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RESUMEN

Annona reticulata es una especie perteneciente a la familia Annonaceae, esta
familia ha sido de gran interés debido a la presencia de metabolitos
secundarios tales como acetogeninas de anonéceas y alcaloides de tipo
isoquinolinico; los cuales han sido estudiados por su variada actividad
bioldgica.

En este estudio, se evalud la actividad larvicida frente a Artemia salina, del
extracto etandlico de semillas de Annona reticulata, obtenido por maceracion
pasiva, y de dos fracciones del extracto etandlico, obtenidas mediante
extraccion liquido-liquido; una metandlica (FO05) y otra de alcaloides (FO07).

En la evaluacion de la actividad larvicida se obtuvieron valores de ClLso de
0,0672 pg/mL, 0,049 pg/mL y 0,0716 pg/mL para el extracto FOOL, las
fracciones FOO5 y FOO7 respectivamente; debido a que los valores de CLso son
<10 pg/mL, tanto el extracto como las fracciones son consideradas altamente
activas frente a Artemia salina.

Se evalud la actividad insecticida del extracto etandlico frente a Corythucha
gossypii, insecto plaga que se presenta en Colombia, se evaluaron
concentraciones de 100, 50, 25, 10 pg/mL variando el tiempo de exposicion (24
y 48 horas). Se encontr6 que el extracto etandlico de semillas de Annona
reticulata presenta actividad insecticida frente a Corythucha gossypii; de
acuerdo al rango de concentraciones evaluadas, el mayor porcentaje de
mortalidad se presenté a 10 ug/mL siendo de 46.66%.

Se realizé un perfil cromatografico por CLAE- FR, para el extracto etandlico y
la fraccion FO05, se destacd la presencia de varios compuestos, al compararse
el espectro UV- vis de cada uno de los picos, algunos presentaron maximos de
absorbancia  caracteristicos de acetogeninas; y el perfil cromatogréafico
realizado para la fraccion FO07, comparandose el espectros UV-vis de los
picos y los maximos de absorbancia caracteristicos de alcaloides de tipo
isoquinolinico, se encontr6 la presencia de cuatro de estos posibles
compuestos.

Palabras clave: Larvicida, insecticida, concentracion letal media (CLsp),
Annona reticulata, Artemia salina, Corythucha gossypii, acetogeninas,
alcaloides, CLAE-FR.
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ABSTRAC

Annona reticulata is a species belonging to the Annonaceae family, this family
has been of great interest due to the presence of secondary metabolites such
as acetogenins of Annonaceae and isoquinoline alkaloids; these compounds
have been studied for their varied biological activity.

In this study, the cytotoxic activity was evaluated against Artemia salina, of
ethanolic extract of seeds of Annona reticulata, the ethanolic extract was
obtained by passive maceration, and two fractions of ethanolic extract, obtained
by liquid-liquid extraction; one methanolic (FO05) and other alkaloids (FOQ7).

Larvicidal activity evaluation of ethanolic extract and two fractions (FO05- FOQ7)
was evaluated against Artemia salina, the values of median lethal concentration
(LCs0) were 0,0672 pg/mL, 0,049 pg/mL and 0,0716 pg/mL for FOO1 extrac,
FOO5 and FOO07 fractions respectively; because the LCsy values are <10 ug /
mL, both the extract and the fractions are considered highly active against
Artemia salina.

Insecticidal activity against Corythucha gossypii, insect pest presented in
Colombia, of ethanolic extract was evaluated at concentrations of 100, 50, 25,
10 pg / mL of the extract By diferent time of exposure (24 and 48 hours); This
evaluation found that the ethanolic extract of seeds of Annona reticulata has
insecticidal activity against Corythucha gossypii; according to the range of
concentrations tested, the highest percentage of mortality was 10 ug / mL being
of 46.66%.

Chromatographic profile was performed by HPLC-RP, for the ethanolic extract
and fraction FO005, the presence of many compounds are highlighted,
comparing the UV-vis spectrum of each of the peaks, showed some
characteristic absorbance maximum acetogenins; and the chromatographic
profile for fraction FOO7, comparing the UV-vis spectra of the peaks and
characteristic absorbance maximum isoquinoline alkaloid type, the presence of
4 of these compounds were found possible.

Key words: Larvicide, insecticide, median lethal concentration (LCsp),
Annona reticulata, Brine shrimp, Corythucha gossypii, acetogenin, alkaloid,
HPLC-RP.
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1. MARCO TEORICO

1.1. FAMILIA Annonaceae

Las anonaceas se consideran miembros del orden Magnoliales constituyen
una familia casi exclusivamente tropical encontrandose principalmente a
alturas menores de 2000 msnm; Presenta un buen nimero de especies
frutales o productoras de aceites esenciales [1-3]; sOlo cinco géneros
Annona, Rollinia, Uvaria, Melodorum y Asimina producen frutos comestibles
[4]. La familia de las anonaceas incluye unos 130 géneros y alrededor de
2500 especies, casi exclusivamente de las zonas tropical y subtropical tanto
del viejo como del nuevo mundo, con excepcion del género Asimia, que se
encuentra en la parte oriental de Norteamérica [5].

1.1.1. Genero Annona

El género Annona comprende unas 120 especies de arboles y lianas arbusto,
cuenta con distribucion tropical, se encuentran 30 géneros en la Amazonia, que
es la zona de mayor concentracion de especies de esta familia en America.
Continente varias especies productoras de frutos comestibles, como la
guanabana (Annona muricata), el anon (Annona squamosa) y anon colorado
(Annona reticulata) [46].

1.1.1.1. Annona reticulata

1.1.1.1.1. Clasificacién Botanica

En la figura 1 se presenta el fruto de Annona reticulata y en la tabla 1 la
clasificacion botanica de la especie.

Figura 1 Fruto de Annona reticulata [autores].
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Tabla 1 Clasificacion botanica de Annona reticulata [6].

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnolidaes
Familia Annonaceae
Genero Annona
Especie Ar_mona
reticulata

1.1.1.1.2.  Origen y distribucién

La Annona reticulada es nativa de las Indias occidentales, probablemente de
las Antillas como se presenta en la figura 2, pero fue introducida en tiempo
primitivos a través de América Central hasta el sur de México. Durante mucho
tiempo se ha cultivado y naturalizado por el sur como Peru y Brasil. Se cultiva
en las Bahamas, en ocasiones en las Bermudas, en el sur de la Florida, y se
introdujo en los paises africanos y asiaticos, hace muchos siglos [7].

. +
I
S -
=S 3 & s o
) o e . i —
-'-'I‘_'\.'E. i = ,‘h&. = {E_ il ,ﬁf?é‘ o o 3
'_',:';7-"'_"‘*5., £ '_\""'., = ‘-GE Ii,:% PR,
b et B » -y
X | 1 ST ;‘r ey
|- 4 :ﬁf N P | - =t g
L T 5 A ¢}
R R P &  f
r:u e i Ll T_..-E!"&_P.-?- :
;. g YTy h=oaf o
'E-‘- gt P 3-".-' d = 1 *
L R AALE % ¥y
g ) I r #_H:"H-F o - -ﬂ\crhh
. L | 3 W P
S 4 R o
| -\. ...... L I,Jl"
= -
e =
EI A ria de diatribusion natva ) 10 g :
'Y 4
) '
— & ’
I Area de distribecién naturalizady .

Figura 2 Distribucion nativa y naturalizada de Annona reticulata [8].

La especie Annona reticulata en Colombia se encuentra reportada en bases de
datos como: Sistema de Informacion sobre Biodiversidad en Colombia (SiB) y
el Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional, donde se ha
reportado la presencia de esta especie en Antioquia, Santander y Tolima; pero
se desconoce en queé otras partes de Colombia se puede encontrar; Teniendo
en cuenta el clima y la altura sobre el nivel del mar éptima para el desarrollo de
la especie se puede desarrollar en diversos departamentos de la region andina
y caribe de Colombia [9].
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1.1.1.1.3. Fenologia

Un pequefio arbol que crece de 3 a 10 m de altura, presenta una gran cantidad
de ramificaciones cerca de la base con diametro de tronco de 25 a 35 cm, copa
del arbol irregular y con algunas ramas teretes pubescentes, como se observa
en la figura 3 [7]. Es raro encontrarlo por encima de los 1.500 msnm totalmente
desarrollado [9].

Figura 3 Arbol de Annona reticulata [autores].

1.1.1.1.3.1. Hojas

Como se observa en la figura 4 presenta: hojas disticas, alternas, cortamente
pecioladas, coriaceas, oblongas-lanceoladas, con 10 a 20 cm de largo por 2.5
hasta 3.5 cm de ancho, apice acuminado, margen entero, con venas visibles,
de color verde oscuro por encima y verde palido por debajo [7, 9].

Figura 4 Hojas de Annona reticulata (a) Haz (b) Envés [autores].



1.1.1.1.3.2. Flores

Flores en racimos caidos, son fragantes, con 3 pétalos externos carnosos,
estrechos de 2 a 3 cm de largo; de color verde claro en el exterior y con una
mancha de color rojo oscuro o purpura en el interior de la base de color
amatrillo palido. Las flores nunca se abren completamente [9].

1.1.1.1.3.3. Frutos

El fruto es en forma de corazon o esférica, de 8 a 15 cm de diametro, como se
presenta en la figura 5, areolas mas o menos suaves, romboidales o
hexagonales separadas por un reticulado marcado pero no tuberculoso, de
color marrén rojizo o rojo cuando madura, la pulpa de color blanco o crema,
aromatico, granular, se adhiere estrechamente a las semillas. Un nucleo de
punta, fibroso, central, unido al tallo grueso, se extiende a mas de la mitad de la
fruta. El sabor es dulce y agradable; Tanto el color exterior y el interior varia
segun el cultivo [7, 9].

Figura 5 (a) Medida fruto de Annona reticulata. (b) Fruto maduro de Annona
reticulata. (c) Pulpa de Annona reticulata [autores].

1.1.1.1.3.4. Semillas

Semilla brillante, oblonga, suave, de color marrén oscuro, como se muestra en
la figura 6, con menos de 1,25 cm de largo, numerosas; recuentos reales de
semillas han sido de 55 a 76 por fruto [7, 9]

Figura 6 Semillas de Annona reticulata [autores].

oLzoauiMicA
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1.1.1.1.4. Usos tradicionales

En la tabla 2 se presenta el aporte nutricional de la especie debido a este, su
excelente aroma y sabor, se le ha dado al fruto usos esencialmente culinarios;
En América Central, México y las Indias Occidentales, la fruta se utiliza para
salsas, jugo, helado y pudines [9].

Tabla 2 Valor alimenticio por cada 100 g de fruta de Annona reticulata. Niveles
minimos y maximos de los constituyentes de analisis realizados en América
central, Filipinas y otros lugares [9].

Calorias 80-101 Fosforo 14.7-32.1 mg
Humedad 68.3-80.1 g Hierro 0.42-1.14 mg
Proteinas 1.17-80.1¢g Caroteno 0.007-0.018 mg
Grasas 0.5-0.6 g Tiamina 0.075-0.119 mg
Carbohidratos 20-25.2 g Riboflavina 0.086-0.175 mg
Fibra 0.9-6.6 g Niacina 0.528-1.190 mg
Cenizas 0.5-1.11 ¢ Acido ascérbico 15.0-44.4 mg
Calcio 17.6-27 mg Acido nicotinico 0.5 mg

1.1.2. COMPOSICION QUiMICA Y BIOACTIVIDAD DE LA FAMILIA
Annonaceae

La familia Annonaceae presenta numerosas sustancias bioactivas de diversa
naturaleza quimica, en las raices, semillas, frutos y hojas. De esta familia se
han caracterizado y reportado alcaloides, terpenoides, flavonoides,
acetogeninas y aceites saponificables [10]. La bioactividad de este tipo de
metabolitos de plantas anonaceas esta asociada a su efecto como insecticidas,
actividad larvicida, antitumoral, antidiabética, antibacterial, pesticida,
antimalarial, anti-leishmaniasis, propiedades antihelmitica, entre otras [11-16]

1.1.2.1. ACETOGENINAS

1.1.2.1.1. Generalidades.

Las acetogeninas de anonaceas (ACG) constituyen una serie de productos
naturales aislados a partir exclusivamente de la familia Annonaceae que se
distribuyen ampliamente en las regiones tropicales y subtropicales, La annona
reticulata perteneciente al género Annona presenta una apreciable cantidad de
estos compuestos como se observa en la tabla 3. En 1982 con el
descubrimiento de la uvaricina, su estructura se presenta en la figura 7, esta
fue la primera acetogenina identificada a partir de las raices de Uvaria
acuminata perteneciente a la familia Annonaceae y después de observarse su
actividad como agente anti leucémico se genero un interés por esta familia de
compuestos; mas de 593 miembros se han identificado a partir de 51 especies
y 13 géneros [17-19].
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Figura 7 Estructura de la uvaricina [19].
Tabla 3 Algunas acetogeninas aisladas de Annona reticulata [20-22]
Nombre Estructura Parte Ref.

de la
planta

Cis/ Trans cn, Semillas  [23,
isomurisolenina 30,
62]
Anoreticuina OH on Semillas  [30,
° / '\, Hojas 62]
>
HO HO o
Anoreticuina 9- OH Semillas  [30,
1 Hojas 62]
Cis/trans Semillas  [30,
murisolinona 62]
Bulatacina Semillas [20,
22]
squamocina o oH Semillas  [20,
HaC ° ° I\ 22]
OH o o
Cis/ trans oH o o o Semillas  [20,
bulatacinona $ 22]
Asimicina semillas  [20]
Molvizarina semillas  [20]
Parviflorina semillas  [20]




En la figura 8 se presenta la estructura general de las acetogeninas, Las cuales
son una serie de productos naturales de 35 a 37 Carbonos que termina en una
y-lactona, derivados de &cidos grasos de 32 a 34 carbonos; tienen varias
funciones oxigenadas, tales como hidroxilos, cetonas, epoxidos; 1, 2 o 3
tetrahidrofuranos (THF) 2,5-disustituidos y tetrahidropiranos (THP), asi como
enlaces dobles y triples [17, 18, 23, 24].

Figura 8 Estructura general de las acetogeninas [25].

