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1. RESUMEN

Guatemala cuenta con una flora diversa la cual presenta un gran potencial de actividades
gue se pueden aprovechar, este es el caso de Quassia amara y Equisetum arvense las
cuales presentaron antecedentes de actividad insecticida frente a insectos como la
mosca blanca, pulgon verde, acaros entre otros, mas no para el insecto Aedes aegypti.
Por ello se realizaron pruebas para determinar si estas plantas presentaban actividad
insecticida contra larvas y adultos del vector Aedes aegypti, el cual es el responsable de
la transmision de varias enfermedades como lo son el dengue, zika y chicungunya,

siendo estas enfermedades muy frecuentes en Guatemala.

Para la obtencion de los extractos secos de las plantas en estudio se realizé la prueba
del mejor solvente para la corteza de Q. amara y tallos de E. arvense obteniéndose el
etanol al 25% como mejor solvente para ambas plantas. Se realizé un percolado de la
materia vegetal de las plantas y se concentrd en rotavapor hasta obtener un extracto
seco para cada una de las plantas. Se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 14.42%
para Q. amara y 18.40% para E. arvense.

Con los extractos secos obtenidos se realizo la determinacion de la actividad larvicida
contra A. aegypti, utilizando un método micrométrico. Las larvas utilizadas fueron
proporcionadas por la Unidad de Vectores del MSPAS. Se probaron concentraciones de
0.124, 0.150, 0.50, 1.00, 3.00, 6.00, 9.00 y 20.00mg/mL. Para ambas plantas se observo
mortalidad hasta los 3.00mg/mL y con la concentracién mas alta probada (20mg/mL) se
obtuvo un porcentaje de mortalidad de 31.48% para Q. amara y de 54.63% para E.
arvense. Las diluciones del extracto se prepararon con agua del chorro reposada ya que
el etanol 25% mata el estadio larvario de A. aegypti. Se utilizd aceite de citronela
(0.22mg/mL) como control positivo y agua del chorro reposada como control negativo.
Con el aceite de citronela se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 95% y con agua del
chorro reposada se obtuvo un porcentaje de mortalidad menor del 5% (0.93 y 0.0%) por
ello, se tomé como 0% al momento de realizar los célculos, tal y como lo indica el
protocolo (Moncayo, et al., 2005). La metodologia fue realizada por triplicado para cada

concentracion en estudio cada una con su respectivo control positivo y control negativo.
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La concentracion letal 50 (CLso) de los extractos para la actividad larvicida se determiné
experimentalmente y por extrapolacion, estimando un comportamiento lineal. Para E.
arvense se obtuvo una CLso de 18.50mg/mL y para Q. amara se obtuvo una CLso de
32.75mg/mL.

Ademads, se determiné la actividad insecticida de los extractos de Q. amara y de E.
arvense contra los mosquitos adultos de A. aegypti utilizando la metodologia de la OMS.
Los mosquitos adultos utilizados para la prueba fueron obtenidos de la Unidad de
Vectores del MSPAS, estos se mantuvieron en jaulas y fueron alimentados Unicamente
con agua azucarada al 10% como lo indica la metodologia de la OMS. Utilizando como
referencia los resultados de las concentraciones probadas en la actividad larvicida, para
la determinacién de la actividad adulticida se probaron concentraciones de 50, 75 y
100mg/mL. A la concentracion mas alta probada (100mg/mL) se obtuvo un porcentaje
de mortalidad de 9.88% y de 13.25% para el extracto etandlico de Q. amaray E. arvense,
respectivamente. Se realizaron dos controles por concentracién y cada concentracion se
probé por cuadruplicado. Se utilizé etanol 25% como disolvente para preparar las
diluciones de los extractos. El etanol 25% no intervino en los resultados, como fue el
caso en la determinacion de la actividad larvicida, ya que los papeles impregnados con
el extracto se dejaron secar previo a la prueba con los mosquitos adultos.

La concentracion letal 50 de los extractos para la actividad adulticida contra Aedes
aegypti se determind experimentalmente y por extrapolacién, estimando un
comportamiento lineal. Para E. arvense se obtuvo una CLso de 317.56mg/mL y para Q.

amara se obtuvo una CLso de 421.28mg/mL.

Con los resultados obtenidos se puede evidenciar que el extracto de los metabolitos de
E. arvense presenta mejor actividad tanto larvicida como adulticida en insectos de A.
aegypti en comparacion con el extracto de los metabolitos de Q. amara. Ademas, se
puede concluir que los extractos de Q. amara y E. arvense presentan cierta actividad
larvicida y adulticida contra A. aegypti pero a altas concentracionesm comparadas con el
aceite de citronela, las cuales no son viables para utilizar en la practica, disminuyendo
asi la posibilidad de utilizar los extractos de estas plantas como una alternativa natural

de insecticida contra el vector Aedes aegypti.



2. INTRODUCCION

Los vectores son organismos vivos que pueden transmitir enfermedades infecciosas
entre personas, 0 de animales a personas. Muchos de esos vectores son insectos
hemat6fagos que ingieren los microorganismos patégenos junto con la sangre de un
portador infectado (persona o animal), y posteriormente los inoculan a un nuevo portador

al ingerir su sangre (OMS, 2017).

Asi mismo, las enfermedades transmitidas por vectores representan mas del 17% de
todas las enfermedades infecciosas, y provocan cada afio mas de 700 000 defunciones.
La mayor carga de estas enfermedades, que afectan de forma desproporcionada a las
poblaciones mas pobres, corresponde a las zonas tropicales y subtropicales. Uno de
estos vectores es el mosquito Aedes aegypti el cual es un vector epidémico que provoca
varias enfermedades para el ser humano como lo son el dengue, zika, chikungunya,
fiebre amarilla, etc. (OMS, 2017).

Por otro lado, Guatemala es un pais con muchos factores sociales y econémicos que
aumentan el riesgo de estas enfermedades. Entre estos factores importantes estan la
mala urbanizacion, el calentamiento global, la pobreza y la educacién, colaboran
sinérgicamente para que estos males continien en el pais (MSPAS, 2016). Estos
factores sociales y econdmicos son importantes ya que A. aegypti es un mosquito que
se reproduce principalmente en el agua, sobre todo en recipientes artificiales muy
préximos a viviendas y, a menudo, en espacios interiores. Los estudios sobre el radio de
vuelo indican que la mayoria de las hembras de A. aegypti pueden pasar toda la vida en
el interior de las casas en las que se han convertido en adultos o alrededor de ellas
(OMS, 2018).

En Guatemala, en el afio 2016, se reportaron 9 016 casos de dengue, 5 220 casos de
chikungunya y 3 214 casos de otras enfermedades transmitidas por vectores. En el afio
2017 por su parte se reportaron 4 186 casos de dengue, 431 casos de chikungunya y
539 casos de otras enfermedades transmitidas por vectores (SIGSA, 2018); por lo que
se observa una alta incidencia de estas enfermedades en la actualidad y la necesidad

de implementar nuevas alternativas de prevencion para las mismas.
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Desafortunadamente para estas enfermedades transmitidas por vectores no se
encuentran disponibles vacunas, constituyendo el control quimico, la medida basica para
disminuir las poblaciones de mosquitos y asi la incidencia de las enfermedades (Leyva
et al, 2017). Sin embargo, se han reportado muchos casos de intoxicaciones
relacionados con este tipo de insecticidas sintéticos, por lo que se pretende encontrar

otras alternativas, en este caso naturales, para el ser humano.

Para lograr lo anterior, se busca utilizar el potencial que presenta Guatemala respecto a
flora, ya que es un pais con una biodiversidad extensa pero que cuenta con pocos
estudios cientificos de dicha flora nativa. Entre éstas plantas se encuentran Equisetum
arvense (cola de caballo) y Quassia amara (Cuasia), plantas de las cuales si se
encontraron estudios confiables que reportan actividad insecticida contra otro tipo de
insectos pero no especificamente contra el mosquito Aedes aegypti el cual es el vector
principal para la transmision de dengue, zika y chikungunya enfermedades que son
motivo de preocupacion en la actualidad. Por ello se realiz6 la siguiente investigacion
para evidenciar si los extractos etandlicos de los tallos de Equisetum arvense y de

corteza de Quassia amara presentan actividad biocida en larvas e insectos adultos de A.

aegypti.



3. ANTECEDENTES

Muchas de las plantas nativas de Guatemala presentan reporte de actividad biocida e
insecticida entre ellas se encuentran Equisetum arvense (Cola de caballo) y Quassia

amara (Cuasia).

Equisetum arvense (cola de caballo) es una planta cosmopolita que crece en América y
crece en lugares humedos, arenosos y pantanosos. La parte utilizada son las hojas y los
tallos. Estudios de la composicidn quimica de 5 especies de Equisetum indica que todas

sus especies son muy similares (Caceres, 2009). Ver anexo 13.4.

E. giganteum, de la misma familia, se ha utilizado como insecticida, se utiliza 1kg de la
planta fresca en 20 litros de agua o la planta seca al 10%, se realiza una decoccion

durante no menos de 40-45 minutos y se emplea el agua para el riego (Millan, 2008).

Otros estudios reportan que el polvo de las partes aéreas de Equisetum arvense tiene

actividad insecticida contra Pieris rapae (Grainge et al., 1998).

Se realiz6 un bioensayo en Peru con Equisetum arvense para evaluar su efecto toxico y
repelente contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais). El polvo seco se evaluo entre
0.2 y 1.6g por 10g de maiz, se expusieron los gorgojos al polvo por 5 dias y se obtuvo
un porcentaje de mortalidad de 22.5%. Para el efecto repelente se utilizd el extracto
acuoso del polvo seco de las hojas al 20%, exponiendo a los gorgojos 120h, obteniendo

un porcentaje de repelencia del 26% (lannacone et al, 2008).

Equisetum arvense ha mostrado actividad antibacteriana frente a algunas bacterias. El
extracto metandlico de las partes aéreas mostr6 actividad antibacteriana contra
Escherichia coli a alta concentracién (1 g / ml). El extracto etandlico y acuoso de
Equisetum arvense se analizé frente a patdgenos seleccionados del tracto urinario (E.
coli, Neumonia por Klebsiella, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus y Enterococcus faecalis)
utilizando la técnica de difusion por disco, ambos extractos a diferentes concentraciones
exhibieron actividad antibacteriana contra todas las cepas bacterianas probadas; el
extracto etandlico tuvo significativamente mejor actividad antibacteriana que el el extracto

acuoso. El extracto etandlico fue mas efectivo contra E.coli, Proteus mirabilis y
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Staphylococcus saprophyticus con una zona de inhibicion de 24 mm, 23 mmy 24 mm de
diametro (a una concentracion de 1000 ug) respectivamente y fue menos eficaz contra
Pseudomonas aeruginosa con una zona de inhibicion de 11mm (a concentracion de
1000pg) (Esmail, 2017).

Por otro lado, se ha observado que los extractos en agua caliente de E. giganteum tienen
actividad citotdxica contra A. salina. Al igual que otras plantas del género, como E.
arvense, también puede producir dafio cuando el ganado se alimenta con ellas porque
lastima mecanicamente las visceras y produce disenteria; varias especies del género
son toxicas para el ganado, probablemente por la presencia de la enzima tiaminasa. La
administracion de 1-5g/kg por via oral no demostrd ningun efecto téxico (Gupta et al, s.f.).

Quassia amara es una planta nativa de bosques secos o0 himedos en laderas con regular
penetracion de luz, desde el sur de México al norte de Sud América. En Guatemala se
ha descrito en I1zabal y Santa Rosa. La parte utilizada es la madera del tronco y las ramas.
Se le atribuye propiedad insecticida y se ha utilizado para fabricar papel matamoscas
(Caceres, 2009). Ver anexo 13.5.

El potencial insecticida de Quassia amara fue demostrado en 1884, en Inglaterra, en el
control de &fidos y lepidopteros; aunque posteriormente sus extractos han sido
ensayados como eficaces contra mas de 50 plagas diferentes de acaros, coledpteros,
hemipteros, himendpteros, lepiddpteros y thisandpteros. Los extractos metanodlicos de
corteza y madera son los que muestran actividad insecticida. Esta propiedad insecticida
de los extractos metandlicos obtenidos, tanto en madera, corteza como hojas de Quassia
amara sefialan que la mayor concentracion de quasina en la corteza y la madera podria
explicar que fuera éste el compuesto mas activo en la defensa frente a los insectos y

basicamente su Unica funcionalidad (L6pez & Pérez, 2008).

Se realiz6 otro estudio en Costa Rica en donde se evalu6 el efecto insecticida y repelente
de Quassia amara sobre la mosca blanca. Se utilizaron extractos acuosos y se aplico
con una bomba en el envés de las hojas, posteriormente se introdujo el insecto y se contd
el nimero de insectos posados en las hojas en donde se determiné que los extractos de
Q. amara si presenta actividad repelente. Por otro lado, se evaluaron dosis desde 5-

50mL/L de agua. El extracto fue preparado a partir de 400g de madera por litro de agua.
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En este estudio todas las concentraciones causaron mortalidad de los adultos en
comparacion con el testigo, en este estudio el mayor porcentaje de mortalidad obtenido

fue de aproximadamente 10% (Ocampo, 1995).

En otro estudio realizado en Nicaragua se evaluo la actividad nematicida de los extractos
metanolicos de Q. amara. En el estudio in vitro, se evalud la mortalidad de los juveniles
del neméatodo Meloidogyne sp. después de 12, 24 y 48h de exposicion a los extractos.
Ademas, estos se aplicaron a plantas de tomate en macetas bajo condiciones de
invernadero, cuantificandose las poblaciones de nematodos a los 25, 50 y 75 dias de
exposicion al extracto. En el experimento in vitro el extracto al 10% present6 un alto
porcentaje de mortalidad después de 48h, alcanzando 89% de juveniles muertos. En
macetas se evaluo la mortalidad de juveniles. Los mejores resultados para Q. amara se
obtuvieron a los 25 dias de exposicidn al extracto, con un porcentaje de mortalidad de
80%. Estos resultados evidenciaron que el extracto metandlico de Q. amara posee
propiedades nematicidas, ya que redujo significativamente las poblaciones de
nematodos, su reproduccién y el nivel de agallamiento de las raices de tomate (Salazar
& Guzman, 2014).

