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RESUMEN

Se determind el efecto antihelmintico del extracto oleoso de la hoja de Dysphania
ambrosioides al 100%, 80% y 60% sobre los huevos de Ascaris lumbricoides
comparado con albendazol, in vitro. Se estudiaron 60 muestras, divididas en cinco
grupos, con extracto oleoso de la hoja, albendazol y suero fisiolégico. El proceso
duré 21 dias, empleando la técnica de Egg Hatch Test, encontrando los siguientes
resultados: albendazol a las 24 horas inhibi6 completamente la eclosion de los
huevos, el extracto oleoso de la planta al 100% inhibi6 la eclosion de huevos a
partir del dia 15 (59.40%). Al dia 21, el extracto oleoso al 100% aumenta la
inhibicién de la eclosion de los huevos (67.19%); menor inhibicién evidencid con
las concentraciones al 80% (54.90%) y 60% (51.96%). Se concluye que el
extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides tiene efecto antihelmintico
frente a huevos de Ascaris lumbricoides, mostrando mayor efecto inhibitorio

cuando el tiempo de exposicion y concentracion del extracto oleoso aumenta.

Palabras clave: Efecto antihelmintico, extracto oleoso, Dysphania ambrosioides,

Ascaris lumbricoides, Albendazol.
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ABSTRACT

This study assessed the anthelmintic effect of 100%, 80% and 60% Dysphania
ambrosioides leaf oil extract against Ascaris lumbricoides eggs compared to
albendazole, in-vitro. A total of 60 samples, divided into five groups, were studied
with leaf oil extract, albendazole and physiological serum. The process lasted 21
days, using the Egg Hatch Test technique, obtaining the following results:
albendazole at 24 hours completely inhibited the hatching of the eggs, the plant oll
extract at 100% inhibited the hatching of eggs from day 15 (59.40%). By day 21,
the 100% oil extract increased the inhibition of egg hatching (67.19%); lower
inhibition was evidenced with concentrations at 80% (54.90%) and 60% (51.96%).
It is concluded that the oil extract of Dysphania ambrosioides leaf has an
anthelmintic effect against Ascaris lumbricoides eggs, showing a greater inhibitory

effect when the exposure time and concentration of the oil extract increase.

Keywords: Anthelmintic effect, oil extract, Dysphania ambrosioides, Ascaris

lumbricoides, Albendazole.
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I.  INTRODUCCION

Las infestaciones por helmintos tienen una enorme importancia y distribucion a
nivel mundial, estan vinculadas a la indigencia y a la mala practica higiénico-
sanitaria apareciendo en paises en via de desarrollo. La parasitosis es mas
frecuente en nifios 25%-75%, se produce tras la deglucion de huevos, quistes o
larvas.t23

La Organizacion Mundial de Salud, presume que la parasitosis intestinal afecta un
aproximado de 1500 millones de personas a nivel mundial, en América Latina, se
cree que 46 millones de nifios estan en riesgo de contraerla.*

En nuestro pais, el 40% de nifios entre los 2 y 5 afios tienen parasitos segun el
Ministerio de Salud, en la Amazonia se encuentran el 60% de nifios que sufren
parasitosis, mientras que en la zona andina y costa entre un 50% y 40%. Los
helmintos mas frecuentes son Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura entre otros; que suelen ocasionar dispepsia, diarrea, dolor
abdominal, flatulencias, anemia, desnutricién, etc.>®

El tratamiento para la infestacion de parasitosis intestinal es el Albendazol, un
antiparasitario que deriva de los benzimidazoles y que actua inhibiendo la
polimerizacion de la tubulosa a nivel intestinal del helminto ocasionando una
alteracion en el metabolismo. Este farmaco es activo frente a Ascaris lumbricoides
y otros helmintos, pero también genera reacciones adversas e interacciones por lo
que es necesario buscar alternativas a base de medicina natural generando
reduccion en el costo y mayor accesibilidad a los antiparasitarios.” 8

Nuestro pais cuenta con una gran pluralidad de plantas con propiedades
medicinales por lo tanto sigue siendo una opcién terapéutica en la medicina

tradicional. La alternativa para enfrentar la parasitosis por Ascaris lumbricoides se
encuentra en Dysphania ambrosioides, su componente activo es el ascaridol que

genera un efecto paralizante y narcotico en los helmintos, asi lo demostré un
estudio realizado en Trujillo por Pilioga 1°, quien demostré actividad antihelmintica

de Chenopodium ambrosioides, al reducir en 100% la parasitosis en nifios.2°



El problema: ¢Tiene efecto antihelmintico el extracto oleoso de la hoja de
Dysphania ambrosioides frente a los huevos de Ascaris lumbricoides comparada

con Albendazol, in vitro?

Hoy en dia existe una gran aceptaciéon y uso de plantas con propiedades
medicinales para tratar diferentes patologias tanto por sus diminutos efectos
secundarios como por su disponibilidad y accesibilidad. Estos métodos naturales
poseen el mismo efecto que los farmacos, siempre y cuando se tengan acceso a
los productos farmacolégicos. Ya sea por la disponibilidad econémica o por el
lugar donde radica cada individuo.

Existen diferentes estudios que estan relacionados con el empleo de plantas
medicinales para tratar parasitosis, dentro de ellas tenemos al Dysphania
ambrosioides. Es por ello que esta investigacion tiene como finalidad determinar
el efecto antihelmintico del compuesto activo del extracto oleoso de la hoja de
Dysphania ambrosioides, asi mismo promover el uso de la medicina alternativa,
como complemento de medicamentos que muchas veces ocasionan reacciones
adversas, asi mismo poder brindar a la poblacion una alternativa econémica y
accesible. Por otro lado, tiene como propdsito promover futuras investigaciones
para que conozcan mas acerca del componente activo y funcion de la planta,

dandole gran valor a la medicina complementaria.

El Objetivo general: Determinar el efecto antihelmintico del extracto oleoso de la
hoja de Dysphania ambrosioides frente a los huevos de Ascaris lumbricoides
comparada con Albendazol, in vitro. Objetivos especificos: Establecer la accion
antihelmintica del extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides sobre la
eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a las diluciones del 100%, 80% y
60%. Demostrar la actividad antihelmintica del Albendazol frente a los huevos de

Ascaris lumbricoides.

Hipotesis planteadas: H1: El extracto oleoso de la hoja de Dysphania
ambrosioides tiene efecto antihelmintico frente a los huevos de Ascaris

lumbricoides comparada con Albendazol, in vitro. H2: El extracto oleoso de la hoja

2



de Dysphania ambrosioides no tiene efecto antihelmintico frente a los huevos de

Ascaris lumbricoides comparada con Albendazol, in vitro.

Il.  MARCO TEORICO

Arroyo, et al.'* (Ecuador, 2018) Estimaron la actividad antihelmintica del extracto
acuoso de “paico” comparado con albendazol en 21 terneros, la muestra
parasitolégica fue con el método Kato katz, recibiendo tratamiento oral.
Concluyeron que el tratamiento convencional obtuvo 93.98% de reduccion de
parasitos considerandose efectivo mientras que el extracto de paico presentd

34.6% reflejando ser inefectivo.