Las acetogeninas mas abundantes presentan anillos bis-THF adyacente,
rodeado por respectivos grupos hidroxilo de las cadenas laterales. Aunque es
posible una gran variedad de isbmeros segun la estereoquimica relativa de las
funciones oxigenadas (alcoholes en eritro o treo respecto a los anillos, anillos
cis o trans, disposicion eritro o treo entre los anillos adyacentes), en las
acetogeninas de anonaceas predominan ampliamente las disposiciones
trans/treo/trans entre los anillos, existiendo también disposiciones cis/treo/trans,
pero es muy rara la relacion eritro entre los anillos adyacentes (hay menos de 5
ejemplos descritos entre ellas, ejemplo la trilobina, representada en la figura 9.
Asimismo, los hidroxilos de la cadena lateral pueden disponerse en posiciones
treo (mayormente) o en eritro respecto al anillo adyacente [25].

inicio de
cadena

. ) OH
treodtrans/entro/cisitreo

Figura 9 Ejemplo de configuracion del nucleo de tetrahidrofurano en la (+)-
Trilobina [25].

1.1.2.1.2. Clasificacion.

Esencialmente las acetogeninas se clasifican de acuerdo a la presencia,
cantidad y/o posicion de los grupos tetrahidrofurano y/o tetrahidropirano con
respecto a otros del mismo tipo en: mono tetrahidrofurano, bis tetrahidrofurano
adyacentes, bis-tetrahidrofurano no adyacentes, tri- tetrahidrofurano
adyacentes, adyacente tetrahidropirano-tetrahidrofurano, no adyacente
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tetrahidrofurano- tetrahidropirano, sin anillo tetrahidrofurano (acetogeninas
lineales que contienen y-lactonas sin anillo THF) y no clasicas que pueden ser:
mono- tetrahidropirano y tetra hidropirano- tetrahidrofurano hidroxilados como
se presenta en la tabla 4 [17-19, 21, 24].

Tabla 4 Clasificacion de las acetogeninas de acuerdo a sus anillos
tetrahidrofurano (THF) y tetrahidropirano (THP) [17, 21, 26].

Tipo d(—‘; Estructura
acetogenina
R o}
o< R\ / 0
n I
R 0 0
R=H,0OH
1. Mono-THF Ejemplo:

HO o
Annonacina

2. Bis-THF
adyacentes
Bullatacina
R
\/\R (0] (0] (@] R\ / X
n o I
(@]
R=H,0H
3. Tr-THF Ejemplo:
adyacentes -
o o o OH /]
(@]
! I
Goniocina o
R=H,0H
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Continuacion de la tabla 4

Tipo de
acetogenina

R o R
NG (o]
4. Bis-THF no SR i -

Estructura

adyacentes R 0 o
R=H,0OH
Ejemplo:
OH OH
o OH
(@]

; @

O e 8
Gigantesina R=H,OH

5. (THF-THP)
adyacentes
6. (THF-THP) _ . R=H,OH
no Ejemplo:
adyacentes OH o
o o OH /
4 (e}
HO o Mucocina ° R:I-(ID,OH



Continuacioén de la tabla 4

Tipo de
acetogenina

Estructura

7. No Clasicas:
- Mono-THP X
- THFyTHP

hidroxilado

THF Hidroxilado

1 R /\/@
\/\WR < I
n 0 o
R=H,OH
R'= -(CHy)-, epoxi, cetona, -CFOH

8.Sin anillo THF

1.1.2.1.3. Biogenesis

Desde el punto de vista biosintético mostrado en la figura 10, se propone que
los anillos de THF, THP y los epdxidos se forman a partir de las especies que
han podido aislarse con dobles enlaces mediante epoxidacion y ciclacion. El
descubrimiento y aislamiento de precursores (compuestos sin anillos, epéxidos,
cetonas, dioles y dobles enlaces), la localizacion de los dobles enlaces en las
posiciones adecuadas, y la semisintesis de anillos adicionales de THF a partir
de acetogeninas que contienen dobles enlaces apoyan esta hipotesis [21, 26].

Los descubrimientos de las muridieninas y chatenaytrieninas, precursores
propuestos para las acetogeninas mono-THF y las bis-THF respectivamente,
afiaden una nueva evidencia sobre gque las acetogeninas derivan de los acidos
grasos lacceroico (32 C) y ghedoico (34 C) por combinacion enzimatica con
una unidad de tres atomos de carbono. Estos acidos grasos o sus productos
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esterificados, nunca se han aislado de los extractos realizados a las plantas,
esto sugiere que los acidos solo actian como intermediarios de corta vida en el
proceso biosintético, que son procesados por complejas subunidades
enzimaticas y son posteriormente metabolizados para la formacion de la y-
lactona, para sufrir después deshidrogenacion, epoxidacion y ciclacion [21, 26].

HO

HO
H5:C ’
25 12\- /_\:/—\:/_\— \)#:_ﬂ>
Oﬁ'““o

Oxidacion

Ciclacion

(Goniocina

Figura 10 Biosintesis propuesta para la Goniocina aislada del Goniothalamus
giganteus que posee tres anillos THF en su estructura [26].

1.1.2.1.4. Actividad bioldégica reportada

Las Acetogeninas presentan un amplio rango de actividad biologica,
incluyendo: antioxidante [27], larvicida, antitumoral, pesticida, vermicide,
antimicrobiano, actividad antihelmintica, antimalérica, antibidtica, deterrente,
inmunosupresora, leismanicida, inhibidor de crecimiento e inhibidor del apetito
entre otras [23, 25, 28, 29].

Diversos estudios indican que existe una relacién entre la actividad biolégica de
las acetogeninas y su estructura, y en los cuales se consideran los siguientes
caracteristicas que dan una mayor actividad al compuesto como se muestra en
la figura 11, que posea dos grupos THF adyacentes (A), un grupo terminal vy -
lactona intacto (B), mayor cantidad de grupos OH a lo largo de la cadena (un
grupo OH en el C-4 (C) es indispensable para la actividad), la presencia de
dobles enlaces o de dioles vecinales a lo largo de la cadena, que tenga una
longitud de 35 C a 37 C, grupos THF rodeados por hidroxilos (D), y que el THF
este a 13 carbonos de y -lactona [24].
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Figura 11. Representacion de la Bulatacina una acetogenina que presenta alta
actividad por sus caracteristicas estructurales.

1.1.2.1.4.1. Actividad larvicida y antitumoral.

Desde 1982 las acetogeninas han sido consideradas como prometedores
candidatos para una nueva generacion de farmacos contra tumores resistentes
a la quimioterapia. En 1991, el complejo mitocondrial | (NADH: ubiquinona
oxidoreductasa) de la cadena respiratoria mitocondrial fue identificado como la
enzima objetivo de las acetogeninas. EI complejo | juega un importante papel
dentro del mantenimiento de la funcion bioenergética de la célula llevando a
cabo la sintesis de ATP [25, 26].

Unos afios mas tarde, las acetogeninas fueron caracterizadas como unos de
los inhibidores méas potentes (son efectivas en concentraciéon nanomolar) del
complejo I, y también como inhibidores de NADH oxidasa encontrada en la
membrana plasmética de células tumorales. Ambas acciones conllevan la
privacién de ATP para la célula y conduce a procesos de apoptosis [25, 26].

1.1.2.1.4.2. Actividad insecticida.

Se ha estudiado su actividad insecticida contra insectos, como el mosquito
transmisor de la fiebre amarilla, las cucarachas, garrapatas, Drosophila
melanogaster, algunas especies de arafias y para el control de plagas que
afectan la produccion agricola. Existen en la bibliografia varios reportes sobre
la actividad de acetogeninas en insectos de las siguientes especies:
Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata, Myzus persicae, S. frugiperda
y Oncopeltusfasciatus, entre otros ejemplos. La actividad estudiada se basa en
ensayos de consumo de la sustancia activa por ingesta de una dieta estandar
en el estadio larvario, con busqueda de una alta toxicidad para bajas
concentraciones del compuesto [24, 25].
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1.1.2.2. ALCALOIDES ISOQUINOLINICOS DE Annonaceae.

Los alcaloides isoquinolinicos constituyen uno de los grupos mas numerosos
de alcaloides (mé&s de 15.000), son importantes por las propiedades
farmacoldgicas que presentan algunos y por su gran potencial quimico debido
a la enorme variabilidad de sus estructuras. Se caracterizan estructuralmente
por tener en comun un esqueleto de isoquinolina (frecuentemente como
tetrahidroisoquinolina) [30].

Se ha encontrado que solo en plantas de las familias Annonaceae,
Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Monimiaceae,
Ranunculaceae (orden Ranales), Papaveraceae (orden Rhoedales) vy
Rhamnaceae (orden Rhamnales), se encuentran Los alcaloides aporfinicos los
cuales tienen una amplia representacién dentro del grupo de alcaloides de
isoquinolinicos [31].

1.1.2.2.1. Origen biositetico de alcaloides isoquinolinicos.

El origen biositetico de los alcaloides isoquinolinicos comienza por ruta del
acido shikimico a partir de hidratos de carbono. Este acido es responsable de
la formacion de aminoacidos aromaticos como L-fenilalanina y L- tirosina, estos
son los precursores de los alcaloides isoquinolinicos [32]. Mediante una serie
de hidroxilaciones y metilaciones sucesivas el aminoacido tirosina puede dar
simples derivados de pB-fenetilamina, o bien mediante una reaccion tipo
Mannich formar el anillo de tetrahidroisoquinolina, como se presenta en la
figura 12. El &cido férmico y la metionina actian como fuentes de fragmentos
de un atomo de carbono. Con estos precursores y mediante reacciones
enzimaticas se lleva a cabo la formacion de estos alcaloides. Los alcaloides
isoquinolinicos mas sencillos junto con las isoquinolinas simples son las 1-
bencilisoquinolinas [30, 33].

OR <™
OOH o NH, ORTUAN N
/O/\RES—’D/\// Iso'I'R'I
HO HO quinolina simple
Tirosina Dopamina T
OR-

OR-

1- benciltetrahidroisoquinolina

Figura 12 Bio sintesis del anillo de isoquinolina [30].
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1.1.2.2.2. Tipos de alcaloides isoquinolinicos en Annona.

Los alcaloides isoquinolinicos de tipo benzilisoquinolinico son encontrados con
gran frecuencia en la familia Annonaceae distribuidos en las siguientes series:
isoquinolinicos simples (cularinas, isoquinolonas y benzilisoquinolinicos),
aporfinas, fenatrenicos, berberinas y alcaloides de morfina, como se presenta
en la figura 13 [32]; En la tabla 5 se presentan algunos alcaloides
isoquinolinicos que han sido aislados de A. reticulata .

) N B
lsoquin olona

ormoer-inadienona

o

Cularina

-
SOESG@ @
S
-~ ~ M
e —_— -
- CJ )

BcnziiiGOquinoiinico

BisbcnziliGOquinolinic:o ﬁ:Por'r-irﬂic:o

/ C}xoapor'Pir‘lic.o

N

0 <
Protoberberinag D Fenantreno

Figura 13 Origen biosintetico de los alcaloides isoquinolinicos a partir del
esqueleto benzilisoquinolinico [32].
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Tabla 5 Algunos alcaloides aislados de Annona reticulata.

Clasificacion Nombre Alcaloide Referencia

MeO.

HOL[ ,I'LH [34]
T
Me

Isoquinolinico Salsolinol
simple
MeO S
HO:[\,,J& _NH
Coclaurina g [34]
. o |
Benzilisoquinolinico HO™ 7
Reticulina [34]
Benzilisoquinolinico
Anonaina [34]
Aporfinico
norushinsinina [34]
Aporfinico (michelalbina)

T [32]

Liriodenina (cont) U ~o0

Oxoaporfinico

1.1.2.2.3. Bioactividad de alcaloides aislados del genero Annona

Los alcaloides encontrados en el género Annona han mostrado importantes
efectos tales como antiprotozoaria [35, 36] y larvicida contra A. salina [37];
Alcaloides de tipo tetra-hidroprotoberberina como coritencina e isocoreximina
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aislados de A. cherimolia, presentan actividad larvicida contra cepas de células
tumorales, siendo la coritencina la mas activa [38]. Se ha verificado la actividad
antimicrobiana de extractos metandlicos y etanolicos de A. squamosa debido a
la presencia de alcaloides de tipo benzilisoquinolinicos en dicho extracto [39].

1.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los bioensayos son pruebas en las que se usan organismos vivos para
detectar o medir la presencia y efectos de una o mas sustancias toxicas, asi
como determinar el limite de tolerancia de los organismos a dichas sustancias.

Los ensayos biolégicos son herramientas de diagndstico adecuadas para
determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba
bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Para la evaluacion
de la actividad biologica se pueden tomar en cuenta los siguientes parametros:
Mortalidad, Proporcién de crecimiento, biomasa, reproduccién, estimulacion o
inhibiciobn de sistemas metabdlicos o enziméticos, cambios de conducta,
histopatoldgica, nutricion entre otros [40].

1.2.1. Evaluacién de la actividad bioldgica con Artemia salina

El bioensayo de letalidad frente a Artemia salina es uno de los biomodelos méas
usados en las etapas preliminares de una investigacion fitoquimica. El
procedimiento consiste en exponer compuestos activos y/o extractos de plantas
a nauplios de A. salina, para determinar valores de concentracién letal media
(CLsp), expresada en pg/ml, la toxicidad se puede clasificar segun los rangos
de CLso presentados en la tabla 6. Sin embargo el CLsy no advierte de una
actividad fisioldgica o biol6gica en particular; es un indicador de toxicidad a
nivel celular que puede orientar investigaciones mas especificas [41].

Tabla 6 Clasificacion de toxicidad segun CYTED [41].

I Extremadamente toxico 0-10 pg/mi
Il Altamente téxico 10-100 pg/mi
1] Moderadamente téxico 100-500 pg/mi
\Y Ligeramente toxico 500-1000 pg/mi
\% Practicamente no téxico 1000-1500 pg/mi
Vi Relativamente inocuo <1500 pug/mi

1.2.1.1. Aspectos biolégicos generales

Como se observa en la figura 14 la Artemia salina son camarones minusculos
de cuerpo blando, de color carmelita y transparente a la luz; pertenecen al
Phylum Arthropoda, clase Crustaceae, subclase Branchiopoda. Se conocen
comunmente por el nombre de artemia, también llamados “monos de mar” o
“brine shrimp” en inglés [36].

