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RESUMEN

ntroduccion: ante la apariciéon cada vez mas frecuente de resistencia de Aedes
aegypti a los insecticidas tradicionales, se hace necesario el estudio de extractos
vegetales que puedan ser usados como alternativas de control.

Objetivo: determinar la actividad insecticida de extractos metandlicos de Gliricidia se-
pium, Sapindus saponaria y Annona muricata sobre larvas de tercer estadio de Ae. aegypti.

Materiales y métodos: mediante percolacién metandlica de macerados de las espe-
cies vegetales se obtuvieron extractos totales y mediante diluciones de cada extracto
se realizaron bioensayos sobre larvas de tercer estadio de Ae. aegypti, cepas Rocke-
feller y Silvestre. Se realizé analisis PROBIT para la determinar la concentracién letal
media (LC, ) de los extractos evaluados.
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Resultados: Los valores de LC,, hallados para
cada uno de los extractos vegetales fueron: A.
muricata, 6,48 ppm (IC 95 %: 5,88 - 7,27); S. sa-
ponaria, 601,81 ppm (IC 95 %: 498,41 - 690,74);
G. sepium, 1 328,91 ppm (IC 95 %: 1 201,45 - 1
448,70), para la cepa Rockefeller. A. muricata,
7,26 ppm (IC 95 %: 6,65 - 8,05); S. saponaria,
658,64 ppm (IC 95 %: 591,48 - 730,05); G. sepium,
1 532,89 ppm (IC 95 %: 1 408,15 - 1 660,70),
para la cepa silvestre.

Conclusion: Los resultados obtenidos son pro-

misorios para el control de estadios inmaduros
de Ae. aegypti.
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ABSTRACT

Introduction: Given the increasingly frequent
occurrence of resistance of Ae. aegypti to con-
ventional insecticides, it becomes necessary to
study plant extracts that can be used as alterna-
tive for control.

Obijective: To establish the insecticidal activity
of metanolic extracts of Gliricidia sepium, Sapindus
saponaria and Annona muricata against third instar
Ae. aegypti larvae.

Materials and methods: A percolation with
methanol of macerated plant species to obtain
total extracts was performed and then using di-
lutions of each extract was proceeded to per-
form bioassays on third stage larvae of Ae. ae-
gypti, strains Rockefeller and wildtype. PROBIT
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analysis was performed to determine the median
lethal concentration (LC, ) of the extracts tested.

Results: LC, values found for each of extract
are: A. muricata, 6,48 ppm (CI195 %: 5,88 - 7,27); S.
saponaria, 601,81 ppm (CI1 95 %: 498,41 - 690,74);
G. sepium, 1 328,91 ppm (CI 95 %: 1 201,45 —
1 448,70), Rockefeller strain. A. muricata, 7,26
ppm (CI 95 %: 6,65 - 8,05); S. saponaria, 658,64
ppm (CI 95 %: 591,48 -730,05); G. sepium, 1
532,89 ppm (CI 95 %: 1 408,15 - 1 660,70), for
wildtype strain.

Conclusions: The results are promising for the
control of immature stages of Ae. aegypti.
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INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad infecciosa que
puede ser producida por cuatro serotipos di-
ferentes del virus dengue y es transmitido por
mosquitos Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762). Presenta una amplia distribucién en las
regiones de clima tropical y subtropical del mun-
do, manifestdndose principalmente en zonas se-
miurbanas y urbanas, en donde el mosquito Ae.
aegypti es el principal vector (1). En Colombia esta
especie se ha reportado en el 95 % de los munici-
pios ubicados por debajo de 2 200 msnm (2).

Esta enfermedad representa un serio problema
de salud publica en el pais debido a su alta in-
cidencia en la poblacién. Desde finales del afio
2008 hasta inicios del 2010 el Sistema de Vigi-
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lancia en Salud Pdblica de Colombia (SIVIGILA)
reportd un incremento del 616,9 %. En 2011,
la tasa de morbilidad global de dengue fue de
128,2/100000 (dengue: 122,8/100 000 habitan-
tes y dengue grave: 5,4/100000 habitantes) (3).
En el pafs circulan los cuatro serotipos, de los
cuales, DENV-2 (44 %) y DENV-1 (41 %) son los
maés frecuentes (4).

