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RESUMEN

El cdntt‘ol de insec‘tos es dé suma importancia para. el
hombre, -ya que arsc'.a su salud. su bienestar y su ecohblufé. .
Este control se ha vue.lt,o mas - dificil. por‘ él“ uso
.lndlscrlm.lnadn da . 1os ‘insecticidas - s.lntet.icos,j dabido .

princtpalmsnta al desarro.llo de mecanisms da resistencia en

los 1nsqc0.os.

Un grupo de compuestos de origén i

importancia en el control’ ds 1os-

carbonos, uno.de estos

cunpuastos :

estable lo que limita su‘uso.

En este trabajo se. eva.luo sl erecto slnerg.lst.a de los

compuestos met.ll.end.lox.lfanilosx sasamlna, asarln.lna.piperina

Yy fagaramlda sobre s.l o Sanshoo.l. aislado y caracterlzado de‘

la cortsza ds Zanehoxylum ltebmanntanum en larvas ‘de'- Culox'

qm.nqusfnscv‘.at'us y Artsmra salt.na es d.lfarante.

‘v



El a-Sanshool presento una CLso de 3.97 “en l.a"rvas de
Culex guinguefasciatus y de 5.90 ppm en larvas de '7 Artemia

salina, Estos valores fuaron potoncxados por J.os compues'.os ’

mtllendtoxlremlos: Sesamina (53 veces) Asarinina
veces), Fagaramida (220 veces):y Pl;rrar.l’nav g8
larvas de wmosco (Culex qutnqus/aéc‘t‘é;tﬁ;).

Artemia salina 1a actividad - larvieida

amﬁtnda 27 veces con Sesamina, BVVeées con'Asarinina, i

\;scas con fagaramida y 98 veces con P.iperfrja

Adlclonalmnte se encontro que el a-Sanshoo.l u ne

Loxlcidad relativamente baja en mamit‘eros, si se admin.lstra

por via oral, mientras que la adm.lnlstracion intraperitoneal'

tiene una DLso de 84.77 mgrs/Kg en ratornesb.'

vii



|. INTRODUCCION,

El control de los insectos es necesario desde varios
puntos de vista, sobre todo en lo econémico y en salud. En
relacién a esto 4ltimo, los insectos son transmisores: de
diversas enfermedades y en algunos casbs son  los adenteé
causantes directos de enfermedades en el hombre 'y  otros
animales (Biagi, 1984). - ST

los primeros insecticidas utilizados por el hombre para
el control de los insectos fueron obtenidos de las plantas,
as{ Dioscartes menciona el uso del opium, cnlﬁhlcum,
aconita, veratrum y otras plantas que fueron utilizadas como
medicamentos y como  insecticidas (Mclndoo, 194S5). Los
raomanos conocian bien la medicina y los insecticidas.
Durante la antigtiedad clasica del periodo medieval, algunas
semillas de planta; fueron utilizadas como insecticidas
(Klocke, 1989). Otros insecticidas vy repelentes de
insectos mencionados de plantas por los escritores clasicos
incluyen el Ajenjo (Artemisa absinthiuwmd, Ballico (Lolium
multiflorum Lam }, Cedrao (Cupressus Llindleyt Klotchd, AJo
(Alliwn sativund, Hiqo (Ficus lepathifoliad, Rable {Tabebuia
pentaphylla L., Granada (Punica granatum) (Smith and Secoy,
1975).

Hoy en dia se conocen mas de 2000 especies de
plantas con alguna actividad insecticida (Crosby,
19463 Abmed et al.,1984). Muchos de los cuales tienen una
historia de uso como remedio medicinal en diferentes
sociedades del mundo en donde también utilizan algunas
plantas para matar o repeler a los insectos (Secoy and
Smith, 1983).



Los insecticidas sintéticns; cnﬁn 'éi DDT,_ gozaron de
amplio uso debido a.su: baJa o moderada toxicxdaé aguda~ para:
tdxicidad '
mu:ﬁos artrépodns. UnaA ﬂe‘ sus

el sar humano, aunada a ila

extraordinaria para'

:aracterl stica : Cleu
toxicidad prolongada por ccntactn : ‘se
de gran valor para el control ’de
importantes. Pera el uso xncunﬁfoladu

fnr

los mnsquitns

ocacionaron

que

daria como resultadeo residuos.’ ;
Todos estos factores llevarunrfa’f ; basqueda, de - ‘nievas
insecticidas de origen naturél.,'Se' han encuntradn que -
diversas plantas tienen prin:ipiné ;;fivos‘:ontra insectns,
como las especies del  género QZanéhoxyium;r 1; flor de
Sptlanthes oleracea, Crisantemum cihefﬁrtaloliumby Holiopsté
helianthoides entre otras. El-aislamiento e identiflcacién'””
de los principios activos  de ‘las  plant5s es’ de. gran‘ S

importancia ya que apartir de éstns{;sé podrxan”

sintetizar
compuestos andlogos, buscando  que ‘:onserven
insecticida, que sean ficilmente -
sean téxicos‘para el hombre o los animale
Kubo, 1991). :

De la ncoétéza ‘dé e ZanlhaxylumV
identifice “al d-sanshunl,U como : :
larvicidg. El- a-sanshool es una N—1sobuti1amida de 12 Atomus‘
de céfﬁﬁno, ‘que . tiene actividad larvicida 'lcun Luna’

) concentracion letal 5@ de 1.82 ppm ( Pineda,.1974 Ve -

La efectividad insecticida de ciertas sustancias-: (como
las piretrinas e isobutilamidas) puede "aumentarse . por ‘la
adicién de compuestos 1lamados Sinergistas o Adjuvantes, los
cuales pueden o no ser insecticidas. Los sinergistas- mas
importantes son: Piperonil, Butéxido, y otros relacionados
a los compuestos Metilenedioxifenil o Benzodioxoles,
como la Sesamina hallada en el aceite de Sesamun (ndicatwn
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L. ( Klocke, 1987).La Sesamolina es otro  sinergista de
la Piretrina del S, tndicatun (Beroza, 1954). Otros
sinergistas aislados de plantas incluye la Miristicina como

insecticida y sinergista aislada de Pastinaca sativa L,
{ Lichtenstwin and Casida, 1963 ), y Affinina, como
insecticida y sinergista del HNeliopsis Llongipes. Son

compuastos metilendioxifenilos que inhiben la funcién de 1la
anzima oxidasa de funcinn mixta, provocando con ello que
haya intoxicacion en el insecto ( Miyakado, et al., 1984).

En este trabajo se wvaluo el efecto sinergista de 4
compuestos aetilendioxifenilos: Sesamina, Asarinina,
Fagaramida y Piperina saobre la actividad del a-Sanshool
sobre larvas de Culex guinguefasciatus y Artemia satina.



i. FUNDAMENTO DEL TEMA.
21 ENTOMOLOGIA MEDICA.

Muchos insectos y otros artrdpodos . tienen - importancia
médica 'y veterinaria por causar estados: patnlbgiéas"o
transmitir organismos patégehns‘alvhﬁmbré o a los. animales.
Los artrépodos involucrados pueden ser: a) agentes causales
por si mismos {por ejemplo, el &scaro de la . sarna); b)
huéspedes intermediarios (cierfos éscarabajos son huéspedes
intermediarios de helmintos parasitos); & c) vectores de
patégenos (los mosquitns “dnopheles en relacion con la
malaria). El estudio'dé>eéta§ condiciones incluye amplios
aspectos de la biologia y control de los artrépodos daffinas,
asi‘comu el recunocimientq del daffo que causan y la manera
come lo hacen. Es nbvia su repercusién en la salud pgblica e
individual, ademas’.de qué'afecta a los animales domésticos
y silvestrés.'Lﬁszinseétos afectan tanto la 8Balud mental
comb la flsica,' #ss como la comodidad y el bienestar
general. (Harwood et al., 1987 ;Biagi, 1986).

Existen diversas formas en las que 1los artrépodos = se
relacionan con la salud y el bienestar del hombre. Se pueden
clasifican en 2 grupos, como agentes causantes directos vy

como vectores.

241 ARTROPODOS  COMD  ADENTES DIRECTOS  DE ENFERMEDADES O
MOLESTIAS.

Hay artrépodos que parasitan al hombre y ‘le provocan
enfermedades como la sarna vy pedi:ulusis. Otros causan
cuadros alérgicos de importancia (Acaros domésticos) o
inoculan venenos (araffas, escorpiones) {Biagi, 19864) .



Algunos otros [-1-11 totalmente inofensivos, causan
frecuentemente molestias y repercusiones que pueden llevar a
un desequilibrio nervioso, en ocasiones con alucinaciones
sensoriales. Algunos causan molestias y pérdida de
sangre, dafn accidental a los organos de los sentidos,
énvenenamiento por las sustancias qu{micas que secretan,
Dermatosis por irritacidén en la piel, miasis e infestacidn
asociadas, al igual que alergfia y condiciones asociadas
(Harwood et al., 1987).

Los artrépodos pueden transmitir algunas enfermedades
comoz La malaria, que tiene como vector al mosquito
Anopheles. El patégeno pertenece a los Protozoa, las
especies de mayor importancia son Plasmediwm falciparum, P,
ovale, P. malartae y P. vivax, El1 hombre es la principal
victima. Las filarias pardsitas del humano transmitidas
por mosquito son Wucherertia bancrofti, conocida wtnicamente
para el hombre. Los huéspedes vertebrados de varias filarias
transmitidas por mosquito, incluyen mam{feros carnivoraos vy
herbfvoros domesticos y s8ilvestres, insectivoros, aves,
monos, ranas y lagartijas. Un estudio en Ceilan indicd que
Culex pipiens guinguefasclatus, transmite W. bancrofti; el
tual es un mosquito de actividad diurna. Esta distribuida
principalmente en los trépicos bhumedos y alrededor del
mediterranec. Se han aislado alrededor de 9@ virus  de
mosquitos en la naturaleza, la mayoria de éstos de‘ la
familia Culicinae. Ejemplos de algunos virus: el virus de ‘la
encefalitis equina, virus de la fiebre amarillé, virus de la
viruela aviar (en aves) y virus de la hapatitis,B,(Puharola,
19680} . :

La mosca doméstica actuan como vector de baﬁtérias de
la familia Enterobacteriaceae patégenas transmiten diversas
especies de Shigella, alrededor de 3@ serotipos, éue
ocasionan frecuentemente disenteria y diarrea principalmente
en nifiosy Son vectores del bacilo de 1la ‘fiebre  tifoidea



especifica del. hombre, Sa;manolia zyphy y ~de .varios
serotipos patégenos de: Escherichia coli. iTambién pueden
ser vectores en la:tansmisién de la ibacteria del Colera,
Vibrio cholerae, ) : ‘

22, CONTROL DE ARTROPODOS,

El principio basico-en el canttol‘dq‘artrépndos en la
medicina es conservar la . salud Ty biehéstar del hombre,
mientras que el control de inséctné‘ que afectan a la
agricultura y ganaderia se’ ﬁa;; 'Tfundaméntalmente en
principios econémicos. Paravun control adecuado es necesario
disponibilidad = de.  recursos, iinfluéﬁcias polfticas y
relaciones pGblicas. ‘ i

Existen varias formas de control de los artrépodos que
incluyen las siguientess:

2.2.1. BARRERAS QUIMICAS.

Son preparaciones que repelen a los artrépodos que
atacan, cuando se aplican a los huéspedes vertebrados o a la
ropa. Deben tener las siguientes caracteristicas: a)
altamente repelentes para los artrépodos hematéfagos, pero
no desagradables al ser humanoj b) duraderos; c¢) no téxicaos
o irritantes para la piel; d) no deben manchar. El compuesto
deet (N,N-dietil-m—-toluamida) es el ingrediente activo en

muchos productos.



2.2.2. INSEETICIDAS Y ACARICIDAS .

Lns‘inseéticidas y acaricidas que se utilizan con
frecuencia’ caon daraierlsticas téxicas agudas contra los
artrépodus,ttienen una . toxicidad potencialmente peligrosa
para el ~hum5ra 'y ' otros vertebrados., Debido a que los
plaguicidaslpnnen en peligro una gran variedad de vida
animal, se necesita que los fabricantes efecttuen pruebas
bastante - elaboradas sobre toxicidad, mutagenicidad u

oncogenicidad de los compuestos.

Se encuentran también los insecticidas de hidrocarburos
clorados, compuestos organofosforados, carbamatos, —ademis,
de compuestos inorganicos, aceites larvicidas con base de

petréleo y los insecticidas sistémicos.

2.2.2.;. Compuestos de origen vegetal,

El control de insectos daflinos para el hombre
inicialmente se hizo a base de plantas utilizadas como
remedios medicinales en varias culturas, en las cuales
actualmente se siguen empleando para matar o repeler a los
insectos. Desples con el descubrimiento de los  efectos
insecticidas del DDT (Diclorodifeniltricloro etano), el
control se hizo a base de insecticidas sintéticos, como la
aletrina y la resmetrina por mencionar algunos, que pronto
presentaron problemas por su alta persistencia y acumulacitn
en plantas y en animales, su alta toxicidad para los
mami feros y el desarrollo de resistencia por parte de las
insectos, llevo a restringir su uso. Esto propicié un nuevo
interés por los productos naturales procedentes de plantas,
tanto como fusntes de obtencién de insecticidas como de
modelos de compuestos para el control de los insectos
daffinos. ( Klocke, 1989 }.



Actualmente se conocen mas de ZGBQ especies de - plantas
que poseen alguna actividad insecticida. De las plantas se
ha encontrado varios compuestos que afectan a los  axones
nerviosos, a la sinapsis de los insectos (piretfina,
nicotina y picrotoxina), compuestos que afectan a los
masculos - (ryanodina), su balance hormonal (hormonas
juveniles), su reproduccioén (fi-cisarona) y su camportamiento
(atrayentes, repelentes e inhibidores de la alimentaciotn).
Algunos de estos compuestos se han explotado comercialmente
para el control de insectos (piretrinas, anAlogos de
hormonas juveniles y atrayentes) y otros solo ofrecen la
oportunidad de utilizarlos como modelos de nuevos agentes en
el contral de insectos, ya sea por el alto costo. que
representa su extraccidén por su inestabilidad a la luz y “a
otros factores ambientales. ( Klocke, 1989 )

Los insecticidas extraldos de plantas tienen poca
toxicidad por contacto para los mamiferos. Estos téxicos
incluyen la rotenona y el piretro. La rotenona es un .’ ecto-
parasiticida éficaz. pero en la actualidad tiene poco uso..
El piretro es una mezclas de cuatro compuestos . 1llamados
piretrinas. Estas tienen una toxicidad dérmica
extremadamente baja para mamiferos y poca toxicidad oral.
Poseen algo de repelencia para artdpodos y las
caracteristicas que tienen es que derriban a los: insectos
rapidamente. Las piretrinas tienen uso contra ectnparasitos

y plagas domésticas (Klocke, 1989).