Lazo 2 (Nicaragua, 2017) realizaron un estudio sobre la eficacia antiparasitaria
del extracto alcohdlico de Chenopodium ambrosioides y Cucurbita maxima.
Trabajaron en treinta y seis terneros de ambos sexos. La dosis fue de 10 ml por 3
dias via oral; se realizé andlisis de heces 24 horas después de cada aplicacion.
Se observo la carga de quistes a través de la técnica de McMaster. Las
confrontaciones de medias se efectuaron mediante Kruskal Wallis P>0,005.
Concluyendo que Chenopodium ambrosioides presenta 87% de efectividad y 13%
de ineficiencia durante todo el tratamiento, la Cucurbita méaxima present6

eficiencia del 73.4% en la primera dosis luego fue reduciendo su eficacia.

Clavijo, et al.'®* (Ecuador, 2016) Estudié el extracto acuoso del Chenopodium
ambrosioides como antiparasitario en 40 bovinos infestados con nematodos,
recibieron el tratamiento via oral. Se empled la técnica de Mc Master, luego se
procedid a los examenes coprocultivos a los 7, 14 y 21 dias, se evidencia
efectividad del Chenopodium ambrosioides al reducir la parasitosis en un 92.36%
al dia 7, 79.17% al dia 14, 100% al dia 21 y de 88.89 % durante todo el periodo

de evaluacion, demostrando ser eficaz.

Dias, et al.'* (Brasil, 2016) Estudi6 la actividad antihelmintica del extracto acuoso

del paico en nematodos, utilizé la técnica de Egg Hatch Test. Uso 30 cabras, los



dividié en 3 grupos, el primero recibid el paico a dosis de 700 mg/kg durante 8
dias, el segundo fue tratado con albendazol a dosis de 6.3mg/kg y el dltimo grupo
no recibid tratamiento. Se realizaron examenes de coprocultivos demostrando que
la eficacia del paico fue al 90% al no permitir la eclosion de huevos, mientras que

el albendazol tuvo un efecto al 100%.

Navone, et al.l® (Argentina, 2014) investigé el efecto de paico contra
enteroparasitos, el estudio estuvo conformada por 148 personas siendo
seleccionadas por sexo, se suministré el paico en tintura, el coprocultivo se realizé
a través examen directo. Los resultados fueron que los parasitados con Ascaris
lumbricoides redujo de 20.8% a 0%, Entamoeba coli de 30.8% a 0%, siendo

eficaces para estos, por otro lado, presento resistencia para Giardia lamblia.

Guerra M, et al.'® (Cuba ,2010) realizan una investigacion de la validaciéon del uso
tradicional de plantas medicinales de Artemisia absinthium, Stachytarpheta
jamaicensis y Chenopodium ambrosioides. Para la actividad antiparasitaria se
utilizé el aislamiento C-5 de G y se cultivo en TYI-S-33 suplementado con 10 % de
suero bovino. Se efectuo la lectura a 540 nm en un lector ELISA, se concluy6 que
Chenopodium ambrosioides presentd 70% de inhibicibn de crecimiento

considerandose tener efectividad antiparasitaria.

Castillo 7 (Pera, 2018) estudi6 el efecto antiparasitario del extracto etanélico del
paico frente a neméatodos intestinales, emple6 el método de Egg Hatch Test. Los
resultados fueron que la concentracion del 100% y 75% de la planta inhibe al

100%Ila eclosién de los huevos.

Abarca, et al.*® (Per(i, 2014) investigan parasitos que perjudican a 201 escolares
del nivel primario y la eficacia del Paico y Zapallo para tratarlos. Procesaron las
muestras (heces) a través del método kato-katz. ElI Paico mostré eficiencia del
70% sobre Ascaris lumbricoides y resistencia del 30% sobre Giardia lamblia. El
zapallo, disminuy0 la parasitosis en 80% y present6 inefectividad del 20% contra
Giardia lamblia. Concluyen que los dos productos son buenos en el tratamiento

antiparasitario.



La infeccidn ocasionada por parasitos intestinales es generada por la engullicion
de quistes, larvas de gusanos, huevos o por entrada a través de la piel desde el
suelo contaminado. Estos ejecutan un trayecto diferente en el huésped de tal
manera que alteran uno o mas Organos, se cataloga de acuerdo al tipo de
parasito y alteracion que provocan en los distintos sistemas y Organos. La
infestacion intestinal generada por parasitos se divide en 2 grupos: protozoos y

helmintos, siendo este Ultimo el mas frecuente. 1920

En el grupo de helmintos se encuentra el Ascaris lumbricoides, este nematodo
forma parte de la familia Ascarididae, género Ascaris, especie lumbricoides, mide
hasta 40 cm de largo, siendo el de mayor tamafio que habita en el hombre, su
hébitat es el tracto gastrointestinal. Posee tres fases evolutivas: adulto, larva y
huevo, siendo este ultimo expulsado en las heces, de acuerdo a las condiciones
del ambiente, por lo general se encuentran en suelos con aspecto arcilloso y con
humedad, temperie calida o templada; en estas areas los huevos pueden vivir por

mucho tiempo. %!

La hembra llega a poner hasta 200 000 huevos por dia, donde los fertilizados
tienen una apariencia de ovalado, arrugado, miden 45 x 65 um, color amarillo y en
dentro de ellos se encuentra una célula cigoto. Los no fertilizados son mas

grandes, irregulares, granulosos y amorfos.??

La infeccion en los humanos se produce por los huevos embrionados, que es la
forma infectante del helminto. Luego de ser deglutidos, las larvas eclosionan en el
intestino delgado, lo traspasan y hacen un recorrido hasta llegar a los espacios
alveolares posterior a ello alcanzan la laringe y faringe, son engullidos y llegan
hasta el intestino delgado donde se convierten en adultos. Se necesita de 2
meses desde la engullicion hasta la produccién de huevos. Se alimentan de lo
qgue el hospedador consume generando una alteracion en la absorcion intestinal

ocasionando desnutricion.23



En la etapa de migracion pulmonar, el cuadro clinico depende de la exacerbacion
de la infestacion y la exposicion. Las larvas generan disidencia de capilares y
paredes alveolares, ocasionando hemorragias y una etapa inflamatoria
diseminada, eosinofiia local y sanguinea. Este periodo puede pasar
desapercibido, porque ofrece un cuadro de gripe comin u ocasionar una
neumonitis eosinofilica (sindrome de Loeffler), a veces puede ser febril, puede
vincularse a tos, expectoracidon con o sin hemoptisis, sibilancias, estertores y
cuadro de consolidacion pulmonar, broncoespasmo y eosinofilia periférica de
intensidad variable. Las complicaciones mas usuales del Ascaris lumbricoides son

obstruccion intestinal, apendicitis entre otras. 2

El tratamiento convencional de la helmintiasis es con benzimidazoles dentro de
los cuales esté el Albendazol, actda al unirse a la tubulina del helminto para inhibir
la polimerizacion de los microtibulos, ocasionando una alteraciéon en el
metabolismo del agente provocando inmovilizacion y muerte. Posee respuestas
contrarias como diarrea, nauseas, vomitos, dolor abdominal, cefalea, fiebre entre
otras. Motivo por lo cual es de suma importancia desarrollar tratamientos
alternativos para la parasitosis. En nuestra actualidad contamos con medicina
tradicional, por lo que una nueva alternativa benéfica y de bajo costo es el

tratamiento con Dysphania ambrosioides. 2°2¢

El Dysphania ambrosioides, es del reino vegetal, forma parte de la familia
Amaranthaceae, subfamilia Chenopodioideae, género Dysphania, especie
ambrosioides, conocido con el nombre vulgar de paico, es una hierba utilizada
desde la etapa pre hispanicas, es erecta, de olor fuerte, puede medir hasta 1
metro de altura, su tronco puede ser ramificado o simple, posee hojas de color
verde oscuro ovoides y de bordes dentados, mide 10cm de largo y 5 cm de
ancho, con flores verdes en paniculos terminales, con 5 sépalos cada una,
circunda el caliz al fruto, las semillas son de color negro y miden 0.8 mm de
longitud, crece en suelos ricos en nitrdgeno nitrico, materia organica y suficiente

humedad, estd compuesto de aceite esencial, ascaridol, taninos, entre otros. 27 28