Estas especies se encuentran distribuidas en todo el mundo en aguas de
elevada salinidad, pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35°C. Se alimentan
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de algas y bacterias. Las hembras producen huevos que, en condiciones
externas favorables, eclosionan produciendo larvas de un tamafio aproximado
de 1 mm, se convierten en adultos transcurridas 6 a 8 semanas, alcanzando un
tamafno promedio de 7mm [42].

Se han vuelto muy importantes para este tipo de investigaciones debido a que
no hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente, las pruebas
pueden realizarse dénde y cuando sea necesario y se dispone siempre de un
namero suficiente de individuos de la misma edad y condicion fisioldgica [42].

ADULTO

Figura 14 Metamorfosis de la Artemia salina. [40].

1.2.1.2. Aspectos experimentales

Segun Vanhaecke y Persoone, se deben tener algunos aspectos considerados
para desarrollar una prueba de Artemia spp. utilizar los estadios larvales
tempranos para pruebas de toxicidad aguda, los huevos tienen que eclosionar
bajo condiciones estrictamente controladas de temperatura, salinidad,
aireacion, luz y pH, las larvas tienen que ser exactamente de la misma edad al
inicio de cada prueba, durante la prueba, la larva no debe transformarse en otro
estadio con una sensibilidad diferente, las pruebas deben realizarse con
quistes del mismo origen geogréfico, las condiciones experimentales de la
prueba tienen que ser definidas con gran exactitud y se debe realizar una
prueba control en paralelo con un quimico de referencia [43].

1.21.2.1. Bioensayo general
biologica

para productos naturales con actividad

Esta variante la desarrollaron en 1982 y ha sido mejorada desde entonces por
diferentes investigadores. Aqui se presenta la versién publicada en 1998 por
McLaughlin [44]. El ensayo permite la evaluacion rapida y conveniente de
extractos crudos, fracciones y compuestos puros; y ademas comparar varias
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partes de la planta y establecer variaciones estacionales en plantas
individuales. También puede ser utilizado para establecer la actividad biolégica
de compuestos sintéticos. Principalmente se basa en la determinacion de la
mortalidad in vivo de un organismo zoologico simple, las larvas de Artemia spp.
En 24 horas a dosis iguales o menores de 1000 mg.mL™ [42, 44].

1.3. Corythucha gossypii (chinche de encaje).

1.3.1. Taxonomia

En la tabla 7 se presenta la clasificacion taxonémica del insecto Corythucha
gossypii.

Tabla 7 Clasificacion de Corythucha gossypii [45].

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden Heterdptera
Familia Tingidae
Nombre cientifico Corythuc_ha
gossypii

Nombre comin  Chinche de encaje

1.3.2. Ciclo de vida

En la figura 15 se esquematiza el ciclo de vida del insecto, este es
relativamente corto en términos de tiempo; La duracion total promedia del
huevo adulto es de 28,11 dias; los adultos machos viven en promedio 26,75
dias y las hembras 14,66 dias [46].
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Figura 15 Ciclo de vida de Corythucha gossypii (a) huevo,(b) primer instar
ninfal (c) segundo instar ninfal, (d) tercer instar ninfal, () cuarto instar ninfal, (f)
quinto instar ninfal (g) adulto, dibujos hechos por Antonio J. Lépez M. (1982)
[46].

1.3.2.1. Huevos

Generalmente son depositados en grupos, en el envés de las hojas cerca de la
nervadura principal o a las secundarias. Como se observa en la figura 16, los
huevos estan incrustados total o parcialmente en direccidén oblicua en el tejido
y se presentan agrupados pero independientes unos de otros, generalmente,
estan cubiertos por una secrecidbn gomosa negra. El periodo de incubacién
tarda de 4 a 14 dias, el promedio de deposicién de huevos es 62,17 por cada
hembra [46, 47].

Figura 16 Colonias de huevos de Corythucha gossypii [autores].
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1.3.2.2. Ninfas

El insecto Corythucha gossypii pasa por cinco instares antes de llegar a la
adultez; en el primer instar dura de 2 a 6 dias ,en segundo Yy tercer instar dura
de 1 a 5 dias en cada uno, el cuarto instar tiene una duraciéon de 2 a 5 dias 'y
finalmente para el quinto instar una duracion de 3 a 8 dias; al emerger del
huevo la ninfa es color amarillo palido, pero poco después aparece una
mancha verde oscura en el centro del abdomen, correspondiente al contenido
intestinal; la cabeza también cambia de color tornandose ligeramente parda.
Para el primer instar las exuvias tiene una longitud promedia de 0,51 = 0,044
mm y el ancho de la capsula cefalica un promedio de 0,12 + 0,016 mm, y para
el quinto instar El ancho de la capsula cefalica de las exuvias mide 0,22 +
0,017 mm, y la longitud del cuerpo es de 1,78 + 0,086 mm [46].

1.3.2.3. Adulto

Su duracién varia entre 2 para las hembras y 60 dias para los machos.
Presenta un tamafio variable, por lo general cerca de tres mm de largo y 1,6
mm de ancho. El pronoto castafio pélido; reticulaciones blancas manchadas de
pardo o fosco; areolas hialinas. Capucha moderadamente grande, ligeramente
contraida detras de la parte media, apretadamente reticulada mas o menos
manchada de pardo o fosco; Su longitud iguala a la mitad de su ancho; patas y
antenas testaceas. Las alas un poco mas largas que el abdomen, como se
observa en la figura 17 [46].

Figura 17 Corythucha gossypii [45].

1.3.3. Distribucion- hospederos

El Corythucha gossypii es una de las especies mas comunes y de mayor
distribucion su presencia se ha informado en el sur de Estados Unidos, México,
América Central y El Caribe. Se considera que se encuentra en mas de 30
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hospederos, entre ellos Musa paradisiaca L.(platano), Ricinus communis
L.(higuerilla), Citrus s.p. (citricos), Carica papaya L. (papaya), Canavalia
ensimorfis (frijol blanco), Annona cherimolia Mill (chirimoya), Annona squamosa
L. (anon), Annona muricata L. (guanabana) entre otros [46-48].

1.3.4. Daiios

Son insectos chupadores, tanto las ninfas como los adultos chupan los jugos
celulares de las plantas vivas generalmente sobre el envés de las hojas, a
menudo cerca de una vena principal. Debido a la succion de savia se produce
senescencia prematura, se observa primero un punteado blanco cremoso,
seguido por areas de amarillamiento o bronceado en el haz de las hojas, como
se puede observar en la figura 18; en grandes poblaciones retardan el
crecimiento, especialmente durante condiciones secas. C. gossypii es una
plaga importante en guanabana durante la época seca [46, 49].

Figura 18 Dafio foliar causado por Corythucha gossypii [autores].

1.3.5. Control en cultivos de Annona muricata.

Para el control se deben de tener en cuenta las recomendaciones generales de
manejo de insectos chupadores, se deben realizar inspecciones periddicas
para la deteccion oportuna de la plaga, asociar el dafio con el estado fenoldgico
del cultivo, marcar y asperjar los arboles o focos con altas poblaciones de la
plaga. La aspersiéon debe ser dirigida hacia el envés de las hojas usando
adherentes o coadyuvantes pues la lamina foliar del guandbano es lisa. Entre
los insecticidas mas usados se conoce Diazinon (Basudin), Dimetoato (Roxion),
Malation (Malathion 57%), Dicrotofos (Bidrin) entre otros, en dosis que varian
entre 2 y 3: 1000. También hay que tener en cuenta que el guanabano es
semicaduco y que por tal razén no se justifican aspersiones cuando ya el follaje
se va a desprender [48].
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1.4. FUNDAMENTOS EN TECNICAS DE ANALISIS

1.4.1. Cromatografia

La cromatografia es un potente método de separacion que tiene aplicacion en
todas las ramas de la ciencia. La técnica fue inventada y denominada asi por el
botanico ruso Mikhail Tswett a principios del siglo XX. La cromatografia agrupa
un conjunto importante y diverso de meétodos que facilitan la separacion,
identificacion y determinacion de componentes estrechamente relacionados en
mezclas complejas; muchas de dichas separaciones son imposibles por otros
medios [50, 51].

En todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con una fase
movil, cualidad que permite hacer una clasificacion de los métodos
cromatograficas, como se presenta en la tabla 8, puede ser un gas, un liquido o
un fluido supercritico; la cual se hace pasar a través de una fase estacionaria
inmiscible fija en una columna o en una superficie solida. Las dos fases se
eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en
grados distintos entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se
mueven con mucha lentitud con el flujo de la fase movil, en cambio, los
componentes unidos débilmente a la fase estacionaria se mueven con rapidez.
Como consecuencia de las distintas velocidades de migracién los componentes
de la muestra se separan en bandas o zonas distintas que se pueden analizar
de forma cualitativa y cuantitativa [50, 51].

La cromatografia liquida tiene una caracteristica particular: solo esta puede
llevarse a cabo en columnas o sobre superficies planas; por otra parte, tanto la
cromatografia de gases como la de fluidos supercriticos estan restringidas a los
procedimientos en columna de tal manera que las paredes de la columna
contienen la fase movil [50].
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Tabla 8 Clasificacion de los métodos cromatograficos en columna [50].

Método
especifico

Clasificacion
general

) Cromatografia
Cromatografia gas-liquido (CGL)

de gases (CG)
Gas — solido

Liquido- liquido, o
reparto

Liquido-solido o
adsorcion

Cromatografia Intercambio de

de liquidos 1ones
(CL) >
Exclusion por
tamafo
Afinidad

Cromatografia
de fluidos
supercriticos
(CFS: fase
movil fluido
supercritico)

Fase estacionaria

Ligquido adsorbido
unido a una
superficie solida.

Solido

Ligquido adsorbido o
unido a una especie
solida

Solido

Resina de
intercambio ionico

Ligquido en los
intersticios de un
solido polimérico

Grupo de liquidos
especificos unido a
una superficie solida

Especies organicas
enlazadas a una
superficie solida

1.4.1.1. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Tipo de
equilibrio

Distribucion entre
un gasy un
liquido

Adsorciéon

Distribucion entre
liquidos
inmiscibles

Adsorcion

Intercambio
ionico

Distribucion
exclusion

Distribucion entre
el liquido de la
superficie y el
liquido movil

Distribucién entre
el fluido
supercritico y la
superficie
enlazada.

Se encuentra entre los métodos de cromatografia en plano; la fase estacionaria
es una capa de particulas de unos milimetros de espesor, fijadas sobre un
soporte solido de aluminio, plastico o vidrio. La fase mévil se desplaza por la
fase estacionaria por accion capilar, a veces ayudada por la gravedad o por la
aplicacion de un potencial eléctrico [50, 51].

Para los analisis cualitativos la mancha de una placa de CCD se caracteriza
por la distancia que recorre con relacion a la distancia recorrida por la fase
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movil. El parametro usado para caracterizar esta relacion se le llama factor de
retencion o indice de retencion (Rg).

Distancia desde el plunto de aplicacion hasta la mancha

F " Distancia desde el punto de aplicacion al frente del disolvente

El valor Rg depende de la composicion de la fase movil, tipo de fase
estacionaria, temperatura y el tipo de compuestos separados [50].

1.4.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)

La cromatografia como técnica analitica de separacion es ampliamente
utilizada, debido a su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para automatizarla, su capacidad para
separar especies no volatiles o termolabiles pero sobre todo su amplia
aplicabilidad a sustancias importantes en la industria, muchos campos de la
ciencia y para la sociedad en general [50].

Actualmente, la técnica puede clasificarse en fase normal (FN) y fase reversa
(FR), de acuerdo a la polaridad relativa de la fase moévil y de los grupos
funcionales quimicamente ligados a la matriz [52].

1.41.2.1. Cromatografia liquida en fase normal

En la cromatografia liquida en fase normal, la fase solida es mas polar que la
fase movil. Las fases estacionarias son normalmente polimeros inorganicos
con un gran numero de poros de tamafio molecular, de manera que su area
superficial es muy grande. Los dos materiales mas comunes son 6xidos de
silicio hidratados (silice o gel de silice) y polimeros de O6xido de aluminio
hidratados (alimina).

En la cromatografia en fase normal la polaridad del disolvente es el principal
factor que determina los volimenes de elucién. Con disolventes mas polares
los solutos se mueven mas rapidamente y eluyen antes; debido a que los
disolventes méas polares compiten mejor por el soluto que los menos polares,
en este tipo de cromatografia el componente menos polar se eluye primero; al
aumentar la polaridad de la fase movil ocasiona una disminucion en el tiempo
de elucion, lo cual se presenta en la figura 19 [50, 51].
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a) Cromatografia en fase normal b) Cromatografia en fase reversa

Fase movil de baja polaridad Fase movil de polaridad elevada

L\AM

Tiempo —j= Tiempo -
fase maovil de polaridad media Fase movil de polaridad media
A B
—Tiempo —j —Tiempo —

Polaridades de los solutos: A > B > C

Figura 19 Relacion entre polaridad y los tiempos de elucion en cromatografia
en fase normal y en fase reversa [50].

1.4.1.2.2. Cromatografia liquida en fase reversa

En esta, la fase estacionaria es menos polar que la fase movil. Se utilizan
fundamentalmente dos tipos de fases estacionarias, estando formada las mas
comun por grupos no polares unidos a la silice; siendo los mas utilizados los
grupos organicos —CHjs, -CgH;7, y -C1gH37. De ellos las cadena de 18 carbonos
es la mas comudn para denominar este tipo de fase estacionaria se usan
abreviaturas ODS y C18; y la fase movil es un solvente relativamente polar
como agua, metanol, acetonitrilo, entre otros. En la cromatografia en fase
inversa los componentes mas polares aparecen primero y un aumento de
polaridad en la fase mévil incrementa el tiempo de elucién, como se ilustra en
la figura 19 [50, 51]. En la tabla 9 se puede apreciar una comparacion entre la
fase normal y la fase reversa.

Tabla 9 Comparacion de algunos parametros entre fase normal y fase reversa
[52].

FASE NORMAL FASE REVERSA
Polaridad del relleno ALTA BAJA
Polaridad del solvente BAJA ALTA
Orden de elucion Primero el menos polar Primero el mas polar
Efecto del incremento Reduce los tiempos de  Aumenta los tiempos de
de la polaridad del retencion retencion
solvente

1.4.2. Métodos de analisis para resultados de toxicidad

El método a usar para determinar los valores de CLsp en pruebas de toxicidad
aguda depende de la forma de la distribucion de tolerancias, es decir el
porcentaje de organismos de una poblacion dada que se vera afectada a una
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cierta dosis. Generalmente los métodos mas usados suelen ser el método
Probit (paramétrico), método de Litchfield-Wilcoxon (grafico), método de
Sperman-Karber (no paramétrico) y el método grafico [53].

