieron cepas de bacterias Salmonella typhi spp. para la
determinacién del efecto antibacteriano de las Acetogeninas obtenidas a
partir de extractos etandlicos al 70% de semillas de Annona muricata L.

(Masasamba).

Se realiz6 el control microbiologico de las Acetogeninas obtenidas a partir
de extractos etandlicos al 70% de Annona muricata L. reportandose libres
de agentes contaminantes y en 6ptimas condiciones para la determinacion
del efecto antibacteriano.

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI), de las
Acetogeninas obtenidas a partir de extractos etandlicos al 70% de semillas
de Annona muricata L. (Masasamba) frente a cepas de salmonelia typhi
spp. siendo la concentracién de 100mg del concentrado de Acetogeninas a
partir de la cual se produce inhibicion del crecimiento bacteriano.

Se compar6 la actividad antibacteriana in vitro de las Acetogeninas
obtenidas de extractos etandlicos al 70% a partir de semillas de la especie
vegetal Annona muricata L (Masasamba) con un antibacteriano estandar
(Ciprofloxacino). El efecto antibacteriano fue muy marcado en dos
concentraciones estandarizadas (362.99 mg y 450mg) con respecto al
antibacteriano estandar generando un halo de inhibicion mayor que esta.
Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada ensayo.
Mediante este analisis de los datos se corroboro que las Acetogeninas de
Annona muricata L. presentan actividad insecticida frente a larvas de
Aedes aegypti y antibacteriana frente a bacterias de salmonella fyphi spp.
objetivos principales de la presente investigacion.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

Realizar proyectos de investigacion de diversas especies vegetales con
actividad insecticida que ayuden a sostener el medio ambiente y disminuir la
contaminacioén por insecticidas sintéticos.

Realizar bioensayos con otros organismos vectores de enfermedades para
Confirmar la actividad biolégica que poseen las semillas de Annona muricata
L. y comparar esos resultados, con los obtenidos en esta investigacién frente
a Aedes aegypti.

Continuar con estudios de fraccionamiento, identificacién y separaciéon de

los diferentes componentes de los extractos de las semillas de Annona
muricata L. para evaluar su actividad individual y en mezclas.

Evaluar la actividad biologica de los extractos de las hojas, flores, tallo y

raiz de la Annona muricata .. para elegir los extractos con mayor actividad
para su aplicacién como biopesticida.

Realizar estudios con otras enterobacterias para confirmar la actividad
antibacteriana que poseen las semillas de Annona muricata L. y comparar
esos resultados, con los obtenidos en esta investigacion frente a cepas de
salmonella typhi spp.

Realizar estudios con cepas ATCC de salmonella typhi con la finalidad de
comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion de la
-actividad antibacteriana de las Acetogeninas de Annona muricata L. frente a
cepas de salmonella typhi spp

Fomentar la investigacibn para poner en practica los conocimientos
adquiridos durante nuestra formacion profesional.

Realizar convenios con instituciones que se dediquen a prevenir y controlar

problemas de salud en nuestra localidad.
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ANEXO N°1 CERTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO.

CERTIFICACION.

El que suscribe, Profesor Investigador Asociado al Herbario Vargas (CUZ);
certifica, que el Senorita Judith Callo Condori y el Sefior Harol Eduardo
Farfan Barrientos, Bachilleres de la Carrera Profesional de Farmacia y
Bioguimica, Facultad de Ciencias Quimicas Fisicas y Matematicas de ia
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco; han presentado a éste
Herbario una muestra botanica, para su determinacion taxonomica, la que al
ser diagnosticada utilizando bibliografia especializada y comparar con muestras
del Herbario; corresponde a la siguiente especie: Annona muricata Linnaeus
y cuya posicidn taxondmica de acuerdo al Sistema de Arthur Cronquist (1988) -
compatibilizado con las propuestas de Judd, Campbell, Kellog y Stevens
(1999), es la siguiente: ,

Division : Magnoliophyta (= Angiospermas)
Clase . Magnoliopsida (= Dicotiledoneas)
Subclase . Magnolidae ( =Tricolpados — Eudicotiledoneas
Super Orden . Magnolianae
Orden . Magnoliales
Familia . Annonaceae
Género . Annona

Especie : Annona muricata Linnaeus

Sinonimias :

Annona bomplandiana H.B.K.