El paico se emplea tanto en extracto y aceite esencial, esta compuesto por
abundante sesquiterpenos y monoterpenos, el componente mas importante es el
6


https://es.wikipedia.org/wiki/Amaranthaceae
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ascaridol la cual le otorga actividad antiprotozoaria y antihelmintica tales como
Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum, Ascaris lumbricoides entre otras; se
usa también para otros padecimientos tales como cdlicos, diarrea y en vomitos.
En nuestro territorio lo usan para tratar parasitosis, la manera de suministrar es
jugo fresco de la planta en ayunas por tres dias, segun las revisiones de la OMS,
la dosis seria de 20 g de hierba. Posee actividad hipotensor, depresor cardiaco,

estimulante respiratorio, relajante muscular y espasmadica.?’ 2°

El componente activo del paico es el ascaridol, posee densidad 1,0113, masa
molecular de 168.23 mol, ebullicion de 37° a 38°C y punto de congelamiento
3.3°C. Su funcion radica en alterar a la mitocondria, al inhibir la enzima fumarato
reductasa, el cual permite convertir el fumarato a succinato, y permite la
respiracion anaerdbica. Al haber alteracion metabdlica se genera una disminucion
en la conduccion de glucosa, proceso que produce energia necesaria para la
movilidad de las larvas presentes en los huevecillos, generando un efecto
paralizante, por ende, ocasiona la lisis y desprendimiento del helminto que esta

adherido en el tejido intestinal. 30 3!

. METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacién

Tipo investigacion: Basico. 32
Disefio de investigacion: Fue experimental puro, de estimulo creciente con

repeticiones mdltiples y post prueba. 33 (Anexo 01)

3.2 Variables y operacionalizacion (Anexo 02)

Variable independiente: Agente Antihelmintico

e No farmacoldgico: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania
ambrosioides.
e Farmacoldgico: Albendazol 400 mg/10 ml.
Variable dependiente: Efecto antihelmintico.

e Con efecto: Inhibicién >50% de los huevos



e Sin efecto: Inhibicion <50% de los huevos

3.3 Poblacion, muestra y muestreo
Poblacién: Estuvo conformado por todos los huevos fértiles e infectantes de

Ascaris lumbricoides.

Criterios de inclusion:
e Huevos de Ascaris lumbricoides fértiles e infectantes, recién expulsados
gue no tuvieron contacto con algun antiparasitario.
Criterios de exclusion:
e Huevos de Ascaris lumbricoides infértiles, decorticados, conservados en
fijadores.
e Hojas de la planta que hayan sido tratadas con herbicidas o fungicidas, o

estén deterioradas.

Muestra: Se aplico la formula que nos permite calcular la diferencia de 2
proporciones. Se obtuvieron 12 repeticiones para cada grupo. Adquiriendo un total

de 60 observaciones.3’ (Anexo 03)

Muestreo: Se aplicé muestreo probabilistico aleatorio simple. 3’

Unidad de andlisis: Cada uno de los huevos fértiles e infectantes del helminto en

estudio.

Unidad de muestreo: Cada tubo de ensayo conteniendo huevos viables del

helminto.

1.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La técnica: Se realiz6 mediante la observacion del proceso experimental.3?
Instrumento

Se utilizé una ficha de recoleccion de datos que fue elaborada por el autor de la

investigacion, los resultados fueron registrados de manera codificada. (Anexo 04)



Validaciéon y confiabilidad del instrumento

El instrumento fue revisado por tres especialistas®? conformado por dos biélogos y
un médico especialista en medicina complementaria, quienes garantizaron que el
instrumento recoge todas las variables considerados en el presente estudio.
(Anexo 05)

3.5Procedimientos: En la investigacion se siguieron los siguientes pasos:

1. Certificacién de la planta que se utilizd, Dysphania ambrosioides. (Anexo
06)

2. Se obtuvo el extracto oleoso de Dysphania ambrosioides a través del
método arrastre de vapor de agua.3 (Anexo 07)

3. Obtencion y conservacion de los huevos de Ascaris lumbricoides a través
del método de Coles.?® (Anexo 08)

4. Evaluacion de la actividad antihelmintica a través del método Egg Hatch
Inhibition Test.*° (Anexo 09)

3.6 Métodos de anélisis de datos:

Los datos obtenidos fueron procesados en Microsoft Excel 2019, posterior a ello
en Software estadistico IBM SPSS vs 26. Luego se contrastd los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas, comprobando que los datos tienen un
comportamiento normal y sus varianzas son homogéneas, por lo que se aplicaron
las pruebas estadisticas de analisis de varianza (ANOVA) y prueba post hoc de
TUKEY. Asi mismo se utilizé el Diagrama de Cajas y bigotes para interpretar la
confrontacion de la eficacia del extracto oleoso de Dysphania ambrosioides y se
complementa con pruebas estadisticas descriptivas como la media y desviaciéon

estandar.3237

3.7 Aspectos éticos:

La investigacion se realiz0 bajo el cumplimiento del Manual de Bioseguridad,
seglin Norma Técnica N° 18- MPR-CNSP-013*! y de acuerdo a la ley sobre la

conservacion y aprovechamiento sostenible de la biodiversidad N° 26839. 42



V.

RESULTADOS

TABLA 1: Datos descriptivos de la media del porcentaje de inhibicion de la

eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides segun dias de tratamiento con el

extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol 400 mg/10 ml.

Media del % de inhibicion

Tratamiento Dial Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 21
*EOHDA al 100% 8 8 16.27 58.99 67.19
EOHDA al 80% 3.00 3.00 9.43 44.80 55.17
EOHDA al 60% 1.11 1.11 6.02 21.04 51.84
Albendazol 100 100 100 100 100
Suero fisiologico 0 0 0 0 0

*EOHDA: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides.

Fuente: Reporte SPSS Vs 26

TABLA 2: Datos descriptivos del porcentaje de la media de inhibicién de la

eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a los 15 dias de tratamiento con el

extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

95% del intervalo de
confianza para la

Grupos N Media Des media Minim  Mé&xim
. V. 0 0
(%) Des Limite Limite
viaci inferior superior
on
ALBENDAZOL 12 100.0000  0.00000  100.0000 100.0000 100.00 100.00
SUERO 12 0.0000 0.00000 0.0000 0.0000 0.00 0.00
FISIOLOGICO
*EOHDA al 60% 12 21.0917 5.63035 17.5143 24.6690 13.80 28.60
EOHDA al 80% 12 45.3167 13.64670  36.6460 53.9874 29.20 76.20
EOHDA al 100% 12 59.4000 12.64516  51.3657 67.4343 38.10 81.80

*EOHDA: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides.