1.4.2.1. Metodo Probit

El Probit se basa en la cuantificacion probabilistica de la vulnerabilidad ante
efectos fisicos de una magnitud determinada que se suponen conocidos. Dicho
método consiste en la aplicacion de correlaciones estadisticas para estimar las
consecuencias desfavorables sobre la poblacion u otros elementos vulnerables
a los fendmenos fisicos peligrosos. El método de analisis Probit permite estimar
la CLsp ajustando los datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad
para estimar los valores que siguen una distribucion logaritmica de tolerancias.
El porcentaje de organismos afectados o muertos por la accion téxica de una
sustancia se transforma a unidades Probit. Una de las restricciones del método
es que para el calculo de la

CLso deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100% de mortalidad.

Al realizar las pruebas de toxicidad aguda, se obtienen las siguientes variables
para el célculo de la CLso:

» Concentracion de la sustancia o dosis (d).

* Numero de individuos (n).

* Numero de organismos muertos o afectados (r).
* Porcentaje de efecto (p).

La representacion gréafica de p vs. d relacion dosis-respuesta, genera una curva
parabdlica que muchas veces presenta dificultades en la construccion de un
modelo lineal. Existen procedimientos matematicos para abordar este
problema; pero para facilitar los célculos, simplemente se puede usar un
software como: SAS, SPSS, BACKTRAN, INFOSTAD, BMDS, ACE
(suministrado por la EPA para analisis de toxicidad), entre otros; El
procedimiento Probit permite encontrar estimadores m-verosimiles de
parametros de regresion y de tasas naturales (por ejemplo, tasas de
mortalidad) de respuesta para ensayos biolégicos, analizando porcentajes de
efecto vs dosis dentro del marco de la regresion.

Para darle valides a los resultados se debe tener en cuenta algunos aspectos
como:

 La mortalidad en el control negativo no debe exceder el 10%.

* La concentracion final de oxigeno disuelto debe ser mayor de 2 mg/L

» La CLsp para el téxico de referencia debera estar dentro de los limites
de confianza preestablecidos en la carta control [53].
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2. MARCO DE REFERENCIA

La Annona reticulata contiene gran cantidad de sustancias en los frutos
inmaduros, hojas, raices y semillas que son muy efectivas en el control de
plagas, funcionan como veneno de contacto e ingestion [8, 54]. Es conocida su
alta efectividad principalmente en extractos acuosos y alcohdlicos, y se sabe
gue posee compuestos que la hacen mas toxica comparada con otras especies
del mismo género [55]. Segun la revision bibliogréfica realizada, no se
encontraron estudios que analizaran algun tipo de actividad de la familia
Annonaceae frente al insecto Corythucha gossypii (chinche de encaje), sin
embargo una recopilacion muestra que la Annona reticulata es activa sobre
variedad de insectos, se presenta un resumen de algunas de las actividades de
la especie en la tabla 11.

La familia Annonaceae reporta gran variedad de estudios mostrando una fuerte
actividad insecticida, principalmente por sus metabolitos secundarios,
acetogeninas y alcaloides, siendo estos primeros los de mayor importancia
[56]; Actualmente debido a la abundancia de la Annona muricata esta es
reportada en gran variedad de estudios mostrando fuerte actividad, con
extractos apolares frente a Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) [57],
extractos polares frente a Aedes aegypti y Anopheles Albimanus (Diptera:
Culicidae) [12, 58], extractos polares de Annona muricata y Annona cherimolia
mill frente a larvas del IV estadio de Anopheles sp. [59] y una evaluacién de la
toxicidad de acetogeninas Annonaceas sobre ninfas de Periplaneta americana
L. (Dictyoptera: Blattidae) realizada en la universidad del valle (Cali- Colombia)
dando buenos resultados para ser usado en el control de insectos [60].

Otras plantas relevantes reportada en gran variedad de trabajos que han
demostrado fuerte actividad biologica y que son buenos candidatos para ser
usados en control biolégico de plagas son la Annona cherimolia y Annona
squamosa, esta Ultima fue comparada en un estudio realizado en la
Universidad de Caldas (Manizales- Colombia) junto con otras 4 plantas con
propiedades insecticidas frente a Cosmopolites sordidus (Coledptera:
Dryophthoridae) y en la cual esta Annona fue la mas letal, dando 100% de
mortalidad con todas las concentraciones analizadas [61]. Un Estudio realizado
con extractos crudos metanolicos de semillas de Annona squamosa y Atemoya
frente a Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae), mostraron inhibicion del
crecimiento, efecto toxico y actividad disuasoria de la alimentacion en estos
insectos [62].
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Tabla 10 Resumen de actividades reportadas para la Annona reticulata frente a
diferentes insectos.

Insecto

Lecanium spp.
(chinche)

Insectos escama

Afido M. Sanborni

humanus capitis (Piojo
P)y

Achaea janata
Callosobruchus
chinensis
Epacromia tamulus
Eupoctris fraterna
Hypsa ficus, M.
samborn

P. humanus capitis
Plutella xylostella
Spodoptera litura
Idiocerus spp.

Larvas de
lepidépteros

Afidos

Esperanzas

Trips

Saltamontes
Escamas

Tetranychus tumidus
Banks

Resumen del ensayo
Los extractos acuosos de las semillas de A.
reticulata provocan alta mortalidad en este
insecto en el oeste de Africa.
El extracto alcohdlico de semillas de A.
reticulata al 0.125% en agua provoca del
70 al 80% de mortalidad. Ademas extractos
alcoholicos de hoja, corteza de tallo y raiz
al 10% en agua ocasionan 70, 100 y 60%
de mortalidad.
En la evaluacién de la actividad toxica de
diversas annonaceas sobre este insecto,
los autores indican que las estructuras
vegetales de A. reticulata son més toxicas
que otras especies del mismo género.
El autor afirma que extractos acuosos de
semillas de A. reticulata fueron usados en
Filipinas para controlar dicho insecto,
ademas indica que en india se usa para
controlar insectos en animales domeésticos.

El autor afima que el fruto posee
propiedades insecticidas  frente a
nematodos y ortopteros en general,
ademas de insectos en el cultivo del arroz.

Extractos de A. muricata y A. reticulata
funcionan como veneno de contacto e
ingestion pero el proceso es lento
Aproximadamente 2 hasta 3 dias después
de la aplicacion aparecen los primeros
efectos.

Una serie de experimentos realizados en la
Universidad Agraria de la Habana con
extractos acuosos de A. squamosa, A.
muricata y A. reticulata muestra una
letalidad total a las 24 horas de la
aplicacion dando mejores resultados los
extractos de A. cherimolia y A. reticulata
debido posiblemente a una inhibicion del
ciclo biolégico del insecto inhibiéndole el
apetito.
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Una Evaluacién de actividad insecticida y repelente de extractos etandlicos y
hexanoicos obtenidos a partir de semilla de Annona diversifolia sobre Zabrotes
subfasciatus (Gorgojo comun del frijol) muestran que a pesar que ambos tipos
de extraccion dan resultados a nivel de mortalidad, el etandlico tiene mayor
actividad sobre el insecto y mejor efecto disuasorio, presentando ademas una
mejor extraccion del principio activo [64]. También ensayos de letalidad sobre
larvas del 1V estadio de Culex quinquefasciatus usando extractos de semillas
de Annona muricata [65], Annona cherimolia Mill [66] y Annona squamosa [67]
en la universidad tecnologica de Pereira comprueban que estos frutos tienen
fuerte actividad biolégica a bajas concentraciones.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Corythucha gossypii es un insecto chupador el cual se alimenta de la savia por
el envés de las hojas, afectando el follaje de los cultivos en los que se
encuentra, dando como resultado la senescencia prematura de las hojas y en
el peor de los casos llevando a una defoliacion total, lo cual altera el desarrollo
normal de la planta y produce perdidas econdmicas a los agricultores; quienes
se ven obligados al uso de insecticidas sintéticos para su control aun sabiendo,
que el uso de estos insecticidas sintéticos desmesuradamente, ha dejado
como consecuencia impactos negativos al medio ambiente; y teniendo en
cuenta la gran variabilidad de actividad biolégica reportada de Annona
reticulata entre ellas: actividad insecticida, repelente y anti alimentaria se
plantea, que puede presentar actividad insecticida el extracto etandlico de
semillas de Annona reticulata frente al insecto Corythucha gossypii.
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4.  JUSTIFICACION

Durante muchos afios la sociedad agricola utiliza insecticidas sintéticos para el
control de plagas, debido a que estas constituyen una limitante severa en la
produccion; el uso de estos insecticidas sintéticos desmesuradamente ha
dejado como consecuencia impactos negativos al medio ambiente [68].
Consecuente a esto, la agricultura moderna en los ultimos afios, se ha
dedicado a investigar y encontrar nuevas estrategias que permitan el desarrollo
de una agricultura no contaminante, basada en recursos naturales renovables
[61]. Considerando los posibles usos de especies vegetales como alternativas
naturales al uso de plaguicidas sintéticos, lo cual presenta grandes beneficios
para el medio ambiente, algunas de estas ventajas se presentan en la tabla 11
[65, 69-71].

Tabla 11 Algunas ventajas del uso de alternativas naturales para el control de
insectos en la agricultura y desventajas del uso de plaguicidas sintéticos.

e Al estar basados en recursos renovables Referencia
localmente disponibles, es una alternativa mas
econémica

e Son sustancias biodegradables que persisten
por lo general poco tiempo en el ambiente,
reduciendo la contaminacién y la presencia de
residuos en los alimentos

e Los extractos vegetales estan constituidos por [72]
un conjunto de principios activos, guimicamente
distintos entre si, cuyas proporciones son
variables. Esto hace que la presién de seleccion
sobre los organismos a controlar no sea
siempre la misma, disminuyendo asi, las
probabilidades de desarrollar resistencia

e Debido al uso inadecuado que se les da
provocan un gran deterioro ambiental.

e Han causado grandes perjuicios a la salud
humana, la Organizacién Mundial de Salud ha
calculado que alrededor de 20.000 personas [68, 73,
mueren anual mente como consecuencia de la 74]
exposicion a insecticidas, entre el 2000 y 2002,
Colombia se reportaron 4735 casos de
intoxicaciones con sustancias quimicas, dentro
de las cuales la mayoria fueron por plaguicidas.

Ventajas del uso de
una alternativa
natural para el
control de insectos
en la agricultura.

Desventajas del uso
de los plaguicidas
sintéticos.

Segun investigaciones, mas de 2.000 especies en el mundo tienen propiedades
plaguicidas [61]. Numerosas especies de plantas superiores producen
metabolitos secundarios a los cuales se les atribuyen acciones de defensa y
alelopaticas contra microorganismos Yy fitéfagos. Actuan principalmente como
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toxinas a través de los ciclos de vida de las especies de insectos, inhibidores
de la alimentacion, o inducir perturbaciones sutiles en el crecimiento,
desarrollo, reproduccion, diapausa y comportamiento o pueden actuar a nivel
de los receptores olfatorios siendo responsables de atraccion o repelencia [12,
61].

Una de las familias de plantas mas promisoria para la obtencién de
bioinsecticidas es la Annonaceae, esta familia se caracteriza por la presencia
de numerosas sustancias bioactivas de diversa naturaleza quimica; Se han
caracterizado y reportado alcaloides, terpenos, flavonoides y acetogeninas.
Este tipo de metabolitos de plantas anonaceas estan asociados a actividades
biolégicas tales como: antioxidante [14, 27], antimicrobiana, larvicida,
insecticidas [67], antitumoral [15], antibacterial, repelente, antialimentaria, anti
diabética [16], antimalarial, leishmanicida [13], propiedades antihelminticas,
entre otras [31, 67, 75, 76].

En los Ultimos 15 afios se han incrementado los estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos respecto a esta familia, esto en gran parte se debe al
descubrimiento de las acetogeninas de Annonaceae, las cuales son una serie
de productos naturales aislados a partir exclusivamente de la familia
Annonaceae [11]; estos han presentado un gran potencial insecticida [21, 77].
Los alcaloides isoquinolinicos son otros compuestos presentes en esta familia
[31] que también han sido de gran interés por su actividad biologica [34-38].

Una de las especies de la familia Annonaceae a la que se le ha reportado
presencia de acetogeninas Yy alcaloides isoquinolinicos es la Annona reticulata
[19, 21, 22, 33], esta especie ha reportado una gran variabilidad de actividad
biolégica entre ellas: actividad insecticida, repelente y anti alimentaria, las
cuales se han atribuido a la presencia de los compuestos anteriormente
mencionados [55, 58, 63, 78, 79].

Tomando en cuenta la bioactividad reportada por la especie Annona reticulata
se plantea evaluar la actividad biolégica del extracto etanolito de semillas de
Annona reticulata frente a Corythucha gossypii, la ejecucién del proyecto podria
contribuir: en la ampliacion de informacién acerca de una especie que se
encuentra en Colombia [48, 80] y por otra sobre una alternativa natural para
control del insecto Corythucha gossypii, el cual se encuentra reportado
actualmente como plaga en mas de 30 hospederos, muchos de ellos cultivados
en Colombia (citricos, algoddn, papaya, tomate, guanabana, mango, maracuya
entre otros) [48, 73, 81, 82].
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad biolégica del extracto etandlico de semillas de Annona
reticulata (Annoanaceae), frente al insecto Corythucha gossypii (Tingidae).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el extracto etandlico de las semillas de la Annona
reticulata, y a partir de este una fraccion de alcaloides y de
acetogeninas.

e Implementar una metodologia para evaluar la actividad insecticida
in vitro del extracto etandlico de semillas de Annona reticulata,
frente a Corythucha gossypii (chinche de encaje).

e Evaluar la actividad larvicida del extracto etandlico de semillas de
Annona reticulata, y sus fracciones, frente a Artemia salina.

e Establecer la degradacion del extracto etandlico de Annona
reticulata frente al estudio de la actividad larvicida con Artemia

salina.

e Analizar la presencia de acetogeninas y alcaloides isoquinolinicos
el extracto etandlico mediante técnicas cromatografias.
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6. METODOLOGIA

6.1. OBTENCION DE EL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS SEMILLAS
DE Annona reticulata.

6.1.1. Obtencién de las semillas

Se obtuvieron los frutos de Annona reticulata procedentes del barrio centenario
ubicado en la zona urbana del municipio de Zarzal, Valle del cauca, en la
figura 20 se presenta la ubicacion y coordenadas exactas del punto de
recoleccion de los frutos, las condiciones de fertilidad del suelo en el que se
desarrollaba la especie se encuentran adjuntas en la tabla A del anexo 1, este
reporte de fertilidad fue generado por Multilab Agroanalitica; La clasificacion del
fruto fue realizada por Francisco Javier Roldan Palacio, curador del Herbario de
la Universidad de Antioquia (HUA). Los frutos maduros fueron despulpados y
las semillas fueron transportadas al laboratorio del Grupo de Investigacion de
Oleoquimica de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

RS 10 53 302" N 76° 04’ 37.3" W

-~

~

Figura 20 Ubicacion y coordenadas exactas del punto de recoleccion del fruto.