Annona cearensis Barbosa Rodrigues.
Annona macrocarpa Werckié.

Annona muricata var. borinquensis Morales.
Guanabanus muricatus (L.) Gomez.

Nombres comunes : “masa samba’; “guandbana’, “huanabano”;

e
Se les expide la presente certificacién, para los fines que vieran por
conveniente los interesados.
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ANEXO N°2 CERTIFICACION DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS, MATEMATICAS,
FARMACIA e INFORMATICA
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD - AREA DE CROMATOGRAFiA

CONSTANCIA

Los que suscriben, Responsables del Laboratorio de Cromatografia de la Facultad De
Ciencias Quimicas, Fisicas, Matemédticas, Farmacia e Informética de Ia Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco, dejan Constancia.

Que los Bachilleres: JUPITH CALLO CONDORJ] Y KAROL EDUARDO
FARFAN BARRIENTOS, de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica, han
presentado al Laboratorio de Cromatografia una muestra de concentrado de
acetogeninas de Annona muricata. I, para-la_caracterizacién e identificacion de
componentes - acetogénicos. Dicho _material ha 'sido caracterizado utilizando el
Cromatégrafo Hquido Agilent 1200- acoplado a un detector de arreglo de diodos. La
identificacién se basé en la comparacién de los tiempos de reten€ion de los picos del
cromatograma con referencias: blb]mgmﬁcas determinados bajo las nmismas condiciones.
Del analisis efecmado se repomm 8 posibles “acetogeninas ‘dc 32 componentes
determinados para los cuales se indican los tiempos de retencién y-1a longitud de onda

méxima. _ 1
PICO| TIEMPO DE RETENCION ~ " POSIBLE

_ (MIN) MAX. ACETOGENINA
11 « 9.104 ! I ,3320} 12,15, cis-squamostatin A
18 . 17625 : 2)05 Squ?mosmﬁnA
19 T 18469 202 “Bullatacina
2 24985 310 | Squamosiatn D
76 28966 211 ~ Squamocina
27 30.600 210 | . Tso-desacetiluvaricina
78 35931 300 " Asimicina.
30 S 7 B 203 Desacetiluvaricina.

Se expide la siguiente constancia a solicitud de los interesados para los fines que vieran por

conveniente.

Cusco, 12 de Setiembre del 2011,

............. P AL £,
\
Qco, orge Choquenaira Pari Mgt. Nan A(\:{ostupa Quispe
Analista del Laboratorio de Cromatografia ~ Analista del Laboratorio de Cromatografia -

UNSAAC, UNSAAC.



FORMATO 1: INSPECCION DE VIVIENDAS PARA LA VIGILANCIA Y CONTROL
INSPECCION DE VIVIENDAS PARA LA VIGILANCIA Y CONTROL DE Aedes acgypti

