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RESUMEN

Dadoelincremento delaresistenciaalos insecticidas quimicos, de los mosquitos vectores de enfermedades
deimportanciaen salud publica, se realiza la busqueda de métodos alternativos de control, como el uso de
extractos de esponjas marinas con potencial actividad insecticida, debido a su capacidad de biodegradacion,
generando menor dafo ambiental. En este trabajo se evalua la actividad insecticida de extractos de las
esponjasAmphimedoncompressa, Topsentiaophiraphidites,Svenzeazeai,IrciniacampanayAgelassventressobre
larvas de IV estadio de Aedes aegyptiy Culex quinquefasciatus, en condiciones de laboratorio (25°Cy 75%
de humedad relativa). El sequimiento del analisis se realiza evaluando y comparando el porcentaje de
mortalidad de cada especie frente a cada concentracion de extracto. El parametro evaluado es la respuesta
de las larvas a los efectos de los extractos etandlicos de las esponjas en tres concentraciones, 500, 200 y
100 ppm; demostrandose que los extractos de Ircinia campana son los mas activos contraambos insectos,
yelextractode Amphimedon compressatiene mayorefectotdxicosobrelaslarvasde Aedesaegyptique sobre
las larvas de Culex quinquefasciatus.
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ABSTRACT

Due to increasing resistance of the vectors mosquitoes causing diseases of importance in public health,
to chemical insecticides, is necessary the searching for alternative control methods, as the use of marine
sponges extracts with insecticide activity, owing toits capacity of biodegradation and generation of minor
environmental damage. In this work the insecticide activity is evaluated for the ethanol extracts of the
marine sponges Amphimedon compressa, Topsentiaophiraphidites, Svenzeazeai, Irciniacampanaand Agelas
sventres,on stadium 1V larvae of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus, in conditions of laboratory (25°C
and 75 % Relative Humidity). The follow-up of the analysis is realized for evaluation and comparison
of the percentage of mortality of each species at each extract concentration. The evaluated parameter is
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the response of the larvae to the effects of the ethanolic extracts of the sponges at three concentrations,
500,200and 100 ppm. Results demonstrates that Ircinia campana extract is most active against two insects,
aslong as the extract of Amphimedon compressa has a higher toxic effect on Aedes aegypti than on Culex

quinquefasciatus.

Keywords: Marine sponges, Urabd’s Gulf, insecticide, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus.

INTRODUCCION

LasespeciesAedesaegyptiyCulexquinquefasciatus,
son reconocidas vectoras de enfermedades de gran
importancia en salud publica como la filariasis (1),
la encefalitis equina venezolana (2), el dengue y la
fiebre amarilla (3). El Aedes aegypti es una especie
ampliamente distribuida en el mundo entre los 45°
de latitud norte y los 35° de latitud sur, sus habitos
son esencialmente urbanos y periurbanos; es una
especie holometédbola cuyas larvas se crian en todo
tipo de recipientes artificiales que contengan agua
limpia como llantas, tanques, canecas, botellas,
envases plasticos, y canaletas de techo, (4); El Culex
quinquefascitus (Say 1823) esunaimportante especie
vectora de la filarisis linfatica en Asia y Africa. En
América es importante en la transmisién del virus
de la Encefalitis Equina Venezolana (EEVV), tan-
to en su fase enzodtica como en la epizodtica (5).
Para el control de estas especies vectoras se utilizan
especialmente insecticidas quimicos tales como
Malathion®, Lambdacihalotrina® y Fenitrotién®,
los cuales presentan problemas ambientalesy gene-
racion de problemas resistentes (6), es por ello que
se buscan otras alternativas frente a este tipo de
insecticidas quimicos utilizados actualmente para
controlar las fuentes de tales enfermedades.

