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RESUMEN

bjetivo. Determinar la toxicidad de extractos etandlicos de Annona muricata, Melia
azedarach, y Ricinus communis sobre larvas de cuarto estadio de Aedes aegypti.

Métodos. Mediante un diseiio completamente al azar se realizaron bioensayos para determinar la
toxicidad de diferentes concentraciones de extractos vegetales sobre Ae. aegypti.

Resultados. Los valores de LC, | ( concentracion letal media) hallados son: A. muricata, 900 ppm
(IC 95%: 380-1300); M. azedarach, 1800 ppm (IC 95%:150-2100); R. communis, 860 ppm
(IC 95%:451-1500).

Conclusiones. Los resultados de toxicidad se consideran promisorios por estar por debajo de la
concentracion maxima (5 000 ppm) recomendada por la Agencia de Cooperacion Técnica Alemana
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(GTZ). Es necesario evaluar las fracciones de los extractos
para detectar posible actividad a concentraciones menores.
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ABSTRACT _

Obijective. To determine the toxicity of vegetal extracts on
Dengue’s vectors Ae. aegypti larvae.

Methods. Following a completely randomised design, bio-
assays was done to detect toxicity of ethanolic extracts on
Ae. Aegypti larvae.

Results. LC, values for each extract are: A. muricata,
900 ppm (CI 95%: 380-1300); M.azedarach, 1800
ppm (C1 95%:150-2100); R. communis, 860 ppm (CI
95%: 451-1500).

Conclusions. The toxicity results can be considered of
good toxic effect on larvae because they are below the maxi-
mum accepted concentration (5 000 ppm). More research
Is necessary to test the fractions of the extracts to detect
toxicity activity in low concentrations.
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INTRODUCCION

La incidencia del dengue se ha incrementado dra-
maticamente en la Gltima década. Esta enfermedad
se ha vuelto endémica en més de 100 paises en
donde més de 2,5 billones de personas se en-
cuentran en riesgo de adquirirla, principalmente en
Africa, Las Américas, Mediterraneo Occidental, Sur-
Oriente de Asia y Pacifico Occidental (1). La pre-
valencia del dengue esté asociada a su principal
vector, el mosquito Aedes aegypti (Linnaeus). Segln
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) pueden
presentarse 50 millones de infecciones por dengue
cada afo. En el ano 2002 se presentd la cifra mas
alta de casos en Las Américas, registrandose
1019 196, de los cuales 17 363 fueron de dengue
hemorragico, presentandose 225 muertes (2).

El comportamiento del dengue clasico en Colom-
bia ha sido endémico con brotes epidémicos.
Alrededor de 20 millones de personas estan en
riesgo de sufrir la enfermedad. En 1999 fueron
notificados 20 336 casos de dengue clasicoy en el
2002, 81 831 casos, lo que implica un riesgo 4
veces mayor en este aflo con respecto a 1999.
(Tabla 1, Figura 1). Para la semana epidemiolégica
nimero 35 del afio 2006 se han presentado en
Colombia 22 228 casos de dengue clésicoy 3 384
casos de dengue hemorrégico.

Desde la deteccién del primer caso de dengue
hemorragico en 1989, en Puerto Berrio, Antioquia,
se ha observado la tendencia al ascenso de casos,
pasando de 1,4 casos por 100 000 habitantes en
1994 a 15,4 casos por 100000 habitantes en el
2001 (3) (Tabla 1, Figura 2).

El fallecimiento por dengue es considerado un
evento prevenible. En Colombia la letalidad por
dengue hemorragico en el ano de 1998 fue de
1,2%; en 1999 de 1,3 %yenel 2000 de 5,1 %. En
el afio 2002 de 1 113 municipios del pais, 20
notificaron muertes por dengue.
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Tabla 1. COMPORTAMIENTO DEL DENGUE
CLASICO Y HEMORRAGICO EN COLOMBIA.