Se estima que cerca de 25 millones de personas
que habitan en zonas urbanas con transmisién
endémica de dengue estan en riesgo de adquirir
esta enfermedad. El dengue es una de las en-
fermedades infecciosas que mayor carga social
y econdmica impone a la poblacién en riesgo,
representando un evento de especial interés en
salud publica (1).

Debido que no hay un tratamiento especifico
para esta enfermedad y a la ausencia de vacu-
nas para realizar tratamientos a gran escala, se-
glin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
actualmente el Gnico método de controlar o
prevenir la transmisién de los virus del dengue
consiste en la lucha contra los vectores por me-
dio de insecticidas quimicos, entre ellos los mas
usados en Colombia son los organofosforados
y los piretroides tales como deltametrina, lamb-
dacialotrina, ciflutrina, malation, para el control
de adultos y temefos para control de larvas; y de
la gestidn del medio, mejorando las condiciones
fisicas de las viviendas para eliminar el habitat
de los mosquitos (1,5,6).

El uso extendido e indiscriminado en Colombia
de insecticidas de sintesis para el control de
vectores ha favorecido la aparicién, propaga-
cién e incremento constante de resistencia a la
mayoria de insecticidas disponibles actualmen-
te en el mercado por parte de Ae. aegypti (7,8).
De otro lado, se ha encontrado un grave riesgo
de contaminacién ambiental (9) destruccién de
la fauna benéfica (10,11) y el subsecuente des-
equilibrio en los diferentes ecosistemas (10).

Es evidente entonces la necesidad de desarro-
llar nuevas estrategias de control, diferentes a
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las planteadas actualmente, para disminuir asf
la presién de los insecticidas de sintesis (7,8).
Como métodos alternativos para el control de
los vectores se han evaluado en laboratorio y en
campo el uso de controladores biolégicos tales
como depredadores, hongos entomopatdgenos
y extractos naturales de plantas, los cuales han
demostrado ser efectivos controlando las po-
blaciones de mosquitos y evitando el desarrollo
de resistencia (12-19).

Los insecticidas de origen botdnico han sido
usados tradicionalmente en las comunidades
humanas en muchos lugares del mundo para el
manejo de los insectos plaga (20). Hoy en dia se
ha encontrado que estos pueden ser utilizados
como alternativas eficaces en los programas in-
tegrados de control de mosquitos vectores, con
la ventaja de ser altamente especificos, sin afec-
tar la fauna benéfica (21-24), facilmente biode-
gradables, de bajo costo (25,26), no requieren
de metodologias complejas para la extraccién
de sus compuestos activos, son de disponibili-
dad inmediata y pueden ser preparados artesa-
nalmente por medio de tratamientos caseros y
ser aplicados inmediatamente sin la necesidad
de instrumentos especializados (27).

En esta investigacién se presentan y analizan
los resultados de evaluaciones realizadas bajo
condiciones de laboratorio de la actividad insec-
ticida efectiva de los extractos etandlicos de Gli-
ricidia sepium (Jacquin. Kunth ex Walpers, 1842),
Sapindus saponaria (Linnaeus, 1753) y Annona
muricata (Linnaeus, 1753) sobre larvas de tercer
instar de Ae. aegypti, usando la cepa Rockefeller
como referencia para comprobar la efectividad
de los extractos.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrolld en el laboratorio de Bio-
logia de la Escuela de ingenieria de Antioquia,
sede Zuniga, el laboratorio de Quimica de los
Productos Naturales y los Alimentos de la Es-
cuela de Quimica de la Universidad Nacional de
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Colombia, sede Medellin, y el Instituto Colom-
biano de Medicina Tropical - CES (ICMT- CES).
Todos los solventes empleados fueron grado
analitico y se redestilaron antes de ser utilizados.

Las evaluaciones de toxicidad en Ae.aegypti se
realizaron sobre larvas de la cepa susceptible
Rockefeller y una cepa silvestre de Medellin. Las
semillas de A. muricata se obtuvieron de frutos
comerciales en la ciudad de Medellin, las raices
de G. sepium se obtuvieron de arboles ubicados
en el municipio de Santa Barbara, Antioquia y
los frutos de S. saponaria se recolectaron en los
predios de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin, procedentes de un érbol sano.