También se han realizado estudios evaluando la actividad pediculicida (mata piojos) del
vinagre de Q. amara. El vinagre se incorporo al 3% en la formulacion de un champu, un
acondicionador y una locién. Esta Udltima también contenia un 1,3% de aceite de
andiroba, un repelente de insectos en general. El estudio se prolongé 14 dias, cada
noche los voluntarios aplicaron la locién por todo el cuero cabelludo vy, al dia siguiente,
se lavaron con el champu y se aplicaron el acondicionador. Trascurrido el periodo de
tratamiento, los voluntarios volvieron a utilizar su champu habitual durante un periodo
adicional de 14 dias. Durante los 28 dias, los voluntarios estuvieron en contacto con
individuos con pediculosis no tratados, con objeto de evaluar la capacidad preventiva de
este activo. El grado de infestacion de los voluntarios fue evaluado de forma visual por
un dermatélogo. Desde el primer control todos los voluntarios experimentaron una
disminucién del numero de piojos en el cuero cabelludo. La accién preventiva del vinagre
de quassia qued6 demostrada al no registrarse ningin caso de reinfestacion (Alcalde &
Del Pozo, 2007).
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Por otro lado, en Argentina, se realizé un bioensayo sobre la letalidad de Artemia salina,
gue poseia el extracto etandlico del lefio de Quassia amara, el cual presentd una alta
toxicidad. En Costa Rica se realizé una investigacion de toxicidad aguda con madera de
Quassia amara en ratones albinos, empleando dos pruebas: toxicidad aguda por via oral
y por via intraperitonial. Los resultados en la primera prueba, no presentaron mortalidad
ni signos de toxicidad evidente al cabo de las 48 horas de observacion; los resultados de
la segunda prueba con dosis de 500 mg/kg, mostraron, luego de cuatro horas, signos de
toxicidad: piloereccion, disminucién de la actividad motora y pérdida parcial del reflejo de
enderezamiento. Todos los sujetos utilizados se recuperaron 24 horas después de la

administracion del extracto (Gupta et al, s.f.).

Como se puede observar en éstos estudios previos, ambas plantas poseen un efecto
insecticida reportado. En el caso de E. arvense se ha demostrado principalmente
actividad fungicida contra el gorgojo del maiz, ademas segun estudios de toxicidad a una
concentracion de 1-5g/kg por via oral, no presenta efectos toxicos en personas, lo cual
es importante ya que dichos extractos pueden ser utilizados en hogares como repelentes.
Por otro lado, Q. amara es una planta que presenta estudios frente a diversidad de plagas
en comparacion con E. arvense, por lo que presenta gran potencial de ser insecticida

frente a A. aegypti, y como se menciono anteriormente por via oral no presenta toxicidad.



4. JUSTIFICACION

Segun informes de la OMS las enfermedades transmitidas por vectores representan mas
del 17% de todas las enfermedades infecciosas. Ademas, en Guatemala recientemente
se han reportado muchos casos de este tipo de enfermedades que han sido motivo de
preocupacion, entre estas enfermedades transmitidas por vectores se encuentran el
dengue, zika y chikungunya principalmente. En Guatemala en el afio 2016 se reportaron
9 016 casos de dengue, 5 220 casos de chikungunya y 3 214 casos de otras
enfermedades transmitidas por vectores. En el afio 2017 por su parte se reportaron 4
186 casos de dengue, 431 casos de chikungunya y 539 casos de otras enfermedades
transmitidas por vectores (SIGSA, 2018); por lo que se observa un namero importante
de casos por estas enfermedades en la actualidad y la necesidad de implementar nuevas

alternativas de prevencion para las mismas.

También se debe tomar en cuenta que Guatemala es un pais muy propenso a padecer
este tipo de enfermedades debido a las condiciones de vida precarias en que vive el
mayor porcentaje de la poblacion, tomando en cuenta que el vector principal crece en
ambientes poco higiénicos. Este vector principal de transmision de las enfermedades
antes mencionadas es el mosquito Aedes aegypti que crece rapidamente en cualquier
charco o estancamiento de agua, por ello es necesaria la investigacion de sustancias
que puedan tener actividad larvicida o insecticida frente a este organismo y disminuir asi

la incidencia de estas enfermedades.

En la actualidad, la mayoria de insecticidas son productos sintéticos que han reportado
problemas de toxicidad en los seres humanos haciéndolos poco seguros y confiables.
Esto se puede evidenciar en estadisticas del SIGSA, en donde para el afio 2016 en
Guatemala se reportan 580 casos de intoxicaciones por plaguicidas, de los cuales el 38%
son del género femenino y el 62% del género masculino; por otro lado, en el afio 2017
se reportan 938 casos de intoxicaciones por plaguicidas de los cuales el 30% fueron del
género femenino y el 70% del género masculino. Con estos datos se puede observar
gue este tipo de intoxicacion es mas frecuente en hombres que en mujeres. Ademas, el
rango de edad mas afectado se encuentra entre los 15 a 30 afios, tanto en el afio 2016

como en el afio 2017.
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Debido a esta probleméatica que se ha dado con el uso de insecticidas sintéticos, se
pretende buscar una alternativa natural para estos productos, aprovechando la
biodiversidad de flora que presenta Guatemala. Tomando en cuenta que existen plantas
gue han reportado actividad biocida frente a otro tipo de insectos; por lo que presentan
un gran potencial de tener actividad larvicida e insecticida contra el mosquito Aedes
aegypti. Entre estas plantas estan Equisetum arvense (Cola de caballo) y Quassia amara

(Cuasia) las cuales son nativas de Guatemala.

Por lo anterior, se realiza esta investigacion para evidenciar si los extractos etanolicos
de dichas plantas presentan actividad biocida en larvas y mosquitos adultos de Aedes
aegypti con el objetivo de proporcionar informacion cientifica que avale dicha actividad y
ser utilizada para futuros estudios, formulaciones o proyectos que puedan contribuir a
crear una alternativa natural para combatir dichas plagas y disminuir asi la incidencia de

enfermedades transmitidas por vectores en Guatemala.
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5. OBJETIVOS

1.1. General

e Determinar la actividad larvicida e insecticida de los extractos etandlicos de tallos
de Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara (Cuasia)

contra Aedes aegypti.

1.2. Especificos

e Determinar la concentracion letal 50 de los extractos etandlicos de los tallos de
Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara (Cuasia) en
larvas de Aedes aegypti.

e Determinar la concentracion letal 50 de los extractos etandlicos de los tallos de
Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara (Cuasia) en
mosquitos adultos de Aedes aegypti.

e Comparar la actividad larvicida contra Aedes aegypti de los extractos etandlicos
de los tallos de Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara
(Cuasia).

e Comparar la actividad adulticida contra Aedes aegypti de los extractos etandlicos
de los tallos de Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara

(Cuasia).
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6. HIPOTESIS

Los extractos etanolicos de los tallos de Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza

de Quassia amara (Cuasia) presentan actividad larvicida e insecticida contra Aedes

egypti.



7.1.

7. MATERIALES Y METODO

Universo

13

Materia vegetal de Equisetum arvense (Cola de caballo) y de Quassia amara (Cuasia)

cultivadas en Guatemala.

7.2

Muestra

Tallos de Equisetum arvense (Cola de caballo) y corteza de Quassia amara (Cuasia)

obtenidas de una institucion de Guatemala registrada.

7.3.

7.4.

AN N NN Y N N U N N N N N NN

Recursos Humanos

Autora: Kimberly Damaris Suret Soyos
Asesora: M.A. Aylin Santizo Juarez
Revisora: MSc. Carolina Guzman Quilo

Materiales y Cristaleria

Papel Aluminio

Papel encerado

Papel filtro

40 hojas de papel filtro 12cm x 15cm

12 clips metélicos

Cinta adhesiva

Marcadores verde, amarillo, rojo y negro
Lapiceros y libreta

6 Capsulas de porcelana

1 Tubo aspirador

3 balones aforados de 1L

10 Balones aforados de 100mL

2 Beakers de 100, 250mL, 500mL y 1000mL
1 Probeta de 25, 50 y 100mL

3 Microplacas

6 Frascos de vidrio con tapa de 1000mL
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v" 6Embudos de vidrio

v' 12 tubos de plastico con una malla en un extremo

7.5. Equipo

Balanza analitica OHAUS PIONER
Rotavapor

Horno VWR

Sonificador

Desecadora

Pipetas automaticas tipo Eppendorf

Puntas amarillas de 200uL

AN NNV N N NN

Puntas azules de 1000uL

7.6. Reactivos
Etanol 70%
Agua reposada
Agua destilada

AzUcar

AN N NN

Aceite de Citronela (Control positivo)

7.7. OTROS

v' Corteza de Quassia amara (Cuasia)*

<

Tallos secos de Equisetum arvense (Cola de caballo) *

<

Larvas e insectos adultos de Aedes aegypti cultivadas en la Unidad de

Vectores del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

*Ver Certificados de Control de Calidad del Proveedor en anexos 13.9y 13.10.



7.8.
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Método y Procedimiento

7.8.1.Preparacion de soluciones etandlicas

o A partir de la concentracion del etanol comercial se calcularon los mililitros de

©)

etanol para obtener disoluciones de 15, 25, 50 y 70% y se aforé con agua
destilada en un bal6én de 1L.

Se utilizé la ecuaciéon C1V1=C2V2 en donde:

C1= concentracion de etanol comercial

V1= volumen de etanol comercial a utilizar (incognita)

C2= 25, 50 y 70% segun la disolucién que se esté preparando

V2= volumen de aforo

7.8.2.Prueba del mejor solvente

o

©)

Se cortaron 4 botecitos de plastico por la mitad.

Se coloco algoddn en el fondo de cada botecito y se forraron internamente con
un cono de papel filtro.

Se pesaron 5g de materia vegetal deshidratada (% humedad >10%) y triturada
en un beaker.

Se colocaron 5¢g de la materia vegetal dentro de cada botecito (percolador).
Se rotul6 cada percolador con la concentraciondel etanol correspondiente (10,
25, 50, y 70%).

Se agreg6 60ml de etanol a cada percolador segun la concentracién de etanol
indicada en el percolador.

Se dej6 reposar dentro de una gaveta por una semana.

Se secaron 4 capsulas de porcelana en un horno a 1002C por 1 hora.

Se apago el horno y al llegar la temperatura a 402C se transfirieron a una
desecadora con silica gel anhidra por 1 hora.

Se abrio el percolador para dejar correr el percolado.

Se colocaron 2ml del percolado con etanol al 15%en una capsula de porcelana
previamente rotulada; se realiz6 lo mismo para los percolados con etanol al
25, 50 y 70%.
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Se evaporoé hasta sequedad en un bafio de agua y se terminé de secar en un
horno a 100-1052C durante 1 hora.
Al terminar en tiempo de secado se apago el horno y se sacaron las capsulas
de porcelana hasta que el horno tuviera una temperatura de 402C.
Se transfirieron las capsulas de porcelana a una desecadora con silica gel
anhidra por una hora.
Se pesaron y se calculd el el porcentaje de sélidos totales de cada capsula de
porcelana.
Se determiné a qué concentracién se extrae mayor contenido de soélidos
(metabolitos).

(Gonzaéles, 2004; Rodriguez, 2016).

7.8.3.0btencidn de los extractos secos por percolacion

o

©)

Se pesaron 100g de materia vegetal.
Se midieron1000mL de etanol a la concentracion obtenida en la Prueba del
Mejor Solvente (etanol 25%).
En un percolador con capacidad de 2L se introdujo una torunda de algodén en
el orificio de salida y se forr6 internamente con un cono de papel filtro.
Se agrego la materia vegetal y el etanol al percolador (primera lavada).
Se tapo el percolador con aluminio y una tapadera.
Se dejo reposar por 1 dia.
Se abrid la llave del percolador para dejar caer el percolado.
Se realizaron 4 lavadas mas con 1000ml de etanol al 25% para extraer todos
los metabolitos de la materia vegetal.
El percolador obtenido se recogid en un Erlenmeyer y se concentré en
rotavapor.

(Gonzéles, 2004; Rodriguez, 2016).
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7.8.4.Concentracion en rotavapor

©)

©)

Se encendid y ajusto el bafio Maria a una temperatura de 45+ 12C.

Se engrasaron todas las bocas esmeriladas y se armé el rotavapor segun el
instructivo especifico.

Se introdujo el percolado obtenido de la materia vegetal en el balon para
ebullicién del rotavapor.

Se conecté la bomba de vacio y el rotador para iniciar la destilacion del extracto
con recuperacion del disolvente hasta llevar a consistencia semisolida.

Se vertio el extracto concentrado en un cristalizador de vidrio previamente
secado, identificado y tarado.

Se colocé en una desecadora con silica gel anhidra durante 7-15 dias.

Se agit6é esporadicamente.

Al obtener un extracto seco se pesdé y se calculo el porcentaje de rendimiento.

El extracto seco se transfirid a un frasco ambar debidamente rotulado.

(Jiménez, 2005).

7.8.5.Determinacion de la actividad Larvicida

o

El ensayo se realiz6 con las concentraciones de 0.124, 0.15, 0.5, 1.0, 3.0, 9.0
y 20mg/mL.

Las diluciones del extracto vegetal se realizaron con agua del chorro reposada
como disolvente.

Sustancia a ensayar: En una microplaca se agregaron 36 larvas en estadio
Il o IV temprano?, una larva por pozo, con 100pL de su medio y se agregd en
cada pozo 100puL de la sustancia a ensayar (ver figura 1).

Control positivo: En otros 36 pozos de la microplaca se agregaron 100uL
de aceite de citronela (1000ppm) + 100uL de agua del chorro reposada + 1
larva en estadio Il o IV temprano.

Control negativo: En otros 36 pozos de la microplaca se agregaron 200uL de
agua del chorro reposada + 1 larva en estadio Il o IV temprano.

Se incub6 a temperatura ambiente (25°C -28°C) en un lugar oscuro durante 24

horas.
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o El control positivo, el control negativo y la sustancia a ensayar se realizaron en

placas distintas para evitar que el control positivo mate a las larvas de las otras

muestras.
o Se contd el nUmero de larvas muertas a las 24 horas.

Ver caracteristicas en anexo 13.2.1.
(Alvarado & Santizo, 2014; Sanabria et al, 2009; Cruz et al., 2016).