6.1.2. Tratamiento de las semillas previo a la extraccion

Las semillas fueron lavadas con Jabon TEGO y secadas en estufa a 37°C
durante 72 horas. Las semillas secas fueron molidas en un molino eléctrico de
cuchillas, para finalmente obtener un polvo, este se dividié en dos porciones,
una parte se conservo en el congelador a la temperatura de -20°C y la otra fue
B desengrasada siguiendo el procedimiento ya descrito por otros autores,
empleando hexano como solvente en una relacion muestra-solvente 1:4 por
medio de la técnica de soxhlet durante 24 horas, como se presenta en las
figuras 21y 22 [65-67, 83].
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6.1.3. Extraccion por maceracién de semillas de Annona reticulata

La extraccion se realizo al material vegetal desengrasado mediante el método
de maceracion utilizando como solvente etanol absoluto en una relacion 1:4
(muestra-solvente), a temperatura ambiente con agitacion regular durante una
semana; una vez finalizada la semana se procedio a filtrar la solucion mediante
filtracion al vacio. Posteriormente se rota-evaporo el extracto y se seco la
muestra con corriente de nitrégeno durante 3 horas finalmente, el extracto
obtenido (FO01) se refrigero a 4°C para posteriores analisis, en las figuras 21
y 22 se presenta el procedimiento mediante un esquema e imagenes [59, 65,
66, 84].

(d)

Figura 21 Imagenes del proceso previo a la extraccion de metabolitos
secundarios (a) semillas lavadas y secas de Annona reticulata, (b) semillas
trituradas, (c) desengrase, (d) extraccion por maceracion vy filtracion al vacio,
(e) rota evaporacién del extracto, (f) secado con nitrégeno, (g) almacenamiento
del extracto crudo [autores].
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T
TRATAMIENTO AL MATERIAL VEGETAL oLzeavirticA

Obtener las semillas de A. reticulata
Lavar y secar las semillas a 34°C durante 72 horas

Triturar las semillas

Desengrasar mediante la tecnica soxhlet duarante 24 horas
con hexano relacion 1:4 material vegetal:solvente

Almacenar el material vegetal en nevera para
posterior extraccion:

OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Extraer mediante la tecnina de maceracion pasiva con
etanol (1:4) material vegetal - solvente; por una semana.

Filtrar al vacio la solucion obtenida por maceracién

Rotaevaporar al vacio la fase liquida obtenida de la
previa filtracion

Eliminar residuos de solvente del liquido rotaevaporado con
corriente de nitogeno, hasta obtener un extracto de apariencia
viscosa con aroma dulce.

Figura 22 Proceso del tratamiento de la semilla y obtencién del extracto crudo
[autores]

6.2. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS
DE Annona reticulata

6.2.1. Obtenciéon de la fraccion metandlica

El extracto FOO1 se fracciono mediante una extraccion sucesiva liquido-liquido
utilizando la metodologia descrita por McLaughlin, esta se muestra en la figura
23 [85]. La fraccion FOO5 fue tenida en cuenta a lo largo del estudio.
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Extracto crudo
etanolico F001

Particion con CH2Clz2-H20 (1:1) Concentracion por
rota-evaporacion
' ]
Fase soluble acuosa Fase soluble
F002 Interfase insoluble CH,Cl, Fo04
F003

Particion con MeOH-Hexano (1:1)

raccion soluble en|
MeOH Fraccion soluble
Acetogeninas en Hexano F006
FO05

Figura 23 Esquema para el fraccionamiento del extracto etandlico de semillas
de Annona reticulata [85].

6.2.2. Obtenciéon de la fraccion de alcaloides

Este fraccionamiento se realiz6 a partir del extracto etandlico (FO001); El
extracto FOO1 se diluyo en una soluciéon de agua-etanol en proporcion 1:1, en
proporcion 1:9 muestra- solucion, posteriormente se le adicion6 10 mL de HCI
al 5% a temperatura ambiente. La solucién obtenida fue basificada con NH,OH
al 10% hasta pH 8, y se fracciono con CH,Cl, en una relacion 1:1 por triplicado.
Finalmente el solvente fue eliminado por rota evaporacion, obteniéndose un
residuo viscoso de coloracion café, lo que equivale a la fraccién de alcaloides
(FOO7) [86-89].

6.3. ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO Y LAS FRACCIONES DE
SEMILLAS DE Annona reticulata

6.3.1. Caracterizacién de acetogeninas

6.3.1.1. Evaluacién preliminar del extracto etandlico y la fraccion FO05 por
cromatografia de capa delgada (CCD)

Se llevd a cabo el analisis cromatografico por CCD del extracto etandlico
(FO01) y la fraccidon F005, utilizando cromatoplacas de silice 60 Fs4 (Merck) y
como fase moévil CHCI3:MeOH en proporciones 9:1 y como reveladores: acido
fosfomolibdico al 5% en metanol y el reactivo de kedde para determinar la
posible presencia de de acetogeninas con anillo y-lacténico a, B-insaturado
[21, 65, 66].
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6.3.1.2. Analisis del extracto etandlico y la fraccion FOO5 de Annona reticulata
por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

6.3.1.2.1.  Condiciones del analisis por CLAE.

Se analizo el extracto FOO1 y la fraccion FOO5 por cromatografia liquida de alta
eficiencia, en un equipo Jasco HPLC 2000 Plus, las especificaciones de este
equipo se dan a conocer en la tabla 12, la metodologia en fase reversa
utilizada para el andlisis se presenta descrita en tabla 13 [67].

Tabla 12 Caracteristicas del equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) [autores].

Bomba Jasco PU-2089 Plus
Detector Arreglo de Diodos Jasco MD-2015 Plus
Automuestreador Jasco AS-2059 Plus
Horno para Columna Jasco CO-2065 Plus
Interfase LC-Net II/ADC
Software EZChrom Elite

Tabla 13 Condiciones bajo las cuales se analiz6 el extracto etandlico y la
fraccion FOO5 por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) en fase
reversa [autores].

Restek Pinnacle DB C18, 140 A, 3 um, 100 mm x

Columna 3.2 mm
Flujo 0,4mL/min
Temperatura 30 °C
\/_olume_n,de 20 L
inyeccion
Fase movil Acetonitrilo (A) 90% - Agua (B) 10%
Método Isocratico
Detector Arreglo de diodos
Tiempo de corrida 10 min

6.3.1.2.2.  Andlisis cualitativo de Acetogeninas en el extracto FOOl y la
fraccion FOO5

38



El reconocimiento de las acetogeninas, se realizd6 segun su espectro
ultravioleta obtenido por CLAE para cada uno de los picos con el detector de
arreglo de diodos (DAD), teniendo en cuenta los maximos de absorbancia
caracteristicos de acetogeninas de acuerdo a una revision bibliogréafica y por
comparacion de estos con los obtenidos en presente estudio.

6.3.2. Caracterizacion de alcaloides

6.3.2.1. Analisis preliminar de la fraccién (FO07) por cromatografia de capa
delgada (CCD)

Mediante  cromatografia de capa delgada (CCD) utilizando como fase
estacionaria placas de silica, como fase movil cloroformo: metanol en
proporcién (9:1) y como revelador el reactivo Dragendorff, para determinar la
posible presencia de alcaloides en la fraccion analizada [90-92]

6.3.2.2. Analisis de la fraccion FO07 por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE)

6.3.2.2.1.  Condiciones del analisis por CLAE

Se realizé por cromatografia liquida de alta eficiencia con una columna C18 en
fase reversa, empleando un detector de arreglo de diodos con el equipo Jasco
HPLC 2000 Plus, ver especificaciones del equipo en la tabla 12; el andlisis se
hizo bajo las condiciones reportadas por otros autores las cuales se muestran
en la tabla 14 [92-95].

6.3.2.2.2. Analisis cualitativo de alcaloides en la fraccion FO07

El reconocimiento de los alcaloides isoquinolinicos se realizd por comparacion
con el espectro ultravioleta obtenido por CLAE para cada pico mediante el
detector de arreglo de diodos (DAD), teniendo en cuenta los maximos de
absorbancia caracteristicos de alcaloides de tipo isoquinolinico de acuerdo a
una revision bibliografica y por comparaciéon de estos con los obtenidos en
presente estudio.
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Tabla 14 Condiciones para analisis cualitativo de alcaloides por cromatografia

liquida de alta eficiencia (CLAE) en fase reversa [autores].

Columna Symmetry C18, 100A, 5 um, 4,6 x 250 mm
Flujo 0,7 mL/min
Temperatura 30 °C
\/_olume_n,de 20 L
inyeccion
Fase movil KH,PO, 0,02M, pH 5,2 (A) - Acetonitrilo (B)
Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 80 20
Gradiente 15 80 20
20 50 50
40 50 50
50 30 70
Detector Arreglo de diodos
Tiempo de corrida 50 min

6.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

6.4.1. Ensayo Larvicida frente a Artemia salina.

A partir del extracto etandlico (FO01), la fraccibn metandlica (FO05)
fraccion de alcaloides (FO07) se prepararon soluciones a distintas
concentraciones, la actividad larvicida de cada una de estas fue evaluada
mediante un ensayo de toxicidad con Artemia salina, siguiendo la metodologia
de McLaughlin [44]. Para este ensayo, se requirio la incuvacion y eclosion de
huevos de Artemia salina en el laboratorio, esta metodologia se representa en

las figuras 24 y 25.
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Figura 24 Proceso para la obtencion de nauplios de Artemia salina en el
laboratorio [autores].

Adecuacion de un recipiente
plastico

Preparacion de una solucién de sal
de mar artificial al 3.7%

Adicion de la solucion salina 'y
aproximadamente 40 mg de huevos
de A. salina

calentamiento a 32°C por 24
horas.

Figura 25 Esquema de la metodologia utilizada para la obtencion de nauplios
de Artemia salina en el laboratorio [autores].

Para evaluar la toxicidad tanto del extracto (FOO1) y sus respectivas fracciones
(FOO05 y FO07); se prepard una solucion patrén de 10 pg/mL del extracto en
etanol. El cual fue diluido para preparar soluciones a concentraciones 0.02,
0.07, y 0.14 pg/mL, tomando de la solucibn patrén 10, 40 y 70 pL
respectivamente, dejando evaporar el solvente; a cada una de las muestras se
adiciono 20 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) y luego se aforo a 5 mL con agua
de mar artificial. Los ensayos se hicieron y evaluaron por triplicado. El estudio
se llevo a cabo en frascos de vidrio, donde se adiciono 10 nauplios de Artemia
Salina posteriormente, el conteo de nauplios se inicié a partir de las 24 horas
considerando muertas aquellas que no presentaron movimiento [41, 44, 83].
La metodologia usada se representa en las figuras 26 y 27.
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La evaluacion se realizé simultaneamente con dos tipos de controles, un blanco
agua de mar artificial al 3.4 % y como control positivo una solucién de 60 uL
de etanol en 5 ml de agua de mar artificial. En los controles se adicionaron
igualmente 20 pL de dimetil sulféxido y 10 nauplios de A. salina.
Con el extracto crudo se hizo este ensayo durante dos meses (semana de por
medio — con el extracto a temperatura ambiente) para un total de 5 ensayos;
finalmente se evallo la toxicidad de las fracciones FO05 y FO07, cada uno de
ellos por triplicado siguiendo la misma metodologia descrita, esta se puede
observar en la figura 26y 27 [41, 44, 83].
Ensayo larvicida
frente a Artemia salina
4
']
1 - -I 1
Extracto etandlico | [ Fraccion metandlica Fraccion de
(FOO01) (FOO5) alcaloides (F007)
Preparar una solucion patrén de 10 pg/mL
diluyendo el extracto/ fraccién en etanol
| d |
Agregar 10pL Agregar 40 pLde Agregar 70 pL
de la solucion la solucién de la solucion _
madre (por madre (por madre (por Testigos
triplicado) triplicado) triplicado)
u ‘-F”-.F’.-\‘-“"‘-.
Dejar evaporar el solvente
CONTROL
T
Agregar 20 pL de
greg DMS H 4 3
Aforar a 5 ml con solucién ¢ de DMS
de sal marina al 3.7% \
T /
Adiciona 10 nauplios de Artemia salina fiaer 8% micen Alorar a & mi con
marina al 3.7 % manna al 3.7%
Realizar el conteo a las 24 horas contando ~———

como muertas aquellas que carecen de
movimiento

1| !

Adicionar 10 nauplios
de  Arntemia saling

Realizar analisis probit a los datos obtenidos
para determinar el CLg,

#

Figura 26 Esquema que representa la metodolo
larvicida con Artemia salina [autores].
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Extracto a 10 ppm

Blanco (-)

Blanco (+)

Figura 27 Ensayo in vitro larvicida del extracto etandlico de Annona reticulata
frente a Artemia salina [autores].

6.4.2. Ensayo insecticida

6.4.2.1. Ensayo in vitro con Corythucha gossypii

Se realiz6 en el laboratorio del Grupo de Investigacién de Oleoquimica de la
Universidad Tecnolégica de Pereira. En recipientes plasticos se adicionaron
hojas frescas de guanabana que sirvieron como alimento para el insecto, a
partir del extracto crudo se prepararon soluciones de 10, 25, 50 y 100 pg/mL
posteriormente, se asperjo la hoja por el envés con las concentraciones
preparadas, (es necesario dejar evaporar el solvente en su totalidad)
finalmente, se colocaron 5 ninfas en estado avanzado de Corythucha gossypii
en las hojas y se cerro el recipiente.