2.3. MODELOS DE ACTIVIDAD INSECTICIDA.

Diversos metabolitos de plantasv ‘ aféctan el
comportamiento, - desarrollo .y reprﬁduccxén,i .de " varios
;nsectné. -La .. identificacién de fesés substancias. - es

importante . primero para canocer el.efecto en el ‘musquitn a



molecular y segundo para poder sintetizar analogos
icos; buscando con ello encontrar substancias con una
actividad insecticida. Todo 1o anterior tiene la
dad de proporcionar un control mas cientifico Yy

al de los insectos.

ra realizar un bigensayo la primera consideracidén es
ccion de la especie de insecto, para esta eleccién se
mar #n cuenta lo siguiente: 1) importancia ecandémica,

facilidad de obtener huevecillos o mantener la
g, I) la sensibilidad del insecto a varias
cias quimicas, etc.. La eleccion de la especie no es
tiva, pero la especie de ensayo podria contribuir -en
beneficio de la sociedad. Ademis de que se podria aprovechar

y asociprlo con otras plagas de insectos.

El mantenimiento de insectos en el laboratorio por
muchas generaciones puede ocasionar cambios en su genética y
en su cogmportamientae. E1 manejo de 1os insectos también

puede ntrodﬁcir problemas tales como enfermedades y

parasitisemos. Este es un dilema incluso para lbs
entomélogos, pero los no especialistas tratan de evitar esos
problemat. (Kubo, 1991)

2.31, MO3QUITOS ADULTO3 Y LARYAS.

Desda
adulto cpmo modelo para la determinaciéon de actividad
insecticida de diversas sustancias. También se han utilizado
las larva4 en controles de residuos de insecticidas. (Null&,
1944) :

Los
puinguefasrtiatus, Triatoma infects, Pantrongylus ms&iétus

1950, se han utilizado a las larvas y al.  insecto -

squitos mas utilizados son  Culex piptaﬁs.! C.:



{los dos ultimos vectores de la enfermedad de Chagas), entre

otros.

232, METODO -DF WICROINYECCION.

En’ 1973,; Bilotra,f das:ribe un  método - para la
detérhina:ibn de susceptibilidad da mnsquxtns adultos ‘a’
inse:ticidas. Este métodu es pur inye::ién subcuticular, en
el insecto adultu. ! y

Es recomandada pnr, léw rauida ‘bindegradacién del
inse:ticida. Fue utxlizadu par
Aedes v Anopholes.x o

arlas pnhlacxones de Culax,

2.3, BIOENSAYD POR AUMENTACION CON DIETA ARTIFICIAL.

- En este bivensayo se utiliza como disolvente metanol
¥y acetona; casi ‘tndas las sustancias organicas son
solubles en  esos disolventes y ademas san tacilmente
evaporadaos., Se manejan extractas de plantas en
concentraciones de 8.1 a 1%Z. La muestra en solucidén es
adicionada a a-celulosa, componente na nutritivo; se evapora
a sequedad bajo presidén reducida. La mezcla mencionada es
combinada con una solucidn de vitaminas y nutrientes,
finalmente es mezclada con un agente gelificante. Las
ensayos se realizan en viales de plastico en donde se toloca
la dieta artificial y las larvas de ensayo. Se utilizan das
larvas de cada especie por recipiente. Cada muestra debe
realizarse con L@ repeticiones. Las larvas son incubadas por
8 a 1@ dias a 28°C, &n una incubadora. La humedad relativa
controlada es de 98-95%. Las larvas son pesadas durante el
perfiodo de ensayo y diariamente se observan al microscopio.

El tiempo requerido para el bioensayo para uwna muestra de 1@

12



repeticiones es de 3@ a 49 minutos, sin embargo, - el tiempo
total del ensayo es de 10 a 14 dias. (Kubo, 1991)

2.34. INHEIDORES AUMENTARIOS Ensayo en disco,”

tos insectos presentan varios :ohpnftamientos alimenticios,

por 1o que el ensayo antialimehﬁariu» es de acuerdo a 1la
especie del insecto. Se utilizan  hojas de ' algoddn, . estas

deben ser de plantas ~6n contaminadas, culﬁivadaﬁ_f éﬁ

invernadero; y debera identificarse su tamafio, apariené1§;

consistencia y contenido de clorofila. Se forman discos de .1

em de la hoja de algodén. Estos discos (12 discos fbnr”
recipiente) son colocados, en un circulo de papel ffiftrq

tumedecido dentro de una caja de petri. Los discos ‘son

tratados en su superficie con 25 pl de acetona 6  con ‘7 1 a.
108 ug de una substancia disuelta con 25 ul de a:etdna_
{aplicado con una microjeringa). Se colocan 3 larvas del

tercer ‘instar por disco, a 25°C y a un 80@%Z de thumedad

relativa en un incubador en la obscuridad. Después de Aa8:
thoras, el disco es examinado visualmente. Recomiendan 6

repeticiones. (Kubo, 1991).

235, fNSAYO EN PAPEL fILTRO.

Se utiliza para determinar la actividad insecticida en
insectos adultos. En este ensayo se emplea papel filtro
Whatman No. 2, se aplica el insecticida problema y se pone
en contacto con insectos por 1o general adultos. Con este
procedimiento se ha observado una baja toxicidad en
comparacion con otros métodos, ya que se presenta una
adsorcion en las fibras de celulosa. (Georghiou y Gidden,
1969)
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24. MosquiTos (Culicidae),

Los Culicidos o mosquitos son dipteros de la: familia
Culicidae. Las larvas de tndos' '1ns': Culicidus 5 mon
estrictamente acuaticas, 1lo que qulere decxr ;'qge‘ sla

oviposicién debe llevarse a efecto~teh ; agua; 'hlguﬂas

especies tienen gran agudeza

Biagi,

1986 ).

Hay seis géneros de Culicidus, pero . para ;la medicina
los importantes son Culex, Anophales, Addes y: Hasmagaggus.

Culex.

Todos los adultos tienen - un: escutelo: trilnbadn con
sedas en cada 16bulo pero con 4areas desnudas; entre los
l6bulos ( figura 1}. E1 abdomen esta :uﬁpfétaﬁente ‘cubierto
con escamas anchas, que casi siempge est&n‘f‘ en posi:xon
horizontal. Las larvas tienen"ﬂun' sifén ' prnminente,
generalmente con un pecten bien desarrnlladn Y, uno o varios
penachos de sedas. En la mayoria de lusﬂ casos, los
huevecillos son depositados en grupos flntantes compactas en
la superficie del agua. Los hueve:11105, no —presentan los”
flotadores caracteristicos de los anofelinos. ( Borror, et
at., 1989 )
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Figura 1: Mosquito coman (Culex), en su fase de adulto.

Las especies Culex pipiens y Culex qutnque/as;tatus» se
encuentran ampliamente diseminados en el viejo mundo. - El:
mosquito doméstico de color café deposita los grupos  de
huevecillos flotantes en depdsitos de agua de. . lluvia,
tanques, cisternas, invaden libremente las casas. Su cicla’
de vida requiere entre 1@ y 14 dias bajo condiciones calidas
del verann; la etapa de huevecillo de 14 a 36 ,hﬁras, -la.
larva de 7 a 1@ dias y la de pupa aproximadamente’'2 dias.

24.2. CARACTERISTICAS DE Culex guinguefasciatus.

Es un insecto pequefo, delgado y fragil que en‘ repnén
mantiene el abdomen paralelo a la superficie sobre 1la  cual
descansa, tiene una proboscis picadora alargada, las antenas
son largas y plumosas en el macho y sencillas en la ‘hembra,
los palpos son tiesos, los ojos estan ubicados arriba de las
antenas (Figura 2). Tiene un par de alas transparentes
orladas de escamas a lo largo del margen posterior y en las

venas, las cuales son transversales, en el torax hay escamas



toscas de color: amarillu'latén'y su escutelo es trilobulado.
El abdnmen es romo :nn escamas blancas que forman ?ran)as
anchas en las bases de los segmentos, posee - tres | pares  de
patas largas :ampuestas por femur, . tibia y einco tarsos.
¢ Carballoy Melchar, 1993 ). ’

‘270” Voo o ¢
g" ’0‘8 r'd ﬂpg ﬂf

MEVOS

7
DA

PUPAS

//\’t

Figura 2: Caracteres diferenciales de. los tres principales géneros
- de Culictidae.
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243. CICLO BILOGICO DEL cutex gutnguefasciatus,

Presenta metamorfosis combleja, que “‘incluye  cuatro’
estados de désarrollos huevecillo, larQa, pupé Y adultb. Por
lo general el ndmero de huevecillos querpona una: hemﬁra es
de 300 o mas. Estos huevecillos son fusifbrmés ylblaﬁcoé ‘al
ser ovipositados, oscureciéndose poco después a un ‘color
crema © negro, su tamaffo varia de 6 a 18 mm., son
depositados en la superficie del agua como masas compactas
en forma de ‘“balsas" por carecer individualmente de
flotadores. Las larvas salen de los huevecillos después de
un periodo de incubacién de 2 a 3 dias, a una témperatura no
mayor de SD°C, las larvas salen de 1los huevecillos. tLas
larvas son diferentes a los adultos, pasan a través de
cuatro estadios de crecimiento y tres mudas, su cuerpo es
alargado y no pnsaeA patas, presentan cabeza mévil  bien
desarrollada, se alimentan de materia arganica suspendida en
agua por medio de corrientes producidas por un par de densos
penachos de largos pelos situados encima de la boca, posee
antenas con un penacho de pelos sencillos, cortos
dispuestos hacia dentro, los pelos cefalicos tanto
supariores como inferiores estan constituidos por cinco o
mas ramificaciones.. Su masa toracica es ensanchada y en el
abdomen hay pelos laterales tanto dobles como sencillaos,
éste esta dividido en nueve segmentos, en la superficie
dorsal del octavo segmento hay pelos ramificados, en este
aitio se encuentra el peine, constituido por escamas
redondeadas con el borde cubjierto de espinas, de éste
segmento surge el tubo respiratorio el cual es cuatro veces
mids largo que su anchura basal, tiene una columna de gruesos
dientes llamada pecten, los cuales estan redondeados hacia
un solo lado y cada uno de ellos formado por cinco dientes
laterales. El noveno segmento es el anal, a &1 se encuentra
unida la placa dorsal que pgsee un cepillo ventral. 'y un
penacho dorsal, el orificio anal estd rodeado en su  4apice
por cuatro branquias anales grandes (Pineda, 1993).
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Cuando_las larvas han alcanzado su madufezr(dé'7 ‘a 1@
‘ yﬁfdespués; de un fpér;ado de

dias), dejanvdq_aliméﬁtaise_
inactividéd‘ée‘t?ahsf&rﬁSn'en.pupa. En el est&dia»de qua se
suspendeﬂlaialihentébi&njy soportan una ‘serie ‘de 'cambios

fisiolégicos vy i morfolégicos i que “los .  transformaran - en

mngquigd. Las gupasfgﬁﬁ Sde tipo  comprimido = en él;a#‘ é]

di ptero pérﬁ;néhe ﬁéh ¢a;de la'ultima piel larval, ‘qﬁé‘ se

endurece'cﬁﬁétitﬁ?éﬁdéAél puparium. Presentan 1a fnrmal de”
una coma, lse‘ mantienen ~en  la superficie ‘del aguaﬂipnr

1lotaé10n, soh}huyfécti?as y sencibles a agentes vektérnﬁs

por 1o que’se 'difigen repentinamente hacia ”agﬁas»»EAS

profundas con movimientos circulares para después’ regresar a

la superficie :Dn'pécoélmovimientos (Figura 3), ‘

Figura 3: A) Fase larvaria y B) fase de pupa del  mosquito
’ comun (Culex Quinguesasciatus).
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Su aparato respiratorio esta :nnstitukdp’pur un par .de
tragueobranquias en forma de trnmpetas'o sifnﬁes; largos : y
delgados, situados dorsalmete en él cefalatbrax,‘f:uﬁ  108
cuales rompen la pelicula superficial. Después de uh perindu'
de aproximadamente dos dias Emerge ﬂel astadn pupal el
mosquito. Las hembras comienzan ,a: picar 'de.\lf!a 2. dias
después de transformarse en adulto.’ v(Carballn et al., 1993)

244. LARVA DE  MOSQUITO culex quinguefasctatus,  COMO
MODEIC. LT

Esta larva ha sido utilizada para determinar la
actividad larvicida de cumpuestus y para el control de
residuos de insecticidas. - Se utilizan pnr 'lo general cuando

estan en su cuarto instar de desarrollo, de 7 a 1@ dias
desples de que los huevecillos eclosionan.’

En este bioensayo se prepararon una serie de diluciones
en acetona que van. de . 1000 ppm hasta - @.0001 ppm de 'la
muestra a analizar. Sé’:ulncaﬁiim larvas de ‘moseo’ ;enq‘el
cuarto instar en vasos dese:hables, BE adiciuna e. 1 ml i de
las diluciones , cada dilucién se realiza por triplicado y
se aforan.a 10 ml con agua de 1a:llave.’ Después ‘de’ 24 horas
se cuentan las larvas muertas y se calcula la :nncentracién'
letal 5@ (CL )Yo! (Pineda, . 1994).‘1 o e i

25, Artemia salina.

Son de cuerpo ligera, con una cara:teristica que es la
ausencia de caparazén, desarrnllan una :lara segmentacién y'
son evidentes  tres regiunes B Caheza, Torax. y Abdomen
(Figura 4).
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‘Figura 4: Artemia salina, en su face de adulto.

