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RESUMEN

Introduccion: Aedes aegypti es el principal vector de enfermedades como el
dengue, Zika y chikungunya, las cuales representan un grave problema de salud
publica en paises de Asia y América Latina. A pesar de los diferentes esfuerzos
realizados para el control del vector, en las ultimas décadas Ae. aegypti ha
ampliado su distribucién geografica, y ocasionado continuas epidemias, por lo que
se hace necesario desarrollar nuevas medidas de control que ayuden a mitigar esta

problematica.

Objetivo: Evaluar, bajo condiciones controladas de laboratorio, la actividad

larvicida de un extracto hidro-etandlico de 7hunbergia alata en el control de Ae.

aegypti.

Métodos: Empleando la técnica de percolacion, se realizo la extraccion de flores
de la planta. Posteriormente, siguiendo la guia para evaluar larvicidas propuesto
por la Organizacién Mundial de la Salud, se evaluaron diferentes concentraciones

de extractos crudos de 7. a/ata sobre larvas de tercer y cuarto estadio de Ae.

aeqypti.

Resultados: Se observo que los extractos crudos de 7. alata presentaron un efecto
letal en larvas de Ae. aegypti. En particular, se observd que el extracto hidro-
etanolico de flores, en proporcion 50etOH:50H,0, generd LC50, 90 y 99 del 8.35,
12.43 y 18.18%, respectivamente.

Conclusion: El extracto de flores de 7. alata en una proporcién 50etOH:50H20

presentan notable actividad contra larvas de vector Ae. aegypti.

Palabras clave: arbovirus; plantas invasoras; control bioldgico.

ABSTRACT

Introduction: Aedes aegyptiis the main vector of diseases such as dengue, Zika
and chikungunya, which represent a serious public health problem in Asian and
Latin American countries. Despite the various efforts made to control the vector, in

recent decades Ae. aegypti has expanded its geographical distribution, causing
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continuous epidemics, so it is necessary to develop new control measures that help

mitigate this problem.

Objective: To evaluate, under controlled laboratory conditions, the larvicidal activity

of plant hydro-ethanolic extract of 7. a/atain the control of Ae. aegypti.

Methods: Using the percolation technique, the extraction of flowers from the plant
was carried out. Subsequently, following the guide to evaluate larvicides proposed
by the World Health Organization, different concentrations of crude extracts of 7.

alata were evaluated on third and fourth instar larvae of Ae. aegypti.

Results: It was observed that the crude extracts of 7. alata had a lethal effect on
Ae. aegypti. It was observed that the hydro-ethanolic extract of flowers, in a
50etOH:50H20 ratio, generated LC50, 90 and 99 of 8.35, 12.43 and 18.18%,

respectively.

Conclusion: The flower extract of 7. alata in a ratio of 50etOH:50H20 shows

notable activity against Ae vector larvae Ae. aegypti.

Keywords: arbovirus; invasive plants; biologic control.

Recibido: 10/05/2023

Aceptado: 18/07/2023

Introduccion

Arbovirosis como dengue, chikungunya, Zika y fiebre amarilla representan un
importante problema de salud publica en diferentes paises de América Latina y
Asia.(") Se ha indicado que aspectos como la globalizacion, el cambio climatico, la

urbanizacion no planificada y la falta de continuidad en los programas de control,
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han conllevado a un aumento significativo en la transmision de enfermedades

como el dengue.®

Considerando que no existe una vacuna para prevenir estas enfermedades, las
principales estrategias se encuentran dirigidas al control del vector, siendo Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) (Linneus, 1762) el de mayor relevancia a nivel
mundial.® Este mosquito se cria en aguas claras, contenidas en recipientes como
tanques, canecas, floreros y llantas entre otros, ubicados al interior o exterior del
domicilio,®, por lo que se ha considerado que Ae. aegypti exhibe un marcado

comportamiento sinantrépico.®

Con base en lo anterior, una de las principales estrategias para el control vectorial
se centra en la reduccion de la poblacion de estados inmaduros del vector,
mediante el uso de larvicidas, de organismos biocontroladores y la eliminacion de
los habitas de cria. Este ultimo incluye un adecuado saneamiento ambiental,
garantizando un buen acueducto, red alcantarillada y una buena recoleccién y
disposicion de los residuos sélidos. Ademas, para un manejo integrado del vector,
también es importante considerar la movilizacién social y la participacion
comunitaria, que, mediante acciones pedagdgicas, buscan impactar conductas o

practicas culturales que propician la propagacién del vector.®

En particular, para el control larval de Ae. aegypti se han empleado
tradicionalmente insecticidas como el Temephos, con resultados satisfactorios,®

pero en la actualidad existen algunos reportes de resistencia a este insecticida.(567)

Otra medida empleada para la reduccién larval ha sido el control biolégico con
insectos como Toxorhynchites rutilus,® y hongos de los géneros Pycnoporus,

Pestalotiopsis, Culicinomyces, Cochliobolusy Aspergillus.”)