Para cada concentracién se hace un ensayo por triplicado y se realiza conteo
de insectos a las 24 y 48 horas considerando muertos aquellos que no
presentan movimiento; paralelamente, se montaron tres tipos de testigo: la hoja
sola con el insecto, una hoja asperjada con bifentrina a 1000 pg/mL y una hoja
asperjada con etanol y agua; cada uno de estos testigos por triplicado, la
metodologia usada se presenta en las figuras 28 y 29.
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INSECTICIDA
I

| ENSAYO |

Annona reticulats

Peparar una solucion patron de 2000 pg/mL del extracto etanolico de

Diluirla solucénpatrin a concentraciones de:

10 pag/mL

25 ug/mL 50 paimL

100 pgfmL

1 | '_I

Asperjar hojas sanasde guanabana por el
Bnves

||

Dejar evaporar elsolvente

|

Poner 5 ninfas de Contuchs gossypiien cada
unade laz hojas

!

.,|

Cerrar el recipiente y realizar el conteo alas 24 y 42
horag tomando como individuos muertos los que
carecen de movimiento

r

Mediante el analisis probit calcular la
concentracion letal media
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Figura 28 Esquema que representa metodologia
evaluacion in vitro de la actividad insecticida del extracto etandlico de A.
reticulata frente a Corythucha gossypii [autores].
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Figura 29 Imagenes del ensayo insecticida in vitro del extracto etandlico de
Annona reticulata con Corythucha gossypii. (a) material de partida: extracto
etandlico, ninfas de C. gossypii, hojas de guanabana frescas y sanas. (b)
concentraciones a evaluar a partir del extracto. (c) Asperjar la hoja por el
envés. (d) Dejar secar la hoja. (e) Inocular las ninfas. (f) Sellar el recipiente
[autores].

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para la determinacion de la concentracion letal media (CLsp) del ensayo de
actividad larvicida e insecticida, los datos fueron procesados con el Sofware
Infostat version 2014e mediante la regresion Probit, la cual relaciona la
concentracion del extracto/ fracciones, los organismos muertos y el porcentaje
de efecto del mismo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS SEMILLAS DE
Annona reticulata.
7.1.1. Extraccion por maceraciéon de la semillas de Annona reticulata.

A partir de semillas desengrasadas de Annona reticulata se realizé extraccion
con etanol por triplicado, obteniendo asi el extracto etanolico FOO1; durante el
proceso de extraccion se tuvieron en cuenta la masa tanto del material vegetal
de partida como del extracto final obtenido, con el fin de determinar el
porcentaje de rendimiento, estos resultados se presentan en la tabla 15.

Tabla 15 Porcentaje de rendimiento del extracto etandlico (FO01) a partir de
semillas desengrasadas de Annona reticulata.

. - ., Coeficiente
Material Rendimiento Desviacion .
Ensayo FO01 (g) ; de variacién
vegetal (9) (%) estandar V)

1 70,0012 2,3838 3,41

2 70,0068 2,3824 3,40
0,001127 3,25%
3 70,0000 2,5179 3,60

Promedio 70,0027 2,4280 3,47

En otro trabajo realizado, en el cual se usé como material vegetal semillas
Annona muricata, realizando el mismo método de extraccién, se obtuvo un
porcentaje de rendimiento promedio de 3,22% [92], siendo este un valor inferior
al porcentaje de rendimiento promedio obtenido en este trabajo para el
extracto FOO01, las diferencias de los porcentajes de rendimiento para el
extracto etandlico, son aceptables, teniendo en cuenta, que este depende de la
especie del material vegetal utilizado, cada especie presenta una composiciéon
quimica diferente, aun perteneciendo al mismo género Annona [9, 96].

El coeficiente de variacion es una medida que resume la variabilidad de los
datos en términos porcentuales. De tal forma que entre menor sea el valor de
este, menor incertidumbre se tiene de la estimacion y advierte que ésta es mas
precisa. La utilizacion del coeficiente de variacion depende directamente de las
condiciones del estudio, por lo cual no existen reglas universales; sin embargo,
segun los criterios de aceptacion estipulados por el departamento
administrativo nacional de estadistica (DANE), el porcentaje de rendimiento del
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extracto FOO1 se considera de buena calidad por encontrarse en un rango del 3
al 5% [97]

7.2. FRACCIONAMIENTO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A partir del extracto etanolico de semillas de Annona reticulata se obtuvieron
las fracciones FOO5 y FO007; durante estos procesos se tuvieron en cuenta las
masas tanto del material vegetal de partida, como de la fraccion final obtenida,
con el fin de determinar el porcentaje de rendimiento, los resultados para la
fraccion FOO5 se presentan en la tabla 16 y para FOO7 en la tabla 17. Se
obtuvieron porcentajes promedio de rendimiento de: 0,45% para la fraccidon
FOO5 y 0,54% para la fraccion FOO7 con base al material de partida (semilla
desengrasada).

Debido a que el procedimiento de particion se realizd al extracto etandlico y no
fue exhaustivo, mediante los resultados obtenidos no se puede decir que estos
porcentajes corresponden a una masa equivalente por cada 100 g. del material
vegetal de partida, al observase una cercania en los datos es posible que el
aporte de cada uno de estas fracciones a la masa del extracto crudo sea
similar.

Tabla 16 Porcentaje de rendimiento de la fraccion metanélica (FO05) y de
alcaloides (FO07) a partir de semillas desengrasadas de Annona reticulata.

5 Ensayo Material FOO05 (g) Rendimiento Desviacion Coeficiente de
FRACCION vegetal () (%) estandar variacion (CV)
1 70,0012 0,2981 0,43
2 70,0068 0,3361 0,48
FO05 0,0002646 5,87%
3 70,0000 0,3062 0,44
Promedio 70,0027 0,3135 0,45
1 35,0078 0,1834 0,52
2 35,0285 0,18911 0,54
FOO7 0,0002516 4,63%
3 35,2601 0,2006 0,57
Promedio 35,0988 0,1910 0,54
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Segun los criterios de aceptacion estipulados por el departamento
administrativo nacional de estadistica (DANE), el porcentaje de rendimiento de
la fraccion FOO7 se considera de buena calidad por encontrarse en un rango
del 3 al 5% mientras que la fraccion FOO5 se considera aceptable por
encontrarse en un rango del 5 al 15% [97].

Los valores de coeficiente de variacion de las fracciones FO05 y FO0O7 son
mayores que el encontrado del extracto FOO1; se debe tener en cuenta que el
extracto FOO1 es un paso intermedio para la obtencion de las fracciones, por
esta razdn pueden generarse mas pérdidas a medida que el proceso implica
mayor cantidad de pasos y por ende una mayor variacion en los datos.

7.3. ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO DE SEMILLAS DE Annona
reticulata

7.3.1. Caracterizacién de acetogeninas.

7.3.1.1. Evaluacién preliminar del extracto etandlico y fraccion FO0O05 por
cromatografia de capa delgada (CCD).

En la figura 30 se presentan las cromatoplacas obtenidas para el analisis del
extracto etandlico y la fraccion FO05; en la cromatoplaca (A) se analizé el
extracto etandlico y la fraccion FOO5 mediante CCD usando como revelador
acido fosfomolibdico al 5% en metanol en ambos casos se observo una
coloracion azul siendo mas dispersa la de la fraccion FOO5; en la cromatoplaca
(B) se analiz6 el extracto etandlico por triplicado, evidenciandose una
coloracion rosada al utilizar como revelador el reactivo de kedde, lo que indica
la posible presencia de acetogeninas con anillo y-lactonico a, B-insaturado [21,
31, 96]
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Figura 30 resultados del andlisis de CCD para acetogeninas (A) extracto
etandlico y fraccion FOO5 utilizando como revelador acido fosfomolibdico al 5%
en metanol. (B) Extractos etandlicos utilizando como revelador el reactivo de
Kedde.

7.3.1.2. Analisis cualitativo de acetogeninas del extracto etandlico y fraccidon
FOO5 de Annona reticulata por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE).

Se llevo a cabo el analisis cualitativo mediante los maximos de absorbancia
UV-vis para cada pico presente en los cromatogramas obtenidos, considerando
que el rango de maxima absorbancia para las acetogeninas de Annonaceae
esta entre 200- 230 nm [21, 98]

Como se aprecia en la figura 31, en el perfil cromatografico del extracto
etandlico se encontraron 5 picos correspondientes a acetogeninas, como se
muestra en la figura 31 A y en la fraccibn FOO5 se observaron 8 picos
correspondientes a acetogeninas mostrados en la figura 31 B; la seleccién de
cada uno de estos picos se realizd segun su espectro UV-Vis de acuerdo a los
rangos de maxima absorbancia reportado para acetogeninas y la comparacion
con el espectro UV de la Bulatacina (acetogenina usada como estandar en
otras investigaciones) [67], los espectros tanto del extracto como de las
fracciones se encuentran en el anexo 2. Esto indica que, en el extracto
etandlico de A. reticulata y la fraccion FOO5 hay presencia de acetogeninas.

Una caracterizacion especifica de las acetogeninas presentes en el extracto
FOO01 y en la fraccién FOO5 resulta muy compleja solo con un espectro UV-vis
debido a que acetogeninas diferentes pueden tener un espectro muy similar.
En el anexo 1, tabla B se presenta la muricatocina B y la Reticulataina-2, dos
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acetogeninas de tipo mono-tetrahidrofurano de 35 y 37 carbonos
respectivamente, aisladas de semillas de Annona reticulata; en una
recopilacion hecha por el grupo de investigacion del profesor McLaughlin [99]
se presentan los Amax de diferentes acetogeninas, la annosenagalina una
acetogenina aislada de la Annona muricata con formula molecular C3;HggO~
presenta el mismo maximo de absorcion de la Reticulataina-2 con formula
molecular C3;HgsOs de 207 nm, ambas acetogeninas tienen la misma cantidad
de carbonos pero la primera tiene dos grupos OH en C4 y C10 con lo que se
esperaria que su absorbancia fuera diferente, sin embargo esta presenta el
anillo tetra hidrofurano después de C15 y la Reticulataina-2 después de C19,
ambas presentan grupos OH a ambos lados de los anillos.

La gran cantidad de centros estereogénicos en las acetogeninas permiten
amplias posibilidades de isomeria posicional a lo largo de la cadena con
respecto a los sustituyentes [24]. Para realizar una caracterizacion concluyente
con respecto al tipo de acetogeninas presentes en el extracto, se requiere el
uso de estandares para realizar una adecuada identificacién teniendo en
cuenta los tiempos de retencion de estos o usando el método de HPLC-MS [19,
21, 22, 33].
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Figura 31 Resultados de la analisis por cromatografia liqguida de alta eficiencia
(CLAE) (A) perfil cromatografico del extracto etandlico de Annona reticulata -
(B) perfil cromatografico de la fraccién FOO05.

En la tabla 17 se presentan cada uno de los picos correspondientes a
acetogeninas del perfil cromatografico para el extracto etandlico y la fraccién
FOO05.
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Tabla 17 Numero de cada pico correspondiente a acetogeninas en el
cromatograma A y B con sus respectivos tiempos de retencion.

- 1 2,13
1 2 2,63
2 3 2,94
3 4 3,26
- 5 3,41
- 6 3,61
4 7 4,49
5 8 5,77

En la figura 32 se presenta una superposicion de los cromatogramas del
extracto etandlico, con el de la fraccion F005, los compuestos presentes en la
fraccibn FO05 presentaron una absorbancia mayor debido a que el
fraccionamiento realizado al extracto etanolico para obtener FO05, permitid
obtener una fraccién con una menor cantidad de compuestos, lo que confiere a
la fraccion menos interferencias en el analisis por cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE).
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Figura 32 Cromatogramas obtenidos para el extracto etandlico (verde) y el de
la fraccién FOO5 (azul) sobrepuestos.

En ambos cromatogramas se presenta una separacion aceptable pero con
algunas superposiciones lo cual indica que la polaridad de estos compuestos
es muy similar entre si, las acetogeninas presentes en semillas de Annona
reticulata son de alta polaridad debido a que aparecen entre el minuto dos y
seis del método.

Para mejorar la resolucion de los picos se debe tener una buena separacion,
por lo cual se recomienda el uso de una columna de mayor longitud que tenga
una mayor cantidad de platos tedricos, debido a que el poder separativo de una
columna se mide en funcién del nimero de estos presentes, el nimero de
platos tedricos es inversamente proporcional al ancho de los picos del
cromatograma [52].

En el extracto etanolico probablemente se encuentran otros compuestos los
cuales generan interferencias en el andlisis de acetogeninas por cromatografia
liquida de alta eficiencia; aparte de las acetogeninas se evidencia la presencia
de compuestos de tipo alcaloidal; observandose que los picos 5 y 6
correspondientes a acetogeninas en la fraccibon FO005, se encuentran
traslapados en el cromatograma del extracto etandlico por un compuesto de
tipo alcaloidal, esto se resalta en el recuadro interno de la figura 32; es posible
que dicho compuesto sea de origen alcaloidal debido al maximo de
absorbancia y al espectro UV-Vis que presenta. En el apartado 7.3.2.2. de este
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documento se dan a conocer el rango de maxima absorbancia de alcaloides de
tipo isoquinolinico.

En el andlisis cromatografico que se le realizo al extracto FOO1 mediante el
meétodo utilizado para el analisis de acetogeninas, se logran observar dos
picos, los cuales se encuentran enumerados en la figura 33, el primero (A) al
minuto 1,64 y el segundo (B) al minuto 3,61 con espectro UV-vis caracteristico
de alcaloides. Para la figura 33 el pico numero dos es el que se encuentra
traslapando en el cromatograma del extracto etandlico el pico 3y 4 que si se
evidencia en el cromatograma de la fraccion FOO05.
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Figura 33 (A) cromatograma del extracto crudo bajo el método usado con las
acetogeninas; (B) espectro ultravioleta del pico 1 representativo de alcaloide;
(C) espectro ultravioleta del pico 2 representativo de alcaloide.

7.3.2. Caracterizacién de alcaloides.

7.3.2.1. Evaluacion preliminar de la fraccion FOO7 por cromatografia de capa
delgada (CCD).
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Los resultados obtenidos en el analisis por CCD con el reactivo de Dragendorff
se muestran en la figura 34, se puede observar manchas continuas de color
naranja.