Figura 1. Esquema para determinar la actividad larvicida de los extractos.

Concentracmn 1.

3 Unidad

“@@@@@@@@@@@@W%
thmhdwﬁﬁﬁﬁﬁ

Control posmvo
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7.8.6. Preparacion de las disoluciones para la actividad insecticida.

o Se pesaron 5000mg extracto seco en un tubo de ensayo.

o Se agregaron 10mL de etanol 25%.

o Se sonicd y se llevd al vortex para disolver el extracto completamente.

o Se transvaso a un balon aforado de 50mL.

o Se lavo el tubo de ensayo repetidas veces con etanol 25% hasta limpiar
completamente.

o Se aforé a 50mL con etanol 25% y se agit6 manualmente (solucién madre
100mg/mL).

o De la solucion madre se realizaron diluciones para obtener disoluciones de 75

y 50mg/mL.

(Gonzéles, 2004; Rodriguez, 2016).

7.8.7.Determinacion de la actividad insecticida por el método de la
OMS.

o Se introdujeron seis hojas de papel blanco limpios, enrolladas en forma de cilindro
en 6 tubos identificados con punto verde (tubos de mantenimiento). Ver figura 2.

o El papel se sujet6 dentro del tubo con un clip de alambre.

o Los tubos se mantenimiento se taparon con un tapon de rosca con una malla en
uno de sus extremos Yy se fijaron a la unidad corrediza al otro extremo.

o Se aspiraron de 120 a 150 hembras activas de mosquitos, haciéndolas pasar de
la jaula a los seis tubos de mantenimiento (punto verde) a través del orificio de
llenado de la unidad corrediza, para obtener al final seis muestras iguales de 20 a
25 mosquitos por tubo.

o Una vez transferidos los mosquitos, se cerraron las unidades corredizas y se
dejaron los tubos de mantenimiento en posicion vertical durante 1 hora en un lugar
obscuro.

o Transcurrido este tiempo, se extrajo todo mosquito moribundo (incapaz de volar)

0 muerto.
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Se introdujeron 4 hojas de papel blanco en los tubos de exposicion (tubos con
punto rojo), sujetados con un clip de alambre.

Las hojas de papel blanco de los tubos de exposicion fueron impregnados con
5mL de la solucion del extracto vegetal con concentracion conocida y se dejaron
secar.

Se introdujeron dos hojas de papel blanco en dos tubos con punto rojo rotulados
como tubos control y sujetados con un clip de alambre.

El papel de los tubos control fue impregnado con 5mL de etanol 25% y se dejaron
secar.

Al terminar de secar los papeles de exposicion y control se cerraron los tubos con
un tapon de rosca con malla en uno de sus extremos (ver figura 2).

Al terminar la hora de espera en los tubos de mantenimiento se enroscaron los 4
tubos de exposicién y los 2 tubos control vacios a las unidades corredizas.

Con la unidad corrediza abierta se soplé suavemente para hacer pasar los
mosquitos de los tubos de mantenimiento a los de exposicion y control.

Una vez todos los mosquitos se introdujeron en los tubos de exposicion y control,
se cerr0 la unidad corrediza y se coloco un tapdén de algodén en el orificio pequefio
para bloquear la corredera.

Los tubos de mantenimiento se separaron y se dejaron aparte.

Los tubos de exposicidén y control, con los mosquitos dentro se dejaron en posicion
vertical con el extremo mallado hacia arriba durante 24h, en un lugar poco
iluminado para evitar que los mosquitos se quedaran posados en la tapa mallada.
En el extremo mallado de los tubos se colocé una almohadilla de algoddn
empapada de agua azucarada al 10%.

Al transcurrir las 24h se devolvieron los mosquitos a los tubos de mantenimiento
realizando a la inversa el procedimiento expuesto anteriormente (ver figura 2).
Se separaron las unidades corredizas de los tubos de exposicion y control.

Se contd y anot6 el nimero de mosquitos muertos.

Se consider6 que un mosquito adulto estd vivo si puede volar,
independientemente del nimero de patas que le queden. Todo mosquito que esté

derribado, haya o no perdido patas o alas, se consider6 moribundo y contado
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como muerto. Se clasific6 como muerto o derribado todo mosquito que estuvo
inmovil o fue incapaz de tenerse en pie o alzar el vuelo. Ver anexo 13.6.6.

(OMS, 2017).

Figura 2. Pasos para realizar la prueba OMS de susceptibilidad a los insecticidas.

Mantener por 1h en los tubos
de mantenimiento con papel
blanco limpio. Después de la
hora descartar mosquitos
muertos o que no puedan volar

Exponer los mosquitos por
24h

Insecticida

-

Y N

Pasar los mosquitos a los
tubos de mantenimiento y
registrar la mortalidad.

Fuente: OMS, 2017.
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7.9. Disefio estadistico

Para evaluar la actividad tanto larvicida como insecticida de las plantas en estudio se
realizo un estudio no probabilistico a conveniencia. Se utilizd6 una prueba Binomial con
un nivel de significancia del 5%. Es decir, si los insectos/larvas siguen vivos después de
la prueba el resultado de la actividad sera negativa y si los insectos/larvas mueren

después de la prueba el resultado de la actividad sera positivo.

La metodologia para la determinacién de la actividad larvicida se realizd por triplicado
para cada concentracion en estudio. Es decir, para E. arvense se evaluaron 8
concentraciones (20, 9, 6, 3, 1, 0.5, 0.15 y 0.124 mg/ml) cada una por triplicado, y cada
una por triplicado por segunda vez, obteniendo 9 repeticiones en total; lo mismo para los
extractos de Quassia amara. Luego se determiné la concentracion letal 50 del extracto
de las plantas en estudio por extrapolacion de los resultados. La unidad de muestreo

fueron 12 pozos y la unidad de analisis fueron 36 pozos de la microplaca.

Para obtener el porcentaje de mortalidad se utilizaron las férmulas del Protocolo para
Determinar la Susceptibilidad o Resistencia a Insecticidas de Mosquitos de la Especie
Aedes aegypti de la Red Latinoamericana de Control de Vectores, el cual indica que
después de 24 horas de exposicion, se realiza el conteo de larvas muertas y moribundas
(no pueden nadar normalmente) en todos los recipientes, las larvas moribundas se

contabilizan como muertas (Moncayo, et al., 2005).

Se registra también el numero de larvas que hayan empupado durante el ensayo. Si en
los controles negativos mas del 10% de las larvas empupan o se registra mas del 20%
de mortalidad, la prueba es considerada invalida (Moncayo, et al., 2005). En este estudio se

obtuvo un porcentaje de mortalidad promedio de 0.46%, por lo que el ensayo fue valido.

Si el ensayo es aceptable, para realizar los céalculos de porcentaje de mortalidad se debe

descontar el nimero de pupas encontradas en los expuestos y controles.

Ej.:

N2 de larvas expuestas =100
N2 de larvas muertas = 91
N2 de pupas = 6

N° de larvas para célculos [100-6 = 94|
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En este estudio las larvas no empuparon después de 24h, por lo cual no fue necesario

restar el nimero de larvas convertidas en pupa.

Célculo del porcentaje:

No.larvas muertas
* 100

No.de larvas expuestas (corregida por pupas)

91
a * 100 = 96.80% de mortalidad observada

Si la mortalidad de los controles esta entre 5% y 20% tenemos que corregir por la
Formula de Abbott el % de mortalidad de larvas tratadas:

% mortalidad de tratados — % mortalidad de controles

- * 100
100 — % mortalidad de controles

(Moncayo, et al., 2005).

En este estudio se obtuvo un porcentaje de mortalidad promedio de 0.46% el cual es
menor al 5% que indica el protocolo, por lo cual no fue necesaria la correccion por la
Formula de Abbott.

Por otro lado, para la determinacion de la actividad insecticida (adulticida) se evaluaron
3 concentraciones distintas de las plantas en estudio. Es decir, para E. arvense se
evaluaron 3 concentraciones (50, 75 y 100%) y para Quassia amara se realizé de la
misma forma. Para determinar la actividad insecticida de cada una de estas
concentraciones se realiz6 4 réplicas (4 tubos con la concentracion a ensayar) y se utilizé
dos tubos control por concentracién. Luego se determind la concentracién letal 50 del
extracto de las plantas en estudio, por extrapolacion. En este caso la unidad de muestreo
y la unidad de analisis fue el mismo; es decir, la unidad de muestreo y de andlisis fue

cada uno de los tubos con una muestra de 25 mosquitos aproximadamente.

Para obtener el porcentaje de mortalidad, para la actividad adulticida, se utilizaron las
formulas descritas en la Guia de la OMS, Procedimientos de las pruebas para la

vigilancia de la resistencia a los insecticidas en los mosquitos vectores del paludismo.
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La mortalidad (esto es, el nimero de mosquitos muertos en los tubos de exposicién y en
los de control) se determind al término del periodo post-exposicion especificado. La
mortalidad de la muestra sometida a prueba se calcul6 sumando el nUmero de mosquitos
muertos en todas las réplicas expuestas y expresandolo como porcentaje del nimero

total de mosquitos expuestos:

Total de mosquitos muertos
Mortalidad observada = x 100
Total de mosquitos expuestos

Para obtener el valor de la mortalidad del control se efectia un calculo similar. Si la
mortalidad del control es 220%, la prueba debe ser desechada. Cuando sea <20%, se
debera corregir la mortalidad observada en los expuestos aplicando la formula de Abbott
como sigue:

(% mortalidad observada - % mortalidad control)

Mortalidad corregida = x 100
(100 - % mortalidad control)

(OMS, 2017).
Cuando la mortalidad del control sea inferior al 5% (es decir, un mosquito muerto por
cada 25), no se precisara correccion alguna de los resultados de la prueba, que si debera
efectuarse cuando la mortalidad sea = 5% (OMS, 2017). Es fue el caso del presente
estudio ya que en el control negativo se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 2.44%,
el cual es menor al 5%, por lo cual no fue necesaria la correccién por medio de la formula
de Abbot.
Los datos fueron tabulados y analizado en Excel. Se utiliz6 una regresion Lineal para
determinar la CLso tanto para la actividad larvicida como para la actividad adulticida,

obteniendo de la misma la ecuacién de la recta y el R?.

7.10. Instrumento

Se utilizaron cuadernos para el registro de las actividades realizadas y resultados
obtenidos, ademas de la documentacion registrada en la bitacora del laboratorio.

El muestreo se realiz6 por conveniencia y se utilizé un instrumento de analisis para la
recopilacion de datos tanto para la determinacion de la actividad larvicida como para la

insecticida (Ver anexos 13.7 y 13.8).
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8. RESULTADOS

Tabla 1. Sdlidos totales obtenidos en la prueba del Mejor Solvente.

% Solidos totales

Concentracién Etanol | Quassia amara | Equisetum arvense

25% 4.35 6.50
50% 4.20 6.00
75% 2.75 4.65

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Produccién de Medicamentos -LAPROMED-.

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento del extracto seco de las plantas en estudio.

Planta % Rendimiento
Corteza de Quassia amara 14.42
Tallos de Equisetum arvense 18.40

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Produccion de Medicamentos -LAPROMED-.
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Tabla 3. Actividad larvicida contra Aedes aegypti, en estadio Il y IV temprano, obtenida
con el extracto de la corteza de Quassia amara a diferentes concentraciones.

Unidad de Muestreo*

Concentracion

Promedio %

(mg/mL): Repeticiones A B C %?2 Mortalidad Mortalidad
I 0 0 0 0.00
0.124 Il 0.00 0.00
Il 0 0 0 0.00
Aceite de I 12 11 10 91.67
Citronela Il 11 11 12 94.44 95.37
0.220 1l 12 12 12 100.00
I 1 0 0 2.78
Agl;ggg's;gg"o I 0 0 0 0.00 0.93
Il 0 0 0 0.00
I 0 0 0 0.00
0.150 Il 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
Aceite de I 12 11 10 91.67
Citronela Il 12 11 12 97.22 96.30
0.220 1l 12 12 12 100.00
I 0 0 0 0.00
Ag;zsglsggg"o I 0 0 0 0.00 0.93
11 0 1 0 2.78
I 0 0 0 0.00
0.500 Il 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
Aceite de I 12 10 11 91.67
Citronela Il 11 12 12 97.22 95.37
0.220 11 12 11 12 97.22
I 0 0 0 0.00
Aggeaesglsgggrm I 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
I 0 0 0 0.00
1.000 Il 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00

1 mg/mL = miligramo por mililitro

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el numero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.

2% = porcentaje

aegypti.
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Unidad de Muestreo*
Co?r::](;r/wrtnrﬁ)cllon Repeticiones A B C %? Mortalidad P&%ﬂ:ﬁéoa;/o
Aceite de I 12 10 11 91.67
Citronela Il 11 12 12 97.22 95.37
0.220 Il 12 11 12 97.22
I 0 0 0 0.00
Agl;eaegslsggg"o I 1 0 0 278 0.93
1 0 0 0 0.00
I 1 1 0 5.56
3.000 Il 1 0 0 2.78 3.70
Il 0 1 0 2.78
Aceite de I 12 10 11 91.67
Citronela Il 12 11 12 97.22 95.37
0.220 1] 12 11 12 97.22
I 0 0 0 0.00
e I 0 0 0 0.00 0.00
Il 0 0 0 0.00
I 1 1 0 5.56
6.000 Il 1 1 0 5.56 6.48
11 1 1 1 8.33
Aceite de I 10 12 11 91.67
Citronela Il 12 11 12 97.22 94.44
0.220 Il 12 11 11 94.44
I 0 0 0 0.00
e I 0 0 0 0.00 0.93
1] 1 0 0 2.78
I 2 1 1 11.11
9.000 I 1 1 2 11.11 12.04
11 2 2 1 13.89
Aceite de I 11 12 11 94.44
Citronela Il 12 11 12 97.22 95.37
0.220 1] 12 11 11 94.44
I 0 0 0 0.00
e I 0 0 0 0.00 0.00
11 0 0.00

! mg/mL = miligramo por mililitro 2 9% = porcentaje

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el nimero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.
aegypti.
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.. Promedio
Co?rgg?rtnrfgzllon Repeticiones A B C %2 Mortalidad %
Mortalidad
I 4 3 5 33.33
20.000 Il 4 3 4 30.56 31.48
1] 4 3 30.56
Aceite de I 10 12 11 91.67
Citronela Il 12 11 12 97.22 95.37
0.220 11 12 12 11 97.22
I 0 0 0 0.00
Ag‘éaesglsggg"o I 0 0 0 0.00 0.00
11 0 0.00

Y mg/mL = miligramo por mililitro

2% = porcentaje

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el nimero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.

aegypti.