Con base en las limitaciones del control quimico y bioldgico, surgen los extractos
de plantas como una alternativa que proporciona menor riesgo ambiental y que es

de bajo costo, y por tanto con mayor sostenibilidad.®

Por otra parte, una de las plantas invasoras que ha causado grandes dafos
ecosistémicos en Colombia, en especifico en los bosques de la region centro-norte

del pais, es Thunbergia alata(Lamiales: Acanthaceae) (Bojer ex Sims, 1825), la cual
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es nativa de la costa este de Africa. Esta planta fue introducida como ornamental
en el siglo xix en las Indias Occidentales, y a partir de alli se ha propagado a todas

las regiones tropicales del mundo.®

La planta 7. alata es una planta trepadora, mas conocida como ojo de poeta, 0jo
morado y ojo de buey.(9 Su parte aérea posee hojas simples y opuestas, con
margen dentada y un peciolo alado, mientras que sus flores son solitarias, tiene
dos bracteas basales de color verde, una corola tubular generalmente anaranjada
con vistos negros (existen algunas variaciones de color blanco o amarillo) con 5
I6bulos. El fruto de la planta es una capsula globosa, rostrada y de color café con
tonalidades.(1'") Esta planta se ha caracterizado por presentar compuestos
quimicos como flavonoides, iridoides y fenoles,('23) |os cuales podrian ser de gran
utilidad en el control larval de mosquitos como Ae. aegypti. No obstante, hasta la

fecha no existen trabajos que reporten esta actividad larvicida.

Considerando tanto la gran abundancia de la planta invasora 7. al/ata en algunas
regiones de Colombia y, por tanto, el grave problema ecol6gico que ocasiona, y
teniendo en cuenta los componentes quimicos promisorios que posee la planta
frente a el control de mosquitos, en el presente estudio se propuso evaluar la
actividad larvicida de un extracto hidro-etandlico de las flores de 7. alata en el

control de Ae. aegypti.

Métodos

Colecta del material vegetal

Las flores de 7. alata se recolectaron en el casco urbano del municipio La Ceja
(Antioquia, Colombia), en las coordenadas 6°1'30” LN y 75°25'32” LO. La
recoleccion de las flores se efectud en las primeras horas del dia (entre las 5:00 y
las 6:00 am). En ese momento del dia las plantas suelen presentar una mayor
concentracién de metabolitos secundarios.('” Las flores se secaron a una

temperatura constante de 25 +/- 2°C. Para mantener un entorno controlado, se usé
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una humedad ambiente del 85 +/- 10 %. Tras un proceso de secado de 24 horas,
las flores fueron trituradas mecanicamente hasta obtener un polvo fino. Luego,
este polvo fue almacenado por separado en recipientes de vidrio a una temperatura
constante de 25 +/- 2°C y en condiciones de humedad ambiente (85 +/- 10%)

durante siete dias.

Obtencion de extractos y marcha fitoquimica

Los extractos vegetales se prepararon a partir de 82,47 g obtenidos de las flores
secas Y trituradas. Este material se sometié a la técnica de percolacion la cual
consiste en cubrir el material vegetal con el solvente para realizar la extraccion
hasta agotamiento. Tanto la obtencion de los extractos como el analisis de los
componentes quimicos se realizaron en el Laboratorio de Ciencias 3 de la
Universidad CES y en el Centro de la Ciencia y la Investigacion Farmacéutica
(CECIF) (Medellin, Colombia).

Se realizd una extraccion hidro-etandlica en las proporciones 70etOH:30H20 y
50etOH:50H20. Posteriormente, cada extracto fue filtrado y concentrado a presion
reducida en un rotaevaporador, el extracto obtenido fue almacenado en botellas de
vidrio por un periodo de 10 dias en un lugar oscuro a temperatura y humedad

ambiente para evitar su degradacién.('®

Con los extractos preparados y siguiendo los protocolos propuestos por Krishna
Ram y otros(") se realiz6 un andlisis fitoquimico con el fin de caracterizar e
identificar la presencia de algunos compuestos quimicos como fenoles,
flavonoides, alcaloides y saponinas. Posteriormente, para determinar el extracto
hidro-etandlico con mayor potencial como larvicida, se realiz6 un analisis infrarrojo
por transformada de Fourier (FTIR) de los extractos obtenidos a partir de flores, lo
cual permitié establecer los grupos funcionales y comparar los cambios
estructurales entre ellos. Después de los analisis quimicos y valorar la solubilidad
de los extractos, se selecciono el extracto hidro-etandlico 50etOH:50H20 para

realizar los bioensayos de actividad larvicida.
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Bioensayos de actividad larvicida

Para evaluar el efecto de larvicidas en condiciones de laboratorio se realizaron
bioensayos siguiendo el protocolo de la Organizacion Mundial de la Salud.® Del
extracto seleccionado por el analisis infrarrojo, se evaluaron las concentraciones
2.5,5,7,8,10,12.5y 20 % (v/v). Cada una de estas concentraciones fue evaluada

hasta siete veces.