La Artemia madura mide entre 1@-12 mm de largo, pero
estas dimensiones dependen de la especie y del medio que las .
rodea, ademas de que son . afectadas grandemente por la
temperatura. La Artemia es grande aunque la velocidad de
crecimiento es lento debido a las condiciones del medio vy
en comparacién a la forma bisexual ( 6Bilchrist, 1960; Amat,
1979 ). El color es usualmente un rojo claro en agua - con
poco axigena, pero en medin con nxigenac1én tienden a tener'
un color rojo palido para hembras y 'un rosa palido para

machos.

La cabeza del adulto es larga Y posee una barba y njué
praminentes. Un notable’dlmurfxsmu sexual se desarrulla “an
esta area ,cnn antenas en el macho que tienden ha alargarse

en forma de una serxe de ganchos cun lus tuales’ se agarran a

la hembra durante la cnpulacién.'f

18



€1 torax contiene i1 segmentns :ada unn de - las’ tuales
sirve - -como lucnmocién, alimentacién: y de ‘respira:ibn, -8
segmentos componen el‘abdnmen, la transmisién entre el tarax

y el abdamen ’es - muy clarn,
abdominales :untsenen .al atern en: las hambras y; én”’}ns
machns la vesi:ula seminal y una pareja de. penes. :

las prxmaros - das segmenﬁus

Arlemla éé el’ numbre de el Anastracan crustaceans
(:omunmente as" )lamado camarén hada), pertaneciendo fé ‘la.-.
subclase Branchtopoda { . los Fi!épudos). Esta Artemta -1
también comunmente 1lamada camaron salmuera Y: su’ referencia
antiqﬂa en la !;teratura es debidao'.a S:hlosser (1956) quien
notifico el acontecimiento de un curioso animal - en " BAL der
CAZQ" cerca ‘de Lymintong, Inglaterra. Después"en 1956,
Linneus introduce este animal en su sistema natural cnﬁ” el
nombre de Cancer saltnus.’ b

En. la -drtemia han sitdo observados dos‘

. reprudu::ién bisexual y la Partenuqeneais pern
formas al parecer han sido exclusivas’ de este grupn.

251, BIOENSAYOD GENERAL, (Artemia salina),

fara los fitoquimicos lo mas kmbnrtahté es el
aislamiento, caracterizacion y publicacién de un. codpuestn
novedoso de origen natural, 51h"tnmar_ en cuenta . su
bioactividad. Por lo que la actividad bialbgica de,,divérsds :
componentes puede permane:er descnnuc;dn por aflos.  {Meyer,
et al., 1982) : :

Un bioensayo general,.~el cual Jdetecte un "amplib
espectra de actxvidades, far acnlégicas de - plantas. o de

productos qulmicus naturales. que sea rApidn, haratu v que
se pueda realizar en cualquier lahuratariu de investigacion;
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esta basado en la utilizacisn de un dxmanutnr :rﬂstaceo,~‘lé

larva de Artemia salina. {Meyer, et al.. 1992)
Los huevecillos de  Artemia saiina'j ‘aéilﬁente

obtenidos, _permanecen viables por afios Eni'  JA *fgecos.

Los huevecillps son colocados en agua de hér
incuban por 48 horas, se cubren y se les cnln . lampara
de luz. Después de este tiempo las larvas emergen y - estan

listas para ser utilizadas en banensayns.

Las larvas se han utilxkado en dxversns éﬁéayp§ 2cdmu=
analisis de residuos de plaguictdas,ﬁ, }ﬁicntbxinas,
anéstesicos, componentes unidos a marfxna, toxicldad de
aceites dispersantes y el cuntrulj~def\téx1cos marxnos.'

(Meyer, et al., 1982)

26. IsoBuTILAMIDAS.

261 E3TRUCTURA GENERAL.

Las isobutilamidas son = compuestos con la siguiente

estructura quimica:

(o]
]
R~ C—NH—C HZ—CH—-CH

CH3

En donde R puede ser unabcédena'puliinsaturada de . 8 a

20 Atomos de carbono con-o sin anillo aromatica.
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26.2. PRESENCIA IN LA NATURALEZA.

En diversos estudios se han aislado xsubutilamxdas de
plantas de las tfamilias Pjiperaceae, - Aristulochiaceae y.-
Rutaceae. Estas se caracterizan por ser écidos olef(nxcus de
d isnbut:lamida.

18 a 14 atomos ‘de :arbono unido
( Haral, 1984 ). :

afifﬂtxcas Y

Se . han "engontra&u
?estru:tura

arométx:as. De”‘lés alif

dentxficada fus1a de:adienamide pelli
se aislaraon e identificarnn otras dos més, “la neoherculina
(b) y anaciclxna (c). (Blade, 1992)

Ein$‘1(a); después

(a) pellitorina



(b} Neoherculina

ST

ez

() Anaciclina. -

De la corteza y el fruto de diferentes especies de
Zanthoxilun se han encontrado iscobutilamidas de 12 a 14
atomos de carbono, con una conjugacién de los dobles enlaces
con el grupo amida y con una geometria E . Ejemplos de
algunas iscbutilamidas aisladas de especies de Zanthoxtilum,
{Haral, 1984) son: Neoherculina (b) y el a-sanshool (d).
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d)’a-sénshbol

En cuanto a {aslllsubutﬁlamidas aromaticas,‘gse han
aislado 36'amid§sa8é’ a'ralz de: Piper amalogo. (Nakatani el
at., 1981). Esta planta ‘as :nnocxda en la . India 9 América
Central por ser un remedia eficaz en malestares estomacales.L
Algunas de entas amidas sun: Fagaramida (e), Pxperlonqum;na
(), " N-iscbutil;inamamida ta) vy N-isobutil~3,4-

dimetoxicinamamida . (h) CPineda, . 1994).

{e) Fagaramida.



H
o
N

(h)N-isobutil-3,4-dimetoxicinamamida
El grupo de Miyakado (Miyakada,. et “al.,’’ 1989) aisle

ispbutilamidas aromaticas de la plahtabPiéer 'ntsrum, tales
como (i) Piperacida , (j) Piperina y (k) Buineensina.
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. |
0 x4 2\7\?\[]/"\/&
(X)Pipera:ide

OO0

(j) Piperina

(k) N—isubutil—13—(3,4-me€iléndioxifenil)—2E,4E—tride:atrie~
namida. - Buineensina.
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263 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS ISOBUTILAMKDAS.

Las isobutilamidas presentan una gama amplia de
actividades bidlégicas como antibacterianos, piscicidas,
molusquicidas; aﬁtiinflamaturios, antitusivos, anestésicos
locales, insecticidas, larviéidas, inhibidores de la
germinacion y antlalimentarios en 1nsectos fitéfagns, entre

1994) :

utras.(Pineda,

‘al 1984),cuando es
stente, - prnvo:ado
gmhranas'rmu:usas;
Buéhéim separé un
representsé un
producto
e encuntré ‘que’ contenfa. 3
‘ mayur porcentaje fué

La  pellitorina
para la mosca doméstica y también
el AQusanD de - la- harina  (Tenebrio

molitor l..)

* La flor de Spilanthes. oleracea L. también contiene  un’
principin bicante el cual ﬁa'éido usadb como - medicamenta.
Fué el primero que’ se ubtuvn Sen 1estadn 'impuro . por
Gerber,quie 1o designo comu,"Espxlantnl". Este vmaterial se
ha reportado efectivo contra l1a larva de musquitu Anopheles
espilantul es  idéntico

y Culex. Jacohson, encontré que el

a la Afinina. La cual  fué ubtenida nrxgxnalmente de la rafz
de NHeliopsis longipes, una planta :nn actividad insecticida
en México. Se encontré que si. la raiz es masticada alivia el
dolor de muelas, el extracto se. usa para resfriados y la
neumonia. La Afinina, tiene’ ;cgividad biolégica contra el
caracol de agua dulce Ph&s&yocctdentalts. (Haral, 1984)
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Se ha encontrado que varias especies del género
Zanthoxylum poseen actividad insecticida,  El material
activo esta acumulado en la corteza del tallo, en la ralz y'
en su fruto.Por otro lado, la corteza de 2. ptperf;um ha =
sido empleada como antihelmintico. La Necherculina - fué
aislada de ‘la caorteza de 2. clavaherculis, componente .
altamente insecticida. La Neoherculina se encontré qde ‘era -
idéntica al a-sanshool aislado de 2. piperitum. (Crombie "y
Fisher, 1965).

Dos isobutilamidas de 18 carbonos (escabrina, "y
heliopsina} fueron aisladas de Neliopsis helianthoides, 'los
cuales poseen actividad insecticida considerable. Ha sidb
descritnique una pizca de escabrina en la lengua provoca una
paralisis y una quemadura, efecto que dura cerca de dos
horag ( Haral, 1984 ). o

2.64. ALTIVIDAD INSECTICIDA.
2.0.4.1. Relaclén estructura-actividad.

Los astudioé . de  la Eelacibn estructura actividad
insecticida de‘las N-isobutilamidas fueron iniciados en 19785
por Michael Elliott, quien encontrd que tados los compuestos
naturales con una considerable actividad biolégica tienen
una doble ligadura conjugada con el grupo amida y ademas que
pueden presentar mis de un doble enlace (Elliatt, et  al.,
1987).

Existen evidencias de que la poasicion delyduble enlace,
camo lisomerismo E-Z juega. un . papel iﬁpnttante jen S la
actividad fisioldagica e ingecticida de : laéj #midié. Uné
actividad significativa contra . mosta’ aomésfica = fué
encontrada solamente en isubutilaﬁiﬁés,' que . presentan
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cnnjugaciéﬁ del.doble enlace con el grupoycarpén{liéu‘de‘,la
amida. Ha sido reportado por “estudios ‘queyaéhé él;isistema

decadienisobutilamida la confiqura:ién_25,4 :és ”diéz veces
mas activa que la 2E,4Z contra la mosca doméstica.: (Haral,

1984) .

Otra parte de los estudios de M. Elliott ' (1987), se
enfocé en la sintesis vy evaluaci@n de la actividad
insecticida del grupo N-isobutilo. Para’ 1o cual "~ el ' grupo
N-isobutile fué substituido por N-piperidinil’y N—isoprnpil;~
cuando era aplicado tépicamente a la mosca doméstica’ la
actividad insecticida disminufia o se anulaba. Al prubarivlé.
N-(2,2-dimetilpropil) amida decrecid¢ un poco. . 1la actividad
comparada con la N-isobutil, mientras que ‘las versiones
ciclicas tuvieron nula o poca actividad . como’ la
N-(cjclopropilmetil). Si en vez . del grupo isobutilo
introducian un grupo fenilo o reemplazaban los metilos por
fluor se anulaba toda la actividad. Un grupo metilo en C-1 o
en C-2 del iscbutilo favorece hn'pu:u la actividad, mientras
que la ramificacion en  C-3 decrece drasticamente. La
introduccidn de un grupo metilo extra saobre el nitrédgeno del
grupo’ N-isobutila, o un 'metileno extra en la cadena
isobutilo adyacente al - nitrégeno anula completamente la
actividad, pero si son dos los metilos introducidos en C-1
la actividad se incrementa considerablemente. Sin embargo,
ninguno de los compuestos evaluados presentd mayor actividad
que la amida con isobutilo .

2.06.4.2. Mecanismo de accién.

En un estudio realizado en preparaciones sinaptuénmales
de mamifero se reportd una accidén dependiente de los nivéles
de sodio. En la que , se libera un néurntranémisor ﬁor. la
presencia de las amidas, el cual podria ‘ser bloquéado ﬁor
tetrodotéxinas. En una preparacion de insecto 'la  amida " no

28



produce directamente la despnlarizacian ¥ los efectos ‘snbrg

veratridina, la cual

las moscas domésticas rasistentes : roides v’ suguiere
un sitio de ac:ién de las amxdas que actuan en . af‘cumpleja
via del sodio (Blade, 1998) . AR S

2.7. GENERALIDADES DEL GENERQO Zanthoxylwnm,
26.1. TAXONOMIA,

€1 género Zanthoxylum comprende alredednrr:deg' 909
a fyde‘, las

especies. Este género pertenace

:uatro familias;
Auranttotdoaa

Rutaceas, la cual esta relaciona .
Rutoideae, Todaloideas,  Rhabdoideas '
(Heywaod, 1979). L

Las especies tel géneru Zanthaxylum mas comuneslson las
siguientes: 2. arborescens, 2. fagara,
caribeaun (Heywood, 1979).

Una descripcion general de Zanthcxylum la ha:e Haximino
Martinez comog sigue: - i 2 g

Hay>variedad en la forma: en que se 'pfesenté . este
género, se puede encantrar como arhusto‘:é cnmu Arbol,; el
arbusto llega a tener hasta 3m., el arbol va 'desde 3~4,5m.
Los arbustos presentan espinas; Hojas -~ 1mpar1pidas,: aiéunos
con flares pequefias y frutos faliculadns (Martinez. 196%) .
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La descripcién encontrada - en la litgraturé bara P-4
liebmanntianwn . seffala las siguientes’ :ara:teristicas
(Stanley, 1920). : : - ) :

de’ jaltura, y . ‘es

Es un arbustu o arbol pequeﬁu de : me

con espinas esparcidas. fnliulus éﬁ. de largn, verde
amarillento y granulados,: cun d entes muy pequeﬂos, semillas
negras - lustrosas brillantes,‘originalmente fue - descrita de

8n..Juan municipio del estadn de Daxaca.(stanley, 192@).

212 DISTR)BUEION. .

VEl génera‘ Zanthoxylum se encuentra ampliamente
distribuidu,, al ‘sur. de - Américaj en E.U.A., Africa y
Australia~(,Heywnnd; 1979 ).

En México se localiza al norte y centro de la reptblica
hasta llegar al sur de Daxaca, en Michoacan, Hidalgo, Puebla
y Ehiapas ( Btanley, 1920 ).