Fuente: Reporte SPSS Vs 26
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TABLA 3: ANOVA del porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de
Ascaris lumbricoides a los 15 dias de tratamiento con el extracto oleoso de la hoja

de Dysphania ambrosioides y albendazol.

Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratic
a
Entre grupos 69947.256 4 17486.8 231.40 0.000
14 9
Dentro de 4156.166 55 75.567
grupos
Total 74103.422 59

Fuente: Reporte SPSS Vs 26

TABLA 4. Prueba post ANOVA de Tukey, del porcentaje de inhibicion de la
eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a los 15 dias de tratamiento con el

extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
NaCl 9% 12 0.0000
*EOHDA 60% 12 21.0917
EOHDA 80% 12 45.3167
EOHDA 100% 12 59.4000
ALBENDAZOL 12 100.0000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Fuente: Reporte SPSS Vs 26
*EOHDA: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides.
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FIGURA 2: Diagrama de cajas y bigotes del porcentaje de inhibicibn de la

eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a los 15 dias de tratamiento con el

extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

0,00

ECLOSION

40,00

20,00 j

0,00 —

ABENDAZOL SUERO 60.00 80.00 100.00
FISIOLOGICO

GRUPOS
Fuente: Tabla 2, Reporte SPSS Vs 26

TABLA 5: Datos descriptivos del porcentaje de inhibicion de la eclosion de

huevos de Ascaris lumbricoides a los 21 dias de tratamiento con el extracto

oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

Grupos N Media Desv. 95% del intervalo de Minim Maxim
Desviaci confianza para la o] o]
on media
Limite Limite
inferior superior
ALBENDAZOL 12 100.0000 0.00000 100.0000 100.0000 100.00 100.00
NaCl 9% 12 0.0000 0.00000 0.0000 0.0000 0.00 0.00
*EOHDA 60,00 12 51.9667 7.53083  47.1818 56.7515 37.50 60.90
EOHDA 80,00 12 54.9000 11.7911  47.4083 62.3917 28.60 69.20
4
EOHDA 100,00 12 67.1917 15.4594  57.3692 77.0141 38.90 90.00
2

Fuente: Reporte SPSS Vs 26
*EOHDA: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides.
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TABLA 6: ANOVA del porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de
Ascaris lumbricoides a los 21 dias de tratamiento con el extracto oleoso de la hoja

de Dysphania ambrosioides y albendazol.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 62492.046 4 15623.012 179.6 0.000
83
Dentro de 4782.116 55 86.948
grupos
Total 67274.162 59

Fuente: Reporte SPSS Vs 26

TABLA 7: Prueba post ANOVA de Tukey, del porcentaje de inhibicion de la
eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides a los 21 dias de tratamiento con el

extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
NaCl 9% 12 0.0000
*EOHDA 60% 12 51.9667
EOHDA 80% 12 54.9000
EOHDA 100% 12 67.1917
ALBENDAZOL 12 100.0000
Sig. 1.000 0.938 1.000 1.000

Fuente: Reporte SPSS Vs 26
*EOHDA: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides.
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FIGURA 3: Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la eclosion de
huevos de Ascaris lumbricoides a los 21 dias de tratamiento con el extracto

oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides y albendazol.

100,00 —
80,00

60,00 i

40,00 32
' =]
3

ECLOSION

20,00

0,00 —_—

ABENDAZOL SUERO 50.00 50.00 100.00
FISIOLOGICO

GRUPOS

Fuente: Tabla, Reporte SPSS Vs 26
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V.

DISCUSION

Se determind el efecto antihelmintico del extracto oleoso de la hoja de Dysphania
ambrosioides sobre los huevos de Ascaris lumbricoides comparado con
Albendazol, se analizaron 60 muestras, conteniendo los huevos del helminto y las
diluciones del extracto al 100%,80% y 60%, Albendazol y suero fisiologico. Se
obtuvo muestras segun los dias de tratamiento (al 1°, 5°, 10°, 15° y 21 dias). A

continuacion, se muestran los siguientes resultados:

Tabla 01, se observa que Albendazol desde el primer dia de tratamiento evidencia
lisis completa de los huevos al 100%, evitando la eclosion de los mismos. En
relacion a las diluciones del extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides
al 100% se observd que inicia el proceso de inhibicion a partir del dia 15 de
tratamiento y va aumentando al finalizar el dia 21 del experimento. Y en la figura
01, se aprecia la variacién de la media del porcentaje de inhibicion de la eclosion
de huevos de Ascaris lumbricoides segun los dias de observacion, con los

diferentes tratamientos en estudio.

Tabla 02, se realiza el analisis del porcentaje de inhibicion de la eclosién de
huevos al dia 15, observando que a la concentracion al 100% del extracto oleoso
el 59.40% no eclosionan, (IC 95% 51.36 — 67.43, con un rango de 38.10 a 81.80)
considerandose un tratamiento eficaz (>50%). En la tabla 3, se evidencia que
existe diferencia significativa entre los grupos de experimentacion (p<0.05). En la
tabla 04, de Post ANOVA, se observa que el albendazol evita la eclosion de los
huevos, seguido del extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides al
100%. Y en la figura 02, se puede visualizar que a mayor concentracion del
extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides, mayor es el efecto

inhibitorio de la eclosion de los huevos.

Tabla 5, a los 21 dias de experimentacion, se observa que al 60% de
concentracion del extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides, aumenta
en un 51.96% el porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos (IC 95% 47.18
— 56.75, con un rango de 37.50 a 60.90), similar comportamiento fue al 80% con
54.90% de inhibicién (IC 95% 47.40 — 62.39, con un rango de 28.60 a 69.20) y al

15



100% con 67.19% de inhibicion (IC 95% 57.36 — 77.01, con un rango de 38.90 a
90.00), evidenciando que a mayor tiempo de exposicidbn al aceite y mayor
concentracion del extracto oleoso, aumenta el efecto inhibitorio en la eclosion de

los huevos.

En la tabla 06, el analisis ANOVA nos evidencia que los grupos de
experimentacion tienen diferencias significativas (p<0.05). Y en la tabla 07, se
corrobora que el grupo tratado con albendazol tuvo mayor efecto inhibitorio de la
eclosion de los huevos, seguido de la dilucion del extracto oleoso de la hoja de
Dysphania ambrosioides, al 100%, 80% y 60%, Los resultados se visualizan mejor

en la figura 03.

Los resultados obtenidos en el experimento, son mayores que los reportados por
Arroyo, et al.'! (34.6% siendo inefectivo en su estudio). Otros autores encuentran
mayor efecto antihelmintico como Lazo '? (87%), Clavijo, et al.'® (reduce la
parasitosis en un 92.36% al dia 7, 79.17% al dia 14, 100% al dia 21 y de 88.89 %
durante todo el periodo de evaluacién), Dias, et al.}* (90%), Navone, et al.®
(100%), Guerra M, et al.’® (70%), Castillo 7 (a la concentracién del 100% y 75%
de la planta inhibe al 100%la eclosiéon de los huevos) y Abarca, et al.*®
(70%).Todos ellos consideran que a mayor concentracion del extracto de paico y

a mayor tiempo de tratamiento, el efecto antihelmintico es mayor.