DIRECCION DE SALUD IDIRECCION - .
REGIONAL DE SALUD: PROVINCIA: DISTRITO EOCALIDAD:
FECHA DE INICIO: FECHA DE TERMINO:
ACTVIDAD: : VIGILANCIA D CONTROL [:] EVALUACION |::l
DEPOSITOS VVENDAS |
[ a 9 z [723 [T
4o uo | 2B | ug 9 8 02 &g a8 T, |88
e W [l gy g3 Eg 2 u o 83 55| € | 2|28
Ne| DIRECCIONOJEFEDEFAMULA | o il Z3 23 | 53 | g2 E z 1= 47 8| = |S535
= = o gh 1 = el ] 50 &)u’,fj E = %E
Op| 9 = 85
iR (T b{P YT vPiT v dTitdrlTi o b bT il pfTi P T i ;
NOTA: Aiadir las filas que sean necesarias) _
TOTAL [ Lt e i PP PP T T
* TRATADAS: CONTROL QUIMICO O FISICO.,
QTROS: Incluye las canaletas DEPOSITOS:  Consignar la cantidad de los depositos
{omifnﬁfrgadlgsslocﬁlm;nle | INSPECCIONADOS P POSTVOS T TRATADOS D DESTRUDOS
0s nordres de los recipientes se . . . . . , )
pueden adaptar alvso loca . VMIENDAS:  Silavivienda no se pudo inspeccionar consignar C, R oD segun corresponda

C CERRADAS: R RENUENTES: D DESHABITADAS

NOMBRES Y APELUIDOS DEL INSPECTOR

‘pdAber sepoy 3IA TOHINOD A VIONVIIOIA V1 Vivd SVAN3IANIA N3
vavzinvad NOIDJO3dSNI V1 30 SOLVA 3ad NOIDD3 1023 3A VHOIA €-N OXANV



(r GOBIERNO REGIONAL DEL cusco
DIRECCION REGIONAL DE SALYD CUSCO
LABORATORIO DE I}EFERENCIA REGIONAL

o RS et £ ovss s damaoSe ST R A S g oy

T A R R S I R

“CUSCO CAPITAL HISTORICA DEL PERU”
“ANO DE LA CONSOLIDACION DEMOCRATICA”

INFORME DE RESULTADOS :
Establecimiento Centro de Salud Quincemil (Equipe de livvestigacién)
Referencia : Muestras entomoldgicas det mes de JULIO 2011

Fectia de Rece cuﬁn Laboratono Referencial : 23/07/2011

Fecha de Emision

. 2610772011
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FICHA DE ENVIO DE MUESTRAS PARA CONTROL DE CALIDAD

FECHA

EE.SS.

PROVINCIA

DISTRITO

LOCALIDAD

ESPECIE

ESTADO

TOTAL

13/07/2011

QUINCE MiL

QUISPICANCHIS

CAMANTI

QUINCE MiL

Aedes aegypti

LARVA

190

COLECTORES: Blgo. Henrry Yafiez Trjillano DIRESA Cusco
Blgo. Luis Leon Olayunca Red Sur

Bach. Judith Callo Condari UNSAAC

Bach, Eduardo Farfan Barrientos UNSAAC

23 ju1. 20m
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ANEXO N°: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA EL ENSAYO
INSECTICIDA.

NUMERO DE LARVAS MUERTAS POR CADA HORA DE EXPOSICION A
ACETOGENINAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

Grupo | Grupoll | Grupolll | GrupolIV |GrupoV | Grupo VI

10000ppm | 5000ppm | 500ppm | 50ppm temefos agua

Ai{B|C|AIB|ICIABIC|A|B|C|A{B|C|A |B|C
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ANEXO N°7: CONTROL MICROBIOLOGICO DEL CONCENTRADO DE
ACETOGENINAS EXTRAIDAS A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS AL 70% DE
SEMILLAS DE Annona muricata L. (MASASAMBA)

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MEDICA
CONTROL MICROBIOLOGICO DEL CONCENTRADO DE ACETOGENINAS
EXTRAIDAS A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS AL 70% DE SEMILLAS DE
Annona muricata {Masasamba).

SOLICITANTES: Br. Judith Callo Condori.
Br. karol Eduardo Farfan Barrientos
PARA: Tesis de Investigacion
MUESTRA: Concentrado de Acetogeninas extraidas a partir de extractos etanolicos al

70% de semillas de Annona muricata (Masasamba). -

FECHA: 25/06/2011

' RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO.