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.

Grafica 1. Actividad larvicida del extracto de la corteza de Q. amara contra A. aegypti
en estadio Il y IV temprano.

20.000
9.000
6.000
3.000
1.000
0.500

Conc. mg/mL

0.150
0.124

0.00 5.00

10.00

15.00 20.00

% Actividad

25.00

30.00 35.00

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.
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Tabla 4. Actividad larvicida contra Aedes aegypti, en estadio Il y IV temprano, obtenida
con el extracto de Equisetum arvense a diferentes concentraciones.

Unidad de Muestreo*
Co?nig?rgf;' on Repeticiones A B C %? Mortalidad Ph;l%rp[gﬁ:jc;;/o
I 0 0 0 0
0.124 Il 0 0 0 0 0
1] 0 0 0 0
Aceite de | 12 11 10 91.67
Citronela Il 12 11 12 97.22 96.30
0.220 1] 12 12 12 100.00
I 0 0 0 0.00
e I 0 0 0 0.00 0.00
Il 0 0 0 0.00
I 0 0 0 0
0.150 Il 0 0 0 0 0
1] 0 0 0 0
Aceite de I 11 12 12 97.22
Citronela Il 11 11 11 91.67 94.44
0.220 1] 11 12 11 94.44
I 0 0 0 0.00
Ag%aegglsggg”o I 0 0 0 0.00 0.93
1] 0 1 0 2.78
I 0 0 0 0
0.500 Il 0 0 0 0 0
1] 0 0 0 0
Aceite de I 12 11 12 97.22
Citronela Il 11 11 11 91.67 96.30
0.220 1] 12 12 12 100.00
I 0 0 0 0.00
Ag%igglsgggrro I 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
I 0 0 0 0
1.000 ] 0 0 0 0 0
1] 0 0 0 0
Y mg/mL = miligramo por mililitro 2% = porcentaje

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el nimero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.
aegypti.
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Unidad de Muestreo
Co?rﬁg?rgﬁgzl' on Repeticiones A B C %? Mortalidad P&%ﬂ:ﬁ:f;g"
Aceite de I 12 11 10 91.67
Citronela Il 11 12 12 97.22 95.37
0.220 1l 12 12 11 97.22
I 0 0 0 0.00
R I 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
I 1 1 0 5.56
3.000 Il 2 0 0 5.56 4.63
1 0 1 0 2.78
Aceite de I 12 11 10 91.67
Citronela Il 11 11 12 94.44 95.37
0.220 1l 12 12 12 100.00
I 0 0 0 0.00
Agl;eaesglsgggrro I 0 0 0 0.00 0.00
1] 0 0 0 0.00
I 1 2 1 11.11
6.000 Il 2 1 1 11.11 12.04
1 2 1 2 13.89
Aceite de I 12 11 11 94.44
Citronela Il 11 12 i 94.44 95.37
0.220 Il 12 12 11 97.22
I 0 0 0 0.00
Agl;e%gglsgggrro I 0 0 0 0.00 0.00
1l 0 0 0 0.00
I 2 3 3 22.22
9.000 Il 3 4 3 27.78 25.00
1 3 3 3 25.00
Aceite de I 11 11 12 94.44
Citronela I il il 12 94.44 95.37
0.220 Il 12 12 11 97.22
I 0 0 0 0.00
e I 0 0 0 0.00 0.00
] 0 0 0 0.00
! mg/mL = miligramo por mililitro 2 9% = porcentaje

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el nimero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.
aegypti.
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Unidad de Muestreo*
Concentracion . 002 : Promedio %
(mg/mL): Repeticiones A B C %> Mortalidad Mortalidad
| 6 7 7 55.56
20.000 Il 6 7 7 55.56 54.63
11l 7 6 6 52.78
Aceite de I 12 11 11 94.44
Citronela I 11 11 12 94.44 95.37
0.220 1 12 11 12 97.22
A el | 0 0 0 0.00
gua ael cnorro
Reposada L 0 0 1 2.78 0.93
1 0 0 0 0.00
' mg/mL = miligramo por mililitro 2 9% = porcentaje

*Cada unidad de muestreo (A, By C) fue de 12 larvas, por lo cual se reporta el nimero de larvas muertas por cada 12 larvas de A.
aegypti.

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.

Grafica 2. Actividad larvicida del extracto de los tallos de E. arvense contra A. aegypti
en estadio Il y IV temprano
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.
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Tabla 5. Comparacion de la Actividad Larvicida de Quassia amara y Equisetum arvese
contra Aedes aegypti en estadio Ill y IV temprano.

% Actividad
Concentracién (mg/mL) | Quassiaamara | Equisetum arvense
0.124 0.00 0.00
0.150 0.00 0.00
0.500 0.00 0.00
1.000 0.00 0.00
3.000 3.70 4.63
6.000 6.48 12.04
9.000 12.04 25.00
20.000 31.48 54.63

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.

Gréfica 3. Comparacion de la actividad Larvicida de los extractos de Quassia amara y
Equisetum arvense contra Aedes aegypti.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.
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Tabla 6. Actividad adulticida contra Aedes aegypti obtenida con el extracto de Quassia
amara a diferentes concentraciones.

Concentracion 2#insectos | #insectos |;, :
L (mg/mL) ML S expuestos muertos JlapriEleEe

AMx 1 20 1

Mx 2 21 1 3.66
50 Mx 3 21 1
Mx 4 20 0

Control 1 21 1 244
Control 2 20 0
Mx 1 21 2
Mx 2 2 1

s 0 7.23
75 Mx 3 20 1
Mx 4 22 2

Control 1 22 1 538
Control 2 20 0
Mx 1 21 2

Mx 2 20 2 9.88
100 Mx 3 20 2
Mx 4 20 2
11 2 1

Contro 0 550
Control 2 20 0

Y mg/mL: miligramo por mililitro 2#: numero 3%: porcentaje 4 Mx: muestra

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.

Grafica 4. Actividad adulticida del extracto de la corteza de Q. amara contra A. aegypti.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.
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Tabla 7. Actividad insecticida (adulticida) contra Aedes aegypti obtenida con el extracto
de Equisetum arvense a diferentes concentraciones.

Concentracion 2#insectos | # insectos | 5, .
L(mg/mL) e expuestos muertos Tl

4 Mx 1 22 1
Mx 2 21 1

4.76
50 Mx 3 21 1
Mx 4 20 1

Control 1 21 0 233
Control 2 22 1
Mx 1 21 2

Mx 2 20 2 8.43
75 Mx 3 20 1
Mx 4 22 2

Control 1 21 1 476
Control 2 21 1
Mx 1 21 3

Mx 2 22

X 3 13.25
100 Mx 3 20 2
Mx 4 20 3

Control 1 20 0 244
Control 2 21 1

Ymg/mL: miligramo por mililitro 2#: nimero 3%: porcentaje * Mx: muestra

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.

Gréfica 5. Actividad adulticida del extracto de los tallos de E. arvense contra A. aegypti.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.
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Tabla 8. Comparacion de la actividad adulticida de Q. amara y E. arvense contra
mosquitos adultos de A. aegypti.

% Actividad
Concentracion (mg/mL) Quassia amara Equisetum arvense
50 3.66 4.76
75 7.23 8.43
100 9.88 13.25

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.

Gréafica 6. Comparacion de la actividad Adulticida de los extractos de Q. amara y E.
arvense contra A. aegypti.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia -LENAP- USAC.

Tabla 9. Linealidad de la actividad larvicida y adulticida de Q. amara y E. arvense.

ACTIVIDAD PLANTA ECUACION DE LA RECTA R?
Larvicida Q. amara y = 1.5809x - 1.1467 0.9908
E. arvense y = 2.8068x - 1.9172 0.9922
Adulticida Q. amara y = 0.1244x - 2.4078 0.9928
E. arvense y = 0.1698x - 3.9217 0.9939

Fuente: datos obtenidos en LENAP y LIPRONAT, USAC.
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Gréafica 7. Gréafica de linealidad de la actividad larvicida de E. arvense.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacidon de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.

Gréfica 8. Grafica de linealidad de la actividad larvicida de Q. amara.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT- Edificio T 10, USAC.



Gréafica 9. Grafica de linealidad de la actividad Adulticida de E. arvense.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia, USAC.

Gréfica 10. Grafica de linealidad de la actividad Adulticida de Q. amara.
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Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia, USAC.
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Tabla 10. CLso de la actividad larvicida y adulticida de Q. amara y E. arvense contra A.

aegypti.
ACTIVIDAD PLANTA CLso
Larvicida Q. amara 32.75 mg/mL
E. arvense 18.50 mg/mL
Adulticida Q. amara 421.28 mg/mL
E. arvense 317.56 mg/mL

Fuente: datos obtenidos en LENAP y LIPRONAT, USAC.
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9. DISCUSION

En Guatemala recientemente se ha reportado un alto porcentaje de enfermedades
transmitidas por vectores como lo son el dengue, zika y chikungunya (ver anexo 13.1).
Estas enfermedades son transmitidas principalmente por el mosquito Aedes aegypti (ver
anexo 13.2) que crece rapidamente en cualquier charco o estancamiento de agua, por
ello en este trabajo se realizo la investigacion de la actividad larvicida e insecticida de los
extractos etanolicos de Quassia amara (ver anexo 13.5) y Equisetum arvense (ver anexo

13.4) contra este vector.

Para la obtencion de los extractos secos de las plantas en estudio se realizé la prueba
del mejor solvente (Anexo 13.12, imagen 1), obteniéndose el etanol al 25% como mejor
solvente tanto para Quassia amara como para Equisetum arvense como se observa en
la tabla 1. Es decir, que el etanol al 25% extrae la mayor cantidad de metabolitos de la

planta, siendo estos mayoritariamente acuosos en ambas plantas.

Se realiz6 el percolado de la materia vegetal de las plantas, corteza para Q. amara y
tallos para E. arvense con etanol al 25% y se concentrd en rotavapor (Anexo 13.12, imagen
2) con el objetivo de obtener el extracto seco de los metabolitos de cada planta (Anexo
13.12, imagen 3). Los porcentajes de rendimiento obtenidos fueron de 14.42% para Q.
amaray 18.40% para E. arvense (ver tabla 2), por lo que se observa que los rendimientos
de extraccion de metabolitos para estas plantas son bajos, en comparacion con la
extraccion de los metabolitos de otras plantas obtenidos de igual forma por rotavapor y
utilizando solventes polares. Por ejemplo, en un estudio para los frutos de Solanum
americanum Miller (Quilete), se realiz6 la extraccion de los metabolitos por rotavapor y
utilizando etanol al 70% como disolvente, en este estudio se obtuvo un porcentaje de
rendimiento de 35.33% y utilizando agua como disolvente se obtuvo un porcentaje de
rendimiento de 32.60% (Rodriguez, 2016). En otro estudio donde se realizo la extraccion
de los metabolitos para las hojas de Tabebuia rosea (Matilisguate) por percolacion,
utilizando etanol 50% como disolvente se obtuvo un porcentaje de rendimiento de
32.88% (Flores, 2017). Ademas, en otro estudio realizado para las hojas de Justicia
spicigera Schltdl en donde se extrajeron los metabolitos en etanol al 50% utilizando

rotavapor se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 46.05% lo que indicé que tiene una
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gran rentabilidad a su buen porcentaje de rendimiento (Salcedo, 2018). En comparacion
con estos estudios se puede observar que los porcentajes de rendimiento obtenidos tanto

para Q. amara como para E. arvense son relativamente bajos.

Al obtener el extracto seco de los metabolitos de cada planta se realizo la prueba para la
Determinacion de la Actividad Larvicida (Anexo 13.12, imagen 4). Esta se realiz6 en Larvas
de A. aegypti de tercer estadio y/o cuarto estadio temprano (ver anexo 13.2) obtenidas

de la Unidad de Vectores del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

Se utiliz6 agua del chorro reposada como medio de disolucion de las concentraciones a
probar en el ensayo, debido a que es el medio en el cual se desarrollan las larvas,
teniendo asi la seguridad de que la muerte de las mismas fue debido al extracto y no al
medio de disolucién. Cabe destacar que se utilizd etanol como medio de disolucion en
las primeras pruebas, en donde se observé que el etanol al 25% produce la muerte de
las larvas en estudio, por lo cual se descart6 como medio de disolucion. Ademas, se
utilizé como control positivo aceite de citronela a una concentracion de 0.220mg/mL,
dosis con la cual se asegura obtener una mortalidad alrededor de 100%, debido a que
estudios previos demostraron que la CLso del aceite de citronela es de 0.1063mg/mL
(106.3ppm) (Mufioz, et al, 2014). Como control negativo se utiliz6 agua del chorro
reposada, por ser el medio en donde se desarrollan las larvas de A. aegypti como se

menciond anteriormente.

Se probaron las concentraciones recomendadas en la metodologia estandarizada en
Alvarado & Santizo, 2014; Cruz, 2013 y Aldana & Cruz, 2017. Sin embargo, a estas
concentraciones se obtuvo un porcentaje de moralidad de cero por ciento (0%) para
ambas plantas (ver tablas 3 y 4 y graficas 1 y 2). Por ello se realizaron pruebas con
concentraciones de 3.00, 6.00, 9.00 y 20.00 mg/mL para ambas plantas. No se probaron
concentraciones mayores, debido a que mayores cantidades de extracto sobresaturaban
el medio de disolucion, lo cual no permitié obtener una solucion homogénea ya que el

extracto sedimentaba en el recipiente.