2.1.3. FITOQUIMICA.

Del género Zanthoxylun se tienen muchos antecedentes
fitoquimicos, en los gque se describen una gran variedad de
metabolitos secundarios tales como: alcaloides, esteroles,
lignanos, amidas acidas insaturadas, fenilpropanoides,
monoterpenos, triterpenos y sesquiterpenos. En la Tabla 1 se
muestran algunos compuestos aislados de este género, la
fuente natural de donde provienen, el tipo de metabolito
secundario y ademas la referencia correspondiente. Por otro
ladao la corteza del Colopahtle ( 2. liebmanntannum ), se
tiene un reporte previo donde se aislarong un lignhano
{Sesamina), un esterol (fA-sitosterol), un sesquiterpeno (1-2
hidroxijunennol) y una isobutilamida (a-sanshool)} ( Reyes et
al.,, 1987 ).

~
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TABLA 11 METABOLITOS AISLADDS DEL GENERO Zanthoxwlum

1IPO DE NETARILYOS
TRITERPENOS

LIGNANOS

ANIDAS INSATURADAS

SEQQUITERPENDS -

ALCALOIDES

TURNTE NATURAL
CONMES 10 ISPECIE
Lupeol parvifoliolum
rubescens
‘Padotoxina scanthopodium
diklangei
Sesmina Lisbmannianum
rubsscens
clava=heroulis
Asarinina clava-herculis
asanthopodiun
Eudesnina oulantrilio
7-8anshoo) ailanthoides
Hidroxi~r~sanshool allanthoides
«-Sanshool 1§ebmannianum
Hidroxi-r-sanshool berberun
S integrifoliun
«-Sanshool silanthoides
B-8anshoel - aflanthoides
Fagaranida tessmannii
D-spathulene) Leprieur(l
Carlotileno leprieurif
Farneseno Rigldifilium
Cadinang leprieurii
D~lede! lepriourii
N-matilooridina punctatum
Flindersina 0080
8-tetoxiflindersina n_o;phvllun
Hordenim culantrillo
Zanthophilina monophyl lun
Candicim fasara
Sinefrim fagana
Chelerytirina coriaceum
willismgii
Nitidim mMoNnophy 1 J um
Altileraming corisceun
Frgaraning monophy lun
Culantraranina PrOCErUM
Decarina thomense
Integrianina integrifoliun
Berberina caribeaun

REFERENCIA

Raterman, (1975),

Haterman, (1975),
Cheorabordy, (1979},
Haterman, (1978),
Navarrete, Reyes,(1967),
Haterman, ¢1976),

Rao, Davies, (1986).
Rao,Davies, (1986),

Ren, Xie, (1986),

Swinshart, Stermitr,(1908),
Jacobus, (1962,

Jacobus, (1982},

Navarrete, Reyes,(1307),
Berhaid, ¢1978),

Jacobus, (1982),

Tehiro ¥,(2981),

Tehiro ¥,(1981),

Rdesina, (1386),

Ekundayo, (1986) .

Exundayo, (1986,

Reisoh, (19686),

Ekundayo, (1966),

Ekundayo, (1966).
Hegnayer,€(1923),

Hunos, (1982),

Fish,(197%),

Caolo, Anderson,(1979),
Hegnaver,(1973),

Kuck, Bem, 0. (4387).

Kuck, 8, M,(1967),
Sutnehart, Stemmitz,(4980),
Takshashl, Hakagawa,{1966),
Hegnaver, (1973),
Swinehart, Stemitz, (1980},
Fish, (1378,

Pexzuto, John,(1982),
Schoender, (4968),%
$imeray, (1965),

Hisashi, (198%),

Casas, D.(1967),
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2.74. ACTIVMIDAD  BIOLOGICA QUE PREJENTA L GENERO
Zanthoxylun.

El génera Zanthoxylum presenta actividad bioldgica en
hojas y corteza. En la tabla 2, se muestran algunos de los
usos terapduticos que este género presenta.

28. ACCION COMBINADA DE COMPUESTOS.

Buanda el efectu combinada de dos cumpuastus es iqual a
i s acciony; 1ndividuales ‘s le

: alidad Una’ forma'mas - adecuada
para cunsiderar esta a:tividad es en términns de dosis y no
de efectos. 8i una clerta dnsis del cnmpuesta A y una cierta
dasis ‘del cumpuestn B  producen cuantitativamente el mismo
efecto { es decir, son equiefectivas), se considera que los
compuestos son aditivos si la h;tad de  cada una de estas
dosis administradas simuitaneamente provocan el mismo efecto
que la dosis completa de cualguiera de los compuestos . E)
sinergismo se define de distinto mado, 8i bien mis
precisamente indica un efecta mayor que el aditiveo, para
algunos implica aditividad. QOtros especialistas reservan el
terming para aquellos casos en que un  compuesto incrementa

la patencia de otro interfiriendo con su destruccidn 16

disposicion, aumentando ast el efecto de una dosis dada.

8in embargo, potenciacién es un termino mids adecuado ‘‘para

este Qltimo caso en el cual un compuesto que aparentemente

no tiene ninguna accidén cuanda se administra solo, aumenta

la potencia de un segundo compuesto ( Both, 1998 ).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA QUX PREGENTA EL QENERO
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TABLA 231
Zanthoxylum

ESPECIE

2anthoxylum 11 edmannienun

Zanthoxylun  zanthoxyloide

Zanthoxylun  getulosum

Zanthoxyluwn . fagata

Zanthoxvlun * avicenas

Zanthosylun  caribasun

2anthoxvlun %)lmh

2, havanse, 2. dipetalun

¥ 2o hawaiiense

Zanthoxyium .

olavasheroulis 1.

szluﬂ'gono ing o!l?iduh:“:!n companentes

eon W nseo

$¢ usa como {nsecticfda,

RITIRDNCIA

Ranirez y Montesinos, (1983),
Tanayo, (1985),

Navarrete, (1986} .

ToMre Yesuds, ¢1996),

Adewole, (1985},

Sofowora, (1974,
Franciseo, Fish,(1975),

Del fAmo, (1981),

Del Amo, (1904},

Narr and Tang, (1992),

Laforge, (1940),




2.8.), SINERGISMO.

2.8.,1,1.Sinergéticos de accidn insecticida.

El efecto denominado
definicion exacta y aceptadai” .
autores. A fin de no incurrir er

; sinargismo, 1rn6" tiene una
unanime por todus “los
errpras de terminu!ogla se

definira por sinargismu ybpnr pntenciacién lo siguxente:

Cuando se mez:lan dos productos A’y b‘&e‘los que uno al

menos . es 1nsecticida. puedan ocurrir tres pusibilidades: que

la aficacil de la’ mezcla’ [ e ser maynr, menor o igual que‘
las gumas ‘de las’ eficacias indiv;duales. Si hay - aumento de
eficacia y.el segundu producto es 1nactivo comn 1nse:tic1daf
el fenémeno se conoce como sxnergismn.;Pero 517 hay aumento
de eficacia debido a la;: adicién de . un: prnductu que es,
también 1nsect1c1da, es praferible denominar a. este fenémenn
potenciacidn. 8i hay disminucion de eficacia, entnnces v en,
1976).

cualquier casn se denomina como antagnnismo (B

As! pues, siguiundﬁ
sustancia pueda ser denominada
posea actividad 1nsect1c1da pod
aumente la ef cacia’ d ) 1c

CLes
piretrinas' naturales,

canbina:innes ~sinér91:as 3:on
destinadas a resolver prnblemas d

Desde el punto de vista'unlmicn:vios sinérglstas maé
empleados - pertenecen en"gran i parte 'v derivados 1 dé
metilendioxifenilos, a los. que corresponde ’la estru:tura
generals . i
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Siendo Ri1 y Rz sustituyentes independientes, o. ;unidqs,
o de caricter complejn. A  este extenso  grupn péfténécen
Sesamex {1), Sesamina (2), Safroxan, Sulféxido (3) y otros

mas.,

Esta rlase de derivados metilendioxifenil presentan una
marcada actividad sinergética sobre piretrinas, carbamatos,
fosfodricos y derivados clorados; asi, el butéxido de
piperonilo, tan empleado como sinergético de plretrinés,
también sinergiza al Carbaril, Isolan, Malation, DDT vy
Metoxicloro can factores de sinergia de 3 a 20 veces sobre
moscas resistentes a dichas insecticidas. Uno de los
sinergistas mas estudiados sobre varios insecticidas  es el
sesamesx, cuyo efecto de sinergismo en Azodrin, Paration, EPN
y anadlogos esta camprobado ( Barbera, 1974 ).

Una preparacidn de Asarinina al igual que la Sesamina
incrementa el efecto insecticida de las soluciones de
Pyretrum, la observacién se hizé con extractos de éter de
petrélea de la corteza de Zanthoxylum clava~herculis L. <

Haller, et al., 1942 ).
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Un segundn grupo de sinergéticos esta formado por una -
serie de compuestos distintos y  no incluidos  en los
metilendioxifenilados. A’ellus‘pertanece el Anti-resistant
DDT, cuya aplicacién repetida ' conduce al denarrnfin_fde,f
resistencia. Su modo de acecidn es  por 1nhib1cicnf‘d§l ‘DDT
deshidroclordsa, Otros sinergéticos son el (8—15¢ ?Bg i’
montecatini, el Octacide, el . SKF~525 A,  “cuya' ‘accién
sinergetica se extiende a Phorate, Emifoh, EPN; ,parﬁ Jas
antagonista de Azinfos, Dimefnatn. . Schradan, Dimefox,
Mipafox, etc., demostrandose asi{, que -la accidn de . cada
sinergético debe ser estudiada deacuerdo con el ~ insecticida
al que sinergiza, ( Barbera, 1976 ).

Un numero de isobutilamidas, N—-(2-metilpropill)amida de
acidos alifaticos poliinsaturados de cadena larga de Cs a
C20,, han sido extraidos de plantas de lasg familias
Asterocece, Piperaceae Yy Rutaceae ( Jacobsaon y1971;
Su,1985). Almenos 28 de estos compuestos aislados de varias
especies como MHeliopsis, Echinacea, Zanthoxylum, Anacyclus,
Spilanthes, F&eara y Piper poseen actividad insecticida
(Elliott, 1985; Su, 1985), Por ejemplo,la Pellitorina la mas
ampliamente utjilizada de las isobutilamidas conocidas,
siendo activa en un namero de especies de insectos (Kubo et
al. ,1984; Su, 1985). Otro ejemplo de isobutitamida
insecticida incluye a la Affininina (o espilanthol), que es
una de las isobutilamidas mas estables de origen vegetal
(Jacobson, 1971; 1983; Su, 1985.).

La efectividad insecticida de las isobutilamidas
puede ser aumentada por la accién de compuestos 1lamados
sinergistas, los cuales pueden a no ser insecticidas. El1 mas
importante sinergista sintético es el Butéxido de piperonilo
y otros relacionados a los metilendioxifenilos o compuestos
benzodioxoles, que se desarrollan en plantas prototipo.(
Klocke, 1989 ).
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Dtros siner'gistas de . origen 'naturali in‘cluyan a la
leisticina un 1nsecticida ¥ sinerqista de Pash.naca satiun
Lo ¢ Lichtenstein and Cas.l.da, ;19"’3» )~y Affinina un
insecticida’ Ly de )io\ll'oypsl.s longipes.  A.
(Hindholz,ot “al.

; :inurgis

compuesto “ inhibe “la- fu’n‘cion

n de qué v, los - cbmpqéstu;
3 ri:'.é'ri una ‘inhibicien : del. metabolisno
por. Sun v’ Johnson (1948)" y después“
re:v.{sadb pnr" Casid (1‘?73), Hewlett (1960) y wilk;nson_
.(1971). Lus ::ampuéistus metilendioxxfenuus actuan sobre el

siutema anzinéticu de la oxidasa ‘de . funsién mulnple o
citocromo PAS2 (uilkinsun, 1976). Este sistema enzimatn:u ha
sido dembsfrado en 17 especies de insectus (Hadgson Y
Philpot, 1974). T -

Hennessy (1965i. Hansch (19&8) y Ullrich vy Schnébel
(1973)  proponen que los ' compuestos’ metilendioxif&nilns
forman iones carboxilos, r.adic,ales libres o carbaniones, los
cuales interactuan con-algun :nmﬁanente del sistema oxidasa
de funsion mixta, lo que indica  que la inhibicidn es no
competitiva, formandose un complejo entre gl citocromo FP458
y los compuestos metilendioxifenilos (Wilkinson, 1974&), lo
que trae como consecuencia la intoxicacién en el  insecto
debido a que se encuentra blogueado el sistema enzimatico
que facilita 1la: eliminacidn de metabolitos téxicas del
insecticida (Wilkinson, 19764). pen
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I, JUSTIFICACION DEL TEMA.

Se  han encontrado que diversas - plantas . tienen
principios activos contra insectos, como las aspeﬁies‘ del
génera Zanthoxylum, la flar de Spilanthes bleracsa,
Crisantemun cinerariafolium y Neliopsts helianthoides entre
otras. El aislamiento, identificacidn vy usg de losa
principios activos de las plantas es de gran importancia vya
que por un lado se puede aprovechar su actividad insecticida
y por otrao son facilmente biodegradables y na . téxicos para
el hambre o los animales ( Haral, 1984; Kubo, 1991 ).

La actividad insecticida de ciertos compuestos como las
Piretrinas e isobutilamidas pueden aumentarse por la adicicdn
de algun sinergista de las cuales, los mas  importantes son
el . Piperonil butoxido Y otros - - compuestos
metilendioxifenilos,. como ‘1a SésSﬁini, la  Sesamolina vy
. algunos otros productos naturalesi como - la Miristicina
aislada de Pestinaca sativa 'y la - Affinina  ainlada del
Heliopsis longipes (Klocke, 1989). o

De la corteza de Zanthoxylum . Liebmannianun . se
identificd al o-sanshool, una N~isnbutllaﬁida",‘da' 12
Atomos de carbono, como el principio larvicida, " (Reyes &t
al, s 1991). : :

La actividad larvicida del o-sanshool es mndérada‘(CLsn
1.82 ppm ) esta actividad es factible de aumentarla . por la
adicién de compuestos metilendiuuifenilog, Vestudin qqé
hasta donde se sabe no se habla realizada. '; o

Por lo gue en este trabaio se enfocd enrla‘:cﬁpfubaciéq
que el poder larvicida que poses el u—Bén5h6n11'se?,aumenté
por la adicién de los compuestos metilenﬂiquifsﬁilus,
Sesamina (2}, Asarinina (4), Fagaramida (e} vy Pipeéina {3)
{ Hansch, 1968 ).
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V. OBJETIVOS.