Figura 34 Cromatoplaca obtenida en el analisis por CCD para la fraccién FO07
utilizando como revelador el reactivo de dragendorff [autores].

Los reactivos utilizados para evidenciar la presencia de alcaloides
generalmente son sales 0 metales pesados en solucion; al usar reactivo de
dragendorff (yoduro de potasio-nitrato de bismuto) se genera un acoplamiento
entre el atomo del metal pesado del reactivo con el nitrdgeno del alcaloide, se
da una reaccién entre Bil™ y el alcaloide, como se presenta en la figura 35 y se
forma un complejo coloreado, de color naranja-rojo. En este andlisis se
observé la coloracién de unas secciones anaranjadas dando como resultado
positivo la presencia de alcaloides en la fraccion FO07 [99, 100].

Alcaloide + Bil; — (Alcaloide™),(Bily),

Figura 35 Reaccion de tetra-yoduro de bismuto con el nitrégeno del alcaloide
[99].

7.3.2.2. Analisis cualitativo de la fraccion FO0O7 de Annona reticulata por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

Se analizaron los maximos de absorbancia de cada pico presente el
cromatograma obtenido, teniendo en cuenta para los alcaloides isoquinolinicos
el rango de maxima absorbancia es de 204 nm a 461 nm [101].
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Como se aprecia en la figura 36, en el perfil cromatografico de la fraccion FO07
se encontraron 4 picos correspondientes a alcaloides isoquinolinicos segun su
espectro UV-Vis (ver Anexo 3).

e TR ]
B e WA e 1T ELETS W] S g

e

Figura 36 Cromatograma obtenido para la fraccion FOO7.

Los alcaloides isoquinolinicos dependiendo de su clasificacion, tienen
diferentes maximos de absorbancia (ver anexo 1 tabla C). Se ha reportado que
la especie Annona reticulata presenta los siguientes tipos de alcaloides:

e Isoquinolinico simple como el salsolinol

e Bezilisoquinolinico como la coclaurina y reticulina.
e Aporfinico como la anonaina y la norushinsinina.
e oxoaporfinico como la liriodeina [34]

Las estructuras de estos alcaloides se representan en la tabla 5- pag 15.

Se encuentran maximos de absorbancia reportados para la reticulina de 285
nm, norushinsinina de 275 y 328 nm, liriodeina de 247, 268, 309 y 417 nm
[101]. Comparando estos valores, se encuentra una cercania con los maximos
de absorbancia obtenidos al analizar por cromatografia liquida de alta eficiencia
el extracto FOO7 de acuerdo a estas cercanias se propone un tipo de alcaloide
para cada uno de los picos como se muestra en la tabla 18.
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Al comparar los valores de los maximos de absorbancia reportados, con los
resultados de este trabajo se debe tener en cuenta, que la mayor parte de los
espectros de los alcaloides y sales de alcaloides se han determinado en
disolventes hidroxilicos polares (etanol, metanol, o agua). Por esta razén rara
vez se presentan diferencias significativas reflejadas en los espectros; pero en
muchos casos, las variaciones en el pH causan cambios estructurales
significativos en la molécula que se reflejan en los cambios de los espectros
ultravioleta [101].

Tabla 18 Maximos de absorbancia de los picos correspondientes a alcaloides
al analizar por CLAE la fraccion FO07.

Tiempo de Maximo de
Pico retencion absorbancia Tipo de alcaloide Ref.
(min) (nm)

- [101,

1 1,68 270 Aporfinico 102]
- [101,

2 18,04 275 Aporfinico 102]
- [101,

3 26,78 220 Aporfinico 102]
4 2923 237,281 Isoquinolinico simple- [101]

Tetrahidroisoquinolina

De acuerdo a los resultados hay presencia de alcaloides de tipo Isoquinolinico
en la fraccibn FOO7, tres son de tipo aporfinico y un Unico alcaloide de tipo
isoquinolinico simple-tetrahidroisoquinolina.

El trabajo fue dirigido a la obtencion del extracto crudo de semillas de A.
reticulata para analisis de actividad insecticida; y fue en base a este extracto
que se realizé el fraccionamiento para la obtencién de la fraccibn FO07 se
entiende la baja presencia de alcaloides en esta, debido a que la metodologia
utilizada para la obtencién del extracto etandlico no fue implementada con el fin
de obtener la mayor cantidad de alcaloides de las semillas. Para realizar una
mejor caracterizacion de alcaloides se sugiere una extraccion inicial a partir de
las semillas con un solvente mas afin para después realizar el fraccionamiento,
lo cual podria mejorar la cantidad y concentracion de alcaloides presentes en la
fraccion FOO7.

57

o 1

olzoariMicA



7.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

7.4.1. Ensayo larvicida con Artemia salina

Se utilizo el extracto FOO1 y las fracciones FOO5 y FOO7 para la determinacion
de la concentracién letal media de cada unade las fracciones y el extracto
frente a A. salina. Inicialmente se evaluaron concentraciones de 1, 3, 6 pg/mL;
cada concentracion se evalu6 por triplicado con su respectivo blanco positivo 'y
blanco negativo, mostrando alta actividad larvicida, con una mortalidad de
larvas del 100%. La ausencia de individuos vivos no permitié determinar el CLsg
mediante el método PROBIT; Por esta razon, se llevé a cabo una variacion en
las concentraciones disminuyendo la concentracion del extracto. Se prepararon
soluciones de 0.02, 0.08 y 0.14 pg/mL. Los resultados obtenidos al evaluar
estas concentraciones permitieron realizar el andlisis mediante el método
PROBIT. Para el extracto etandlico se hizo un seguimiento de toxicidad
durante nueve semanas, con el objetivo de conocer la actividad del extracto
frente a A. salina a través del tiempo a temperatura ambiente los resultados se
dan a conocer en la tabla 19; y para la fraccion metandlica (FO05) y la de
alcaloides (FO07) se hizo un anico andlisis por triplicado los resultados se
presentan en la tabla 20.

Tabla 19 Concentracion letal media (CLsg) del extracto etanodlico (FO01) de
Annona reticulata frente a larvas de Artemia salina.

SEMANA ClLso (g/mL)

0.0672 + 0,00410
0.0752 + 0,00642
0.0873 +£0,00417
0.0969 + 0,00449
0.1200 + 0,00706

O N 01 W

En la figura 37 se puede observar el comportamiento de la actividad larvicida
del extracto etandlico, frente a Artemia salina durante nueve semanas a
temperatura ambiente; Se obtuvo un CLsp para la primera semana de 0.0627
png/mL y para la novena semana un valor de 0.1200 pug/mL. Estos resultados
indican que los compuestos citotoxicos se degradan progresivamente a
temperatura ambiente. En la novena semana se duplico aproximadamente el
valor de la concentraciébn necesaria para producir la muerte del 50% de las
larvas expuestas al extracto etanalico.
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El extracto etanolico durante las nueve semanas de evaluacion fue considerado
altamente activo, debido a que la concentracion letal media (CLsg) durante las
nueve semanas fue inferior a 10 pg/mL [41].

0,13
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0,09
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 37 Comportamiento de la actividad larvicida del extracto etandlico de
semilla de Annona reticulata frente a Artemia salina a temperatura ambiente
durante un tiempo de nueve semanas.

En la curva de la figura 37 se observa un aumento en la pendiente a partir de la
semana 7; lo que indica que apartir de este punto el extrato aumenta su
degradabilidad; evaluar la actividad larvicida del extracto por un tiempo mas
prolongado permitiria establecer cuando pierde su actividad.

La degradabilidad del extracto al ser utilizado en el medio para aprovechar su
actividad biologica por ejemplo como plaguicida, se considera por una parte
ventajosa, debido a que la baja permaneceria en el ambiente, evita la
contaminacion de aguas e incorporacion a suelos, animales y seres humanos,
muy por el contrario de lo que comunmente ocurre con los plaguicidas de
origen sintético; los plaguicidas que persisten mas tiempo en el ambiente,
tienen mayor probabilidad de interactuar con los diversos elementos que
conforman los ecosistemas. Si la vida media y la persistencia del extracto es
mayor a la frecuencia con la que se aplican, los plaguicidas tienden a
acumularse tanto en los suelos como en la biota [72, 103]; y por otra parte,
desventajosa pues la baja persistencia en el tiempo de este extracto sobre la
planta u objeto que se desee aplicar para aprovechar su actividad biologica,
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podria ocasionar un aumento en la cantidad y veces de aplicacion conduciendo
a una mayor inversion economica.

En la tabla 20 se presentan los resultados de la concentracion letal media
(CLso) de las fracciones FOO5 y FOO7 obtenidas del extracto etandlico de
semillas de Annona reticulata.

Tabla 20 Concentracion letal media (CLso) del extracto etandlico (FO01), la
fraccibn metanolica (FO05) y la fraccion de alcaloides (FO07).

FRACCION CLso (ug/mL)
FOO01 0,0672 + 0,00410
FO05 0,0490 + 0,00610
FO07 0,0716 + 0,00536

La fraccion FOO5 presenta un valor menor de Concentracién letal media (CLsp);
para determinar si existe diferencias significativas entre la actividad larvicida del
extracto etanolico (FO01) y las fracciones FOO5 y FOO7 se realizd un analisis
de varianza ANOVA, determinando la variacion del porcentaje de mortalidad
de nauplios de Artemia salina, tomando como variables de clasificacion: el tipo
de extracto y la concentracién evaluada, datos presentados en la tabla 21.

Tabla 21 Porcentajes de mortalidad de nauplios de Artemia salina causado por
el extracto etanodlico (FO01), la fraccibn metandlica (FO05) y de alcaloides
(FOO07) en el ensayo larvicida.

Extracto/ Numero Concentracion Mortalidad
Fracciones de evaluada (pg/mL) (%)
ensayo
1 0,02 34,32
FO01 2 0,08 63,16
3 0,14 82,17
1 0,02 22,18
F007 2 0,08 54,31
3 0,14 91,53
1 0,02 45,40
F005 2 0,08 70,57
3 0,14 88,93

Se considera que no hubo diferencia significativa entre los resultados de las
variables analizadas si el p-valor es > 0.05 y si el p-valor es < 0.05 la hipétesis
anterior se considera no valida.
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Inalisis de la warianza

Variable N B2 RZ Ay CW
% L. MUERTAS g 0,96 0,91 11,86

Cuadro de Endlisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. sC gl CM F p-valcr
Medelo. 4550,09 4 1137,352 21,46 10,0058
EXTRACTO 236,99 2 118,50 2,24 0,222%9
CONCENTRACION 4313,10 2 2156,35 40, 6% 0,0022
Error 212,01 4 53,00
Total 472,10 ]

Figura 38 Analisis de varianza ANOVA de la mortalidad causada entre el
extracto FOO1 y las fracciones FO05 y FOO7 con el software InfoStad.

La figura 38 presenta los resultados obtenidos para el analisis de varianza
ANOVA, con un p-valor de 0.2229, lo que indica que no hay una diferencia
significativa entre la mortalidad causada a las mismas concentraciones del
extracto FOOL1 y las fracciones FOO5 y FOO7, aunque el valor de CLso para la
fraccion FOO5 fue menor con respecto al extracto y la fraccion FO07, la letalidad
causada por la fraccion F005, no es significativamente diferente a la letalidad
causada por el extracto etandlico y la fraccion FOO07.

Mediante el proceso de extraccion usado, se obtiene una mezcla compleja de
compuestos [21, 32, 67], segun revision bibliografica, en extractos de Annona
reticulata se ha encontrado la presencia de compuestos fendlicos, taninos,
terpenos y flavonoides que también pueden aportar un grado de actividad al
extracto [104, 105].

Es probable que en el extracto etandlico de Annona reticulata se dé un efecto
sinérgico entre todos los compuestos presentes, confiriéndole al extracto
etandlico (FO01) una bioactividad similar a las fracciones F005 y FO007
evaluadas [13, 106]; Se sugiere la realizacion de otro tipo de ensayos que
permitan corroborar o descartar la anterior hipotesis.

Se encontraron otros autores que han evaluado la actividad larvicida frente a
Artemia salina de diferentes extractos etandlicos, de semillas del genero
Annona (anexo 1 tabla D); comparando los reportes de concentracion letal
media frente a nauplios de Artemia salina de esas especies del genero Annona
(A. squamosa, A. muricata, A. cherimolia Mill), se encuentra que el extracto
etandlico de semillas de Annona reticulata evaluado en este proyecto, presenta
una mayor actividad larvicida frente a Artemia salina que las especies del
genero Annona reportadas en la tabla D — anexo 1, con un valor de un valor de
concentracion letal media (CLsg) de 0,0672 pg/mL, inferior al de las otras
especies.
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El resultado de mortalidad de las larvas puede significar la existencia de grupos
de compuestos potencialmente activos presentes en el extracto, debido a que
Los nauplios de Artemia salina de 24 horas presentan una cuticula muy fina, lo
que las hace especialmente sensibles a los toxicos en el extracto, los cuales
penetran a través de las barreras fisiologicas absorbiéndose rdpidamente y
provocando diferentes alteraciones en estos organismos como la muerte de la
larva por citotoxicidad [107]. Debido a esto la realizacion de ensayos larvicidas
para determinar la toxicidad de un extracto de plantas de la familia Annonaceae
contra nauplios de Artemia salina se ha considerado en estudios anteriores
directamente proporcional a la presencia de acetogeninas citotoxicas [108].

7.4.2. Ensayo insecticida frente Corythucha gossypii.

Se implementé una metodologia para la evaluacion in vitro de la actividad
insecticida como se muestra en la figura 39, se evaluaron concentraciones de
10, 25, 50 y 100 pg/mL del extracto etandlico frente a el insecto Corythucha
gossypii, las hojas frescas de guanabana fueron colocadas dirigiendo el envés
hacia la parte inferior del recipiente plastico que las contenia.

Figura 39 Ensayo insecticida del extracto etanolico de Annona reticulata frente
a Corythucha gossypii (A) montaje para la evaluacion del extracto etanolico
frente a Corythucha gossypii (B) disposicion de las hojas en los recipientes (C)
testigos [autores].
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En la tabla 22 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad larvicida del extracto etandlico de semillas desengrasadas de A.
reticulata. El modelo de evaluacion usado, permitio evaluar concentraciones de
100, 50, 25, 10 pg/mL variando el tiempo de exposicion (24 y 48 horas).