Cuadro N° 1: Reporte De Resultados Del Control De Calidad Microbioldgico del
Con‘centrado de Acetogeninas extraidas a partir de extractos etanclicos al 70%

de semillas de Annona muricata {Masasamba).

RMAMV NMPCT NMPC Investigacion RHY L
(ufc)imi Termotolerantes de {ufc)/mi :
Saimonella
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Donde:

Los indicadores microbiolégicos tomados en cuenta-para el analisis de la muestra en

estudio son:
RMAMV = RECUENTO DE MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS VIABLES
NMPCT = NUMERO MAS PROBABLE DE COLIFORMES TOTALES
NMPC = NUMERO MAS PROBABLE DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES
RHYL=RECUENTO DE HONGOS Y LEVADURAS.

Ufc/ml = UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS POR MILILITRO.



METODOLOGIA

Se siguié la metodologia recomendada por el Centro Latinoamericano de Ensefianza

e Investigacion de Bacteriologia Alimentaria (CLEIBA).

CONCLUSION:

Por los restiltados obtenidos, se tiene que la muestra cumple con los valores guia de

la OMS, sobre calidad microbiolégica.’

El concentrado de Acetogeninas extraidas a partir de extractos etanolicos al 70% de
semillas de Annona muricata (Masasamba), se encuentra libre de contaminacion por
gérmenes patbgenos por lo que permite realizar la investigacion correspondiente, sin
ningun tipo de alteracién microbiologia en los procedimientos a ensayar.

Interpretacion de los resultados:

+ Los microorganismos de salmonella, al no encontrarse en la presente muestra -
indica materias primas rio contaminadas, limpieza y desinfeccién correcta.

» Los miicroorganismos de Coliformes totales, al no enicontrarse en la presente
muestra indica materias primas no contaminadas, limpieza y desinfeccion
correcta.

e Los microorganismos aerobios mesdfilos, al no encontrarse en la presente
muestra indica materias primas no contaminadas, limpieza y desinfeccion
correcta condicione adecuadas de tiempo y temperatura durante la produccion
o conservacion.

e Al recuento de hongos y levaduras, indica que las condiciones de
almacenamiento y conservacién asi como la sanitizacion de equipos vy la
calidad higiénica sanitaria del producto es buena. '

BIBLIOGRAFIA:
DIGESA (1999) direccidon general de salud “Criterios de Calidad Sanitaria e Inocuidad
de Alimentos” Cusco —Per.

fot e
Mendoza Munoz
CBP N°® 2617
ESPECIAUDADES ANALSIS BOLOGICOS
ETRICACIOM UNIVERSITARIA £ INVESTIGACION
UNSBAC 13427 FAC MEDICINA HUMANA

Mgt Yane



ANEXO N°8: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA CURVA DE
CRECIENTO BACTERIANO DE Sa/monella typhi spp

TIEMPO (HORAS) ABSORVANCIA (A 670 nm)

Fuente: Elaboracion propia para registro de datos experimentales



ANEXO N°: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA PRUEBA
ANTIBACTERIANA

N° de concentracién | Diametro del Halo de inhibicién (mm) en cepas de

disco Acetogz ninas Salmonella typhi spp.
(mg/disco) IG G Promedio

1 5

2 10

3 15

4 20

5 30

6 40

7 50

8 60

9 70

10 80

11 90

12 100

13 150

14 200

15 250

16 300

17 350

18 400

19 450

20 500

Fuente: Elaboracioén propia para registro de datos experimentales




ANEXO N°10:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA PRUEBA
ANTIBACTERIANA CON CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

N° de
disco

concentracion
de
Acetogeninas
(mgl/disco),
ciprofloxacino

Diametro del Halo de inhibicién (mm) en cepas de

Salmonella typhi spp.