Los extractos vegetales se prepararon a partir de
500 gramos del material vegetal seco y triturado
de cada especie, el cual se sometid a extraccién
exhaustiva mediante percolacién con tres litros
de metanol al 96 %; el extracto obtenido se filtrd
y se destilé a presidn reducida en un rotaevapo-
rador a temperatura controlada de 40°C. El ma-
terial obtenido se recogid en botellas de vidrio
de color &mbar y se almacend refrigerado a 4°C
para asi de evitar errores en los resultados por
degradacién de los extractos por accién de la
luz y el calor.

Para determinar la concentracién (partes por
millén -ppm-) de los extractos se tomé de la
solucién madre (extracto total) una muestra de
0,5000 gramos de cada extracto homogeniza-
do, los cuales fueron adicionados a capsulas
de papel aluminio que previamente se habian
pesado secas y vacias en una balanza analitica
(= 0,0001g). A cada capsula se le adicionaron
0,5000 gramos del extracto homogenizado y se
llevé a estufa a 90 °C durante 10 minutos, una
vez eliminado el solvente se volvié a pesar. Las
mediciones descritas se realizaron por triplicado
para cada especie y se calculd la concentracién
promedio. Las evaluaciones de actividad biolégi-
ca se llevaron a cabo con el volumen restante de
cada extracto que habia sido refrigerado a 4°C.

Se establecieron bioensayos para evaluar la toxi-
cidad de los extractos utilizando un diseno com-
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pletamente al azar. Para todos los bioensayos se
usaron larvas de Ae.aegypti de tercer estadio con
el mismo tiempo en el estadio. Con el fin de evi-
tar sesgos en los bioensayos, todas las larvas se
obtuvieron a partir de huevos puestos a eclosio-
nar simultaneamente para lograr homogeneidad
fisioldgica.

La muestras utilizadas en las evaluaciones de
actividad se prepararon mediante dilucién a
partir del extracto metandlico concentrado. Los
extractos crudos usados en los bioensayos se
aplicaron a concentraciones lo suficientemen-
te altas para permitir detectar el efecto de los
constituyentes menores. Las concentraciones
usadas fluctuaron en el rango de 0 a 2 500 ppm.
En el bioensayo de toxicidad sobre larvas de Ae.
aegypti se realizaron cuatro repeticiones, estan-
do conformada la unidad experimental por 80
larvas de tercer estadio en copas de polipropile-
no de 30mL. Los conteos de mortalidad se reali-
zaron a las 24 horas.

Para el analisis estadistico se utilizé el paque-
te estadistico Statgraphics Centurion XV ®. Los
bioensayos de toxicidad se analizaron mediante
el procedimiento PROBIT para la determinacién
de la concentracion letal media (LC, ) de los ex-
tractos evaluados.

RESULTADOS

En el cuadro 1y la figura 1 se presentan los da-
tos de LC, obtenidos con los extractos metané-
licos de las especies vegetales sobre las larvas
de las cepas Rockefeller y silvestre de Ae. aegypti.

Los extractos evaluados produjeron mortalidad
en las larvas de Ae. aegypti a las 24 horas. En la
evaluacion de toxicidad para la cepa Rockefeller
se observd que el extracto de A. muricata es el
mas activo con una concentracién letal media
de 6,48 ppm (IC 95 %: 5,88 - 7,27), seguido por
el extracto de S. saponaria con una LC, de S. sa-
ponaria, 601,81 ppm (IC 95 %: 498,41~ 690,74) y
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finalmente el extracto de G. sepium con una LC, |
de 1 328,91 ppm (IC 95 %: 1 201,45 - 1 448,70),
y para la cepa silvestre el extracto de A. murica-
ta también demostrd ser el més activo con una
concentracién letal media de 7,26 ppm (IC 95
%: 6,65 - 8,05), seguido por el extracto de S. sa-
ponaria con una LC, de 658,64 ppm (IC 95 %:
591,48 - 730,05) y finalmente el extracto de G.
sepium con una LC, del 532,89 ppm (IC 95 %: 1
408,15 - 1 660,70).

DISCUSION

Con la realizacién de los bioensayos se hallé que
los tres extractos vegetales presentan una no-
toria actividad biolégica en ambas cepas de Ae.
aegypti. En estos resultados se puede evidenciar
que la cepa Rockefeller tuvo una mayor sensibili-
dad a los metabolitos presentes en los extractos
vegetales con concentraciones letales inferiores
a las observadas en la cepa silvestre; de forma
contraria la cepa silvestre presentd una menor
sensibilidad a los metabolitos en los extractos
vegetales.