4.1, OBJETIVO GENERAL.

Realizar el astudinvde sinergismo de los  compuestos
metilendioxifénilas, ‘Sesamina, " Asarinina, Piperina vy
Fagaramida.t sbbre la gt:_tlvidad larvicida del u.—sanshnul en
Cutex qutnqﬁs/as”&}ia(us' v Artemia salina.

2, OBUETIVOS ESPEGKICOS.

4.2.1. Colecta de la cortesa de Zanthoxylun liebmannianun.

4.2, 2.'Aislar de la curteza del Zanthoxylum liebmannianwn la
sesamxna, la asarinina y el a-sanshool.

4.2.3. Gisfair‘dg lvar pimighta negra a la piperina.

4.2.4. Determinar el efecto de la sesamina,. la asarinina,
piperina . 'y'-de, la tfagaramida sohre la actividad
larvicida del u—sanshuo]. Sobre Culex qutnque[usctat'us Y
Artsmta salina,

aa



V. HIPOTESIS.

La Hipétesis de trabajo bajo ia cual se desarrollé esta
investigacién  fue:

Los compuestos metilendioxifenilos (sesamina, asarinina,
piperina y fagaramida) presentaran un efecto sinergista de
la actividad larvicida ‘del a-sanshool sobre Culex

Quinguefasciatus y Artemia salina,
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VIMATERIAL.

6.1 MATERIAL VEGETAL, 4
“Corteza iecé'de Colaopahtle (Zanthoxylum ltebmannianum).
‘Hojas secas’ de Colopahtle (Zanthoxylum ltebmannianum).

Pimienta‘nqbra'(narca Mc~kormic).

B.2. MATERIAL: PARA LAS EXTRACCIONES.

5.2, DISOLVENTES ¥ REACTIVOS.

Cloroformo.
- Cloruro de metileno.
Hexano.
_ Metannol.
Acetato de etilo.
Agua.
Et.r etflico.
Eter imoprop!ilico.
Benceno anhidro.
Acido clerhidrico.
Bicrbonato de sodio,
Cloruro de tionilo.
N-isobutilamina.
Acido 3,4-matilendioxicinamico.
Sitica gel ( Merck 70-23@ malla ASTM ).

822, EQUPO,

Rotavapor (BUchi 461).

Aparato de RMN, FT-88.

Balanza analitica ( August Sauter GmbH D~747@ Alb Etadt
1-Ebinge) .

Aparato para determinar el punto de fusion. (Fisher
Jonhans Mod. IL 684). ’ J

Lampara de UV de doble haz ( Hitachi 2205). .

Placas para calentamiento {(Molda-agitherm, Nom=1)."

6.2.3. MATERIAL DE VIORIO.

Matraces erlemeyer de 50 ml.

Placas para cromatografia en capa fina de 3x8 cm..

Columnas de vidrio para cromatografia de 2 tamafos
diferentes en diametrao por longitud {1@cm)
diAmetro, 2.5 mm pared; 7 cm.diametro, 2.2 mm
pared y 2 cm. diametro, 2.5 cm. pared.).

Matraces bola con boca esmerilada de 250, 125 ml de
capacidad.
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Vasos de precipitados. de 1008, 508, 2508, 108 y 50 ml
de capacidad. -

Probetas de 1008, 500, 250, 100 y 50 ml. de capacidad.

Embudo de separac;én de 508, 250 y 6@ ml. de capa:idad.

Espatulas de diferentes tamafos.

Soporte universal

Pinzas de tres dedos con nuez.

vidrios de reloj.

capilares.

Matraces bola de 250 ml.

Refrigerantes.

Canastas de calentamiento.

Sistema de reflujo.

6.3. MATERIAL PARA LOS BIOENSAYOS,

6.3). MATERIAL BIOIOGICO,

Larvas de Culex quinguefasciatus en el cuarto intar.
Larvas de Artemia salina.
Ratones.

632, MATERIAL DEL LABORATORIO.

Matraz erlenmeyer de 58 ml.

Pipetas graduadas de 10,5 y 1 ml.
Pipetas pasteur.

Espatulas.

Vasos desechables de 100 ml.

Viales de vidrio de 1@ ml.
Recipientes de plastico (bandejas).
Jaulas para ratones,

Jeringas de 1 ml.

6.3.3. SUSTANCIAS.

Sal marina.

Agua destilada.

a-Sanshool (obtenido de Zanthoxylum liebmannianumd.
Sesamina (Obtenida de Zanthoxtlum liebmannianum).
Asarinina (Obtenida de Zanthoxtlum liebmannianum).
Fagaramida (Obtenida por sintesis).

Piperina (Obtenida la pimienta negra).

6.34. DISOLYENTES,
Acetona (grado R.A.)
Etanol. (grado R.A.)
Carboximetilcelulosa.
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6.35. EQUIPO.

Balanza' analitica. (August Sauter GmbH D-7470 Albstadt
Ebingen). .

caja grande para los biocensayos.

lamparas eléctricas.

Vil METODOS

74 ESTABLECINIENTO DEL CICLO BIOLOGICO DE- LA  LARVA DE
. Culex qutnque[usctatus. - B

Los huevécillds'se cale:tarnﬁ de'estanqﬁes del: Cﬁmpo
experimental  "El Ranchita”, : de : la UniQersidad' Autéﬁbma~
Chapingo. Se colocaron . en fecipientes con ' ‘agua para ‘sui
eclosién. Dos a tres dias después, se observéd 51 emergierun
las larvas. 8e les adicioné alimento de origen vegetal y:.se

les tambid el agua cada 72 horas. E1 periodoc larvario duro .

aproximadamente 15 dias. Después de esto pasaron‘a puﬁa;
Esta pupa se pasé a otro recipiente con agua,” Yy " se
introdijo en, una jaula entomolégica en donde
emergieron los adultos. Los moscos se alimentaron de‘sangre
de pollo para lo cual se utilizo un - pollo “de
aproximadamente 15 dias de edad. Se colocaron . recipientes
con agua, para que la hembra depositara  sus hueQecillné,
dentro de la Jjaula. Se _colectaron: los” huevecillos
diariamente y se colocaron en recipientes cuﬁ?' aqua, 5e
siguié el ciclo, para obtener . larvas ; en el : cuarta

estadfo larvario. Manteniendu la calnnxa en el labnratur;u.

Ifuiex

7.2.  DETERMINACION .
quanue/as tatus,’

Se prepararun diluc;unes de B BBBI ‘a IGBB ppm de los
y disulvente, acetana.

Se cnlocaro Yinstar ¢ en

aperimadament 5, ml de agua, SEV adicinnarnn; @.1°" ml. de
cada una de 1 s dilucinnes. se ‘agits .y se aforaron a . 10
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ml con agua. se determind la wventana biolegica, que
representa el rango de concentraciones en donde se encuentra
el 108%Z y el @Z. de mortalidad. La curva concentracion-
respuesta, se realizo en el rango de la ventana bXQIbﬁicn,
con por lo menos. 4 concentraciones. Se reglstro el'numerq de
animales muertos en cada concentraci6n y se calculo la” CLso
por ‘el ‘método Probits (Infante et dl k 1994). Cada
concentracién se evaluo por triplicado. Simultaneamenta se
carre por triplicado con un grupo control tratado con B 1 ml
de acetona (esquema 1}. E

7.2, DETERMINACION DEL SINERGISMO.

La actividad sinergista de los compuestos
metilendioxifenilos (sesamina, asarinina, piperina 'y
fagalramida). Se desarrollo corriendo las curvas
concentracidn-respuesta de la a:tividaq larvicida - del
4-sanshool, en ausencia y en presencia de 1, 3, 10y 100 ppm
del :oﬁpuestn,sinergista. La curva se corrid eh el rango de
9% y 10@8% de mortalidad para cada combinacidn, :

7.3. PRODUCCION DE Artemia salina. -

_ Se preparb agua de mar artificiél. mezclandd 36.3 g. de
sal marina cnmercial en un:litro de agua.;Se colocaron en un

recipiente amplxo se le adi:ionarun 50 'mg - de huevecillos

de 4. saltna. Be cubr eron Y se colocarocn bajo una lampara

de luz. Las larv$ ‘se ut;liz rnq 48 horas después ( Meyer

et al. ,

731, DE LA° “ACTVMDAD  LARVCDA SOBRE  4rtemia

8e culucarnn‘ 1E larvas. de Artemia por vial y se

adicionaron @.5m1 de cada dilucién (conteniendo de 0.8a0L

a 108 ppm ‘de. cada :ompuestu), posteriormente se aforaron : a
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Estadlaver su ciclo
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—

ESQUEMA 4. DETERMINACIDON DE LA QCTIUIDED LARVICIDA.
¢ Culex quinquefasoiatus)

Uit lizar larvas
su ouarts instar,
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d» oxda disolusion.
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#! wetotlo prodits.
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Despues de 3¢ horas
contar el pumero de
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Sml con agua de mar artificial. Estu s hace por triplicado

para cada cnncentracién.

Para lu; cdntroles se adicioné 1 ‘una - solucidn - de
acetona al ' @.01 % con agua de mar artificial. .

Para contar las larvas se utilizé ‘una’ bibeta pasteur,
Después de 24 horas se contaron las _laféas ‘muertas
{Esquema 2).

7.3.2 DETERMINACION DEL SINERGISMO.

Procedimiento - igual al seguido con Culex
guinguefasciatus. )

7.4. DETERMINACION DE LA CL,,

Lg concentracién letal S0 { Clso ) v el intervgln‘rde
confianza al 95 % se calcularon por el método Probits,
utilizando un programa de computo ( Infante, et al.,:1984 )
s para cada uno de 1ps tratamientos, con 1lus cuales  se .
calcularon la potencia relativa ( Numero ‘de Vecms  del
sinergismo).

741, DETRMNADION DE LA [lso  DEL  «-GANSHOOL  SOBRE
RATONES.

Los ratones se sometieron a un ayuno de 24 horas antes
de iniciar el exﬁerimento. Se les administré a cada ratén
a-sanshool por via intraperitoneal, suspendido en
carboximetilcelulosa, ajustandose las concentraciones
para administrar 10, 30, 100, 308, 100@ mg/Kg de peso. Se
llevéd a la par un control, se observé el efecto y se
determino la ClLso por el método probits.
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EBQUENA 2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIDLOGICA EN

Artemia salina

Pesar 58 ng do Wavecilies Suspender ¢ agqua
o et nalina. do xar artifiofal

(33.6 9 de sal de
mar o un Hire

de apua ).
fas larvas emergmn Cubrir y oolosar
detpuss d» 48 horas ‘ bajo una lawpara
de lus,

Freparar las siguimntes
dlecionemiBol, 0.8,
9,001, 8.099L y 9,00001
w/nl de oada compusste

> 4

Calecar {8 larvas #diolonar 3.5 wl de
de cwmaren § aferar ‘ crda dijucion en visles
2% ul. con agua de do 10 al. se hace yor

war. tripiicado.

Caloular ¢} Clge de cadn
Despues de 24 horas combinaolon sinergista.
contar el nuwero de @ Por o1 wrtolo prabit.

larvas muertas,




75. METODO DE EXTRAGCION,
751, EXTRACCION DEL MATERIAL" VEGETAL.

La planta utilizada en este estudioco fue re:ulectada'
en 8n. Andres Cacaloapan, municipio de Tehuacan Puebla. La
recoleccion se hizo en septiembre de 1993, Una  muestra de
referencia se deposité en el Herbario de Plantas Utiles,
Etraim Hernandez X., de 1a Universidad Auténoma Chapinga
(Xplo~198126) y fue identificada por el M. en C. Erick
Estrada . del debartamentu de Fitotecnia de la misma
Unlverﬁidad{ Tehuacan esta &n una regidn semidrida, a 1474
mENM .« 18?‘123' S latitud norte vy g7%23" longitud oeste;
iemperaidra pramedio: 18.4 DC; precipitacén anual: 480 mmy
con lluéias de maya a septiembre (Figura 5).

SUANAJUATG SAN LUIS POTOS

Tehuacan

QUERRERO X7 ”

Figura %: Localizacion del municipio de tehuacan Puebla.

El material vegetal se descortezo y se secé a la sombra

a temperatura ambiente, luego se pulverizé en. un . molino

manual, resultando 2 Kg de corteza molida y seca. ‘Se-

pesaron 2 Kg de corteza seca y molida y;se’extrajo'en 'fukma
49 : ;



sucesiva con hexano (B8 1)} y cloruro de  metileno (8 1), a
temperatura ambiente { ZB-ZZQC) tres‘veces por periodos de
tres dias. Desﬁués de eliminar los disolventes  a presion
reducida se obtuvieron 58 g de extracto hexanico; 141 g de
‘extracto de cloruro de metileno.

15.2, SEPARACION CROMATOGRAFICA DEL c-3ANSHOOL.

El «-sanshool se obtivo del extracto de cloruro de
metileno por cromatografia en columna en pequefas porciones
de entre 4 y 6 g de extracto. Por cada gramo de extracto se
utilizaron 18 g de sfilica gel (Merck 70-23@ Malla ASTM). La
elucién se hizo con cloruro de metileno y mezcla de cloruro
de metileno y acetato de etilo,

El a-sanshool se obtuvo en las fracciones eluidas con
cloruro de metilenco/acetato de etilo: 9:1, posteriormente se
purifico en ogra columna cromatografica pequefa eluida con
claroformo/acetato de etilo: 9:2, con un rendimiento del
8.47 7. .

153, - PURIFICACION DE 1A SESAMINA Y AJARININA DEL

Zanthoxylun liebmannianum,

Las hoias de 2Zanthoxylun liebmannianum (2.9 Kg} se
extrajeron con hexano tres veces por periodos de tres dias,
despuéé de evaporar el disolvente se obtuvieron 62 g de
extracto hexanico de hojas.