La diferencia en relacion al menor porcentaje de inhibicion encontrada en el
presente estudio podria ser porque que en los estudios realizados por otros
autores no usaron el extracto oleoso de Dysphania ambrosioides, predominaron el
extracto alcohdlico o acuoso, con lo cual probablemente se pudieron obtener
mejor cantidad y calidad del principio activo, teniendo en cuenta que el efecto
inhibitorio de la eclosion de los huevos del Ascaris lumbricoides, se debe a que la
hoja de Dysphania ambrosioides contiene ascaridol que altera a la mitocondria, al
inhibir la enzima fumarato reductasa, el cual permite convertir el fumarato a
succinato, y permite la respiracion anaerobica. Al haber alteracion metabdlica se
genera una disminucién en la conduccion de glucosa, proceso que produce

energia necesaria para la movilidad de las larvas presentes en los huevecillos.30 3!

16



VI.

CONCLUSION

El extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides tuvo efecto
antihelmintico frente a huevos de Ascaris lumbricoides comparada con

albendazol.

El extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides evidencia mejor
efecto inhibitorio sobre la eclosion de huevos de Ascaris lumbricoides
cuando aumenta la concentracion del extracto (100%) y el tiempo de

exposicion al mismo (a los 21 dias).

El albendazol evidencia también efecto inhibitorio en la eclosion de los

huevos frente Ascaris lumbricoides.

17



VII.

RECOMENDACIONES

e Realizar estudios que permitan valorar la mejor forma de administrar la

planta y obtener mejores resultados.

e Comparar el efecto antihelmintico con diferentes tipos de extractos como
acuosos, etandlicos, etc.

e Ampliar el estudio a otros enteroparasitos patdogenos para el hombre.

e Evaluar los principios activos aislados e identificados de Dysphania

ambrosioides.

e Realizar estudios comparativos en modelos bioldgicos experimentales.
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ANEXOS

ANEXO 01

DISENO DE INVESTIGACION

RG1 X1 O1
RG2 X2 02
RG3 X3 O3
RG4 X4 0O4
RG5 X5 05

RG: Grupo de andlisis.

X1: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides al 100%.
X2: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides al 80%.
X3: Extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides al 60%.
X4: Tratamiento con Albendazol.

X5: Control negativo: Suero fisioldgico.

O: Inspecciones de la eclosién de huevos.



ANEXO 02

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables Definicion Definicion Indicadores Escala de
conceptual operacional medicion
Compuesto o | Extracto oleoso de la RG1 Cualitativa
VI medicamento para tratar | hoja de Dysphania RG2 nominal.
Agente infestaciones ocasionadas | ambrosioides dividido RG3
Antihelmintico | por paréasitos. 3 en las siguientes RG4
No farmacologico: | diluciones: RG5
Extracto oleoso de la hoja | 100%
de Dysphania | 80%
ambrosioides. 60%
Farmacoldgico: Tratamiento con
Albendazol 400 mg/10ml. | Albendazol
NaCl 0.9%.
Se le domina a la|Se considera efectivo | Efecto Cualitativa
VD: interrupcion de formacién | de acuerdo al | antihelmintico | nominal.
Efecto y crecimiento del helminto | porcentaje de | >50% de la no
antihelmintico | por la presencia de un | inhibicibn de la no | eclosion.

antiparasitario y con dosis

ya establecida.®®

eclosién de huevos,

Egg
Hatch Inhibition Test.
36

segun método

No efecto
antinelmintico
< 50% de la no

eclosion.
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ANEXO 03

TAMANO DE MUESTRA

- (Za+ ZB)?*[p1(1 - pl1) + p2(1 — p2)]

(p1—p2)?

Dénde:

e Z a= 1,64 Nivel de confianza del 95%
e Z[3=0,84 Potencia de prueba del 80%

e P1=1
e P2=0.931
n=12
Tendr4d 12 repeticiones para cada grupo.

observaciones.

Obteniendo un

total

de 60
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ANEXO 04

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS INHIBICION DE LA ECLOSION DE
HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES

(Expresado en porcentajes)

DIA1

‘ INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES

Extracto oleoso de Dysphania ambrosioides Albendazol | | Suero fisiolégico
. TOTAL | 100% TOTAL | 80% TOTAL | 60% 40 mg/ml NaCl 0,9%
,I:epet Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh % |Inh | Nolnh | % Inh Nolnh | %
1 22 0 |22 0.0|25 0 |25 0.0|18 0 |18 0.0/25 |0 100.0, O 30 0.0
2 29 0 |29 0.0|17 o |17 0.0]22 0 |22 0.0/24 |0 100.0, O 27 0.0
3 25 0 |25 0.0|26 0 |26 0.0|27 0 |27 0.0/23 |0 100.0, O 23 0.0
4 18 0 |18 0.0|25 0 |25 0.0|27 0 |27 0.0/26 |0 100.0, O 28 0.0
5 24 0 |24 0.0|20 0 |20 0.0|21 0 |21 0.0/21 |0 100.0, O 22 0.0
6 20 0 |20 0.0|19 0 |19 0.0|24 0 |24 0.0/25 |0 100.0, O 18 0.0
7 21 0 |21 0.0|29 0 |29 0.0|19 0 |19 0.0/24 |0 100.0, O 19 0.0
8 27 0 |27 0.0|24 0 |24 0.0]22 0 |22 0.0/18 |0 100.0, O 26 0.0
9 25 0 |25 0.0|20 0 |20 0.0|20 0 |20 0.0/18 |0 100.0, O 26 0.0
10 20 0 |20 0.0|26 0 |26 0.0|28 0 |28 0.0/26 |0 100.0| O 24 0.0
11 23 0 |23 0.0]22 0 |22 0.0]29 0 |29 0.0/24 |0 1000, O 23 0.0
12 22 0 |22 0.0|28 0 |28 0.0]23 0 |23 0.0127 |0 100.0| O 20 0.0
DIAS5

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Suero
Extracto oleoso de Dysphania ambrosioides Albendazol fisiologico
40 mg/ml NaCl 0,9%
TOTAL | 100% TOTAL | 80% TOTAL | 60%

'I;lepet Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh % |Inh Nolnh | % Inh | Nolnh | %
1 18 0 |18 0.0 |19 1 (18 53 |20 0 |20 0.0|24 0 100.0(0 (24 0.0
2 19 0 |19 0.0 |20 0 |20 0.0 |18 0 |18 0.0|25 0 100.0/0 |25 0.0
3 17 3 |14 17.6|22 0 |22 0.0 |19 1 |18 5.3(20 0 100.0(0 (24 0.0
4 18 3 |15 16.7|23 1 (22 43 |24 1 (23 42124 0 100.0/0 |29 0.0
5 18 0 |18 0.0 |19 2 |17 10.5|20 1 |19 5.0({28 0 100.0(0 |20 0.0
6 20 1 |19 5.0 |20 2 |18 10.0| 22 0 |22 0.0|21 0 100.0/0 |21 0.0
7 17 5 |12 29.4 (24 0 |24 0.0 |21 0 |21 0.0|20 0 100.0/0 |25 0.0
8 18 2 |16 11.1|25 0 |25 0.0 |28 0 |28 0.0|27 0 100.0/0 |19 0.0
9 20 0 |20 0.0 |23 0 |23 0.0 |19 0 |19 0.0|29 0 100.0/0 |19 0.0
10 24 2 |22 83 |25 0 |25 0.0 |26 0 |26 0.0|19 0 100.0/0 |23 0.0
11 20 0 |20 0.0 |26 1 (25 3.8 (27 0 |27 0.0|24 0 100.0(0 |20 0.0
12 16 2 |14 125|121 1 (20 4.8 |27 0 |27 0.0|23 0 100.0(0 (24 0.0