Una de estas alternativas la constituyen los
productos naturales marinos, ya que diversas
investigaciones han demostrado que los orga-
nismos marinos son una fuente natural rica en
compuestos con actividad bioldgica (7), entre las
cuales se reportan compuestos anticancerigenos
(8), antimicrobianos, antimicéticos (9-10), antiin-
flamatorios (11), y antimalaricos (12), algunos de
ellos ya en estudios preclinicosy clinicos avanzados
(13). Pero estos compuestos no sélo son de interés
biomédico, también hay metabolitos bioactivos que
estdn comenzando a ser investigados, con el fin de
encontrarles beneficios deimportanciaambiental y
agricola. En el caso particular de estudios de pro-
ductos naturales marinos con actividad insecticida,
hasta 1997 se habian reportado unos 40 compuestos

insecticidas de origen marino, los cuales incluyen
fundamentalmente diez clases de nucleos: mono-
terpenos, compuestos de 15 atomos de carbono
polihalogenados, diterpenos como un grupo de
diterpénlactonas denominadas briaranos, diterpe-
nos tipo asbestitina, diterpenos aliciclicos, péptidos,
aminodcidos, derivados fosforilados y derivados
azufrados (14). En 2003, estos mismos autores
evaluaron la actividad insecticida de 11 compuestos
marinos, de los cuales solo 3 que corresponden a
alcaloides tipo manzamina, mostraron actividad.
Segun dichos autores el potencial de encontrar
sustancias insecticidas en los organismos marinos
es muy amplio, dado lo poco que se han investi-
gadoyalahipotesis de que los insectos presentan
cada vez una mayor resistencia contra sustancias
insecticidas de origen terrestre, mientras que las de
origen marino no tendrian este inconveniente (15).
Para algunos de estos compuestos se han realizado
estudios de relacién estructura-actividad, como los
diterpenoides tipo neo-clerodano (16).

Es interesante anotar como materiales marinos
como la tierra de diatomeas tiene actividad insecti-
cida, no debida a sustancias quimicas organicas sino
al dafo fisico de los materiales inorganicos que las
constituyen (17).

Con este estudio se evalua la actividad insec-
ticida de extractos etandlicos de algunas esponjas
marinas del Golfo de Urabd en concentraciones de
500, 200y 100 ppm sobre larvas de Aedes aegypti
y Culex quinquefasciatus mediante bioensayos, para
desarrollar una forma eficaz de control sobre los
focos de propagacion de enfermedades que pongan
en riesgo la salud publica, como la fiebre amarilla
y el dengue.

METODOLOGIA

Recoleccién y tratamiento preliminar de las
esponjas

Las muestras fueron colectadas y clasificadas por
el Biédlogo Marino Diego Valderrama, utilizando un
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equipo de buceoauténomo a profundidades entre 9
y 21 m, abarcando 12 kilémetros de costa desde los
8° 35" de latitud norte cerca alalocalidad de Acandi
(Choco) hasta la frontera entre Colombia y Panama
en Cabo Tiburén (8° 41° N) en febrero de 2001.
El material extrafio fue removido con un cuchillo
de las muestras, las cuales se lavaron varias veces
con agua destilada para limpiarlas de la epibiosis.
Posteriormente se congelaron a-10°C para su envio
al Laboratorio de Productos Naturales Marinos
de la Universidad de Antioquia. Una muestra del
material animal fue depositada en el Museo de
Historia Natural del INVEMAR (MHNMC),
Santa Marta.

Extraccion

Las esponjas se secaron a 40°C por 12 horas en
una estufa convencional, y posteriormente se mo-
lieron. La esponja molida fue sometida a extraccién
exhaustiva con etanol destilado. Cada extracto fue
filtrado y concentrado a presién reducida y baja
temperatura por medio de un rota evaporador. Los
extractos obtenidos, se envasaron en recipientes de
vidrio adecuados y protegidos de la luz.

Mantenimiento de las colonias en el
laboratorio

Para los bioensayos se utilizaron individuos en
estadolarvaldeAedesaegyptiyCulexquinquefasciatus.
Las colonias fueron mantenidas en el Insectario
del Laboratorio de Entomologia Médica (GEM)
de la Universidad de Antioquia bajo condiciones
de temperatura promedio 25°C, humedad relativa
de 75% y alimentacién para las larvas con 0.5 g de
alimento para roedores (Conejina’) /1.5 Lt de agua
libre de cloro; los adultos fueron mantenidos en
jaulas entomolégicas donde seingresaba tres veces
por semana un ratén como fuente de sangre para
la ovipostura, también se alimentaban con agua
azucarada. La colonia de Culex quinquefasciatus se
alimentd en la noche. Diariamente el medio que
contiene las larvas (agua libre de cloro) fue aseado,
igualmente se retiraron las pupas de dicho medio y
estas fueron transferidas a recipientes tapados a las
cajas enmalladas, de estos recipientes se liberaron
los adultos cada 24 horas.