G |G

NG

PROMEDIO

100

T123.97

153.69

190.52

236.10

292.81

362.99

450

o o Nl ® o] B] w N -

ciprofloxacino

10

DMS -

. Fuente: Elaboracion propia para registro de datos experimentales




ANEXO N°11 MEDIOS DE CULTIVO
AGAR BISMUTO SULFITO SEGUN WILSON y BLAIR
Indicaciones:

Selectivo para aislamiento y diferenciacion de Salmonella typhi y otras Salmonellas, a
partir de material clinico y otras clases.

Caracteristicas:

El verde brilante y el bismuto inhiben considerablemente a los gémmenes de
acompafamiento. Las colonias de salmonellas H2S - positivas presentan
ennegrecimiento debido al sulfuro de hierro. La reduccion de los iones bismuto a bismuto
metalico produce brillo metalico alrededor de las correspondientes colonias.

Composicion (gllitro):
e Extracto de came 5,0
e Peptona de came 10,0
e D(+)- Glucosa 5,0
¢ Di-sodio hidrogenofosfato 4,0.
o Hierro (ll) sulfato 0,3
e Verde brillante 0,025.
¢ Indicador bismuto sulfito 8,0.
e Agar-agar15,0.
Preparacion:

Disolver 47 g/L calentando durante unos 30 minutos en bafio maria hirviente o a vapor
fluyente, no esterilizar al autoclave. Tras la distribucién homogénea del precipitado
producido se vierte en placas, en capa gruesa.

Este medio de cultivo, turbio debe presentar un color verde palido. En caso de coloracién
parduzca el medio de cultivo no es utilizable.



AGAR PLATE COUNT

Indicaciones:

Medio de cultivo exento de sustancias inhibidoras y de indicadores, concebido
predominantemente para la determinacién del nimero total de gémmenes en leche,
productos lacteos, agua y otros materiales.

Caracteristicas:

Se utiliza para el reconocimiento de gémmenes caseoliticos, puede afiadirse leche
descremada o caseinato.

Composicion (g/litro):
o Peptona de caseina 5,0.
s Extracto de levadura 2,5
e D (+)glucosa 1,0.
e Agar-agar 14,0
Preparacion:

Disolver 22,5 g/L y esterilizar al autoclave. Eventualmente incorporar — antes de
esterilizacién — 10 ml/litro de leche descremada, o bien, 1,0 g/litro de leche descremada

en polvo. PH: 7,0 £ 0,1.



AGAR MC CONKEY

Indicaciones:

Agar selectivo para aislamiento de Salmonella, Shigella y bacterias coliformes, a partir de
heces, orina, alimentos, aguas residuales, efc.

Caracteristicas:

Las sales brillantes y el violeta cristal inhiben considerablemente a la flora gran-positiva.
La lactosa junto con el indicador de pH rojo neutro, sirve para la comprobaciéon de la
degradacion de dicho azucar.

Composicién (g/litro):

¢ Peptona de caseina 17,0

e Peptona de carne 3,0.

¢ Cloruro de sodio 5,0.

e Lactosa 10,0.

s Mezcla de sales biliares 1,5.

¢ Rojo neutro 0.03.

o Violeta cristal 0,001.

e Agar — agar 13,5.
Preparacion:

Disolver 50,0 g/L esterilizar al autoclave y verter en placas. PH: 7,1 £ 0,1.



AGAR MUELLER HINTON
Indicaciones:

Para el ensayo de la sensibilidad, para ensayos de resistencia de agentes patdgenos,
clinicamente importantes frente a antibiéticos y sulfamidas, para la realizacion del ensayo
de difusidn en placas, para mejorar de forma considerable el crecimiento de
microorganismos exigente, puede afiadirse sangre al agar Mueller Hinton.

Caracteristicas:

La composicién de estos medios de cultivo garantiza, por una parte, condiciones
favorables de crecimiento y por otra parte, cuenta con la ausencia, muy considerable, de

antagonistas de las sulfamidas.