Esta diferencia puede deberse a la continua ex-
posicidén que ha tenido la cepa silvestre de Ae.
aegypti ante diferentes xenobidticos en el am-
biente, entre ellos piretroides y organofosfora-
dos tales como deltametrina, lambdacialotrina,
ciflutrina, malation y temefos que se han usado
para el control tradicional en Colombia de Ae.

aegypti.

Amariles-Barrera S, Garcia CM, Parra-Henao G.

Adicionalmente, la exposicidn ante el hidrocar-
bono aromético policiclico benzo(a)pireno deri-
vado de la combustién de combustibles fdsiles
y el herbicida glifosato, usado comdnmente en
la agricultura (28-30), han causado que los mos-
quitos de la cepa silvestre desarrollen mecanis-
mos de resistencia hacia piretroides, carbama-
tos y organofosforados (5,29,31).

En este estudio los bioensayos fueron realiza-
dos con extractos vegetales totales por lo que
se puede pensar que algunos de los compuestos
presentes en estos extractos vegetales pueden
tener grupos funcionales similares a los de los
organofosforados, piretroides y otros xenobid-
ticos (32,33) ante los cuales la cepa silvestre
de Ae. aegypti por haber estado expuesta ante-
riormente a insecticidas de sintesis, ha podido
desarrollar mecanismos de resistencia hacia los
extractos vegetales; aunque es algo inusual (34)
y debido a esto se pudo presentar una menor
sensibilidad hacia los extractos vegetales por
parte de la cepa silvestre de Ae. aegypti.

Los compuestos reportados que presentan acti-
vidad bioldgica en las plantas del género Annona
son acetogeninas bistetrahidrofuranicas y mono-
tetrahidrofuranicas. Especificamente en las semi-
llas de A. muricata, la acetogeninas, muricatacina
y anonnacina han demostrado ser algunas de las
moléculas bioldgicamente maés activas (35,36).

Cuadro 1. Concentracién letal media (LC,,) obtenida para cada especie vegetal
sobre larvas de Ae. aegypti de las cepas Rockefeller y silvestre

Especie vegetal Cepa LC,, (ppm) IC* 95 %
S. saponaria Rockefeller 601,81 498,41~ 690,74
Silvestre 658,64 591,48-730,05
G. sepium Rockefeller 1 328,91 1 201,45-1 448,70
Silvestre 1 532,89 1 408,15-1 660,70
A. muricata Rockefeller 6,48 5,88-7,27
Silvestre 7,26 6,65- 8,05
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Figura 1. Mortalidad de las larvas de Ae. aegypti de las cepas Rockefeller y silvestre,
observada (linea azul) y esperada (lineas rojas) en las evaluaciones de actividad biolégica
realizadas con los extractos de S. saponaria, G. sepium 'y A. muricata
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Sanabria et al., en 2009, reportaron efecto lar-
vicida del extracto acuoso de A. muricata, sien-
do este altamente prometedor, debido a que, a
partir de la concentracién mas baja del 5 %, se
demostré su efecto letal sobre larvas de Ae. ae-
gypti al tener una efectividad similar al larvicida
comercial (temefos al 1 %) (37).

Parra-Henao et al., en 2007, hallaron actividad
insecticida del extracto etandlico de semillas de
A. muricata sobre larvas de cuarto estadio de la
cepa susceptible Rockefeller del mosquito Ae.
aegypti, mostrando una concentracién letal me-
dia de 900 ppm sobre las larvas en un tiempo de
exposicién de 24 horas (38).

Robledo et al., en 2008, encontraron actividad
insecticida eficaz de extractos etandlicos de
semillas de A. muricata sobre ninfas de Gltimos
estadios de Periplaneta americana de seis pobla-
ciones del surocciodente colombiano (39).

Adicionalmente Alvarez et al., también en 2008,
reportaron actividad de acetogeninas fracciona-
das a partir de extractos hojas, ramas y semillas
de Annona cherimolia y Annona montana sobre On-
copeltus fasciatus (Hemiptera: Lygaeidae) y observa-
ron diferentes porcentajes de mortalidad al ser
aplicados en el abdomen de los insectos (40).