N
(oe]




DIA 10

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
, . . Albendazol Suero fisiolégico
Extracto oleoso de Dysphania ambrosioides 40 mg/ml Nacl 0,9%
TOTAL | 100% TOTAL |80% TOTAL | 60%
Sepet Inh I,\:\(; % Inh :\:; % Inh | Nolnh | % Inh mc;] % Inh mc;] %
1 22 3 19 13.6|23 2 |21 8.7 |25 2 23 80 (22 |0 100.0|0 21 0.0
2 23 3 20 13.0| 24 1 |23 4.2 |25 0 25 0.0 (25 |0 100.0|0 20 0.0
3 24 4 20 16.7 |20 1 |19 5.0 (21 0 21 0.0 (16 |0 100.0|0 19 0.0
4 27 5 22 18.5|18 0 |18 0.0 (24 1 23 42 (19 |0 100.0|0 24 0.0
5 25 2 23 8.0 |18 3 15 16.7 |22 2 20 9.1 (18 |0 100.0|0 25 0.0
6 24 7 17 29.2 |21 2 19 9.5 (24 3 21 12518 |0 100.0|0 20 0.0
7 24 3 21 12.5|22 2 |20 9.1 |16 0 16 0.0 (19 |0 100.0|0 27 0.0
8 20 7 13 35.0|21 1 |20 4.8 |20 2 18 10.0(24 |0 100.0|0 28 0.0
9 32 8 24 25.0|26 1 |25 3.8 (20 2 18 10.0{20 |0 100.0(0 28 0.0
10 26 4 22 15.4|25 4 |21 16.0|21 1 20 48 (23 |0 100.0|0 20 0.0
11 27 2 25 7.4 |23 6 |17 26.1(22 1 21 45 |27 |0 100.0(0 18 0.0
12 21 0 21 0.0 |24 2 |22 8.3 |26 2 24 7.7 |17 |0 100.0(0 23 0.0
DIA 15
INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Extracto oleoso de Dysphania ambrosioides Suero
100% 80% 60% Albendazol fisiologico
TOTAL TOTAL TOTAL 40 mg/ml NacCl 0,9%
N Inh No % Inh No % Inh No % Inh No % Inh No %
Repet Inh Inh Inh Inh Inh
1 21 12 |9 57.1|24 13 |11 542127 7 |20 259125 |0 100.0({0 |17 0.0
2 23 15 |8 65.2 21 16 |5 76.2|28 7 |21 25.0124 |0 100.0({0 |22 0.0
3 22 18 |4 81.8|21 9 |12 42,926 5 |21 19.2120 |0 100.0(0 |23 0.0
4 16 10 |6 62.5|21 12 |9 57.1|28 8 |20 28.6126 |0 100.0({0 |27 0.0
5 21 14 |7 66.7 |23 10 |13 43522 6 |16 273127 |0 100.0{0 |20 0.0
6 23 11 |12 47.8 |21 11 |10 52.4|29 4 |25 138|122 |0 100.0{0 |20 0.0
7 26 13 |13 50.0|28 14 |14 50.0|26 4 |22 154119 |0 100.0({0 |21 0.0
8 27 13 |14 48.1 |22 9 |13 40.9 |24 4 120 16.7|25 |0 100.0({0 |26 0.0
9 29 16 |13 55.2|22 7 |15 31.8|25 7 |18 28.0121 |0 100.0(0 |23 0.0
10 21 8 13 38.1|24 7 |17 29.2 |23 5 |18 21.7120 |0 100.0{0 |24 0.0
11 22 17 |5 77.3125 9 |16 36.0|24 4 120 16.7|20 |0 100.0({0 |21 0.0
12 27 17 |10 63.0|27 8 |19 29.6 |27 4 |23 14818 |0 100.0{0 |25 0.0
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DIA 21

INHIBICION DE LA ECLOSION DE HUEVOS DE ASCARIS LUMBRICOIDES
Extracto oleoso de Dysphania ambrosioides Suero
100% 80% 60% Albendazol fisioldgico
TOTAL TOTAL TOTAL 40 mg/ml NaCl 0,9%
N Inh No % Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh | % Inh | Nolnh | %
Repet Inh
1 24 18 |6 75.0|22 15 |7 68.2 (24 12 |12 50.0{18 |0 100.0|0 |22 0.0
2 25 15 |10 60.0| 20 13 |7 65.0(23 12 |11 522117 |0 100.0|0 |23 0.0
3 24 16 |8 66.7 |23 14 |9 60.9(24 12 |12 50.0{19 |0 100.0|0 |21 0.0
4 21 14 |7 66.7 |21 11 |10 52.4119 11 (8 579(14 |0 100.0/0 |20 0.0
5 20 17 |3 85.0|25 14 |11 56.0|23 14 |9 60.9(21 |0 100.0|0 |21 0.0
6 22 10 (12 45.5|26 18 |8 69.2 |22 13 |9 59.1(/16 |0 100.0/0 (24 0.0
7 22 18 (4 81.8|24 11 |13 45821 8 13 38.1(15 |0 100.0|0 |18 0.0
8 20 18 |2 90.0|20 9 11 45.0| 24 9 15 37519 |0 100.0|0 |18 0.0
9 18 13 |5 722121 12 |9 57.1|25 13 |12 52.0(19 |0 100.0|0 |25 0.0
10 18 7 11 38.9(19 12 |7 63.2|27 15 |12 55.6|15 |0 100.0|0 |22 0.0
11 22 12 |10 54,519 9 10 47.4119 11 |8 579120 |0 100.0|/0 |20 0.0
12 20 14 |6 70.0 (21 6 15 28.6|21 11 |10 524117 |0 100.0|0 |23 0.0

Inh = N° de huevos inhibidos por el tratamiento
Nolnh = N° de huevos NO inhibidos por el tratamiento
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ANEXO 05

VALIDACION DE JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacién: Sefior especialista sc le pide su colaboracion para que luego de un riguroso
andlisis de los items del cuestionario/ guia de observacion o ficha de recoleccion de datos,
cl mismo gue le mostramos a continuacion, indigue de acuerdo a su criterio ¥ su
experiencia profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las
variables de investigacion del trabajo.