Preparacion de las concentraciones
requeridas de los extractos

Para preparar la solucion de extracto etanélico
de esponja a 500 ppm, se pesé en un vial 250 mg de
extracto, el cual fue disuelto con 0.5 mL de dimetil-
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sulféxido (DMSO) y agitado en un agitador Vortex™
paralacompleta disolucion. Posteriormente se lleva
a un volumen de 500.0 mL con agua destilada. La
concentracion final de DMSO en esta solucion es
de 0.01%.

Dela solucion de 500 ppm se preparan las solu-
ciones con concentracion de 200 ppm y 100 ppm,
con una concentracién final de DMSO de 0.004%
y 0.002%, respectivamente.

Ensayo biolégico

Para cada una de las especies de mosquitos (Ae-
desaegyptiyCulexquinquefasciatus)serealizarontres
repeticiones con cada una de las concentraciones
(500, 200 y 100 ppm) de cada extracto (Topsentia
ophiraphidites, Amphimedoncompressa,Svenzeazeai,
Ircinia campana y Agelas sventres). Cada repeticién
estuvo conformada por dos réplicas problema,
una réplica control negativo y una réplica control
positivo. La réplica problema se realizé en un vaso
de precipitados con 100 mL de solucién muestra
a la concentracion determinada, para evaluar 20
larvas de la especie establecida; la réplica control
negativo se realizé con 100 mL de agua destilada,
evaluandose 20 larvas del mosquito designado; la
réplica control positivo se realizé con 100 mL de
una solucion al 0.05% de ABATE’ (insecticida
comercial) al cual se le adicionan 20 larvas.

De igual manera se realiz6 un bioensayo con
DMSO en agua destilada a concentraciones de
0.8%, 0.5% y 0.2%, para determinar si este sol-
vente es letal con las larvas de Aedes aegyptiy Culex
quinquefasciatus.

A cadaréplica sele adiciond una pizca de alimento.
La actividad insecticida se determiné haciendo lectu-
ras de mortalidad alas 24 horas tiempo durante el cual
fueron mantenidas en la oscuridad, para evitar degra-
dacion de los compuestos en cada solucion muestra.
Para evaluar la mortalidad se toma como criteriolano
respuesta de las larvas a un estimulo punzante.

Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realizé bajo un
paquete estadistico de SPSS Version 11.0 para
Windows®, tomando como unidad de célculo o
referencia laréplica, los datos se concluyeron con un
intervalo de confianza del 95% para la extrapolacién
a las poblaciones. Las repeticiones con las que se
trabajo presentaron un porcentaje de mortalidad en
el blanco menoral 5%y un porcentaje de mortalidad
en el control positivo del 100%.
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RESULTADOS

En los ensayos realizados con DMSO, se observa
que este solvente a las concentraciones de 0.8%,
0.5%y 0.2% no es letal para las larvas, presentan-
dose una mortalidad del 0% en las concentraciones
mencionadas.

Las graficas 1y 2, muestran los resultados de
los ensayos de mortalidad contra Aedes aegyptiy
Culexquinquefasciatus, paralas5especiesdeesponjas
estudiadas.

% Mortalidad

100 200 500 100 2
S. zeai A. sventres

100 200 500
A. compresa

100 200 500
T. ophiraphidites
Concentracion del extracto en ppm

. campana

Grafica 1. Porcentaje de mortalidad de las 5
especies de esponjas estudiadas contra larvas de C.
quinquefasciatus.
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Grafica 2. Porcentaje de mortalidad de las 5 especies
de esponjas estudiadas contra larvas de A. aegypti.

De acuerdo con estos resultados, el extracto
mas activo contra C. quinquefasciatus, es el de 500
ppm del.campana, el cual produce una mortalidad
promedio del 70%. Mientras tanto, los extractos
de las otras esponjas estudiadas no sobrepasan el
promedio del 45% de mortalidad a esta misma
concentracion.

Enel casodelaslarvas de A.aegypti, los extractos
mas activos fueron a 500 ppm de las esponjas

I.campanay A. compressa, con un promedio de
mortalidad del 72,5% de mortalidad; mientras los
extractos de las otras tres especies de esponjas ana-
lizadas no superan el 49% de mortalidad.