1998 A 2004

Aio Dengue clasico Dengue hemorragico
Ao No Tasa x No Tasa x

100 000 100 000
1998 58011 154 5043 5,17
1999 20336 51,6 1 093 2,64
2000 22782 53,8 1818 4,29
2001 55286 | 128,36 6 624 15,4
2002 81831 | 223,49 5245 14,3
2003 58 335 130.9 5026 11,3
2004 22 203 48,9 2 265 4,9

Figura 1. NUMERO DE CASOS DE DENGUE
CLASICO EN COLOMBIA 1980-2004
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Figura 2. NUMERO DE CASOS DE DENGUE
HEMORRAGICO EN COLOMBIA

1997-2004
7000 6564
P |
60007 5055 5655
5276 P | Pra— |
Pa—|
5000
3950
4000+
3000+
2261
1825
2000
1093
1000
T T T T —— ——
1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Revista CES MEDICINA Volumen 21 No.1 Enero-Junio /2007 |

En los paises tropicales el mosquito Ae. aegypti es
un vector importante de dengue, fiebre amarilla
urbana y otras enfermedades virales. Una especie
cercana, Aedes albopictus, también puede transmitir
dengue (4).

Debido a la ausencia de un medicamento especifico
y de vacunas para su aplicacién a gran escala, se
ha considerado como una alternativa viable la
interrupcién de la transmisién de la enfermedad,
controlando los vectores adultos mediante la
aplicacién de insecticidas piretroides de accién re-
sidual en paredes y sitios de reposo de los mos-
quitos adultos y de organofosforados, principal-
mente el Abate, aplicado mediante tratamiento
focal y perifocal en los sitios de cria de las larvas.

En el marco de las iniciativas regionales, la aplicaciéon
casi excluyente de estos insecticidas como medio
de control quimico puede llevar al riesgo latente de
desarrollo de fenémenos de resistencia (5), y
contaminacién ambiental (6). Para minimizar los
riesgos, es necesario desarrollar otras estrategias
de manejo y tecnologias que permitan obtener
nuevas alternativas quimicas o bioldgicas. En el ano
de 1992 la lista de especies de vectores resistentes
ainsecticidas incluia 56 especies de anofelinos, 39
especies de culicinos, 8 especies de pulgas, 9
especies de garrapatas, ademés de fendmenos de
resistencia documentados para piojos del cuerpo,
chinches de cama y triatominos (6). Actualmente,
el Comité de Accidn para la Resistencia a
Insecticidas (IRAC) reporta la presencia de
resistencia a insecticidas en 21 especies de Aedes y
63 especies de Anopheles (7). Una alternativa de
control surge del concepto de manejo integrado
de plagas, incluyendo controladores biolégicos,
manejo ambiental y la utilizacién de insecticidas de
origen biolégico que proporcionan modos de accidn
novedosos y reducen el riesgo de resistencia
cruzada (8).

Eluso de insecticidas botanicos es una alternativa
de control accesible y de bajo costo para los cam-
pesinos y comunidades, debido a que varias
especies vegetales que poseen actividad insecticida
reconocida, como la que presentan algunas especies
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de las familias Anacardiaceae, Euphorbiaceae y
Meliaceae crecen con facilidad o son endémicas de
estas areas geograficas, ademas la obtencién de los
extractos activos no requiere de metodologias
complejas (9). Los insecticidas de origen vegetal
tienen la ventaja de ser més biodegradables que
sus contrapartes sintéticas; son de disponibilidad
inmediata, bajo costo, ya que los extractos se
pueden preparar mediante tratamientos caserosy
ser aplicados de forma inmediata sin requerir de la
utilizacidn de aspersores o implementos costosos
(10). Los resultados de investigaciones recientes han
mostrado que los insecticidas boténicos son blanco
especificos, no afectando por lo tanto la fauna
benéfica (11).