Composicion:

¢ Infusién de carne 2.0

s Caseina hidrolizado 17.5
e Almidén 1.5

s Agar-agar 13.0

Preparacién:

Disolver 34 gr en 1000ml de agua destilada, esterilizar con cuidado en autoclave durante
15 minutos a 122°C, enfriar eventualmente a 45-50°C posteriormente verter en placas
petri dejar enfriar y endurecer. Para pruebas de control de calidad de la muestra, incubar
a 37°C por 24 horas, posteriormente queda listo para ser utilizada. PH 7.4 mas menos 0.2.



AGAR HECTOEN

Indicaciones:

Agar selectivo para demostracion y para aislamiento de bacterias intestinalespatégenas,
inclusive Shigella, a partir de los mas diversos materiales, como heces, alimentos, efc.

Frente a otros medios de cultivo selectivos, como por ejemplo agar SS, agar PBL y agar
bismuto sulfito, el agar Hectoen ejerce escasa inhibion de Salmonellas y Shiguellas y, por
tanto permite la obtencién de altos rendimientos de estos germenes.

Caracteristicas:

Debido a ambos indicadores (azul de bromotimol y fucsina acida), las colonias lactosa-
positivas muestran una expresiva diferencia frente a las colonias lactosa-negatibas. Igual
ocurre en el caso de colonias que fermentan lentamente la lactosa y facilimente la
sacarosa Yy la salicina (sustancias reaccionables fermentables con facilidad), lo que impide
hallazgos patégenos falsamente positivos. La combinacién de tiosulfato como sustancia
reacciénate y una sal de hierro como indicador, presenta coloracién negra a las colonias
H2S-positivas. Una mezcla de sales biliares reprime a una gran parte de flora de
acompafiamiento.

Composicion (gllitro):

e Proteosa-pectona 12,0

¢ Cloruro de sodio 5,0

e Extracto de levadura 3,0.

e Levadura12,0

e Lactosa 12,0.

e Salicina 2,0

e Sodio tiosulfato 5,0

e« Amonio y hierro (lll) citrato 1,5.

o Mezcla de sales biliares 9,0.

e Azul de bromotimol 0,064.

e Fucsina acida 0,04.

e Agar-agar13,5.
Preparacion:

Disolver 75¢/L, no esterilizar al autoclave.



CALDO BHI
Indicaciones:
Para cultivo de diversos microorganismos patégenos exigentes.
Caracteristicas:

Este medio de cultivo es apropiado para el cultivo de muchas bacterias exigentes como
estreptococos, pneumococos, meningococos y otros.

El caldo cerebro-corazon es especialmente adecuado para el cultivo de estafilococos
destinados al ensayo de plasmacoagulasa y para la realizacién de hemocuitivos. El
crecimiento de germenes anaerobios o microaerofilos resulta decisivamente mejorado por
la adicion de pequenias cantidades de agar agar.

Composicion (gllitro):

o Infusion de cerebro 12,5.

¢ Infusion de corazén §,0.

e Proteosa-peptona 10,0

e D (+) glucosa 2,0.

e Cloruro de sodio 5,0.

e Di-sodio hidrogenofosfato 2,5.
Preparacion:

Disolver 37 g/L y esterilizar al autoclave.



ANEXO N°12: CROMATOGRAMA DE ACETOGENINAS EN SEMILLAS DE
ANNONA SQUAMOSA COMPARADO CON EL CROMATOGRAMA DE
ANNONA MURICATA L. BAJO LAS MISMAS CONDICIONES DE ANALISIS.

LB Analytes
mAl 2 0401 &, B2 R0, COLHD 1A 1000 20050 1 L 15 -cls squamostatin A
500 4 m"glm_
3. spamactetin 4
400 4 tullatzein
30 ] _ 5. sqamastatin-D
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m} i 3 i3 1. isodesacetylevanicn
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T @ % mp 10 desaceyhmricin
La figura N°49 muestra el cromatograma realizado en un estudio por la International
Journal of Biomedical Science por Haijtn Yang y colaboradores este anaInSls se realizé
bajo fas mismas condaCIones ensayadas con nuestra muestra

Fuente: Yang, H. (International Joumnal of Biomedical Science) (61).