Con respecto a la especie S. saponaria también
se encontrd actividad insecticida. Los principa-
les compuestos que tienen actividad insecticida
de S. saponaria son las saponinas y sapogeninas
triterpénicas (41,42). En estudios sobre plantas
con actividad biolégica se hallé que el extracto
etandlico de frutos de S. saponaria ha demostra-
do generar alteraciones morfolégicas y actividad
insecticida sobre larvas de Ae. aegypti (43). Adi-
cionalmente, se ha reportado que la mortalidad
causada por el contacto directo del extracto de
S. saponaria en insectos de la especie Trialeurodes
vaporariroum, es generada por convulsiones de-
bido a disminucién en el consumo de oxigeno y
ataxia (42,44).
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De otro lado, en la especie G. sepium, Rastrelli et
al., determinaron que los principales compues-
tos activos de la planta son pterocarpanos, iso-
flavonas y saponinas triterpénicas (45), ademas
de la presencia de pinitol (46), hidrocarbonos y
cumarinas (47). Nazliet et al., en 2008 demostra-
ron que extractos etandlicos de G. sepium tienen
actividad repelente en mosquitos adultos de la
especie Ae. aegypti con un porcentaje de repe-
lencia méaxima del 78 %, mientras que el aceite
de citronela (Pelargonium citrosum) tuvo una repe-
lencia de 74 %, el cudl es el mas usado comer-
cialmente (48).

A pesar de que la especie G. sepium tuvo una ac-
tividad insecticida eficaz, demostré tener una
concentracion letal media inferior a los valores
encontrados en las especies A. muricata 'y S. sa-
ponaria, seglin esto se recomienda utilizar sol-
ventes alternativos al metanol para realizar las
percolaciones con raices de G. sepium con el fin
de extraer fracciones polares diferentes a las ex-
traidas con el metanol.

Otro aspecto a tener en cuenta podria ser el uso
de otras partes de la planta tales como hojas,
en donde los metabolitos secundarios respon-
sables de la actividad bioldgica pueden encon-
trarse en una mayor cantidad o menos opaca-
dos por metabolitos primarios. Sharma et al., en
1998, evaluaron la actividad larvicida de G. se-
pium sobre larvas de Anopheles stephansi, Ae. aegyp-
ti y Culex quinquefasciatus y encontraron que los
extractos etandlicos de las hojas frescas de G.
sepium causaron mortalidad en Ae. aegypti desde
una concentracion de 250 ppm (49).

Observando los resultados de los extractos de
las tres especies vegetales bajo las recomenda-
ciones de la Agencia de Cooperacion Técnica Alemana
(GTZ), estos se pueden considerar promisorios
para el control de larvas de Ae. aegypti debido a
que los valores de LC,, obtenidos en estas eva-
luaciones se encuentran por debajo de la con-
centracidn maxima (5 000 ppm) recomendada
para condiciones de trabajo en laboratorio (50).
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Debido a que todos los bioensayos fueron rea-
lizados con extractos vegetales totales en don-
de los compuestos activos principales estan en
una menor proporcién y mezclados con otras
sustancias que pueden tener una baja o nula
actividad biolégica tales como carbohidratos,
carotenos, sales minerales, xantofilas, clorofi-
las, glucésidos y algunos lipidos, se recomienda
fraccionar los extractos vegetales totales para
concentrar y purificar los metabolitos bioldgica-
mente activos, y de esta manera se podria dilu-
cidar y clasificar estos compuestos.

Gracias a que los procedimientos para realizar
percolaciones con extractos de origen botanico
son de facil acceso y de bajo costo, los extrac-
tos vegetales en este estudio se realizaron de
forma continua y sin contratiempos.

En conclusién se hallé que los resultados ob-
tenidos son promisorios para el control de
estadios inmaduros de Ae. aegypti. En este es-
tudio se realizaron evaluaciones con las cepas
Rockefeller y silvestre de Ae. aegypti, es necesario
realizar evaluaciones adicionales con cepas de
diferentes regiones del pais con el fin de verificar
la efectividad de los extractos vegetales y poder
estandarizar una concentracién letal media de
los extractos vegetales sobre larvas de Ae. aegyp-
ti en Colombia.

Adicionalmente, se recomiendan realizar evalua-
ciones de los extractos vegetales en organismos
no objetivos con la finalidad de determinar su
eco toxicidad. Ademés, por el hecho de tratarse
de un experimento elaborado en su totalidad en
laboratorio, la realizacién de bioensayos de los
extractos vegetales en campo podria permitir
determinar la eficacia, estabilidad e inocuidad
de los mismos sobre el medio ambiente.
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