En Colombia son pocas las investigaciones
orientadas a la evaluacién del potencial insecticida
de las especies vegetales sobre Ae. aegypti (12).
Debido a que los productos de origen natural
pueden ser considerados en el control de insectos
(11,13)y con el objetivo de hacer una aproximacién
bioracional al control del mosquito vector del den-
gue, de acuerdo a la informacién etnoboténica,
hemos evaluado el potencial insecticida de los
extractos provenientes de tres especies vegetales
mediante la realizacién de bioensayos para
determinar su toxicidad. En esta investigacién se
presentan y analizan los resultados de las
evaluaciones realizadas bajo condiciones de
laboratorio con los extractos etandlicos obtenidos
de las semillas de Annona muricata (Annonacea) y
de los frutos maduros de Melia azedarach (Meliacea)
y Ricinus communis (Euphorbiacea) mediante
evaluaciones de toxicidad sobre larvas de Ae.
aegypti de cuarto estadio y sobre nauplios de
Artemia salina.

MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se desarrollé en el Laboratorio de
Entomologia del Instituto Colombiano de Medicina
Tropical-CES (ICMT-CES) y los Laboratorios de
Quimica de los Productos Naturales y los Alimentos

de la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Medellin. Todos los solventes
empleados fueron grado analitico y se redestilaron
antes de ser utilizados. La evaluacién de toxicidad
en Ae. aegypti se realizd con larvas de la cepa sus-
ceptible Rockefeller obtenida del Laboratorio de
Entomologia del ICMT-CES.

Las semillas de A. muricata se obtuvieron de frutos
comerciales en la ciudad de Medellin y los frutos
completos de R. communis y M. azedarach se
recolectaron en los predios de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin, procedentes
de arboles sanos.

Preparacion de los extractos vegetales totales

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 3 litros de
etanol al 95%, el extracto obtenido se filtro y se
destilé a presién reducida en un rotaevaporador a
temperatura controlada de 40°C, el material
obtenido se recogié en botellas de vidrio de color
dmbary se almacené refrigerado a 4°C.

Para la determinacién de la concentracién (partes
por millon: ppm) de los extractos se tomoé de la
solucién madre (extracto total) una muestra de
0,5000 gramos de cada extracto homogenizado,
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 cépsula se le adicionaron 0,5000 gramos del
extracto homogenizado y se llevd a estufaa 90°C
durante 10 minutos, una vez eliminado el solvente
se volvid a pesar. Las mediciones descritas se
realizaron por triplicado para cada especie y se
calculé la concentracién promedio. Las
evaluaciones de actividad biolégica se llevaron a
cabo con el volumen restante de cada extracto que
habia sido refrigerado a 4°C.
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Evaluaciones de actividad biolégica de los
extractos totales

Bioensayos con Artemia salina

Para este bioensayo se utilizé la metodologia pro-
puesta por McLaughlin et al (14).

Se prepard agua de mar artificial con agua destila-
da y sal de mar en una proporcién de 2.0 g por
litro. La solucién se filtré y aired durante 12 horas
con un aireador, el pH se ajustd a 7.0.

Los quistes de A. salina se dejaron eclosionar du-
rante 48 horas y los nauplios se colectaron en el
area iluminada.

Se realizd una preevaluacién con rangos de con-
centracién amplios: 1, 10, 100 y 1 000 ppm con
tres repeticiones.

Las evaluaciones de toxicidad se realizaron en 5 via-
les de vidrio de 10 ml que contenfan cada uno 10
nauplios en 5 ml de agua de mar artificial a los cua-
les se les adiciond la cantidad de extracto necesa-
ria. Cada ensayo incluyé un control, el cual sélo
contenfa agua de mary un blanco con los frascos
impregnados con el solvente (agua o etanol). Los
conteos de mortalidad se realizaron a las 24 horas.
Con los datos obtenidos se estrecharon los rangos
de concentracién cercanos a la concentracion letal
media (LC, ). Los valores de LC,, se obtuvieron
mediante la metodologia PROBIT.

Bioensayos con larvas de Ae. aegypti

Se establecieron bioensayos para evaluar la toxici-
dad de los extractos utilizando un disefio comple-
tamente al azar.