ANEXO N° 13: REPORTE DE CASOS DE DENGUE Y FIEBRE AMARILLA EN LA REGION CUSCO.

DIRECCION REGIONAL DE SALUD
DIRECCION DE INTELIGENCIA SANITARIA
DIRECCION DE EPIDEMIOLOGIA

CASOS REPORTADOS DE DENGUE AL SISTEMA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DIRESA CUSCO 2009 - 2011

2009 | 2010 2011
N m< m< w<
4 221 B3| _ %2 |m 3
DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO z 2 zd<s |23 % 2 < > s
(l)nzé (thé (DlZé QIZ;‘a é Qo
= =) [ [ ) =
®n Mm n® n = n K
o Q a o
CUSCO QUISPICANCHI CAMANTI 57 57
MADRE DE DIOS MANU HUEPETUHE 1 4 1 5
MADRE DE DIOS MANU MADRE DE 1
MADRE DE DIOS MANU MANU 1 1
MADRE DE DIOS | TAHUAMANU IBERIA 1 1 2
MADRE DE DIOS | TAHUAMANU TAHUAMANU 1 1
MADRE DE DIOS | TAMBOPATA INAMBARI 1 13 14
MADRE DE DIOS | TAMBOPATA LABERINTO 3 1 4
MADRE DE DIOS | TAMBOPATA TAMBOPATA 9 30 5 36
Total General 12 110 8 120




CASOS REPORTADOS DE FIEBRE AMARILLA AL SISTEMA DE VIGILANCI EPIDEMIOLOGICA
DIRESA CUSCO 2000 - 2011

DEPARATAMENTO PROVINCIA DISTRITO 2000 | 2002 | 2003 | 2004 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
CUSCO LA CONVENCION ECHARATE 7 4 1 3 4 1 1 3
CUSCO LA CONVENCION | VILCABAMBA 2 6 5
CUSCO PAUCARTAMBO KOSNIPATA 1
JUNIN CHAMCHAMAYO PICHANAQUI 1
JUNIN SATIPO PANGOA 1
MADRE DE DIOCS TAMBOPATA TAMBOPATA 1
10 1 1 5 1

Total General




ANEXO N°14: CASOS REGISTRADOS DE FIEBRE TIFOIDEA Y PARATIFOIDEA EN CONSULTA EXTERNA, POR ANO,
SEGUN REGION: 2002 - 2010

Casos registrados de fiebre tifoidea y paratifoidea en consulta externa, por afio, segin regién: 2002 - 2010

Region 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Total 49,108 61,349 44,996 51,099 49,266 52,792 51,872 47,210 39,213
Amazonas 4,243 4,832 3858 3,929 4,749 4,490 6,835 4,896 4,017
Ancash 1,029 1,414 1,367 1,089 927 996 844 801 612
Apurimac 583 508 728 1,048 954 904 939 677 552
Arequipa 1,896 1,814 1,569 1,835 1,464 1,515 1,172 1,080 777
Ayacucho 7,408 9,185 9,278 10,294 9,037 10,218 9,943 8,170 6,719
Cajamarca 10,862 11,057 10,406 10,996 10,854 10,570 8,702 7,004 5241
Callao 1,254 1,125 660 431 304 373 462 414 423
Cusco 3,515 4,645 3,646 6,489 6,108 7,706 8,661 9,037 7,427
Huancavelica 223 171 213 227 206 328 241 371 257
Hudnuco 938 832 748 691 632 1,059 738 663 1,006
lca 707 738 538 774 874 798 892 916 951
Junin 1,283 1,163 1,068 1,253 1,411 1,354 1,060 1,120 1,196
La Libertad 2,503 2,160 1,781 2,358 2,267 2,349 2,071 1,841 1,175