En la evaluacidon de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO | SIGNIFICADO
1 | Descriptor no adecuado vy debe ser _climinado

22 . Descriptor adecuado pero _dcbe scr _modificado |
3 | Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuestia deben ser utilizados teniendo en consideracion los
siguicntcs criterios:

S 34 Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
2 Claridad en Ia redaccion.
= Consistencia l.ogica y Mctodologica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa

colaboracion

AR i e e Pl

Grado Académico ! 3 3 5
' i | [\-/\zf’;i';“"(' en L’)’(‘K"Ou‘\(:ﬂ.q

Docencia ,_.',s!,i,ug{,—;,g@t,aéc_g
Ce -

Mencion

| Firma

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CALIFICACION DEL OBSERVACION
ITEM JUEE
1 1 3

Mimero de repeticiones

Inhikicidn de la eclosion da hueves con Albendazol 400mg/ 10ml

Inhibicién de la eclosién de huevos del extracto oleoso de la
hoja de Dhspharia ambrosioides. al 100%

Inhibicidn de lz eclosidn de huevos del extracto olzosc de la hoja de
Drysphania ambrosisider al 8054

Inhibicidn da lz ecloszidn de huevos del extracto oleoso de lahoja de
Dysphania ambrosioidss al 60%

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecvado v debe ser sliminado
2 Descriptor adecuado pere debe ser modificade Firma y sello: _
3 Descriptor_adecuado CBP: 6851
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VALIDEYE DE TEST: JUICTIO DE EXPERTOS

MALIDEY DE TEST: JUNCICr DE EXPERTOMS

INSTRUCTIVO FPARA LOS JUECES

Indicacidon: Seiior cspecialista s le pide su colaboracion para gue luego de un riguroso
analisis de los items del cuestionanod guia de observacion o ficha de recoleccion de datos,
el mismo que le mostramaos a continuacicn., indigue de acuerdos a su cnterio v su expericncia
profesronal ¢l puntaje de acuerdo a si1 la pregunta permite capiurar las wvarnables de
imvestigacion del trabapo.

En |la evaluacion de cada item, utilice la sigusente escala:

RAMLLN ShMNLFNC A DY

1 Descniptor no  adecusdo v debe ser elimimado
Descrptor adecuado pere debe ser modificado
Drescniptor  adecuado

Lid | bd

Los rangos de la escala propucsta deben ser utilizados teniendo en consideracidn los
sigulentes criterios:

& “Wocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
Claridad en la redaccion.
Consistencia Logica vy Metodologica.

Recomendaciones:
Lmue es lo gue s va a colocar dentro die cada casallero” Especificar como se llemara cada casalloro en una
keyenda.

Chracias, por su generosa codaboracion

Apellidos v mombres )
DE LA CRLUZ LUIAN JOSE

MILTOMN
Grado Acsdémico Maestria
Mencion

Ciencias
F i WA )|

IrT |ﬂ_;__}_ 9
FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
CALIFICACION DEL OBSERVACION
ITEM JUEE
1 1 3

Mimero de repeticionssz

Inhikicidn de la eclosidn da husves con Albendazol 400mz/10ml

Inhibicion de la eclosion de huevos del extracto oleoso de la
hoja de Dhysphania ambrozioides. al 100%

Inhibicidn de lz eclosidn de hueveos del extracto oleozo de la hoja de
Dhisphania ambrosicidss al B0%

Inhikicidn de la eclosidn de husves del extracto olecse de la hoja de
Dysphania ambrosinides al 60%

SIGNIFICADO

Descriptor no adecuado v debe ser eliminade

Descriptor adecuado pero debe sar modificade

mm-—-E
8

Descriptor adecuado




ANEXO 06

A.- CERTIFICACION DE LA PLANTA DYSPHANIA AMBROSIOIDES POR EL
HERBARIUMTRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
TRUJILL

VERBATUN THUXILLENSE (WUT)
Un—rvomd;Tucu_mll oe Tropilio !

. 60491 |

|
FRUMLLD - PERU |
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ANEXO 07

B.- OBTENCION DEL EXTRACTO OLEOSO DE DYSPHANIA AMBROSIOIDES

e Tratamiento de la muestra

Las plantas frescas de Dysphania ambrosioides,
se obtuvieron de la provincia de Santiago de
Chuco, Regidn la Libertad, en una cantidad de 6
Kg y se llevaron al laboratorio de Microbiologia,

donde se seleccionaron los ejemplares en buenas

condiciones; de este modo, se obtuvo la “muestra

fresca” (MF).

La MF se lavé con agua destilada clorada, se
colocé sobre una bandeja de cartulina y se llevo a
un horno a 40-45°C por 3-4 dias donde se
deshidrato.

Después, se estrujo manualmente el vegetal seco
hasta que se obtuvo particulas menores de 10 mm
y se reservO almacenando herméticamente en
bolsas negras. A esto se le consider6 como
“‘muestra seca” (MS).
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e EIl extracto oleoso de Dysphania ambrosioides se obtuvo mediante la
técnica de arrastre con vapor de agua, siguiendo los siguientes

pasos:

En un balon de 2 L se
coloc6 15 L de agua
destilada y en un balén de
4 L se coloco la MS hasta
que llene las 3/4 partes del
balon. Ambos balones se
taparon herméticamente y
estuvieron conectados a

través de un ducto.

Al mismo tiempo el balén con la MS estaba conectado a un condensador recto
(refrigerante), el cual desembocd en un embudo decantador tipo pera. De tal
modo que, el Balén con agua se calenté y el vapor de agua pasé a través del
ducto hacia el Balén con la MS y arrastré los componentes fitoquimicos (incluido

los lipidos).

Este vapor se condujo hacia el condensador en donde se convirtié en liquido que
fue recepcionado por el decantador tipo pera. Este liquido se disocié en dos

fases, quedando el aceite en la superficie por diferencia de densidades.
Este proceso se realiz6 en 2 horas. De este modo, se obtuvo el extracto oleoso de

Dysphania ambrosioides al 100%, el cual se coloc6 en un frasco de vidrio &mbar y

se reservo en refrigeracion hasta su utilizacion.
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ANEXO 08

C.- OBTENCION Y CONSERVACION DE LOS HUEVOS DE ASCARIS
LUMBRICOIDES (Egg Hatch Test - EHT) (Segun Coles et al, 2006)

Obtencion de huevos de Ascaris lumbricoides

Las hembras adultas se recogieron después de realizar Q”

una incision longitudinal a lo largo del duodeno de cerdos
infectados naturalmente.

Los nematodos que estuvieron presentes en la ingesta o
adheridos a la superficie de las tripas se tomaron
manualmente con pinzas y se colocaron en un frasco, la
cual contenia Solucion salina fosfato tamponada (PBS)
fria (4°C) (pH 7,2).

La suspension se filtré a través de tamices de diferentes
tamafios basados en las especies de nematodos en un
recipiente.

El filtrado se centrifugd en tubos Falcon durante 2 min
aproximadamente y se descarto el sobrenadante.

Los tubos se agitaron para aflojar el sedimento y luego
se procedio a afadir una solucion saturada de cloruro de
sodio hasta que se formd un menisco sobre el tubo.

Se coloc6 una cubierta (laminilla) al tubo con la muestra y

se volvi6 a centrifugar durante 2  minutos e

aproximadamente.

La cubierta se separ6 cuidadosamente de los tubos y los
huevos se lavaron en un tubo de centrifuga de vidrio
conico.