Tabla 22 Resultados del ensayo insecticida del extracto etanélico de Annona
reticulata frente a Corythucha gossypii a las 24 y 48 horas.

Tiempo de exposicion

24 horas 48 horas
Concentracion NGmero
de extracto total de NUmero NUmero
etanolico ninfas de Mortalidad de Mortalidad
(ug/mL) insectos (%) insectos (%)
muertos muertos
10 15 2 13,33 7 46,66
25 15 2 13,33 6 40,00
50 15 2 13,33 5 33,33
100 15 1 6,67 2 13,33
TESTIGO 1 15 0 0 0 0
TESTIGO 2 15 0 0 0 0
Agua-etanol
TESTIGO 3
Bifentrina 15 15 100 -- --
1000 pg/MI
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Figura 40 Tendencia de los resultados del ensayo insecticida a las 24 y 48
horas. Concentracion del extracto etanélico vs porcentaje de mortalidad de
Corythucha gossypii.

En la figura 40 se presenta la grafica de los resultados de la evaluacion de la
actividad insecticida del extracto etandlico de Annona reticulata frente a
Corythucha gossypii, se puede observar que la pendiente es negativa en
ambos casos (tanto a 24 como a 48 horas), debido a que, concentraciones
menores evaluadas presentaron un porcentaje de mortalidad mayor con
respecto a las demas concentraciones.

La disminucion en el porcentaje de mortalidad, causada por el aumento de la
concentracion, posiblemente es debido a que a bajas concentraciones hay
ingestion del extracto por parte de los insectos, pero a altas concentraciones
posiblemente haya una deterrencia de los insectos por parte del extracto y por
tanto no lo ingiera. Esta hipétesis ya fue mencionada anteriormente, en la
evaluacion del extracto etandlico de A. muricata frente a Corythucha gossypii,
donde el extracto presento un comportamiento similar [92].

Se plantea que probablemente el insecto es capaz de detectar la presencia de
los compuestos del extracto etandlico de Annona reticulata y por esta razén no
lo ingieran, otros autores han encontrado que la evaluacion a altas
concentraciones de extractos de Annona reticulata presentan actividad
antialimentaria frente a epilachna vigintioctopunctata [78].

El rango de concentraciones evaluadas no fue concluyente, puesto que no se
evaluaron rangos de bajas concentraciones, que permitieran establecer hasta
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gue concentracion las ninfas no detectan el extracto y lo consumen con la hoja;
Por lo tanto el ensayo no permite concluir un valor de concentracién que cause
un porcentaje de mortalidad superior al 46,66%, obtenido a las 48 horas a 10
pg/mL.

No se encuentran otro tipo de ensayos que evallen la actividad insecticida del
extracto etandlico de Annona reticulata frente a Corythucha gossypii; teniendo
en cuenta los resultados de este analisis el extracto etandlico presenta un alto
potencial para ser usado como alternativa para el control del insecto, se sugiere
continuar con el estudio realizando otros ensayos que evallen concentraciones
inferiores a 10 pg/mL que permitan establecer si hay o no, un porcentaje de
mortalidad mayor al obtenido en este trabajo a las 48 horas.

Otros estudios han mostrado que algunos de los compuestos de Annona
reticulata actian de forma lenta, aproximadamente en un tiempo de 48 a 72
horas después de la aplicacion aparecen los primeros efectos; presentando
actividad insecticida de contacto e ingestion contra Larvas de lepidopteros,
Afidos, Esperanzas, Trips, Saltamontes y escamas [54].

Teniendo en cuenta los resultados, durante las primeras 24 horas no se
presentdé una mortalidad significativa, a las concentraciones evaluadas, pero a
las siguientes 48 horas se presentd un incremento significativo en la mortalidad
Unicamente a las concentraciones bajas, como se ve en la figura 38 no hay
diferencias importantes en los porcentajes de mortalidad de acuerdo al tiempo
de exposicidon a la concentracion de 100 pug/mL; pero se desconoce la posible
influencia del tiempo de exposicion en la actividad insecticida a
concentraciones bajas; adicional a la sugerencia anterior, de evaluar
concentraciones menores a 10 pug/mL del extracto etandlico de Annona
reticulata, también se sugiere la evaluacion incrementando el tiempo de
exposicion; debido a que este puede también favorecer la actividad insecticida
del extracto etandlico de semillas de Annona reticulata frente a Corythucha
gossypii a concentraciones bajas.

Cabe resaltar que en el ensayo insecticida se observd que las hojas de
guanabana, asperjadas con la concentracion de 100 pg/mL presentaban
grandes colonias de huevos por el envés como se presenta en la figura 41.
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Figura 41 Incremento de la ovoposicion de Corythucha gossypii, al encontrarse
en una hoja asperjada con el extracto etanolico de Annona reticulata [autores].

La ovoposicién generada por el insecto posiblemente se dé como resultado del
estrés; se plantea que el insecto es capaz de detectar compuestos presentes
en el extracto los cuales ponen en estado de alerta/ estrés al insecto, y como
respuesta, el insecto inicia el proceso de reproduccién [109].

Debido a que a concentraciones inferiores a 100 pg/mL y en los testigos,
también se observa ovoposicién, pero cubriendo una menor area de la hoja, se
plantea que el modelo de evaluacion igualmente causa estrés en el insecto
pero en menor escala; se sugiere utilizar otra metodologia que permita
establecer las razones por las cuales se presentd la excesiva ovoposicion del
insecto a concentraciones altas.

La actividad biol6gica detectada en extractos de varias plantas miembros de la
familia Annonaceae, ha sido atribuido a la presencia de alcaloides de tipo
isoquinolinico; los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en la familia
Annonaceae [32] y de acetogeninas [77]. Teniendo en cuenta que
posiblemente estos compuestos sean los que principalmente confieren la
actividad biolégica [57] al extracto etandlico de semillas de Annona reticulata,
se recomienda evaluar los compuestos por separado para establecer el aporte
en bioactividad de cada uno de ellos al extracto etandlico.
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Los alcaloides de tipo isoquinolinicos presentan una amplia gama de
actividades biologicas entre ellas: citotoxica, antifungica [90, 110] tienen efecto
antialimentario e insecticida [111] de deterrencia y repelencia. [112] El
mecanismo de estos compuestos radica en la inhibicion de la sintesis del ADN,
la biosintesis de proteinas, la inhibicion de la permeabilidad de la membrana y
el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Las interacciones con
neurorreceptores, la inhibicion de la ATPasa, y la unién a los microtubulos
afectara principalmente a los insectos y vertebrados [113].

En las semillas de Annona reticulata se han encontrado dos tipos de
acetogeninas mono THF vy bis THF adyacentes; la mayoria de sus estructuras
como se puede observar en la tabla 3, presentan dioles vecinales, gran
cantidad de OH, y algunas de ellas presentan en su estructura dos anillos THF
en posicion adyacente; Estas caracteristicas confieren un alto potencial
biolégico a las acetogeninas [114]; entre las acetogeninas que se han
reportado en semillas de Annona reticulta se encuentra bulatacina, vy
squamocina; la squamocina originalmente reportada en la A. squamosa se
considera como uno de los mas potentes inhibidores del transporte de
electrones a nivel del complejo mitocondrial | [77], caracteristica principal que
se confiere a las acetogeninas desde el afio de 1991 [26] y la cual ha sido
confirmada por estudios realizados usando Saccharomyces cerevisiae [77],
ademas la asimicina es un componente activo de varios plaguicidas de origen
natural [115].

Probablemente la presencia de este tipo de compuestos confiere al extracto
etandlico de semillas de Annona reticulata la actividad insecticida frente a
Corythucha gossypii.

El mecanismo de accion de las acetogeninas de acuerdo a la literatura que le
confiere a estos compuestos su bioactividad; es debido a que las acetogeninas
reaccionan inhibiendo el transporte de electrones procedentes del NADH a
través del complejo |, los cuales deberian secuencialmente continuar a través
de la ubiquinona, el complejo Ill, el citocromo c y finalmente al complejo IV
donde se ceden al oxigeno molecular [116], generando una afectacién a la
asimilacion del oxigeno en las células.

Adyacente a esto los complejos I, Il y IV envian protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembranal, generando un potencial el cual
es usado por la ATP sintasa para realizar la sintesis de ATP a partir de ADP
[116], si se inhibe el transporte en el complejo | se ven afectados el complejo 1l
y IV por esta via, lo que genera una considerable reduccion en la sintesis de
ATP (molécula de intercambio de energia en la célula); dejando toda la carga
sobre los electrones de FADH; en la cadena mitocondrial Il. Este potencial de
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membrana también es usado como fuente de energia para el importe de
proteinas y otras moléculas hacia la célula; afectando principalmente las
regiones corporales que abarquen un mayor requerimiento energético en los
organismos. Una accion similar ocurre con la rotenona el cual es un insecticida
botéanico de origen natural.

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que el extracto etandlico
de semillas de Annona reticulata presenta un alto potencial para ser usado
como alternativa para el control del insecto plaga Corythucha gossypii; dado
que los resultados fueron obtenidos mediante un modelo in vitro se
recomienda evaluarlo sobre un modelo in vivo que permita unas condiciones
mas cercanas a usar el extracto etanolico de semillas de Annona reticulata
sobre Corythucha gossypii a nivel agroindustrial.
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8. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de semillas de Annona reticulata presento actividad
larvicida frente a nauplios de Artemia salina con un valor de CLsg de
0,0672 pg/mL.

Por medio del andlisis de degradacion frente a Artemia salina, para el
extracto etandlico de semillas de Annona reticulata, se encontré que
este se degrada en el tiempo, presentando un CLsy para la primera
semana de 0,0627ug/mL y para la novena semana un valor de 0,12
pg/mL, indicando que en la novena semana se duplico el valor de la
concentracion necesaria (con base en la primera semana), para producir
la muerte del 50% de las larvas expuestas, sin embargo en este periodo
el extracto continuo siendo altamente activo.

El extracto etandlico de semillas de Annona reticulata presento actividad
insecticida frente a Corythucha gossypii; para una concentraciéon de 10
pg/mL la mortalidad fue de 13,33% y 46,66% con un tiempo de
exposicién de 24 y 48 horas respectivamente y para una concentracion
de 100 pg/mL la mortalidad fue de 6,67% y 13,33% con un tiempo de
exposicion de 24 y 48 horas respectivamente, los resultados obtenidos
indican que el extracto etandlico presenta un alto potencial para ser
usado como alternativa para el control del insecto Corythucha gossypii.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar un andlisis cuantitativo mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE) al extracto etanolico de Annona reticulata, empleando
estandares de acetogeninas y de alcaloides isoquinolinicos.

Evaluar el extracto etandlico de Annona reticulata a concentraciones
inferiores de 10 pg/mL y por un tiempo mayor a 48 horas frente a
Corythucha gossypii, debido a que su potencial insecticida puede
incrementarse.
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ANEXOS

Anexo 1.

Tabla (A) Reporte de suelos de fertilidad realizado por Multilab Agroanalitica

Ph N MO P K Ca Mg Textura
% mg Kg* cmol(+) Kg*
7,4 0,08 1,4 433 0,93 18,88 2,86 Arcilloso

Tabla (B). Maximos de absorbancia de dos acetogeninas aisladas de semillas
de Annona reticulata.

Estructura Amax fuente Ref.
214 Semillasde 98
™os OH OH oH ] Annona
S H/O reticulata
HO 3 0

Muricatocina B

207 Semillas de 98
Annona
reticulata

Bleticulataina_2
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Tabla (C). Maximos de absorbancia de alcaloides isoquinolinicos

Méximos de Ref.
Tipo de alcaloides absorbancia
(nm)

tetraidroisoquinolinas 233, 278, 285, [101]

Isoquinolinico 298, 320, 284,
simple 310, 315.
Bencilisoquinolinas 225,283, [101]
285,287
217, 220, 247, [101,
Aporfinicos 268, 270, 283, 102]
304, 315, 329
[117]

proaporfinicos 209, 232, 284

230, 267, 344, 114

Protoberberinas 352

Tabla (D). Actividad larvicida frente a A. salina de algunas especies de la
familia Annonaceae.

Clso ( ng/mL) Clso (pg/mL) fraccion

Especie Extrz,i(?to soluble en MeOH Ref.
etandlico

A.squamosa 1,960 1,471 [67]
A.Ch(:/:"lﬁnO“a 1516 [66]

! 1,351
3,415 [65]

1,214
0,231 [83]

A.muricata

1,7191 [92]
A. crassiflora 23,85 [37]
A. nutans 0,20 [37]
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Anexo 2. Espectros UV obtenidos por DAD para cada pico del cromatograma
obtenido en el andlisis del extracto etandlico (crudo) por CLAE

1. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 2,13 minutos

3. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 2,94 minutos

2,43 Min

Lam ﬁja Max
o

my

my

2,84 Min

Lambda Max

2. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 2,63 minutos

4. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 3,26 minutos

___ 2,63 Min

Lambda Max

my

T T T T T
Fylal =20 el 240 250

my

326 Min

Lambda Max
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Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 3,41 minutos

7. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de

retencion de 4,49 minutos

my

3,41 Min

Lambda Max

my

ool — S48 Min
H
] _Lambda Max
T
20 ]
b T T
00 = 40

Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de
retencion de 3,61 minutos

8. Espectro UV de la acetogenina
correspondiente al tiempo de

retencion de 5,77 minutos

my

___ 3,61 Min

Lambda Max

m

__ 5,77 lin
9 bda Max
2]
i
T T
om0 ] i)
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Anexo 3. Espectros UV obtenidos por DAD para cada pico del cromatograma
obtenido en el andlisis enriquecido en alcaloides (FO07) por CLAE.

Pico 1

250

200

150

mv

100

507

__ 1,68Min

Alcaloides 1000 ppm 17/09/2014 03:44:40 p.n.

Lambda Max

270

240 260 280 300 320 340
nm

mv
N
5}

1

__ 18,04 Min

Alcaloides 1000 ppm 17/09/2014 03:44:40 p.n.

Lambda Max

275

T T T T T T
240 260 280 300 320 340

Pico 3

mv

100

__ 26,78 Min
Alcaloides 1000 ppm 17/09/2014 03:44:40 p.n{.
Lambda Max

200

Pico 4

mv

85

220 240 260 280 300

500

4007

300

200

100

__ 29,23 Min

Alcaloides 1000 ppm 17/09/2014 03:44:40 p.m.

Lambda Max

237

281

200

220 240 260 280 300
nm
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