.62 g de este: extracto fue 'érdﬁgtografiadn en  una
columna dé'silicabgel'(ﬂ.97 Kg} ée“inic;n la - elucidén con
hexand:y sé,fue 1hcremanténdo‘suipniéfidéd can ’acetato de
etila ﬁas{a;aéetatn de etilo puru;’Sa':nlectarnn fracciones
de 300  ml. . De - las fracciones 15;67, eluidas con
hexanb/acetatu‘de etilo (9:1}, fue obtenido un producto
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cristaling, gue por re:Eistalizacién con  eter isoprops lico
pradujo 350 mq de d-(*)-asarinina {9.212 % de rendimiento),
Pt 117-118 BC. De las fracciones 93-103, eluidas también
con hexana/acetato de etilo (?:1), cristalizaron 1.3 g de
d-(+)-seBamina (@.044 % de rendimiento), Pf 117-118 {Reyes
et al,, 1991).

154, EXTRACCION DE LA PIPERINA.

4@ g de pimienta negra marca Mc-~kormic y 420 ml de
clorure de metileno. Esta mezcla se calentds a reflujo
durante 20 minutos en un balo maria. Se dejo enfriar a
temperatura ambiente (20-25 aC), se filtréd a vacfio en un
embudo buchner y 1 residuc se lavo varias veces con cloruro
de metilena. El disolvente se evapord en rotavapor a presién
reducida obteniendose un aceite negro, al cual se le
adiciond éter etilico y se agito lentamente para inducir la
precipitacién’ de 1la piperina, Se filtre a vacio,
obteniendose un precipitado amarillo, al cual se le hicieron
varios lavados con éter etilico frio. Este precipitado se
disolvid con una minima cantidad de solucion caliente de
acetona, una vez disuelto se dejé precipitar por si solo. Se
filtré a vacio y se lave con éter etilico frio, estdé se
repitio varias veces, obteniendose 1.36 g de Piperina
purificada.

7155, SINTEHS DE LA FACARAMIDA ( Elliot, et al., 1987),

En un matraz bola de 180 ml se colocaron 5.7 mmoles

{L.1 g) del acide 3,4-metilendioricinamice con 27.3 mmoles

{3.25 g) de clorurc de tionilo, se calento a reflujo por S

toras . La reaccion se siguié por cromatogratia en capa

fina, Después del refluio, se destilo el eiceso de cloruro

de tionilo a presién reducida. La mezcla de reaccion se lave
St



con benéeho ﬁasta que el destilado fué nautro al
1ntrnducirle un papel indicador de pH. El clnruro de Acido
ubtenidu se utilizé sin’ separarlu para la siguiente etapa de,‘
sintesis.

. El cloruru de Acido de - la. ‘ragccién anterior, se
disnlvie en 5 ml de éter etilico . (destilado y seco)yj se
adicioné una solucion de isnbutilnmina (13 mmol en SE ml - de

- éter etilico). Se agits la mezcla de rnaccibn pur‘ZB haras a

temperatura ambiente. Se evapors el 6ter “de kla mezcla,,de
reaccion y se disolvio ese pruductn »en acetato de -etiio.
Esta mezcla se lavo cansecutlvamente cunv Acido clnrhidrico
al 10 X, agua destlllda cnn una sulucién de bi:arbonata ‘de
1'sudiu al’ 10 % y fi
“un. pH neutra. ‘Post

mente con agua dsstilada hasta’ abtener

nrmante [1-3 separé la fase no - acuosa y
se secc con sulfat da. sodin anhidrn, el disolvente ae
-v-poré a presién r.du:ida: en rotavnpnr. El» prudu:to se
purlfxcn por ristalizacién - simple, nbtensendose .la
N—ilubutil—x—(S 4-motilendioxifenil)—2 (E) 'propenamida

(Faglramida). Pf 1189 ¥ un»r:ndinientp de .78 % {esquema 3).
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Esoguema 3: Esquema de sintesis de la Fagarami:fa.

A acido 3, 4-metilendioxicinamico mas clururo de
tionilo en un reflujo por 8 horas. .

8) El cloruro de acido resultante mas la isobutilamina,
por 20 horas a 2S5 °c. i
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Viii. RESULTADOS.

8.1 OBTENCION DE COMPUESTOS,

Del extracto de cloruro de metileno de la corteza del
Colopahtle  {Zanthoxylum Liebmannianund, y después de
fracionarlo a través de una cromatografia en columna vy
posteriores cromatografias, se aislé e identifico el
a-Sanshool, con un rendimiento del @8.47 % . Por otro lado,
del extracto hexanico de las hojas del Colopahtle, se aislo
e identf{fico al Ilignano d-{+)-Asarinina (©.012 %) vy
d-(+)-Sesamina (@.044 %Z). Estos compuestos fueron aislados
e identificados del colopahtle previamente por Reyes et al.
{1991), y los datas espectroscopicos de RNN-‘H cainciden
totalmente con lo descrito para estos compuestos.

La Fagaramida fue obtenida por sintesis rcon.r'ﬁn_.
rendimiento del 78 XTV fue identificada por sus prﬁpieda¢es e
fisicas y espgctrns&éplcas, (Adesina, 1984). La Piﬁerina ie
aislé de la pimianté ﬁegra, siguiendo el metodo des:r;to pbr
Epstein et al. (1993). : L

82. DETERMINACION DEL SINERGISMO,

Una vez obtenidos los compuestos metilendioxifenilos

( Sesamina, Asarinina, Piperina y la Fagaramida ) y la
N-lsobutilamida ( a-Sanshool )}, se prosedic a relizar las
pruebas hiolégicas sobre Culex qguinguejfasciatus y scbre
Artemia salina. Se realizaron las curvas

concentracién—-respuesta con el a-Sanshool en presencia de
diferentes concentraciones de los compuestos
metilendioxifenilos y se calcularon 11os valores de la
concentracidén letal cincuenta {CLso), los resul tados
obtenidos de la Clso de la combinacidn del a-Sanshool y las
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diferentes concentraciones de Sesamina, Asarinina,
Fagaramida.y Piperina se presentan en las Tablas de la- 3 a
1la 6 para larva de mosco y para Artemia de las tablas 11 a
la 14, g |

En las tablas 7 a‘la 1@ se ﬁresenta el namero de veces
que aumenta el efecto larvicida del u—Sanshonl en . larva . de
Mmosco y 'eh laa‘ tablas 15: 19,’ se . presentanbqus
resultadns para A}LDMLa salmna. : e S

A :ada une - da los cumpuestns ﬂtifiiadns ‘se les -
determina un espectro de RHN- Hy- RHN—‘ tlas ':uales‘ se’
muestran en’el apendice y-:la asxgnaciénda las seﬁales ae dan
en las tablas- 19 a'la 23.- T
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TABLA 3: Valorés de’ cLso g Cppm) delr.’ 04sansﬁbol solo y
combi nado con varias concentraclones de sesamlna b4 los
1imites superloros [-X .lnferlores del 1nterva10 de conr.lanza
al 95 X obten.tdo en lnrvas ds Cul.ex qul.llquefasclalus. 4

CONBINACION Culex quinquefasciatus
SINEICISTA .
CL3@ LIMITES
BESAMINA R77.40 21.3% -3573.14
ALFA BANBHOOL 3.97 2.78- S.6
“—B8AN/1lprm SBKS 1.99 a.78- a.a
—8AN/3ppmM SKS @.31 e.20- 1.2
—-BAN/L@ppm BXKS e.a7 .84~ 9.1
-8AN/1B8@Brprm BES @.15 2.001- @.9018

HOTAIALTA SANENOOL (SAN) ¥ SESANIMA (SI3).

* DEXISAN I ypm
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TABLA 43 Yalores de CLso ~(ppm) - del a-sanshpol skélo y
combinado con varias concentraciones de asarinina y los
limites 'supar-.l.or'ss‘ e inferiores del intervalo de confianza
al 95 %X 6btenldo en larvas de Culex quinquefasciatus.

CONINACION Culex quinquefasciatus
SIS . L e
cL3@ LIMITESB

ASARININA 69.93 28.13-342.83
ALFA HSANSHOOL 3.97 8.78~ S.67
—BANLppm ABA e.83 @.33—- 3.10
«—~BAN73ppM ABA 1 .23 B.49~ a2.13
«—B8AN7L@ppm ABA S.a8 .02~ .29
—BAN71B0pym ABA @.14 1.683—~ 1.32

MOTA:ALTN SANSHOOL (BAN) Y ASARINIMA (ASA),
* DOREIAN DN ppm
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TABLA 51 Valores do = CLuo (‘ppn)' del a-snnshool solo’  y
combinado con vnrlas concontraclones 89 fagaramida y ' los
limites suporloro; -3 Anx‘oriores dol lntarvalo de conﬂanza
al 95 x obtenido en larvas de Culex qutnque/asctalus

COMINCION Culex quinguefasoiatus
SINDKISTA '
. CLY@ LIMITES

FAGARAMIDA 7.92 3.1 - 12.2
ALFA BANBHOOL 3.97 2.78~ 3.6
—B8ANZLppm FARQ 1.34 2.4 -~ 3.8
—BAN/3ppm FAQ 1.33 @.3 - 4.9
«—8AN/L1@ppn FRG @.217 2.004- 8.06
«—8AN/1@Brrm FAQ @.38 0.89- @.81

NOTAIALYA SAMGROCL (SAN) ¥ TAGAMANIDG (PAQ)
* DUPESANO IN ppm
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TABLA B:  Valpres. de CLso Cppw - del a-sanshool’ s6lo y
combinado con|. varias. ‘concentraciones de piperina 'y los
limites superjores e inferiores del intervalo 'de ! confianza

al 95 X obtenido en larvas de Culex quinguefasciatus.

CONBINCION Culex qulnquof.-oiqth.

SINRCIST " R
cLse LIMITES
PIPERINA 1@.023 2.44- a1.1
ALFA BANBHOOL 7.14 3.43- 14.9
—8AN/LppM PIP 2.89 1.5~ s.a
< 8AN/3ppu| PIP 1.92 @.93~ 3.9
«—BAN/19pph PIP @.72 @.3a~ 1.6
«B8AN/3@ ppm PIP e.a7 9.91- @.4

\mmm SANINOOL (34N) ¥ PIPERIMA (PIP),

‘i * DRISADO DN rom
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TABLA 71 Nimoro deo veces que aumonta la . potencia. larvicida -
sobre Culex quinguefasciatus del a-sanshool'” al adicionarle
1a sesamina en las concentraciones 'indicadas.’

CONBINAC O .
SINDGIST POTENCIA LARUVICIDA
Culex guinguefaspiatus

BESAMINMNA @G.014
ALYA BANSHOOL 1.a08
~BAN/Lyppmu BEKR a.490
—BAN/Ippm 8KS 7.766
—BAN/L@ppw BEB 53.642
—BANLOBPppw 8ES as.zan

NOTAIALIA SANENOOL (BAN) ¥ SRSANINA (SES).
® RESPECTO AL ALYA SANSNOOL
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TABLA Bi Nimero de veces que aumenta la potencia

sobre Culex guinguefasciatus del a-sanshool

al

la asarinina én las concentraciones indicadas.

larvicida
adicionarle

COMBINACTON
SIEXIStA

ABARININA
ALFA SB8ANSHOOL
«—8AN/1pyM ABA
«—8AN/3pPMm RBA
«—8AN/18rpm ABA
«—BAN/18B8pprm ASA

"POTENCIA LARUICIDA
Culex gquingusfasciatus

23.098
1.008
4.743
3.868
47 .022
27.191

# RESPECTO AL ALFA SANSHOOL.
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TABLA 91 Numero de veces que aumenta la potencia larvicida
sobre Culex @uinguefascialus del a-sanshool " "al’ -adiclonarle

la fagaramida en las concentraciones .lndicadas}

CONBIMACION "
SRS POTENCIA LARUICIDA
Culex quinguefasclatus

FAQARAMIDA a.jaa
ALFA SBANBHOOL 1.900
«—8AN/Appm FAG 3.494
—SAN/3Ippn FAQ 2.971
—BAN/L8prm FAQ 2829.153
<—8AN/180pPm Faad i14.108

WOTAIALEN SANSHOOL (SAN) ¥ TRGARANIDA (FAO)
# RESPECTO AL ALPS SANEMOOL.

62



TABLA 10: NUmero de veces que aurnsnta la potencia
Sobre Culex qutnque]asc(utus del a=sanshool “al
la plperina en las concentraciones lndlcadas‘.

larvicida
adicionarle

CONBINCION . :
" SIS POTENCIA LARVICIDA
Culex gquingquafasciatus
PIPERINA @.713
ALFA BANBHOOL 4 .000
¢—8AN/1ppm PIP 2.472
«—BAN/3ppm PIP 3.740
«—BAN/L@»rem PIP 9.883
«—8AN7L@@ppm PIP 98.385

NOTALALTN SAMBHOOL (SAN) ¥ PIPERIMA (PIP).
* RESPICTO AL ALPA SANSHOOL,
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TABLA 11: Valores de CLso

(ppm> del a-sanshool solo y
combinado con varias

concentraciones ‘de sesamina Y los
limites superiores e inferiores del intervalo de

confianza
al 95 X obtenido en larvas de Artemia salina.
COMBINAC O Artemia lll’inl’h
SHEMISTH . ’
CL3@ LIMITES
BESAMINA 61.89 33.7 -113.6
ALFA GANSHOOL 35.358 1.96- 135.7
«—8AN/7Lppm BES 6.41 2.9 - 14.1
«—8AN/Iprn BKS 4.82 2.4 - 9.7
—BAN/1@ppm BXS 2.43 8.7 -~ 7.4
«—8SAN/710@8ppPpn HKS .28 a.a8- 2.308

NOTATALFA SAMBHOOL (SAN) ¥ SESANINA (SK8).
* DXPRESAD) DN yyu
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TABLA 121 Valores de CLso (ppm) del a-sanshool sélo y
combinado con varlas concentraciones de - asarinina Y los
limites superiores ® inferiores del intervalo’ de confianza

al 95 %X obtenido en larvas de Artemia salina.