Fuente: MINSA
Elaboracién: MVCS - OGE! - Unidad Estadistica



PERU:Casos registrados de fiebre tifoidea y paratifoidea en consulta externa
{2002 - 2009)

51,349 52,792 51,872
_ 51,099 49,266 ' i

47,210

2002 2003 2004 - 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Fuente: Ministenio de Salud
\ Elaboracion: MVCS - OGE! - Unidad Estadistica




ANEXO N°15: ARCHIVO FOTOGRAFICO DE RESULTADOS.

' En esta figura se aprecia el
resultado final de todo el
' proceso de extraccién con
- solventes de  diferente
- polaridad hasta obtener las

- Acetogeninas (producto

~ final), cuyas caracteristicas

~ organolépticas son

- corroborados con
bibliografia.

Fotografia N°01 concentrado de Acetogeninas de Annona muricata L.

(Masasamba).

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

\ El resultado después del andlisis
\ '} cromatografico en capa fina de la muestra
en analisis dié resultado positivo al reactivo
de Kedde. La flecha indica la coloracién
rosa tenue que es apreciable a lo largo de

la cromatoplaca ensayada en las tres
> corridas simultdneas realizadas, lo cual
indica la presencia de Acetogeninas en la
muestra extraida de semillas de Annona
- muricata L. (Masasamba).

Fotografia N°02:placa de Silicagel revelada con reactivo de Kedde

Fuente: Callo J y Farfan K.E.



En la siguiente figura se muestran los resultados de las pruebas de
solubilidad que se le realizé al concentrado de Acetogeninas, para lo
cual se usaron solventes de diferente polaridad como se aprecia en la
tabla N° 16 que va en orden decreciente de polaridad desde el
solvente mas polar como es el Agua hasta el solvente mas apolar como
es el Hexano.

Fotografia N°03: Resultados de las pruebas de solubilidad de Ilas
Acetogeninas de las semillas de Annona muricata L. (Masasamba).

Fuente: Callo J y Farfan K.E



En esta figura se aprecia momentos en el que el sistema
de adquisicion de datos del equipo de cromatografia
muestra los espectros UV de las sustancias presentes
en el concentrado de Acetogeninas después de
culminar su andlisis.

Fotografia NO4: Equipo de HPLC mostrando los espectros UV del
concentrado de Acetogeninas.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.

Durante la experimentacién
se hicieron observaciones
continuas en todos los grupos
experimentales en cuanto a su
movimiento y color que
adquieren  progresivamente
las larvas al ser expuestas a las
diferentes concentraciones de

Fotografia N° 05 de las observaciones del efecto insecticida.

Fuente: Callo J y Farfan K.E.



En esta figura se puede observar
claramente la diferencia de mortalidad
existente entre el grupo experimental
que no fue sometido a ninguna
sustancia (grupo control negativo) y el
grupo experimental | que fue sometido
a una concentracion de Acetogeninas
de 10.000ppm. Se aprecia claramente
la muerte en el grupo experimental
sometido a Acetogeninas, mientras
que en el grupo control negativo las
. 1] larvas contindan vivas.

Fotografia N°06: Anadlisis comparativo de larvas muertas del grupo control
negativo frente al grupo experimental | (concentracion de Acetogeninas de

10000ppm).
Fuente: Callo J y Farfan K.E.

ﬂs diferentes crite rich

de evaluacidn del control
microbiolégico

resultaron negativos,
evidencidndose en cada
caso la ausencia de

crecimiento
microbioldgico en los

respectivos medio de

Qltivo. /

Fotografia N°07: Control microbiolégico del concentrado de Acetogeninas de

Annona muricata L. (Masasamba)

Fuente: Callo J. y Farfan K.E.