El tubo se llené con agua y se centrifugé durante 2

minutos aproximadamente.

ll

El sobrenadante se decanto y los huevos se volvieron a suspender en agua. Los

huevos se lavaron tres veces en agua destilada y se ajustaron a 200 huevos/ml.
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ANEXO 09

D.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA A TRAVES DEL
METODO EGG HATCH TEST

e La suspension de huevos se distribuyd en viales,

en una cantidad de 500 microlitros y se afiadi6 el

mismo volumen del extracto oleoso de la planta

en estudio; de forma similar se procede para las

otras dos concentraciones (80% y 60%).

e Los viales de control positivo recibieron
Albendazol, en lugar del extracto oleoso de
planta.

e Los viales de control negativo recibieron el suero '
fisiolégico y la solucibn con huevos de
nematodos.

e Los huevos con los agentes antihelminticos en
estudio, se incuban a 27°C por 48 horas.

e Después, se afiadié una gota de solucion de Lugol
para evitar que los huevos eclosionen.

e Al microscopio a 4X, se contaron todos los huevos
y las larvas de la primera etapa (L1) en cada |
placa.

e Se realizaron tres réplicas para cada tratamiento

con extracto de la planta y controles.

e Llectura e interpretacibn: Se realizaron
observaciones microscopicas al 1, 5; 10; 15y 21 dias.




Huevos suspendidos al 100% del
extracto oleoso de la hoja de
Dysphania ambrosioides a los 21 dias
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Huevos suspendidos al 80 % del Huevos suspendidos al 60% del
extracto oleoso de la hoja de extracto oleoso de la hoja de
Dysphania ambrosioides a los 21 dias Dysphania ambrosioides a los 21 dias
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ANEXO 10

Analisis estadistico

FIGURA 01: Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos de Ascaris
lumbricoides segun los dias de observacién 1°,5”,10°,15° Y 21° dias.

120
100
80
60
40
20
0
dial dia 5 dia 10 dia 15 dia 21
100% 80% 60% Albendazol e Suero fisiologico
40 mg/ml NaCl 0,9%
Fuente: Tabla 01
DIA 15
Pruebas de normalidad
GRUPOS Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico gl Sig.
ECLOSION ABENDAZOL 12 12
SUERO 12 12
FISIOLOGICO
60,00 0.199 12 ,200°  0.887 12 0.108
80,00 0.136 12 ,200"  0.928 12 0.356
100,00 0.115 12 ,200°  0.974 12 0.950

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gl1 gl2 Sig.
Levene
ECLOSION Se basa en la 13.274 4 55 0.000
media
Se basa en la 11.664 4 55 0.000
mediana
Se basa en la 11.664 4 22.741 0.000
mediana y con gl
ajustado
Se basa en la 12.680 4 55 0.000
media recortada
DIA 21
Pruebas de normalidad
GRUPOS Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistic gl Sig.
o]
ECLOSIO ABENDAZOL 12 12
N
SUERO 12 12
FISIOLOGICO
60,00 0.230 12 0.078 0.866 12 0.058
80,00 0.120 12 ,200" 0.933 12 0.413
100,00 0.154 12 ,200" 0.970 12 0.914

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de g1 gl2 Sig.
Levene
ECLOSION Se basa en la 10.784 4 55 0.000
media
Se basa en la 10.093 4 55 0.000
mediana
Se basa en la 10.093 4 27.245 0.000
mediana y con gl
ajustado
Se basa en la 10474 4 55 0.000

media recortada
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ANEXO 11
Manual de procedimientos de Bioseguridad

0N
MINISTERIO DE SALUD
ﬁ INSTITUTO NACIONAL DE SALUD  _§§
Ministeric de Sehad

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

BIOSEGURIDAD EN LABORATORIOS
DE ENSAYO, BIOMEDICOS Y CLINICOS

SERIE DE NORMAS TECNICAS N° 18
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ANEXO 12

Ley N° 26839

Ley sobre la conservacion y aprovechamiento sostenible de la diversidad biolégica

Ley N° 26839

EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA POR CUANTO: El Congreso de la Republica ha dado la Ley siguiente:
EL CONGRESO DE LA REPUBLICA

Ha dado la Ley siguiente:

LEY SOBRE LA CONSERVACION Y APROVECHAMIENTO SOSTENIBLE DE LA DIVERSIDAD BIOLOGICA
TITULO I: DISPOSICIONES GENERALES

Articulo 1.- La presente ley norma la conservacion de la diversidad biologica y la utilizacion sostenible de sus
componentes en concordancia con los articulos 660. y 68o. de la Constitucion Politica del Pert.

Los principios y definiciones del Convenio sobre Diversidad Biologica rigen para los efectos de aplicacion de la presente
ley.

Articulo 2.- Cualquier referencia hecha en la presente Ley a "Convenio" debe entenderse referida al Convenio sobre la
Diversidad Biologica, aprobado por Resolucion Legislativa No. 26181.

Articulo 3.- En el marco del desarrollo sostenible, la conservacion y utilizacion sostenible de la diversidad biologica
implica:

a) Conservar la diversidad de ecosistemas, especies y genes, asi como mantener los procesos ecologicos esenciales de
los que dependen la supervivencia de las especies.

b) Promover la participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de la diversidad biologica.

c) Incentivar la educacion, el intercambio de informacion, el desarrollo de la capacidad de los recursos humanos, la
investigacion cientifica y la transferencia tecnoldgica, referidos a la diversidad biologica y a la utilizacion sostenible de sus
componentes.

d) Fomentar el desarrollo econémico del pais en base a la utilizacion sostenible de los componentes de la diversidad
biolégica, promoviendo la participacion del sector privado para estos fines.

Articulo 4.- El Estado es soberano en la adopcion de medidas para la conservacion y utilizacion sostenible de la
diversidad biologica.

En ejercicio de dicha soberania el Estado norma y regula el aprovechamiento sostenible de los componentes de la
diversidad biologica.

Articulo 5.- En cumplimiento de la obligacion contenida en el articulo 68o. de la Constitucion Politica del Per, el Estado
promueve:

a) La priorizacion de acciones de conservacion de ecosistemas, especies, y genes, privilegiando aquellos de alto valor
ecologico, economico, social y cultural identificados en la Estrategia Nacional sobre Diversidad Biologica a que se refiere
el articulo 7o. de la presente ley.

b) La adopcion de un enfoque integrado para el manejo de tierras y agua, utilizando la cuenca hidrografica como unidad
de manejo y planificacion ambiental.

c) La conservacion de los ecosistemas naturales asi como las tierras de cultivo, promoviendo el uso de técnicas
adecuadas de manejo sostenible.
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ANEXO 13
Constancia de ejecucién en el laboratorio

L

(¥5enJose

Calidad ‘I"'rlh sionalismo el servicio de tu salud

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha cedido ad honorem sus Instalaciones,
en donde DIANA PRISTILA SALINAS AGUILAR, estudiante de Medicina de la Universidad
César Vallejo de Trujillo, ejecutd la parte experimental de su proyecto de tesis titulado
“Efecto antihelmintico del extracto oleoso de la hoja de Dysphania ambrosioides
comparada con albendazol, frente a Ascaris lumbricoides, in vitro”, durante los dias 30
de octubre al 19 de noviembre de 2020, bajo la orientacion y asesoramiento del

Microbidlogo Jaime Abelardo Polo Gamboa.

Se expide |a presente a solicitud del estudiante, solo para fines académicos, a los 25 dias

del mes de noviembre de 2020.

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 01. 203 - Centro Historico - Trujillo

Sucursales: Los Corales 277~ Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
1769999 - (] 948649844
>4 sanjoselabs@hotmail.com & www.sanjoselabs.amawebs.com/
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