El extracto de la esponja A. sventres tuvo resul-
tados muy similares contra las larvas de A. aegypti
como para C. quinquefasciatus a 500 ppm, con mor-
talidades del 43.3% y del 45%, respectivamente.
Igual sucede con el extracto de S. zeai a 500 ppm,

pues los resultados entre las especies de insectos
muestran ser parecidos.

La esponja que menos porcentaje de mortalidad
mostrd para A. aegypti como para C. quinquefascia-
tus, fue T. ophiraphidites. Los resultados muestran
una mortalidad del 10.8% y el 16.6% para estas
dos especies a una concentraciéon de 500 ppm. De
acuerdo alos resultados presentados, se puede ob-
servar una tendencia a que los extractos aumentan
su actividad insecticida a medida que aumenta su
concentracion. Sin embargo, la Unica esponja que a
las concentraciones de 100 ppmy 200 ppm tiene la
mismamortalidadesT.ophiraphidites, tantoen Aedes
aegypti como en Culex quinquefasciatus.

Para A. compressa, se puede observar la poca
diferencia que hay entre los resultados obtenidos
en las concentraciones de 200 ppm y 500 ppm, lo
gueindica una diferencia muy pequefaonuladela
actividad insecticida con el aumento de la concen-
tracion del extracto.l.campana, resulté ser laesponja
guetiene mayoractividad insecticida delas esponjas
en estudio, pues aunque tiene la misma mortalidad
que A.compressa contra A. aegyti, es la que mayor
actividad presenta contra C. quinquefasciatus.

Dada la relevancia de los porcentajes de mor-
talidad en el extracto de I. campana sobre larvas
de A.aegyptiy C. quinquefasciatus en IV estadio en
concentraciones de 500 ppm y 200 ppm, es reco-
mendable continuar con el andlisis, reconocimiento,
aislamiento y caracterizacion de la(s) sustancia(s)
presentesendichaesponjaresponsablesdetal efecto
con el fin de desarrollar un método alternativo a
los insecticidas quimicos utilizados actualmente.
Ademasexistentrabajosreportados que demuestran
queestaesponjacontienesustanciasbiolégicamente
activas (18). Lo mismo sucede con la esponja A.
compressaque mostrd unaaltaacciéninsecticida, es
importante seguir desarrollando métodos que per-
mitan determinar cudles son las sustancias encarga-
dasdeejercerestaacciéninsecticida, pues se conoce
que esta esponja contiene una serie de metabolitos
altamente citotdxicos los cuales han sido estudiados
para fines terapéuticos (19-21), y que quizas sean
alguno de estos compuestos los responsables dela
muerte de los mosquitos en estudio.

CONCLUSIONES

LaespecieCulexquinquefasciatusencomparacion
a Aedes aegypti mostré menos sensibilidad alos ex-
tractos evaluados de las cinco esponjas del Golfo
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de Urabd. Los mayores porcentajes de inhibicion
contra esta esponja se presentaron con el extracto
de I. campana a una concentracién de 500 ppm
(70%), siendo importante recordar, que el control
positivd mostré 100% de inhibicién en todas las
réplicas contra estas larvas a una concentracién de
0,5 ppm.

Los mayores porcentajes de mortalidad de larvas
de Aedes aegypti se obtuvieron con los extractos de
A.compressa e l. campana a 500 ppm, con un valor
de 72.5%. Mientras que la esponja T. ophiraphidites
mostré los menores valores promedios de inhibi-
cién contraambas cepas delarvas, sin superar el 16%
de mortalidad contra ninguna de las dos especies
evaluadas. Esto hace poco atractiva a esta especie
para ser utilizado su extracto crudo etandlico como
insecticida,aunque esta especie yahayademostrado
tener otras actividades bioldgicas como: inhibidora
del VIH y antimicrobiana (10).

Es importante resaltar, que la esponja con los
resultados mas representativos fue l. campana, pues
laactividadinsecticida quetuvo paralas dos especies
de insectos fue mayor a los demas resultados a 500
ppm, 70% de mortalidad contra las larvas de Culex
quinquefasciatusyun 72,5%de mortalidad contralas
larvasde Aedesaegypti.En proximasinvestigaciones,
se realizard una caracterizacién quimica biodirigida
de los metabolitos secundarios presentes en el ex-
tracto etandlicodel.campanay A.compressa conel
fin de determinar los compuestos implicados en la
accién insecticida para evaluarlos individualmente
y poder tener un valor objetivo de la dosis letal de
cada uno de los componentes del extracto.
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