Para todos los bioensayos se usaron larvas de Ae.
aegypti de 4° estadio con el mismo tiempo en el
estadio. La muestras utilizadas en las evaluaciones
de actividad se prepararon mediante dilucién a par-
tir del extracto etandlico concentrado. Los extrac-
tos crudos usados en los bioensayos se aplicaron a
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concentraciones lo suficientemente altas para per-
mitir detectar el efecto de los constituyentes me-
nores. Las concentraciones usadas fluctuaron en
el rango de 0 a4 000 ppm.

En el bioensayo de toxicidad sobre larvas de Ae.
aegypti se realizaron tres repeticiones, estando con-
formada la unidad experimental por 30 larvas de
4° estadio en vasos de precipitado de 600 ml, pre-
viamente esterilizados en autoclave. Los conteos
de mortalidad se realizaron a las 24 horas.

Para el andlisis estadistico se utilizd el paquete es-
tadistico SAS System v 8.2. Los bioensayos de toxi-
cidad se analizaron mediante el procedimiento
PROBIT para la determinacién de la concentracién
letal media (LC, ) de los extractos evaluados.

RESULTADOS _

La relacién entre el peso de material fresco y mate-
rial seco expresado como porcentaje obtenido para
las especies vegetales fue de: 56 % para A. muricata,
44 % para M. azedarach'y 40 % para R. communis. El
rendimiento de la extraccién expresado en % ppm
fue de 28 % para A. muricata, 10 % para M. america-
na, 48,58 % para M. azedarach y 70,84 % para R.
communis.

En la evaluacién de toxicidad con A. salina se ob-
servé que los extractos de las cuatro especies ve-
getales ocasionan la mortalidad del 50 % de los
nauplios a la concentracién de 100 ppm vy se al-
canzd la mortalidad del 100 % a la concentracién
de 250 ppm.

Toxicidad de los extractos vegetales sobre
Ae. aegypti.

La tabla 2 y la figura 3 presentan los datos de LC,
obtenidos con los extractos etandlicos de las es-
pecies vegetales sobre Ae. aegypti.

Los extractos evaluados produjeron mortalidad en
las larvas de Ae. Aegypti a las 24 horas. En la eva-
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luacién de toxicidad se observéd que el extractode Figura 3. MORTALIDAD DE Ae. aegypti

R. communis es el mas activo con una concentra- OBSERVADA Y ESPERADA EN LAS

cién letal media de 860 ppm (IC 95 %: 450-1400), -  EVALUACIONES DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
seguido por el extracto de A. muricata conuna LC,, . REA]leADAS CON LOS EXTRACTOS DE R.
de 900 ppm (IC 95 %: 380-1300). : communis(A), A. muricata (B), y M. azedarach (C).

Ae. aegypti-R.communis

Tabla 2. CONCENTRACION LETAL MEDIA (LCSO) 1,27
OBTENIDA PARA CADA ESPECIE VEGETAL :
SOBRE LARVAS DE Ae. aegypti . 11
. /
Ae.aegypti ° 081
he!
Especie vegetal LC,, IC* 95% £ 061
(ppm) S
i 04
A. muricata 900 380-1 300 :
M. azedarach 1 800 1 500-2 100 : 0,2
R. communis 860 45,1-1 500 0
" Intervalo de confianza al 95% 0 1000 2000 3000

Concentracion(ppm)

DlSCUSIéN . Ae. Aegypti- A. muricata

Se hallé que los extractos que presentan mayor . 09 -
actividad sobre las larvas de Ae. aegypti sonensu ° 081 /

orden el de R. communis (LC, 860 ppm); A. muricata : - 074

(LC,, 900 ppm) y M. azedarach (LC,, 1800 ppm). . 3 22 |

Estos resultados indican que los extractos de las . g 04

especies vegetales evaluadas se pueden considerar  * =03

promisorios para el control biolégico de larvasde - 02 |

Ae. aegypti atendiendo las recomendaciones dela - 011 /

Agencia de Cooperacién Técnica Alemana (GTZ) . 0 ‘ : ‘
debido a que los valores de LC, obtenidosenes- - 0 1000 2000 3000
tas evaluaciones se encuentran por debajo de la Concentracion(ppm)
concentracidén maxima (5 000 ppm) recomendada