Con el extracto de la corteza de Q. amara se observé una leve mortalidad desde los
3.00mg/mL como se observa en la tabla 3 y grafica 1. A 20.00mg/mL, la concentracion

mas alta probada, se obtuvo una mortalidad de 31.48%.
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No se encontraron estudios previos de extractos etandlico obtenidos por rotavapor de
esta planta sobre larvas de A. aegypti; sin embargo, en un estudio realizado en Nicaragua
se evaluo la actividad nematicida, en juveniles de Meloidogyne sp. Se utilizaron extractos
metanolicos de Q. amara en donde los metabolitos fueron extraidos por Soxhlet. Se
realizd un estudio in vitro y otro sobre maceteras (los extractos se aplicaron a plantas de
tomate en macetas bajo condiciones de invernadero). En el experimento in vitro el
extracto al 10% (10mg/mL) presentd un alto porcentaje de mortalidad después de 48h
de exposicién, alcanzando 89% de juveniles muertos. En macetas se evaludé la
mortalidad de juveniles obteniéndose los mejores resultados de mortalidad a los 25 dias
de exposicidén con el extracto al 10%, con un porcentaje de mortalidad de 80%. Estos
resultados evidenciaron que el extracto metanolico de Q. amara posee propiedades
nematicidas, ya que redujo significativamente las poblaciones de nematodos y su

reproduccion (Salazar & Guzman, 2014).

En comparacién con este estudio se puede evidenciar que Q. amara presenta mejor
actividad nematicida que larvicida, el factor que difiere en mayor medida con este estudio
es el tiempo de exposicion y en menor medida el solvente y el tipo de extraccion, debido
a que el metanol es mas polar que el etanol (McMurry, 2008); sin embargo, el etanol
utilizado fue al 25%, por lo cual fue en mayor porcentaje un solvente acuoso. Por lo cual,
para estudios posteriores es recomendable aumentar el tiempo de exposicion (mayor de
24h) del extracto sobre las larvas y determinar si es un factor influyente sobre la actividad

larvicida del extracto de Q. amara.

Con el extracto de los tallos de E. arvense al igual que con Q. amara se observo una leve
mortalidad a los 3.00mg/mL como se observa en la tabla 4 y grafica 2. Ahora bien, a
20.00mg/mL se obtuvo una mortalidad de 54.63%, por lo cual se puedo determinar la

CLso experimentalmente.

En la revision bibliografica de E. arvense no se encontraron estudios previos con A.
aegypti; pero si presenta actividad antifungica y antibacteriana demostrada (Tayupanta,
2012; Esmail, 2017). En otros estudios también se ha observado que los extractos en
agua caliente de E. giganteum (de la misma familia) tienen actividad citotoxica contra A.

salina. Ademas, E. arvense a concentracion de 1g/mL ha mostrado actividad
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antibacteriana frente a algunas bacterias como E. coli, Neumonia por Klebsiella, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

saprophyticus y Enterococcus faecalis (Esmail, 2017).

El protocolo para realizar los calculos de la mortalidad en larvas de A. aegypti indica que
si la mortalidad de los controles esta entre 5% y 20% se deben corregir por la Férmula
de Abbott el porcentaje de mortalidad de larvas tratadas (Moncayo et. al, 2005); sin
embargo, como se observa en las tablas 3 y 4, la correccion no fue necesaria ya que se

obtuvo un porcentaje <5% para los controles negativos.

Si bien ambos extractos tuvieron actividad larvicida desde los 3.00mg/mL, el extracto que
obtuvo porcentajes mas altos de mortalidad en las larvas de A. aegypti fue el extracto de
E. arvense como se observa en la tabla 5 y gréfica 3. Por lo cual se determina que los
extractos de E. arvense presentan mejor actividad larvicida contra A. aegypti en

comparacion con los extractos de Q. amara.

La metodologia fue realizada por triplicado para cada concentracion en estudio cada una

con su respectivo control positivo y control negativo.

Se calculd la ecuacion de la recta y el R?; con estos datos se pudieron extrapolar los
resultados, tomando en cuenta el criterio de la Organizacion Panamericana de la Salud,
la cual indica que el valor minimo para el R? es de 2 0,99 hasta = 0,9999 (PAHO, s.f.)
para poder extrapolar datos, por lo que los valores obtenidos en este trabajo cumplen

con el valor de cuadrados minimos (ver tabla 9).

La concentracion letal 50 para la actividad larvicida se determind experimentalmente y
por extrapolacion para el extracto de E. arvense, ya que con la concentracion mas alta
probada se obtuvo un porcentaje de mortalidad mayor del 50%. Tomando en cuenta los
datos obtenidos se realiz6 la linealidad de los mismos obteniendo un R? de 0.9922 (ver
tabla 9 y grafica 7), y con la ecuacion de la recta se extrapold para obtener el valor real
de la CLso, la cual es la concentracion que ocasiona la muerte de la mitad de los
organismos durante el periodo de prueba (Ramirez & Mendoza, 2008), obteniéndose un
valor de CLso de 18.50mg/mL (ver tabla 10).
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Para el extracto de Q. amara se determiné la CLso Unicamente por extrapolacion, ya que
con la concentracion mas alta probada no se obtuvo una mortalidad mayor del cincuenta
por ciento; de la misma forma, se realizé la gréafica de linealidad y se obtuvo un R?de
0.9908 y se calculo la ecuacion de la recta (ver tabla 9 y gréafica 8), con estos datos se
obtuvo una CLso de 32.75mg/mL para Q. amara (ver tabla 10).

Por otro lado, también se determind el potencial para la actividad insecticida en los

mosquitos adultos de A. aegypti de ambas plantas segun la metodologia de la OMS.

Utilizando como referencia las concentraciones probadas para la actividad larvicida se
probaron concentraciones de 50, 75 y 100mg/mL usando como disolvente el mismo
etanol al 25% utilizado para extraer los metabolitos de cada planta. Para esta prueba se
utilizé etanol como disolvente de los extractos, debido a que para realizar la prueba se
impregnaron los papeles ya sea con la solucién del extracto a ensayar o con etanol 25%

como control negativo y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Los mosquitos adultos utilizados para la prueba fueron obtenidos de la Unidad de
Vectores del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, estos se mantuvieron en
jaulas y fueron alimentados Unicamente con agua azucarada al 10% (Anexo 13.12, imagen

5) como lo indica la metodologia de la OMS.

Cada concentracion se probd por cuadruplicado y se realizaron dos controles por
concentraciéon analizada. Cada tubo contenia de 20 a 25 mosquitos hembras de

aproximadamente 5 dias de haber emergido como adulto (Anexo 13.12, imagen 6).

Como se muestra en la tabla 6 y 7 los controles mostraron una mortalidad <5% por lo
cual no fue necesaria la correccion de los resultados finales de las pruebas tal y como lo
indica el protocolo de la OMS (OMS, 2017).

El extracto etandlico de la corteza de Q. amara obtuvo una baja actividad adulticida como
se muestra en la tabla 6 y grafica 4. A 100mg/mL, la concentracion mas alta probada, se
obtuvo un porcentaje de mortalidad de 9.88%.

Caba destacar que con Q. amara se esperaba un mayor porcentaje de mortalidad ya que

esta planta presenta antecedentes de efecto insecticida contra otro tipo de insectos como
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acaros, coleopteros, hemipteros, himendpteros, lepidopteros y thisanopteros (Lépez &
Pérez, 2008).

Se realiz6 otro estudio en Costa Rica en donde se evaluo el efecto insecticida y repelente
de Q. amara sobre la mosca blanca. Se utilizaron extractos acuosos y se aplicé con una
bomba en el envés de las hojas, posteriormente se introdujo el insecto y se conto el
namero de insectos posados en las hojas en donde se determin6 que los extractos de Q.
amara si presenta actividad repelente. Por otro lado, se evaluaron dosis desde 5-50mL/L
de agua. El extracto fue preparado a partir de 400g de madera por litro de agua. En este
estudio todas las concentraciones causaron mortalidad de los adultos en comparacion
con el testigo después de 24h de exposicion, el mayor porcentaje de mortalidad obtenido

fue de aproximadamente 10% con la concentraciéon mas alta probada (Ocampo, 1995).

Se puede observar que en el presente estudio y el presentado por Ocampo, 1995 se
utilizaron extractos mayoritariamente acuosos para evaluar la actividad toxica de la
planta contra el insecto de prueba (excepto para la actividad repelente que se utilizé el
polvo seco), el tiempo de exposicion fue el mismo y se obtuvieron resultados muy

parecidos en ambos trabajos.

De la misma forma, con el extracto etandlico de los tallos de E. arvense también se
obtuvo una baja actividad adulticida como se observa en la tabla 7 y grafica 5,
obteniéndose un porcentaje de mortalidad de 13.25% a 100mg/mL; sin embargo, fueron
mayores los porcentajes de actividad adulticida obtenidos con los extractos de E. arvense
en comparacion a los obtenidos con los extractos de Q. amara como se observa en la

tabla 8 y grafica 6.

Se realiz6 un bioensayo en Peru con E. arvense para evaluar su efecto toxico y repelente
contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais). El polvo seco se evalu6 entre 0.2 y 1.6g
por 10g de maiz, se expusieron los gorgojos al polvo por 5 dias y se obtuvo un porcentaje
de mortalidad de 22.5%. Para el efecto repelente se utilizé el extracto acuoso del polvo
seco de las hojas al 20%, exponiendo a los gorgojos 120h, obteniendo un porcentaje de
repelencia del 26% (lannacone et al, 2008). Al comparar este estudio con los resultados

obtenidos se observa mejores resultados en la mortalidad de los insectos, por lo que en
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otros estudios es recomendable exponer los insectos a los extractos por un tiempo mayor

y asi observar la tendencia de mortalidad respecto al tiempo de exposicion.

La dosis recomendada por la GTZ (Agencia de Cooperacion Técnica Alemana, por sus
siglas en aleman Gesellschaft fur Technische Zusammenarbeit) para la determinacion
de la actividad adulticida es de 100 hasta 5,000 ppm (0.1 a 5 mg/mL) (Hellpap, 1993).
Sin embargo, se probaron concentraciones por encima de 5mg/mL al obtener baja
mortalidad en la determinacion de la actividad larvicida. Ahora bien, no se probaron
concentraciones mas altas debido a que el disolvente se sobresaturaba por las grandes
cantidades de extracto en la solucion, lo cual ocasionada que los metabolitos

sedimentaran en el matraz volumétrico al momento de preparar la solucion de ensayo.

Las CLso para la actividad adulticida tanto para Q. amara como para E. arvense fueron
determinadas por extrapolaciéon de los datos, por lo cual se realizé la grafica de linealidad
y se calculd la ecuacidn de la recta (ver tabla 9). Para Q. amara se obtuvo una ClLso de
421.28mg/mL y para E. arvense una CLso de 317.56mg/mL lo cual se observa en la tabla
10. Estos datos se exponen de manera predictiva; para afirmarlos seria necesario
realizar el ensayo experimental; sin embargo, se dificulta por la alta concentracion de

extracto que se debe probar.

Como se describié anteriormente, estudios previos Q, amara y E. arvense demostraron

tener actividad insecticida, pero frente a otros organismos, no especificamente contra A.

aegypti.

En el caso de Q. amara, los metabolitos responsables de esta actividad son
principalmente los cuassinoides que se encuentran en mayor cantidad en las partes
lefiosas de la planta, poco solubles en agua (Lopez & Pérez, 2008). Ademas, es
importante resaltar que es probable que esta actividad bioldgica insecticida de la cuasia
surja como un proceso de autodefensa quimica, ya que su madera no es atacada por
insectos; esto sugiere que por medio de los cuasinoides crea una barrera protectora en
la planta que mas que presentar actividad insecticida presenta actividad repelente frente
a los insectos que atacan la planta (Porcuna, 2011). La actividad repelente no se pudo

determinar en esta investigacion debido a que la metodologia de la OMS mide
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Unicamente actividad insecticida, por lo cual se sugiere medir esta actividad para obtener

mas informacién sobre el potencial repelente de Q. amara.

Por su parte, E. arvense y otras plantas de la misma especie demostraron principalmente
actividad fitopatogena y biocida (laconne et al, 2008; Hernandez, 2016). Ademas, se ha
utilizado como agua de riego y actia como agente desinfectante del suelo (Mlllan, 2008).
Los metabolitos responsables de esta actividad son principalmente los compuestos de
silicio (Caceres, 2009). Estos compuestos se encuentran en forma de &cido silicico
(hidrosolubles) y como un hidrato amorfo de silice, SiO2*nH20 (solubilidad 0.1g/L) (GTM,
2017; Ovalle, 1994)

Tomando en cuenta ello se puede concluir que los extractos etandlicos de Quassia
amara y Equisetum arvense presentan cierta actividad larvicida y adulticida contra Aedes
aegypti pero a muy altas concentraciones las cuales no son viables para utilizar en la
practica, disminuyendo asi la posibilidad de utilizar los extractos de estas plantas como

una alternativa natural de insecticida contra el vector Aedes aegypti.
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10. CONCLUSIONES

Se determiné que la concentracion letal 50 de los extractos etanolicos de los tallos
de Equisetum arvense (Cola de caballo) es de 18.50mg/mL y para la corteza de
Quassia amara (Cuasia) es de 32.75mg/mL en larvas de Aedes aegypti.

Se determiné que la concentracion letal 50 de los extractos etanolicos de los tallos
de Equisetum arvense (Cola de caballo) es de 317.56mg/mL y para la corteza de
Quassia amara (Cuasia) es de 421.28mg/mL en mosquitos adultos de Aedes
aegypti.

El extracto de Equisetum arvense presentdé mejor actividad insecticida contra
larvas de Aedes aegypti en comparacion con el extracto de Quassia amara.

El extracto de Equisetum arvense presentdé mejor actividad insecticida contra
mosquitos adultos de Aedes aegypti en comparacion con el extracto de Quassia
amara.

Los extractos etanodlicos de corteza de Quassia amara y tallos de Equisetum
arvense presentaron actividad larvicida y adulticida contra Aedes aegypti pero a
altas concentraciones, comparadas con el aceite de citronela, las cuales no son
viables para utilizar en la practica, disminuyendo asi la posibilidad de utilizar los
extractos de estas plantas como una alternativa natural de insecticida contra el

vector Aedes aegypti.
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11. RECOMENDACIONES

No utilizar etanol al 25% para preparar las diluciones de los extractos utilizados
en la actividad larvicida ya que el etanol mata al estadio larvario de Aedes aegypti.
Si no se dispone de microplacas para determinar la actividad larvicida se puede
realizar en tubos de ensayo o beaker siempre y cuando se mantenga la proporcién
de las concentraciones de la sustancia a ensayar (Diaz et al., 2012; Mendoza,
2016; Leyva, 2009).