COMDINACS 0K Artemia  salina
* SINERCISTA "
CL3® LIMITES

ASBARININA 1159.93 20.596-3907.22
ALFA BANBHOOL 3.86 2.44- 11.37
—BAN/1rpm ABA 8.97 2.86- 28.11
—~SAN/3Ippm ABR 3.32 2.36- 4.84
~8AN/1B8ppn ABA 7.00 2.36~ 21 .67
«—8AN/1B@prm ABA @.63 @.18- 11.37

MOTAIALFA SANSHOOL (SAN) ¥ ASARININA (ASA)
# DPRESADO KN pom
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TABLA 13t Valores de - CLso '(ppm) del’ a~sanshool solo b4
combinado con varias concentraciones de fagaramida 'y los
limites superiores e inferiores del intervalo de ' confianza
al 95 % ob'.enldo‘b en larvas de Artemia salina.

COMDINACION Artemia salina
SUERGIS™ . -
cL3@ LIMITES
FAGARAMIDA 274.37 169.4 ~443.0
ALFA BANBHOOL 5.58 1.98- 15.7
«—BAN/Lppn FAG 7.70 3.0 - 11.68
«—B8AN3ApPm FAQ 3.57 3.8 - 18.3
—8SAN/18ppm FAQG 4.81 8.3 - 6.9
«—8AN/100pPm FAQ 0.034 e.01- @.087

NOTAIALFA SANSHOOL (SAN) ¥ PRGARMIIA (FR0)
# DERESADO DN pym
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TABLA 141  Valores de CLso (ppm> del a-sanshool solo
combinado con varias concentraciones de piperina y 1los
confianza

limites superiores e inferiores del intervalo de
al 95 X obtenido en larvas de Artemia saltina.

COBINCION Artemia’ ‘salina
SIRKISH TN &
cusa’ . LINITES
PIPERINA 135.93 7.6 -~ 33 .4
ALFA 8ANBHOOL 6.37 3.3 -~ 1a.@
«—8AN/Lppm PIP J.47 1.9 - 14.82
—~BAN/3pepm PIP 3.49 1.3 - 7.4
—B8AN/L@pPrm PIP 1.00 8.6 - 4.7
«—SAN/38 ppm PIP 2.086 a.82~ 2.186

MOTAIALFR SANSNOOL (SAN) ¥ PIPERIMA (PIP).
* DIITIANO D4 pm
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TABLA 158 Namero do veces qus, aumenta la potencia larvicida

sobre Artemia salina del ba-sanshool al - adicionarle” la

sesamina en las concentraciones indicadas.

COMRINACTON .
SIMERCISH POTENCIA LARVICIDA
Artemia salina
BEBAMINA a.090
ALFA B8ANBHOOL 1 .006
«—8AN/1ppm SKS8 a.871
«—BAN73ppm BKS 1.157
«—8AM/1@ppn BLS 2.2998
<—8AN/i0@ppm SXKS 27.933

NOTAIALRA SANBNOOL (BAN) ¥ SESANIMA (SKS).
# RESPICTO AL ALFA SAMBHOOL.
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TABLA 162 Numero de veces que sumenta la poiencia larvicida

sobre Artemta salina del a-sanshool al adicionarie la

asarinina en 'las concentraciones indicadas,

COMBINACION P I A :

SINERSISA POTENCIA LARVICIDA

Artemia: salina
ABARININA ‘@.a48
ALFA SANBHOOL 1.800
«—SAN/Lppm ABRA a.a87
«—B8AN/Ippm RBA 1.992
«<-B8AN/L@ppm ABA @.732
-BAN/LOBRErM ABA 8.33%

NOTAIALIA SANSHOOL (SAN) ¥ ASARINIMA(ASA).
» RESPICTO AL ALFA SANSNOOL.
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'TABLA 17¢ Numero de veces gue aumsn'.‘a“la potencia - larvicida
sobre . Artemta salina . del va-sanshqol al: adiclonarle 1la

fagaramida en las concentraciones indicadas,

COMBINACIOM "
SINECISTA POTENCIA LARUVICIDA
Artewmia salina’
FAGARAMIDA a.319
ALFA BANHHOOL 1.000
«BAN/Lprm FAQ @.683
—8BAN/73pePn FAQ @.943
«—BaAN/L@rpm FAQ 1.311
«—8AN/LiBRpem Faa 131.6838

NOTAIALIA SANSHOOL (BAN) ¥ TRGARANIDA (FAQ)
# RESPECTO AL ALFA SAMSNOOL.
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TABLA 1.9; Nimero de veces que aumenta la potant‘:la, larvicida
sobre Artemia .salina. del a—’sanshoolﬂal adicionarle 1la

piperina en 145 concentraciones indicadas.

COMBINACION .
SINERISTA POTENCIA LARVICIDA
Artemia salina
PIPERINA 2.399
ALFA B8ANSHOOL 1.000
«—8SAN/1ppm PIP 1.238
<~B8AN/3Iprm PIP 1.992
«~SAN/1LOnpm PIP 3.3529
«—BANZ73D ppm PIP 90.003

NOTAIALTA SAMBHOOL (SAN) ¥ PIPERINA (PIP).
# RESPICTO AL ALTA SAMSHOOL.
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TABLA 19:¢t . Asignacion *de las seNales en  RMN para

a-sanshool.

[ )3

RMN-'H CCDC1m®

-] SeRal Asignaclén

0.87
1.79

OH, H-3', H-4'

14, H-12

1.80 1H, H-2'

2,29 4H, H-4, H-3

3.10 dd 1H, H-1’

6. 20 sa HN [N B
6,30-9, 37 H-8, H-?, H-8, H-9, H-10, H-11
8.82 . 24, H-2, H=-3

R ¥-%-1

-
g

RMN-'C". ccpclad

- Sefal Asignacic’m

108,98 .
124.22
143,38
32,08
20,54
120,82
129,89
128,27
133, 48
131.79 .
130,10~
18,29
40.88
28,59
20,13

c-1

aaesanasaaccann

NoTAal & en pom. i
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TABLA 201 As.lgnacic;n de las seNales on RMN para la

. Sesamina.

RMN-"H' €CDC1ad. .. -

6 v lseMall

3,04
3,85 -
4.22
4.70°
5. 90
6.70°

NOTA: & en ppm.




TABLA 211 Asignal:lén de 'las seffales en RMN para 1a

asarinina

RMN-'H " cCDC1®)
- .. Sefal- " Asignacion
2,69 - “1H, H-L
3,30 = ‘1M, H-i, H-ma
3,98 ~ 28, H=471, H-m3
4.13 q 1H, H-ja
4,35 d 2H, H-k,. H-h
5.03 T o AMy Heg sl i, s
8,79 m “ .. BH, :H-_b, . H=0, - H=f

NoTa: 6 en . ppm.
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TABLA = 223 As.lgnacién de 'las sefales en RMN para la

fagaramida.
RMN-'H - CCDCLad’
) ' SeMal: - .-Asignacion
0.96 Qo 8H, H-C, H-D
1.84 S me 1H, H-B
3,22 e dd 1H, H-A
5.98 o s: 2H, H-g
6.26 dt 1H, H-i
8.77 d 2H, H-o
8.80, dd 1H, H-f
7.30 s 1H, H-b
7,56 . d tH, H-h
RMN-*’C  ccpalp
- Sefial Asignac.(én

129,38 s c-a
108,37 d c-b
148.24 s C-c
148,08 s c-d
108,52 d Cc-e
123,71 d c-f
101, 40 t c-g
140,80 d ' C~h
118,98 d [
118, 08 s c~3

47,11 t C-A

28, B8 d c-B

20.16 q c-C, C-~p

NOTA!'S en ppm.
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TABLA 23 Aslgnaclén-da las seffales en RMN para

la
piperina
RMN-'H  cCDCl2d
& Sefial “Asignacion B
1.82 m )
3.57 m
8,93 s
B8.43 d
8.78 dd
8.80 d
7.08 d
7.40 m

RMN-‘°C  ccDC1md

& Sefial Asignacion’

1063.37 s c-1
120.14 d c-2
142.38 d c-3
129.38 d ‘c-4
138.10 d c-5
131.01 s c-6
105,67 d c-7
148.18 s c-8
148.10 s c-9
108.43 d c-10
122. 41 d C-11
101.25 t c-12
24.00 t C~A
27.80 t C-B
47.90 t c-C, C-b

NOTA: & en ppm.
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8.1DiscUSION DE RESULTADOS.
B.11 DEVERMINACION DEL SINERGISMD EN Culex guinquefasciatus
A ) EFECTO SINERGISTA DE 0.4 SESAMINA .

La Sesamina presento un clarp efecto sinergista de la
actividad larvicida del o-~Sanshool desplazando la curva

tosis respuesta a la izquierda (Figura 1), el
desplazamiento esta relacianado can la concentracion
adicionada (Tabla 3), aumentandose la potencia del

o~Sanshaal 25.20 veces a la concentracidn de 100 ppm, 53.6
veces a la concentracién de 18 ppm, 3.B4 veces a la
cancentracidn de 3 ppm y 2.5 veces a 1a concentracién de 1L
ppm. La Sesamina presento una Clso de 277.4 ppa { Tabla 7).

Estos resultados apoyan el postulade de que la
actividad insecticida de las N-Ispbutilamidas #s similar a
la de los piretroides, en los cuales se sabe muy bien que la
8ésamina potencia la actividad de estos compuestos  por . la
inhibicién de la enzima oxidasa de funcidn mixta (Wilkinson,
1976). cuando se inhibe la enzima aridasa de funcion mixta
se aumenta la actividad del o-Sanshool, ya que  su
degradacion queda inhibida.

Por otro lado desdé el punta de vista ecologico, tama
interes el hecho de que el o-sanshool y la sesamina se
encuentran en la corteza del colopahtle. De Hecho, en la
placa de cromatografia en capa fina, el a-Sanshool y la
Sesamina se encuentran muy préximos con rf de 80,7492 y
2.8974 respectivamente con un sistema de elucién de cloruroc
de metilenp, y en la purificacién del o-Sanshool, 1la
Sesamina es el Ultimo compuesto que se separa.

Esto de alguna manera representa un sinergismo natural
va que en la misma planta y aun mas en la misma fraccidén se
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LANAS MURRTAS ().
10 [-

0l

0.00t 0.0 [.X]

1 *° wo
CONCENTRACION (ppm).
FIQURA 8
= ALPA SANBHOOL ~9 BAN/ 1ppm BEE ~#= GAN/10 pom KO
£ aAN/100 ppm SRS —=~ SAN/S ppm 8RO -4~ SRBAMINA

ALFA BANSHOOL (BAN) Y BEBAMINA (8E8)

FIGURA Bt Curva concentracion - Respuesta en Culex
quinguefasciatus del a-sanshool solo ¥y en presencia de
varias concentraciones de sesamina. Se observa un
. desplazamiento de la cwrva a la: derecha cuando esrta’

presonte la sesamina.
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ESTA TESIS WO DEBE
SR BE LA BIBLIOTECA

encuentra ‘el principio 'activa {a-Banshool) y el agente
sinergista»(Sesamina);'io que resulta muy importante, ya que
en el casa.de las piretroides se adiciono la Sesamina para

aumentar asu actividad.
B ) EFECTO SHNERGISTA DE LA ASARININA .

Del estudio fitogquimico del colopahtle ( Zanthoxylum
liebmanntanwn }, ademids de la Sesamina que s un = compuesto
metilendiaxifenilo se aislo otrp lignano de las -hojas de -
esta planta, la Asarinina {(Reyes #¢ al. 1991}, . que és;,unj
esterecisomero de la Sesamina. A la Asarinina se - le ‘e#alucf
en los mismos niveles de concentraciones que la"Seséﬁlﬁa{;
{Figura 2 ). A

‘t.a Asarinina aumento la potencia del u—Sahshonx  4.7
veces a la concentracién de 1, 3.8 a 3 ppm, 47 .veces a. la
concentracion de 1@ y 27.19 veces a la cancentracisn de

128 ppm {(Tabla B)._

Be ubservan‘difefen:ias del etfecto sinerdista‘ antre

asarinin§~ y‘,sesa@§na;,lo que. Esto indica que  existen

factores ‘de ,e%téfebiéumefisﬁu para gque. se preééhte la
actividad sinergista. ' ) i . :

€ ) EFECTO SINERGISTA DE .4 FAGARAMIDA .

t.a fagaramida es una N—-iscbutilamida que contiensg un
Qrupo metilendiuxifanilo‘y de la cual tambien se sabe  posee
actividad larvicida en Culex: Kubo 1. et al. (1984) demostrd
la actividad insecticida de la Fagaramida sobre Culex
pipiens, encontrando una Clico de 15 ppm, mientras que en
Culex guinquefasciatus tiene una CLso de 7.92 ppm (Tabla S).
Considerando la Fagaramida como un compuesto
metilendioxifenilo se evalud como sinergista del o-Sanshool

(Figura 3).
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LARWAS MUERTAS (%)
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00 ©.4000 10000 10.0000 10,0000
CONCENTRADION ppnl
FIGURA 7
~0- ABARININA i BAN/ WPe ABA O BAN/BSPE ABA
~~ BAN/1Oppm ABA =4+ SAN/WOppm ABA - ALPA SANSHOOL

ALFA BANBHOQOL (BAN) Y ABARININA [ABA)

FIGURA 73 Curva concentracion ~ Respuasta en Culex
quinguefasciatus del a~sanshool solo Y an presencia de
varias concentraciones de - asarinina. Se observa un
desplazamiento dg'lg( c‘urva’ a‘la Vdar‘e‘cha cua‘ndo‘ esta

presente 1a asarlnina.
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LANMD MUENTAS (v)
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CONCENTAAGION (opm)
FIQURA &
5~ MOARAMIDA - AW ppm FAR O 8AN/S 3pm FAD
-B- SAN/10 ppm FAR —— BAN/ 100 ppm FA % ALPA BANSHOOL
ALFA (BAN} ¥ PAOA

FIGURA 8: Curva concentracion - Respuesta en Culex
quinquefasciatus del a-sanshool solo y en presencia de
varias concentraciones de fagaramida. Se observa un
desplazamiento de la curva a la derecha cyanv;iov esta

presente 1a fagaramida.
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La Fagarémida presenta actividad por si sdéla, pn'r' 1o
que' al cnmbinar;e ‘con el a—-Banshool produce un sinergismo de
pntencia:iéﬁ, ya que el efecto de la mezcla es superior-a la
suma de los efe:tos individuales, asf{, la Fagarainyid‘;‘ tién’e
una, potencia da a.50 respecta al a~Sanshoal, en‘:t‘ant‘n’\qu‘ la
combinac.tén del : a-Sanahnol con la Faéar’amida ca 1a
concentracion de 10 ppm  aumenta la potencia del ’&—Sahﬁhqul
. 229.15 veces (Tabla 8). B “ o :

A la copcentracion de 100 ppm de Fagaramida se bbsgrva‘
una disminucidén del efecto que puede’ atribulrse - a’ gue la
accion  que predomina  es - la " Fagaramida  que la del

a-8Sanshoal.