para condiciones de laboratorio (15). Teniendoen Ae. aegypti-M. azedarach

cuenta que las evaluaciones de toxicidad se lleva- - 0; ]

ron a cabo a partir de extractos totales, donde las ' 08 1 //
concentraciones de los metabolitos secundarioses . g 071

bastante baja y puede resultar apantallada porotra . ,3; 32 |

clase de sustancias presentes en altas concentra- g 04

ciones pero de actividad despreciable (tales como - = 034

clorofilas, xantofilas, carotenos y otras sustancias . gf | ,

con caracter lipidico), es necesario refinar estos 0 — : : : !
extractos para mejorar la actividad biolégica alin- O ncentiasion(epy 1%

crementar la concentracion de los metabolitos acti-
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vosy por ende, como una aproximacion a la ca-
racterizacion de tales sustancias.

En los frutos de la especie vegetal R. communis se
ha reportado la presencia del alcaloide ricinina y de
la toxoalbtlimina ricina, los cuales presentan una
toxicidad muy alta para humanos, mamiferos e in-
sectos (16). Posteriores fraccionamientos del ex-
tracto total pueden ayudar a dilucidar los
metabolitos responsables de dicha actividad insec-
ticida. En estudios realizados por diferentes auto-
res con extractos acuosos obtenidos a partir de las
hojas de R. communis, Upasani et al (17) encontra-
ron una actividad insecticida muy alta al aplicarlos
sobre C. chinensis L (Coleoptera: Bruchidae). A par-
tir de este extracto se aislaron varios flavonoides
que mostraron actividad insecticida, ovicida e inhi-
bicion de la oviposicién en C. chinensis.

Con la especie A. muricata se detecté igualmente
actividad insecticida sobre las larvas de Ae. aegypti.
En las plantas del género Annona han sido halladas
acetogeninas bistetrahidrofuranicas y monotetrahi-
drofuranicas que presentan actividad bioldgica,
Rupprecht et al., (18). Feras et al., (19) reportan la
toxicidad de las acetogeninas de A. muricata sobre
cucarachas (Blatella germanica) resistentes a insec-
ticidas tradicionales. Morales et al., (12) encontra-
ron que las larvas de Ae. aegypti'y Anopheles albimanus
son susceptibles a los extractos polares, no polares
y alas mezclas de acetogeninas de A. muricata. En
los estudios realizados obtuvieron valores de toxi-
cidad media LC, de 74.7, 236.2 y 20.3 ppm res-
pectivamente. Ohsawa et al., (20) reportaron la ac-
tividad de los extractos de Annona glabra, A.
montana, A. muricata, A. squamosa, A. chirimolia y A.
reticulata sobre Callosobrochus chinensis (Coleoptera:
Bruchidae) y observaron porcentajes de mortalidad
variables al actuar por contacto.

Posiblemente los extractos evaluados actdan por
ingestidn, para comprobar esta hipdtesis habria que
disefiar una metodologia diferente para precisar el
mecanismo de accidn de los extractos.
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Los resultados obtenidos en esta investigacién son
promisorios para el control de larvas de Ae. aegypti
y posiblemente para el control de larvas de otras
especies de mosquitos de la familia Culicidae. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la respues-
ta de cada especie de mosquito puede ser variable
con respecto a las dosis diagnésticas halladas para
Ae. aegypti.

De otro lado, la alta toxicidad observada con los
extractos evaluados en condiciones de laborato-
rio, amerita el fraccionamiento de estos extractos
y en posteriores trabajos la realizacién de evalua-
ciones a pequena escala en condiciones de campo,
en donde se pueda evaluar la estabilidad de los pro-
ductosy su posible impacto ambiental.
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