Si se dispone de larvas de Il estadio es necesario alimentarlas con Incaparina®
una vez al dia y cambiarles el agua diariamente, hasta que lleguen al lll estadio,
para evitar que se adhieran a las particulas aglomeradas de su alimento y asi
evitar que mueran en su medio de crianza.

Determinar la actividad repelente de los extractos de Q. amara y E. arvense
utilizando una metodologia que pueda medir dicha actividad como la descrita en
Colorado et al, 2016.

Ejecutar las pruebas realizando el conteo de larvas y/o adultos de A. aegypti
muertos después de 48 y 72h de exposicion al extracto, para determinar la
actividad insecticida en relacién al tiempo y verificar si este es un factor influyente.
La extraccion fraccionada es una técnica que permite extraer todos los metabolitos
de la planta haciendo pasar por la droga vegetal solventes de distinta polaridad,
obteniendo los metabolitos desde los mas apolares hasta los mas polares (Cruz,
et al., 2016). Esta técnica se recomienda con el objetivo de obtener una fraccion
de cuassinoides y compuestos de silicio en mayor concentracion, y asi probar
especificamente estos metabolitos que son los que han reportado la actividad

insecticida frente a otros organismos.
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13. ANEXOS

13.1. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTORES

Los vectores son organismos vivos que pueden transmitir enfermedades infecciosas
entre personas, o de animales a personas. Muchos de esos vectores son insectos
hemat6fagos que ingieren los microorganismos patdégenos junto con la sangre de un
portador infectado (persona o animal), y posteriormente los inoculan a un nuevo portador
al ingerir su sangre.

Los mosquitos son los vectores de enfermedades mejor conocidos. Garrapatas, moscas,
fleb6tomos, pulgas, triatominos y algunos caracoles de agua dulce también son vectores

de enfermedades.

Dentro de los mosquitos se encuentran:
Aedes

e Dengue

o Fiebre del Valle del Rift
o Fiebre amarilla

e Chikungunya

Anopheles

e Paludismo

Culex

e Encefalitis japonesa
o Filariasis linfatica
e Fiebre del Nilo Occidental

(OMS, 2018).
Debido a que el mosquito Aedes aegypti es uno de los vectores que transmiten las
enfermedades con mayor incidencia, se describe a detalle las caracteristicas de éste tipo

de insecto.
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13.2. AEDES AEGYPTI

Es un mosquito principalmente doméstico que se asocia muy estrechamente con los
humanos. Los recipientes artificiales son sus mas importantes lugares de cria.

Este mosquito se desarrolla en envases caseros que puedan retener agua, tales como
latas, barriles, cubos, tanques, llantas descartadas, floreros, y cisternas; todos los cuales
se hallan frecuentemente en ambientes urbanos domeésticos. Aunque los mosquitos
Aedes aegypti se reproducen también en los huecos de los arboles y posiblemente en
otras cavidades naturales con agua acumulada; y cualquier objeto hecho por el hombre
gue pueda retener agua y que no esté rodeado de tierra por sus costados.

13.2.1. Ciclo biol6gico del Aedes aegypti
Consiste en cinco fases:

Huevo

Luego de una alimentacién sanguinea las hembras Aedes aegypti pueden colocar entre
50 y 150 huevos. Estos son de aproximadamente 1mm de largo; de superficie lisa, color
blanco y se oscurecen a partir de las dos horas de vida hasta alcanzar un color negro
brillante. Aproximadamente de 2 a 3 dias después de puesto el huevo se desarrolla la
fase larval, si no encuentran humedad se secan y mueren; pero si hay abundante
humedad estos huevos con las larvas desarrolladas tendran resistencia a sequias y
pueden sobrevivir hasta 2 afios.

Generalmente los huevos son puestos individualmente en las paredes de depdésitos de

agua, cerca de la superficie y nunca en el agua (Rodriguez, 2016).

Larva

Del huevo de Aedes aegypti emerge la forma larvaria, acuética, nadadora, de respiracion
aérea. Estos se alimentan por filtracion de material en suspensiéon o acumulado en
paredes y fondo del recipiente, para lo cual utilizan las cerdas bucales en forma de
abanico. Son fotosensibles, al iluminarlas se desplazan al fondo del recipiente casi de
inmediato (Rodriguez, 2016).
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La fase larval es el periodo de mayor alimentacion, crecimiento y vulnerabilidad en el
ciclo de vida de Aedes aegypti. La duracién del desarrollo larval depende de la
temperatura, la disponibilidad de alimento y la densidad de larvas en el recipiente. En
condiciones Optimas (temperaturas de 25 °C a 29 °C) el periodo desde la eclosién hasta
la pupacién es de 5 a 7 dias, habitualmente es de 7 a 14 dias. Las larvas no pueden
resistir temperaturas inferiores a 10 °C o superiores a 45 °C, a menos de 13 °C se

interrumpe el pasaje a estado de pupa (Rodriguez, 2016).

La fase larval del Aedes aegypti presenta 4 fases (larva |, Il, Ill, 1V). Cada uno de estas
de mayor tamafio que la precedente. Los tiempos estimados de duracion de cada una
de las fases son:

e Fasel: 1-1,5 dias

e Fasell: 1,7-2,20 dias

e Faselll: 2,5-2,8 dias

e FaselV: 2,9-3,15 dias

Las caracteristicas morfologicas que diferencian a las larvas de Aedes aegypti son:
e Pelo cefélico superior e inferior simple
e Espina toraxica lateral en forma de uia

e Escama del peine con tres dientes laterales y una espina central

Pupa
Es la etapa transitoria de la fase acuatica o larval, a la fase aérea (adulto). En esta etapa

el mosquito no se alimenta. La duracién de este estadio es de 2 a 3 dias.

Adulto

Es la ultima fase de desarrollo del mosquito conocida como la etapa reproductora. En
esta fase emerge de la pupa el insecto adulto, posdndose sobre las paredes del
recipiente por varias horas. Esto le permite el endurecimiento de su exoesqueleto. En el

caso de los machos se produce la rotacién de 180° de la parte terminal del abdomen.
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A partir de las 24 horas del estadio adulto se produce el apareamiento, generalmente
durante el vuelo. Puede haber mdultiples apareamientos durante la vida adulta del
mosquito.

Tanto la hembra como el macho se alimentan del néctar de las flores; la hembra se
alimenta ademas de sangre caliente, que es la fuente de proteinas para la maduracion
de los huevos. Después de la alimentacion sanguinea, en condiciones 6ptimas de
temperatura y alimentacién, desarrolla un lote de huevos cuya postura se realiza a los 3
dias. La mortalidad tipica diaria del Aedes aegypti es de 10 % durante el primer mes.

Las caracteristicas morfologicas que diferencian a los insectos adultos de Aedes aegypti
son: escamas claras en el pedicelo y clipeo con escamas claras. La superficie anterior
del fémur medio se caracteriza por la presenciad de una linea delgada de escamas
blancas, y los esternitos abdominales IlI-V estan cubiertos por escamas claras.
(Rodriguez, 2016).

Estadios larvales y pupa

terceiro
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13.3. EXTRACCION DE MATERIALES VEGETALES

EL término extraccion desde el punto de vista farmacéutico se refiere a la separacion de
porciones medicinales o activas provenientes de tejidos vegetales o animales mediante
el uso de solventes selectivos. Los productos asi obtenidos son liquidos relativamente

impuros, semisolidos o solidos.

Existen diferentes métodos para la extraccion de drogas crudas para la obtencion de la
porcion terapéuticamente activa y eliminar el material inerte mediante el tratamiento con

un solvente selectivo, conocido como “menstruo” (Cruz, Medinilla & Mo, 2016).

El solvente utilizado puede ser cualquier sustancia, liquido por lo general, con
propiedades de disolver el principio activo, molécula o metabolitos de interés. Uno de los
disolventes mas utilizados es el etanol o alcohol etilico el cual presenta buenos
rendimientos de extraccién y es muy utilizado para la extraccion de metabolitos en

plantas, a estos extractos se les llaman extractos etandlicos.

Extractos etandlicos

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de origen
vegetal, por maceracién o percolacion en contacto con etanol, seguida de la eliminacion
de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos pueden ser sometidos a
determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar
notablemente la calidad del producto deseado (Gonzalez, 2004).

Entre los principales métodos de extraccion se encuentran los siguientes:

Maceracion:

Es una extraccion que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en remojarel material
vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua o etanol, se prefiere el etanol
puesto que a largos tiempos de extraccion el agua puede propiciar la fermentacion o la
formacion de mohos) hasta que éste penetre ydisuelva las porciones solubles. Se puede

utilizar cualquier recipiente con tapa
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gue no sea atacado con el disolvente; en éste se colocan el material vegetalcon el
disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias conagitacion
esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera el solvente en

un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzalez, 2004).

Percolacion:

Este es el procedimiento mas utilizado para extraer los ingredientes activos en la
preparacion de tinturas y extractos fluidos. Se utiliza un percolador, es decir, un recipiente
con forma de cono, mas o0 menos estrecho, con dos extremos abiertos. Los ingredientes
sélidos son humedecidos con una cantidad apropiada de solvente, se deja en reposo
durante aproximadamente 4 horas en un recipiente bien cerrado, y luego se coloca

dentro del percolador.

Se afiade suficiente solvente para saturar el material vegetal, y se tapa la parte superior
del percolador. En el momento en que el liquido comienza a gotear a través del cuello
del percolador, se cierra el orificio de salida. Se aflade solvente adicional de manera que
haya una capa superficial de solventes sobre el material vegetal, y la mezcla de deja en

maceracion dentro del percolador cerrado, durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, se abre el orificio del percolador, y se deja gotear lentamente
el liquido, afiadiéndose suficiente solvente extra, segun se requiera. El material solido
gue ha quedado, se saca, se filtra a través de manta o gasa, presionando fuertemente,
y el liquido obtenido se afiade al percolador, el cual posteriormente es clarificado
mediante filtracion o decantacion. Luego que se ha obtenido una solucién de los
constituyentes activos, puede utilizarse para producir ciertas tinturas o extractos fluidos,

0 puede ser procesado posteriormente para producir un extracto solido o semisélido.
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Digestion:

Es una forma de maceracion en la que se emplea calor moderado durante el proceso de
extraccion. Se utiliza cuando el material vegetal no se ve afectado por temperaturas
moderadamente elevadas, sino que por el contrario, se ve incrementada la eficiencia del

solvente.

Infusion:

El material vegetal se extrae con agua caliente, pero sin someter a ebullicién. El agua se
vierte sobre la planta, manteniendo bien cerrado el recipiente, durante unos 30 minutos.

Decoccion:

Mediante este proceso se extrae constituyentes acuosolubles y termoestables, hirviendo

en agua el material a extraer durante 15 minutos, luego se enfria 'y se cuela.

(Cruz, Medinilla & M6, 2016).
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13.4. MONOGRAFIA COLA DE CABALLO

(Equisetum arvense)
N )

Fuente: Ricco et al, 2011.

Nombres comunes en los paises Iberoamericanos
Cola de caballo (Argentina, Brasil, Colombia, Espafia, Guatemala, Honduras, Uruguay).

Canutillo (Colombia, Pera).

Partes usadas medicinalmente

Hojas y tallos

Descripcién botanica

Planta vivaz de 0,2 a 0,65 m de altura. Echa dos clases de tallos, los fértiles, precoces
pero mucho mas endebles, y a lo sumo, de poco mas de 1 palmo de altura, simples, sin
ramas, de color parduzco rojito, con las vainas formadas por la soldadura de 6 a 12 hojas,
con otros tantos dientes en su extremo. La parte esporangifera forma una espiga de no
mas de 4 cm de longitud por 1 de anchura que desaparece en verano. Los tallos que
nacen después pueden alcanzar de 1 a

2 palmos, son verdes, surcados, huecos y tienen ramitas de cuatro esquinas. Maduran

losesporangios en primavera y se seca en invierno. Tiene rizomas profundos, hasta 2m.
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Habitat

Algunas especies son nativas de Asia y Europa que se han hecho cosmopolitas (E.
arvense L.) y otras son nativas de América (E. giganteum). Crecen en lugares humedos,
arenosos y pantanosos, taludes, bordes de caminos, pedregales, hasta 2,000 msnm. Se

han descrito varias especies en casi todo el pais.

Obtencion
Crecen silvestres en regiones templadas, se obtiene por recoleccién, aunque hay
pequefias zonas manejadas. La propagacion es por cortes del rizoma o esporas. Los

tallos y hojas se usan frescos o secos.

Usos y propiedades medicinales

Usada desde la antigiedad, descrita en el Pen Tsao y por Dioscoérides, es oficinal en
Europa desde el siglo XVI. Se usan indistintamente todas las especies del género, por
no estar en la Flora de Guatemala no hay un estudio preciso. Todas las especies del
género se parecen y tienen usos similares.

En Portugal esta planta se considera como diurética, facilita la remineralizacion de los
tuberculosos y actia como hemostético para detener hemorragias nasales, en las
hemorroides sanguinolentas y en las menstruaciones excesivas. Se emplean los tallos y
ramas verdes desecados. Se administra el cocimiento de la planta seca,
aproximadamente 50 g, hervida durante media hora en %: litro de agua. Se deja enfriar,
se cuela y se coloca en tres tazas; se toma una por la mafiana, otra al mediodia y la
tercera por la noche.

Por su actividad contra hongos fitopatégenos se usa para tratar flores de jardin, vegetales

y frutales. El extracto es moluscosida y antiviral. El polvo de las plantas es insecticida (A.

aegypti).

Farmacologia experimental y clinica
Estan reportadas patentes que indican que los extractos de Equisetum arvense son
activos en el tratamiento de la Toxoplasmosis y son beneficiosos en la remineralizacion

del organismo, desempefiando actividad benéfica en tratamientos de fracturas éseas,
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osteoporosis, y en las enfermedades de los dientes y de las ufias. La Comision E
Alemana indica los siguientes usos por via oral de equiseto: edemas post traumaticos y
estaticos, como diuréticos en terapéutica de lavado en caso de afecciones bacterianas e
inflamatorias de vias urinarias y en caso de presencia de arenilla. Por via externa, se usa

como coadyuvante en el tratamiento de dificil cicatrizacién.