D) EFECTO SINERGISTA DE LA PHPERINA .

ta Piperina as otra compuesto metilendiaxifenilo,
extraido de la pimienta negra ( Epstein et al. 1993 ) con
una amida ciclica, a 1la cual también se considerSd para
evaluar su efecto sinergista sobre o~Banshool (Figura 4),
observandoae que la Piperina tiene efecto larvicida por sf
sola, como se observa en la Tabla & y al igual que 1la
fagaramida gresenta un sinergismo de potenciacidén,

La actividad aumento 98.3@ veces a la cancentracion de
102 ppm, 7.88 veces a la concentracién de 10 ppm, 3.71 veces
a la concentracion de 3 ppm y 2.47 veces a la concentracidn
de 1 ppm (Tabla 10}.

Estos resul tados sobre Culex guinguefasciatus,
demuestran Que cada uno de las compuestos
metilendioxifenilos, Sesamina, Asarinina, Fagaramida Yy
Piperina, actuan camo sinergistas de la accidén larvicida del
a~Sanshool, tal vez debido a que actuan por inhibicién de la

anzima oxidasa de funcidn mixta.
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LANAS NUEATAS (%), -

0.001 0.01 0.1 1 © 100
GONCENTRAGION (pam).
FIGURA &
- ALPA SARSHOOL O SAN/ tpm PIP ~¥- BAN/10 pam PIP
8- SAN/100 ppm PIP —~ SAN/S ppm PP -~ PIPERINA

ALPA BANSHOOL (BAN} Y PIPERINA (#iP)

FIGURA O3 Curva comontracl{:n ~ Respuesta en Culex
quinguefasciatus del a~sanshool solo y en presencia de
varias concentraciones de piperina. Se observa un
desplazamlon@o de la curva a la derecha cuando esta

presente 1a piperina.
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8.3.2. DETERMINACION OEL SINERGISMO IN Artemia salina.

ta Artemia salina utilizada para las pruebas con
insecticidas,demostré tener una correlacién con la larva de
Culex guinguefascialus (Pineda, 1994) con un coeficiente de
correlacién de 8.91. Lo que representa una gran ayuda para
esta clase de pruebas, por la rapidez de su obtencién y su
utilizaciéon durante todo el aho, ventajas que tiene sobre la
larva de mosco (Culex), por ello también se evalud el efecto
sinergista de los compuestos metilendioxifenilos sobre la

accidn larvicida del a-Sanshool en este sistema.
A ) EFECTO SINERGISTA DEE LA SESAMINA.

En la Tabla 11, se muestran las CLso del oa-Sanshool
s6ld y combinada con Sesamina, (Tabla 15}, can ia
concentracién de 3 ppm la potencia relativa fue de t.1. A la
concentracién de 1@ ppm, se aumentd la potencia relativa
2.29 veces y por (ltimo con la concentracion de 100 ppm
aumenté la potencia relativa del a-Sanshool 27.9 veces.

El efecto sinergista observado, demuestra Que a
concentraciones altas (18@ ppm) se da el sinergismo mientras
que a concentraciones bajas, no tubo efecto o inclusive
disminuys un poco la actividad del a-Sanshool, 1o gque indica
que el a-Sanshool ejerce la accion larvicida saobre drtemia
salina por un mecanismo diferente al observado en Culex
Quinquefasciatus (Figura 8).

B ) EFECTO SINLRGISTA DE LA ASARININA.

BSiendo la Asarinina un estersocisomero de la Sesamina
(Figura 8), el efecto sinergista fue menor al de su
estereocisomero sohbre AdArtemia salina y solo auments 1a
potencia del a-Sanshool 8.3 veces a la concentracion. de
100 ppm, con un CLso de @.63 ppm (Tabla 12). A las otras
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concentracianes hubo una disminucién ligera en la potencia
{Tabla 18). B

€ ) EFECTO SINERGISTA DE L4 FAGARAMIDA .

La Faga;amida presentd uh efecto ginérqista solo - a ‘lh
concentracidn de 100 ppm sobre la actividadatlarv;cida‘ del
a-Sanshool, similar al de lavSesaminé 9 con‘féun:entriciﬁngéy
menares . inclusive disminuye la  potencia del” q-sénsﬁéc!
(Figura 7). PR RN

] EFECFG)SHWERGMSFAIDEILABWPEEWWA.

La Piper%na ;ia!éda»de la -pimienta negra: tiene - una
sctividad larvicida apreciable (Tabla 18), y al igual: que
los ‘dtrnéyvcombheétns metilendioxifenilas evaluadaos en
Artemia ‘salind';(Tabla 54). s4lo se obsarvé el efecto
sinerqisfa afia’cnnéehfra:ién de 3@ ppm (Figura 8).

Por otra part& comparando la actividad larvicida entre
Artemia salina y Culex gquinguefasciatus de cada - combinacidn
sinergista, se observé que en el mosco hubo mayor efecto
wsinergista de cada uno de los compuestos - probados, 1o que
indica que el mecanismo por el cual se aumenta el efecto
larvicida wvs diferente.

f.a Sesamina aumento 53.61 veces la actividad larvicida
en Culex guinQuefasciatus a la coaoncentracién de 18 ppm,
mientras que en Artemia salina fue de 27.93 veces a la
concentracion de 100 ppm, considerandose la Sesamina sola
inactiva en ambos casos dabido a que su Clse es muy altao
(Figura 8).

La Asarinina aument® la actividad larvicida en Culex
47.2 veces a la cancentracion de 19 ppm, mientras gque en

Artemia aumento solo 8.33 veces a la ' concentracion de 4§00
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FIGURA 0
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ALFA BANBHOOL(SAN) ¥ SESAMINA {8E8)

FIGURA 10: Curva concentracion - Respuesta en

Artemta salina del a-sanshool solo Y en presencia de

varias concentraciones de sesamina. Se observa un

desplazamiento de la curva a la . derecha cuando = esta

pr te la ina.
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20 LARWAS MUEATAS (%)
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ALFA SANBHOOL (BAN) Y ABARININA (ASA)

FIGURA 11t Curva concentracion - Respuesta en

Artemia salina del a-sanshool solo y en presencia de
varias concentraciones de asarinina, Se observa un
desplazamiento de la curva a la derecha cuando esta

presente la asarinina.
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FIGURA 12: Curva concentracion - Respuesta en

Artemia salina del a-sanshool solo y en presencia de
varias concentraciones de fagaramida. Se. observa  un

desplaz_amlen'.o_ de la curva a la derecha cuando esta

presente la fagaramida. . : ) Ll
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FIGURA 13t Curva concentracion - Respuesta en

Artemia salina del a-sanshool solo Y en presencia de
varias concentraciones de piperina. Se observa un
desplazamiento de la curva a la derecha cuando - esta

presente la piperina.
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COMBINACION SINERGISTA

SEBAMINA FIGURA
Bl ARTEMIA

CULEX

ALFA SaNSHOOL -1
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8AN/100pgm Se8
[-X-1} 0.1 1 10 100

FOTENCIA LARVICIOA
ALFA BANSHOOL (BAN) Y BESAMINA (BEB).

FIGURA 14: COmparacién sinergista de la potencia
larvicida entre Artemia salina y Culex guinguefasciatus

de la Sesamina y el a-Sanshool.
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ppm, 'y en ambos casos la Asarinina se considare inactiva
(Figura 10). ‘ . :

Con la Faga?amlda se abservd que  sobre Culsx 'auménté
229.1 veces a la concentracidn de 10 ppam, mientras““ qugf‘ “en’
Artom.v:a' aﬁmehté 151.8 veceé a. 1la cancentraciéﬂ' dé ';BB
Ppmy ademse’ de que en Artemia saltina se :uns:d Tt
la’ Fagaramida sola. {Figura 11}, G

artemia ademas de gue aumento la

a~Banshool hasta - 98.3 veces a la’ ‘cone

en Culex y 98 veces a la con:en\:racién;de Bﬂ ppm en’ Artemia

" (Figura 12), lo que parece indi:a qun ‘elila ar.t.lv.tdad de la
Piperina es la qua se ‘esta midiendo y no’ la del a~Sanshool.

v

Se opbserva que . la combin;:ibn S 5Lnei—gista entre el

a-8anshool y. los compuestos metilendioxifenilos tiene mayor
efecta larvicida sobre Culex, al menos en 1o que respecta a
la Sesamina, Faéaramida y  #Asarinina, Por otro lado, 1la
Piperina mostro . igual actividad larvicida wsobre drtemia
saltha vy spbre Culex gquinguefasciatus. La Fagaramida es
el cnmpuéétd metilendioxifenilo en donde se abservd el
mayor efecto sinergista sobre ambos sistemas biolégicos
utilizadné, seguida por la Piperina y desptes la Sesamina vy
por ultima;la Asarinina,

Por medio de este estudio se observé que el efecto
larvicida del a-Sanshaol, es aumentado por la presencia de
los compuestos metilendioxifenileps (Sesamina, la Asarinina,
la Fagaramida y la Piperina).

Por otro lado en un estudio adl:ianal delr a—Sanshanl
tiene una DiLso de 54.77 mg/Kg, cuando’ se administra pur' via
intraperitoneal, en ratones con un. lntervala de de cnnfianza
de 21,53 a 139..34 mg/kKg (Figura 13).-En, tanto ,que_purf via
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oral el a-Sanshool hasta concentraciones mayores a {000
mg/Kg no presento efecto en estos animales, asto. indica de .
alguna manera que el’ a-Sanshool ' posee una toxicidad
relativamente baja s8f{ se ingiere 'bort'vla .oral, tal- vez
debido a que no se absorbe o que 59‘ metabéliza  ra§1damenge

en el tubo digestivo.
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COMBINACION SINERGISTA

ABARININA FIQUAA 18
W AATEMIA

R cutex

ALFA SANSHOOL )
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SAN/10ppm ABA

BAN/100ppIn ABA

AT

POTENGIA LARVIGIDA
ALFA SANBHOOL (BAN) ¥ ASARININA(ABA),

FIGURA 18: Cowaracién sinergista de la potencia
larvicida entre Artemia salina y Culex Quinguefasciatus

de la Asarinina y el a~Sanshool.
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COMBINACION BINERQISTA

FADARAMIDA

ALFA SANSHOOL

SAN/ 10 MO

SAN/Sppm MO
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FIGURA 10
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A T
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0.01 0.1 ] [T 100 1000
POTENGCIA LARVICIDA
ALFA SANSHOOL (BAN) Y FAGARAMIDA (FAG).
FIGURA 10t Comparacién sinergista de la potencia

larvicida entre Artemia salina y Culex guinquefasciatus

- de la Fagaramida y el a-Sanshool.
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COMBINACION SINERQISTA

FIQURA 17
HR ARTEMIA
CULEX

PIFERINA

ALM BANSHOOL
SAN/Ippm PIP
SAN/BpPM PIP
8AN/10pom PIP

BAN/30ppm RPIP

0.1 1 w0
POTENCIA LARVICIDA

ALFA BANSHOOL {BAN) Y PIRPERINA (PIP).

FIGURA 173 Coﬂpar.c.lén sinergista de la potencia

larvicida entre Artemia salina y Culex gquingQuefasciatus

de la Piperina y. el a-Sanshool.
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FIGURA 18t Curva dosis <~ respuesta del o-sanshool
administrado por via intra peritoneal en ratones.

Obteniendose una Diso de B4.77 mg-Kg.



IX.CONCLUSIONES.

Las cun:lusiones-ﬁué»’se desprenden de este estudio
son las siguiénteé:l i : C

. El a—sanshool presenté una CLso de 3.97 ppm . en ~ larvas
de Culsx qutnquo[asc:atus y de 5.956 ppm en larvas de Artemial
salina estus_ sron potenciados por - los campuestoa'
metilendioxi

vece;);»figa‘

brkgsamina {53 wveces), asarinina _(42'

 ¥22§ veces) y piperina (98 veces) sobréi
larvaéJdé'mn' -] cumﬁn (Culex gquinguefasciatus}. En larvas de
Artemia saltna la’ ‘actividad larvicida del a-sanshool. “fue

numentada 27

veces con sesamina, B veces con asarlnina,~'15126
veces con’ fagaramida y 98 veces con piperina.

Lés’résuitadus obtenidos indican que el mecanismn de,
a::iénide lua:cumpuestus metilendioxifenileos, tales comu la.
Sesamlha; Asarinina, Fagaramida y Piperina, son diferentes
en Cdlek'qutnquefasciatus y en Artemia salina pnr 10~ que'
podria estar ¢ no relacionados con la enzima ‘oxidasa " de
funcién mixta presente en artroépodos. e

Adicionalmente se encontré que el a-Sansﬁuui tighe una
toxicidad relativamente baja cuando se administra por’ via
oral, a rataones, en tanto que por via intra  peritoneal

. tiene una DLso de 54.77 mg/Kg, con un intervalo de confianza
de 95 7 de 21.33 a 139.34 mg/Kg.
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X. SUGERENCIAS.

Se sugiere profundizar sobre el mecanismo de accidn  de
el a~Sanshool y de los :nmpuestns meti]endinxifenllus, tanto
en estos sistemas biulégi::ns camo - en a}gunns otros que
permitan saber, si afet:tan la candu:cibﬂ' nerviosa en . el
axén  y . sobre la “anzima bkidésa“ de’ . funcidn mixta,
respectivamente, Y que rela:ion puade ‘habér cuando estos
compuestos se unen para .que se lleve a cabo el sinergismo.
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