Composicién quimicay principios activos

La composicién quimica de 5 especies de Equisetum indica que todas son muy similares.
La planta contiene los acidos silicico, oxalico, malico, acotinico o equisético y galico.
Contiene también triterpenoides, derivados de la estirilpirona, flavonoides y glicosidos
fendlicos. Conjugados del acido caféico. Mas del 10% (12 a 25%) de materiales
minerales, de los cuales unas 2/3 aproximadamente estan constituidas por acido
salicilico en forma de silicatos hidrosolubles; contiene también sales de potasio. Entre
los flavonoides se encuentran kaempferol, isoquercitina y su éster en 6” con el acido

malorico. Se reporta la presencia de nicotina en trazas.

Toxicologia

Es toxica al ganado por la tiaminasa; el heno con 20% de E. arvense produce sintomas
(debilidad, ataxia) en caballos a 2-5 semanas, aunque sin pérdida de apetito, puede
producir coma. El &cido aconitico es toxico al ganado, se manifiesta en varias semanas
con pérdida del control muscular, excitacion, dificultad respiratoria, convulsiones, coma
y muerte. Todas las especies pueden producir dafio cuando el ganado se alimenta con
ellas porque lastima mecanicamente las visceras y produce disenteria. La administracion

de 1- 5 g/ kg por via oral no demostrd ningun efecto toxico.

Contraindicaciones
Los alcaloides pueden inducir una accién anticolinérgica y oxitécica por lo que debe

evitarse su uso durante el embarazo, lactancia y disfuncion cardiaca.
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Precauciones y reacciones adversas
El uso prolongado puede causar cefalea, tenesmo, anorexia, glaucoma y deficiencia de

tiamina.

Indicaciones terapéuticas
Unas especies se encuentran en algunas de las farmacopeas. Es considerada por el
FDA como una hierba de seguridad indefinida. Se distribuyen diversos preparados como

infusién, extracto, tintura, tabletas y polvo para tratamiento alopéatico y homeopatico.

Por su actividad astringente, antiséptica, diurética, hemostatica y vulneraria su uso por
via oral estd indicado en enuresis, enfermedad prostatica, cistitis, incontinencia e
infeccion urinaria, hematuria y uretritis.Por su propiedad antiséptica y cicatrizante se

aplica a lesiones de la piel como llagas y ulceras.

Formas galénicas/posologia
Administrar 2-3 veces/dia después de las comidas durante 3-4 semanas en dosis de:
» 1-3 g de infusién o decoccion,
» 2-4 g de extracto liquido 1:1 en alcohol al 25%,
» 2-4 ml/taza de tintura 1:8,
» 400-900 mg/dia, en tres dosis diarias.

Topicamente se aplica la infusién, decoccién o tintura diluida en forma de lavados o

compresas.

(Caceres, 2009; Gupta, et al. s.f.).
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13.5. MONOGRAFIA CUASIA (Quassia amara)

Fuente: Alcalde & Del Pozo, 2007.
Nombres comunes en los paises Iberoamericanos
Hombre grande, hombrén (Costa Rica y Panamd) Bitterwood, Cruceta, Crucete, Guabita
amarga, Guabito, Guabito amargo, Guabo amargo, Hombre grande, Puesilde, Quassia,
Udud bungid, Udut pulu (STRI Panama).

Partes usadas medicinalmente

Madera del tronco y ramas

Descripcion botanica

Arbusto o arbol pequefio, alcanza hasta 9 m de altura y tallo de 10 cm de grueso. Hojas
compuestas, con peciolos y raquis alados, 5 pinnas opuestas acuminadas, obovadas a
oblongas, 5-11 cm de largo y 4-7 cm de ancho, verde profundo en el haz, ligeramente
palida en el envés. Paniculas delgadas, tan largas como las hojas; flores rojas con caliz
de 2-3 cm de largo; segmentos ovados, obtusos, ciliados; pétalos de 2.5-4.5 cm de largo
linear lanceolados, glabros; estambres mas largos que la corona. Frutos drupéaceos

ovales, sincarpicos, 1-1.5 cm de longitud, en grupos de cinco o menos.
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Habitat

Nativa de bosques secos o0 humedos en laderas con regular penetracion de luz, desde
el sur de México al norte de Sud América y Brasil hasta los 950 msnm. Cultivada como
ornamental en lugares del Caribe y Sud América, introducida y cultivada en la India. En

Guatemala se ha descrito en Izabal y Santa Rosa.

Obtencion

Crece silvestre en regiones himedas tropicales. Por ser un arbol que rebrota es posible
su manejo agrotecnolégico. Se propaga por semillas, estacas y acodos. Las primeras
son viables por un mes; los acodos se hacen por cortes en tallos maduros, al enraizar se
siembran en el campo definitivo, en un lugar del bosque con escasa penetracion de luz.

Se cortan las ramas cada 5 afos. La madera se trocea y se seca al sol.

Usos y propiedades medicinales

Conocida por los indigenas americanos para combatir fiebres. Quassia en el siglo XVIII
adquirié fama aliviando fiebres malignas con un tratamiento secreto; en 1756 se investiga
y en 1764 aparece la primera referencia de Lignum quassiae, con actividad febrifuga,
antiamebiana y tonica. Se usa como insecticida desde 1850.

La infusiébn o macerado de la madera se usa como tonico amargo para combatir fiebre,
malaria, afecciones digestivas, gonorrea y aumentar la secreciones. La tintura se usa
para tratar fiebre, afecciones hepéticas y mordedura de serpientes; en homeopatia se
usa para debilidad, dispepsia, hepatosis e ictericia. El vino amargo se usa para combatir
la nausea y mejorar la digestion.Se le atribuye propiedad amebicida, antianémica,
aperitiva, catartica, colagoga, depurativa, diurética, insecticida, tonica y vermifuga.

El extracto de corteza se usa en bebidas ténicas, postres y alimentos. Por la propiedad
insecticida se usa para fabricar papel matamoscas y cajas para proteger de la polilla.

Farmacologia experimental y clinica
La tintura de corteza y madera es activa contra C. albi- cans, S. typhi, S. aureus, M.
gypseumy T. rubrum. La actividad insecticida de contacto fue demostrada hace un siglo

y ha sido usada en el control de plagas de muchos cultivos.
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El extracto acuoso es antiinflamatorio en ratas, aumenta el transito intestinal, protege
contra la ulceracion y muestra reduccion de acidez y actividad péptica. El extracto

hexénico es analgésico y relajante muscular.

Composicién quimicay principios activos

La madera contiene principios amargos de cuasinoides (cuasina, cuasimarina, cuasinol,
hidroxicuasina, neocuasina, simalikalactonas) , esteroles (sitosterol, sitostenona,
stigmast-4-en-3-ona), picranina, isocuasina, alcaloides inddlicos derivados de carbolina
y 2-metoxicantina-6-ona 13, aceite volatil, extracto gomoso, pectina, fibra y sales
minerales.

Se usa en la industria farmacéutica como antihelmintico y en la produccion de licores
como imitador del lupulo. El extracto es muy amargo, no es astringente ni aromatico; en
dosis elevadas no provoca irritacion local, ndusea, ni diarrea, predominando su accion
tonica y estomaquica; en cambio la cuasina es muy activa y téxica por lo que se prefiere
el uso de la tintura de la madera. De la madera se obtiene 0.5 g/kg de cuasina pura
cristalizada y 0.8 g/kg de neocuasina. La cuasina comercial es una mezcla de
cuasinoides.

La cuasina es una lactona muy amarga, con propiedad antiamebiana mas potente que
la emetina, pero menos toxica, estimula la secrecidn gastrica y tiene efecto colerético. La

simalikalactona es antimalarica y antiviral.

Toxicologia

La administracion de 1 g/kg del extracto acuoso liofilizado no produce signos de toxicidad
aguda en ratas. El extracto de madera y corteza no es toxico, pero la cuasina en dosis
elevadas provoca vértigo, disminucion de la agudeza visual, colico y fiebre. La cantidad
méaxima permitida en bebidas no alcohdlicas es de 75ppm; presenta una moderada
actividad narcotica. El extracto metandlico inhibe la secrecion de testosterona de la
células de Leydig en ratas; el extacto cloroférmico IM presenta varios efectos de toxicidad

reproductiva en ratas macho.
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Contraindicaciones

Embarazo.

Precauciones y reacciones adversas
La administracion oral puede producir ligeros mareos y colicos uterinos. A dosis elevadas

irrita la mucosa gastrica y provoca vomito.

Indicaciones terapéuticas

Se encuentra en algunas farmacopeas, la FDA la cataloga como una droga generalmente
conocida por segura y se comercializan preparaciones fitofarmacéuticas alopéticas y
homeopaticas como polvo, tintura y extracto fluido.

Por su actividad antiamebiana, estomaquica, colerética, febrifuga y tonica, esté indicada
por via oral para el tratamiento de dispepsia atonica, disenteria amebiana y
convalescencia de diversas afecciones febriles.

Por su actividad acaricida e insecticida, esta indicada toépicamente en el tratamiento de

pediculosis y otras afecciones por insectos y acaros.

Formas galénicas/posologia

Administrar 2-3 veces al dia durante 2-3 semanas en dosis de:
» 2-5 g/taza en maceracion o infusion,
» 1-2 g del extracto fluido 1:1,
» 1-2 ml de tintura 1:5 en etanol 50%.

Topicamente se aplica como pomada, gel o locién.

(Caceres, 2009; Gupta, et al. s.f.).
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13.6. PRUEBA DE LA OMS PARA MEDIR LA SUSCEPTIBILIDAD
EN MOSQUITOS ADULTOS

Es una prueba de respuesta directa a la exposicion, que mide la mortalidad de mosquitos
al ser expuestos a una concentracion estandar conocida de determinado insecticida, ya
se trate de una concentracion discriminante o de multiplos de esta, utilizados para

determinar la intensidad.

13.6.1. Seleccién de los ejemplares de prueba
La edad, el estado fisioldgico y el sexo de los mosquitos son factores importantes, que
pueden influir en los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los insecticidas. Para
las labores de vigilancia de la resistencia no se aconseja el uso de machos, que en
general son mas pequefios, tienen menor esperanza de vida y son mas fragiles que las
hembras, por lo cual suelen registrar una mayor mortalidad en las pruebas. Para llevar a

cabo las pruebas de susceptibilidad, por consiguiente, se utilizan solo mosquitos hembra.

Los estudios con hembras adultas de mosquito han demostrado repetidamente que tanto
la edad como el estado fisioldgico (en ayunas o alimentadas de sangre, semigravidas o
gravidas) tienen un marcado efecto sobre la susceptibilidad a los insecticidas. Los
mosquitos de mayor edad, por ejemplo, son a veces menos resistentes, sobre todo
cuando el factor que confiere resistencia es la presencia de una enzima desintoxicante,
cuya actividad puede decaer con la edad. Por ello se recomienda efectuar las primeras
pruebas de susceptibilidad a la concentracidn discriminante empleando hembras adultas
de 3 a 5 dias de edad que no hayan ingerido sangre (esto es, alimentadas con azucares

y en ayunas desde al menos 6 horas antes).

Cuando se utilicen colecciones de larvas para obtener hembras jovenes adultas con fines
de vigilancia de la resistencia, es importante registrar el tipo de habitat larvario (p.ej.
arrozal, sumidero de agua lluvia, canal de irrigacion, pozo, etc.) y las coordenadas del

sistema global de localizacién (GPS) de donde provenga la coleccién, porque:
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* La exposicion a residuos de plaguicidas diferira segun el lugar de reproduccion.
* Dentro de un mismo complejo de especies, algunos taxones tendran preferencia por

uno u otro tipo de habitat larvario.

Una tercera opcion consiste en utilizar directamente hembras capturadas en campo. En
tal caso se deberan seleccionar y someter a prueba Unicamente hembras que no estén
alimentadas con sangre. De ser necesario, se les puede proporcionar agua azucarada

para gue resistan y a continuacion, unas horas antes de la prueba, dejarlas ayunar.

La principal ventaja de emplear directamente hembras capturadas en campo es que ello
resulta comodo y que constituyen la poblacion que tiene relevancia desde el punto de
vista operativo. El principal inconveniente es que se desconoce su edad, lo que puede
dar lugar a una mayor variabilidad en los resultados de la prueba (y seguramente a una

subestimacién de la resistencia).

13.6.2. Tamafo de muestra
Lo ideal es disponer de 120 a 150 hembras adultas de mosquitos de una determinada
especie. De ellas, 100 seran expuestas al insecticida estudiado (en cuatro o cinco
réplicas, de unos 20 a 25 ejemplares cada una). Los 50 mosquitos restantes serviran de
“controles” (esto es, dos réplicas de unos 20 a 25 ejemplares cada una). Cuando se
someta a prueba mas de un insecticida, se requeriran otros tantos lotes de mosquitos

para cada insecticida adicional.

Los mosquitos de control son expuestos a papeles impregnados solo con el
correspondiente aceite portador, esto es, sin insecticida. En todos los demas sentidos,
los mosquitos de control pasan por el mismo tratamiento que los mosquitos expuestos al
insecticida. La inclusion de controles sirve para poder estimar la mortalidad natural
durante la prueba y tener en cuenta todas las variables que puedan inducir mortalidad

aparte del propio insecticida.
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13.6.3. Condiciones ambientales
La temperatura ambiental puede influir en la toxicidad de los insecticidas, y la humedad
relativa puede afectar a la supervivencia de los mosquitos durante el periodo de espera.
Por ello es preciso controlar la temperatura y la humedad durante las fases de prueba y
espera. Lo idoneo es que los ensayos se realicen a 25°C + 2°C de temperatura y a un
80% * 10% de humedad relativa. Durante los periodos de exposicion y espera hay que
vigilar ambos parametros y registrar los valores méaximo y minimo al principio del periodo

de exposicién y, de nuevo, al final del periodo de espera.

A lo largo de la prueba los tubos de exposicién y de mantenimiento deben permanecer
en posicion vertical, independientemente de la clase de insecticida de que se trate.
Durante la fase de exposicion es preciso cubrir con una cartulina los extremos que tienen
malla de los tubos de exposicion para reducir la intensidad luminosa. No hay que realizar
prueba alguna a temperaturas superiores a los 30 °C. En ausencia de insectario o de
nevera portatil que haga las veces de “insectario de campo”, los tubos deben colocarse
dentro de un contenedor recubierto con un pafio humedecido que se dejara en un lugar

protegido y sombreado.

13.6.4. Mortalidad y ajustes a los calculos
La mortalidad (esto es, el nUmero de mosquitos muertos en los tubos de exposicion y en
los de control) se determina al término del periodo post-exposicion especificado.
La mortalidad de la muestra sometida a prueba se calcula sumando el nimero de
mosquitos muertos en todas las réplicas expuestas y expresandolo como porcentaje del

namero total de mosquitos expuestos:

Total de mosquitos muertfos
Mortalidad observada = x 100
Total de mosquitos expuestos
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Para obtener el valor de la mortalidad del control se efectia un calculo similar. Si la
mortalidad del control es 220%, la prueba debe ser desechada. Cuando sea <20%, se
debera corregir la mortalidad observada en los expuestos aplicando la formula de Abbott

como sigue:

(% mortalidad observada - % mortalidad control)

Mortalidad corregida = x 100
(100 - % mortalidad control)

Cuando la mortalidad del control sea inferior al 5% (es decir, un mosquito muerto por
cada 25), no se precisara correccion alguna de los resultados de la prueba, que si debera

efectuarse cuando la mortalidad sea = 5%.

Al presentar los recuentos de mortalidad siempre hay que indicar el tamafio de la muestra

y también, de ser posible, ofrecer una estimacion de los intervalos de confianza al 95%.

13.6.5. Composicién del kit de prueba de la OMS
A continuacion, se detalla la composicion del kit de prueba de la OMS, aunque también

cabe encargar por separado tubos y clips metalicos adicionales:

e Doce tubos de plastico (125 mm de longitud y 44 mm de diametro), cada uno de
ellos con una malla en un extremo de tamiz 16: cuatro tubos marcados con un
punto rojo que servirdn de tubos de exposicion (esto es, para exponer a los

mosquitos al papel impregnado de insecticida);

o dos tubos marcados con un punto amarillo que serviran de tubos de control
sin insecticida (esto es, para exponer a los mosquitos al papel de control,

tratado solo con aceite);
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o seis tubos marcados con un punto verde que serviran de tubos de
mantenimiento en los que mantener a los mosquitos antes de la exposicion

y después de ella; y

o seis unidades corredizas, cada una de ellas con tapén de rosca en ambos

lados y un orificio de llenado de 15 mm de diametro.

e Cuarenta hojas de papel blanco limpio (12 x 15 cm) con las que forrar los tubos
de mantenimiento.

e Doce clips metalicos (seis de acero y seis de cobre) para mantener el papel fijado
a la pared de los tubos: los seis clips de acero se utilizan con los seis tubos de
mantenimiento (punto verde), y los seis clips de cobre con los cuatro tubos de
exposicidn (punto rojo) y los dos tubos de control (punto amarillo).

e Dos tubos aspiradores de vidrio de 12 mm de diametro interno, junto con una
manguera de goma de 60 cm de longitud y dos boquillas.

e Un rollo de cinta adhesiva.

e Una hoja de instrucciones.

e Un formulario de reporte.

e Una hoja de papel logaritmico.

e Una etiqueta.

13.6.6. Interpretacion de resultados
Para efectos de las pruebas, en la definicion de derribado (knocked-down) y muerto se
tiene en cuenta no solo el estado del insecto, sino también el momento en el que se
efectia la observacidon. Se considera que un mosquito esta “muerto” o “derribado”
cuando esta inmovil o es incapaz de tenerse en pie o alzar el vuelo. La diferencia entre
derribado y muerto depende solamente del momento de la observacion: se determina si
un individuo esté derribado dentro de la hora siguiente a la exposicion, mientras que la
mortalidad se determina como minimo 24 horas después de la exposicion. Cabe golpear

varias veces el tubo de mantenimiento antes de proceder a la observacion final. En el
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caso de insecticidas de accion lenta, el periodo de recuperacion (espera) puede ser
superior a 24 horas. Hay que respetar el mismo periodo de recuperacion para medir la
mortalidad registrada en los controles. Es preciso anotar la mortalidad al cabo de 24
horas y, en algunos casos, quizd convenga efectuar observaciones repetidas. A
continuacion, se resumen los criterios de clasificacion de los mosquitos adultos en vivos,

derribados o muertos que se aplican en una prueba.

DERRIBADOS O MUERTOS TRAS LA EXPOSICION

DERRIBADOS MUERTOS

Pueden tenerse en = No puedentenerse enpie : - No dansenalesde
pie y volar de forma (p-ej. solo tienen una o dos vida
coordinada patas) ;

: .« Estan inmoviles
! « No pueden volar de forma

. i =« No se tienen en pie
coordinada : P

: « Yacen sobre el dorso,

: moviendo patas y alas
pero sin poder alzar el
vuelo

! « Pueden tenerse en pie y
alzar el vuelo brevemente,
pero caen rapidamente



13.7.

Nombre investigador (a):

Nombre de la planta:

Fecha:

FORMULARIO PARA REGISTRAR LOS RESULTADOS DE LA
ACTIVIDAD LARVICIDA

Concentracion del extracto:

Registro del numero de larvas muertas.

74

NUMERO DE LARVAS MUERTAS

Unidad de Muestra Control Control
Muestreo (12 larvas) positivo negativo
(12 larvas) (12 larvas) (12 larvas)
REPETICION 1 #1
#2
#3

Promedio de larvas muertas

REPETICION 2

#1

#2

#3

Promedio de larvas muertas

REPETICION 3

#1

#2

#3

Promedio de larvas muertas

OBSERVACIONES:
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FORMULARIO PARA REGISTRAR LOS RESULTADOS DE LA
ACTIVIDAD INSECTICIDA

Nombre investigador (a): Fecha:
Nombre de la planta:
Concentracion del extracto:
Replical | Replica2 | Replica3 | Replica4 | Control 1 | Control 2

No.

expuestos

Numero de mosquitos derribados tras 60 minutos en tubos de mantenimiento.

Replica 1

Replica 2

Replica 3

Replica 4

Control 1

Control 2

Hora

No.

Hora | No.

Hora | No.

Hora | No.

Hora | No.

Hora | No.

Inicio

60 min

Numero de mosquitos muertos/vivos* al final del periodo de espera (24 horas).

Replica 1

Replica 2

Replica 3

Replica 4

Control 1

Control 2

No.
Muertos

No. Vivos

OBSERVACIONES:
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13.9. CERTIFICADO DE QUASSIA AMARA

DROGUERIA Y LABORATORIO QUINFICA S.A.

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
13 calle 1-65 zona 2 El zapote Guatemiala Civdad.

Tel; 2308-4244

Calicad @quinfica.com

ﬂ U INFICA
A EFIA T LABCEATORE S
INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS
| DATOS GENERALES DICTAMEMN: APROBADO
No. DE ANALISIS: 1258/2018 CODIGO: 1041 Mo.DELOTE: ©P-0212108
171204 QUASSIA PARTE UTILIZADA: CORTEZA
HNOMBRE CIENTIFICO Quassio amara PAIZ DE ORIGEMN: GUATEMALS
FORMA FARMACEUTICA POLVO FECHA DE
VENCIMIENTO 12;2{]20
Il CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
PARAMETRO ESPECIFICACIOMNES RESULTADOS
APARIENCIA Polvo fino homogeneo Polvo fino homogeneo
COLOR Beige a cafe daro café claro
OLOR Caracteristico Caracternstico
Il ANALISIS FISICOQUIMICO
PARAMETRO ESPECIFICACIOMNES RESULTADOS
PORCENTAIE DE HUMEDAD = 10% 412 %
IV ANALISIS MICROBIOLOGICO
PARAMETRO ESPECIFICACIONES RESULTADD METODO
Recuento serdbico total 5.0x10° UFC/g <100 UFCSg Ph Eur 7
Eecuento de mohos ¥ levaduras 5.0 x 10° UFC/g <100 UFC/g Ph Eur 7
Recuento e bacterias G:rﬂuﬂt'm tolerantes 2 la 5.0 x 10° UFC/g <100 UFCg Ph Eur 7
(11
Esciperichig coil Auzert= {1g) Auzent= [1g] Ph Eur 7
Samoneiio 5p. Busente [25z) Busente [25g] Ph Eur7
StopiyloCoCrEs ourews Ausente HAusente Ph Eur 7

Este informe pertenace unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida por el laboratorio.

CONCLUSION,
La muestra recibida y analizada en el laboratorio, satisface los limites recomendados.

Momenclatura utilizada:
UFC/g Unidades Formadoras de Colonias por gramio. ~ 1
N.&. no aplica

. i i/

N.F.no reportado 3 w
Garte |

vio.Bo. Control de ti.ﬁllji;‘.i_ :
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13.10. CETIFICADO DE EQUISETUM ARVENSE

DROGUERIA Y LABORATORIO QUINFICA S.A.

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
13 calle 1-65 zona 2 El zapote Guatemala Ciudad.

Tel; 23084444

Calidad @quinfica.com

QUINFICA
PECEEFR]A, T LABDESTORS
INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS
| DATOS GENERALES DICTAMEN: APROBADO
Mo. DE ANALISIS: 189N/2018 CODIGO: 8070 Mo.DELOTE: Ea 16218-189
171204 COLA DE CABALLD PARTE UTILIZADA: TALLO
MOMEBERE CIENTIFICO Equfsefum arvense PAIZ DE ORIGEN: GUATEMALA
FORMA FARMACEUTICA EMTERD FECHA DE
VENCIMIENTO EKEDED
Il CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
PARAMETRO ESPECIFICACIOMES RESULTADOS
APARIENCIA Droga vegetal fragmentada, compuesta por  Droga vegetal fragmentada, compuesta
tallo rollizos, huecos ¥ cabezuelas con por tallo rollizos, huecos ¥ cabezuelas
STpOras CON 25poras
COLOR café verdoso café verdoso
OLOR Caracteristico Caracteristico
1l ANALISIS FISICOQUIMICO
PARAMETRO ESPECIFICACIOMES RESULTADOS
PORCENTAJE DE HUMEDAD < 10% 53 %
IV ANALISIS MICROBIOLOGICO
PARAMETRO ESPECIFICACIOMES RESULTADO METODO
Recuento serdbico total 5.0 % 10° UFC/g < 100 UFC/g Ph Eur 7
Riecusnto de mohos y levadurss 5.0 x 10° UFC/g < 100 UFC(g Ph Eur 7
lrm:nlndebumriuﬁnll:n-n:pthutnlzmntuih 5.0 % 10° UFC/g < 100 UFC/g Ph Eur 7
ilis
Escherichia coll Busente (1) Ausente [1g) Ph Eur 7
Saimoneiia 5p. Busente (25g) Ausente [25g]) Ph Eur 7
StophylCoCCEs Qurens Ausente Ausente Ph Eur 7

Este informe pertenace unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida por el laboratorio.

CONCLUSION.
La muestra recibida y analizada en el laboratorio, satisface los limites recomendados.

Nomenclatura utilizada:
UFC/ g Unidades Formadoras de Colonias por gramao. _ .a

N.A. no aplica ., {) JI-/'I

N.F. no reportado _:,.;.:;:;MJ,
J Llil'ﬁEl

Vo.Bo. Control de calidad



13.11. CERTIFICADO DE ACEITE DE CITRONELA

DROGUERIA Y LABORATORIO QUINFICA S.A.

DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD
13 calle 1-65 zona 2 El zapote Guatemala Ciudad.

Tel; 2308-4444
DROGERIA Y LABOEATORS
CERTIFICADO DE CALIDAD
Producto: I ACEITE ESENCIAL DE CITRONELA I
Fecha de Andlisis | Abril, 2018 I
No, de Muestra: I N.A. I No. de Lote: I 1AB180446 I
Fecha de Produccion: Abril, 2018 Fecha de Expiracion: Abril, 2020
RESULTADOS DE ANALISIS Temperatura: | 25.2° |
ENSAYO METODO* RESULTADO ESPECIFICACIONES**
Liquido que se caracteriza por un
color amarillo claro, baja
Apariencia y olor Visual CUMPLE
viscosidad y aroma
pronunciadamente aldehidico
Gravedad especifica paito 11 yacon 0.885 0.883 - 0.900
flotacidn optica MA:OL 12 N 36 -0.300 3 -6.0%
Indice de refraccién A 13 achon 1.4668 1.4660 -1.4745
MA-01 Section Soluble entre 1y 2 volumenes
Solubilidad en etanol 14 1.2 vols, Soluble et BOX.
COMPOSICION
Limoneno 4.18% 2% a 5%
Citronellal 35.65% 31% a 40%
Linalol 1.19% 0.5% a 1.5%
Acetato Citrenelilo Cromatografia de 3.40% 2% ad%
Geranial Gases 0.80% 03%a 1%
Acetato de Geranilo . 4.20% 1% a2 5.5%
Citronellol 12.30% 8.5% a2 14.0%
Geraniol 21.66% 20.0% a 25.0%
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13.12. FOTOGRAFIAS DE LA PARTE EXPERIMENTAL

Imagen 1. Determinacion de sélidos totales de Q. amara y E. arvense por medio de la
Prueba del Mejor Solvente.

— —~




Imagen 2. Obtencion del extracto seco por Rotavapor.
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Imagen 4. Determinacion de la actividad Larvicida.
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Imagen 5. Mosquitos adultos hembras de A. aegypti obtenidas de la Unidad de
Vectores de MSPAS.
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Imagen 6. Determinacion de la actividad adulticida de los extractos de Q. amaray E.
arvense contra A. aegypti.

Tubo de mantenimiento

Papel impregnado con etanol 25%

Corrediza

Papel impregnado con extracto : - _
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Quassia
amara

Equisetum
arvense

INSECTOS DENTRO DE TUBOS DE EXPOSICION CONTEO DE MOSQUITOS MUERTOS




50mg/mL

100mg/mL

Papeles impregnados con extracto de Q. amara

Papeles impregnados con extracto de E. arvense

88



U

Br. Kimberly Damaris Suret Soyos
Tesista

Santigdo Juarez
Asesora

b

M.Sc. Carotina Guzman Quilo
Revisora

M.A. ecia Martinez de Haase
irectora de Escuela

O

M.A. Pablo Er 0 ou\(a Soto
De

89