Para los bioensayos se usaron larvas F2 de Ae. aegypti obtenidas a partir de
huevos colectados mediante ovitrampas ubicadas en barrios con alta transmision
de dengue en Medellin. Las colonias de mosquitos fueron mantenidas siguiendo el
protocolo del Manual for Mosquito Rearing and Experimental Techniques.(1®) Se
comprobo por medio de observacion que las larvas empleadas en los bioensayos
se encontraban en una condicién adecuada, es decir, sin anomalias o parasitos

evidentes.

Se emplearon vasos de 6 0z a los cuales se les adicion6 el extracto hidro-etanolico
para obtener concentraciones de 2.5, 5,7,8,12.5y 20 % (v/v) ajustando un volumen
hasta 100 mL agua. Posteriormente, se adicionaron 25 larvas de Ae. aegypti de
tercer y cuarto estadio, para un total 175 larvas por concentracién. Asimismo, cada
una de las concentraciones evaluadas usaron agua declorada como control

negativo.

Transcurridas 24 horas de exposicion, se registraron los individuos muertos y se
calculé el porcentaje de mortalidad para cada concentracion y el control. Aquellas
larvas que no mostraron un comportamiento normal fueron consideradas
moribundas y se registraron como muertas. Las concentraciones letales fueron

calculadas en el software Statgraphics con el modelo Probit-Log.('”)

Los bioensayos se realizaron bajo condiciones controladas de temperatura (26 +/-
2°C) y fotoperiodo (12:12 L:0) en el Laboratorio de Entomologia Médica, Facultad

de Medicina, Universidad de Antioquia (Colombia).
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Resultados
Analisis fitoquimico

El analisis fitoquimico indico que los extractos de flores de 7. alata presentan los
metabolitos secundarios, tanto en el extracto de 70etOH:30 H20, como en el
extracto 50etOH:50H20 entre los cuales se destacaron compuestos fendlicos,
flavonoides y saponinas (tabla 1), los cuales han demostrado gran actividad

larvicida.

Tabla 1 - Marcha fitoquimica de los extractos obtenidos de las flores de 7. alata

Fitoquimicos | Extracto flores 70etOH:30H,0 Extracto flores 50etOH:50H,0
Alcaloides - -
Fenoles + +
Flavonoides + +
Saponinas + +

Leyenda: +: presencia; -: ausencia.

Mediante la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se evidencié que
las sefales entre los diferentes extractos evaluados no mostraron cambios
estructurales, debido a que en ninguin caso desaparecen, ni aparecen grupos
funcionales Adicionalmente, este analisis ayudo a verificar los grupos funcionales
que se asocian con las moléculas de los extractos que fueron identificadas

previamente en la marcha fitoquimica

Una vez analizadas las propiedades quimicas de los extractos, sus grupos
funcionales (fig. 1) y su solubilidad en agua, se eligio el extracto hidro-etandlico de
flores en proporcion 50etOH:50H20 para realizar los ensayos de actividad larvicida,
por ser el mas soluble en agua; todo esto con el objetivo de reducir la dependencia
de solventes orgdanicos, especificamente el etanol, se adopté un enfoque basado

en la seleccion de un extracto con alta solubilidad en agua como criterio para llevar
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a cabo un ensayo de actividad larvicida, en consonancia con los principios de la

guimica verde.

Este enfoque se sustenta en la busqueda de alternativas sostenibles y amigables
con el medio ambiente, minimizando el uso de solventes organicos volatiles y
potencialmente perjudiciales. La eleccion de un extracto con alta solubilidad en
agua permite utilizar este disolvente ampliamente disponible y seguro para llevar a

cabo las pruebas de actividad larvicida.

Al utilizar este enfoque, se promueve el concepto de quimica verde, que se centra
en el disefio de procesos y productos quimicos mas eficientes y menos toxicos. La
seleccién de un extracto con alta solubilidad en agua representa un paso
significativo hacia la reduccion de la huella ambiental y el fomento de practicas
mas sostenibles en la investigacion y desarrollo de soluciones para el control larval,

en este caso, del Aedes aegypti.

% Transmitancia

Extracto 50% ETOH/50%Agua

Extracto 70% ETOH/ 30% Agua

3660 3160 2660 2160 1660 1160 660
cm-1

Fig. 1 — Espectros obtenidos mediante la técnica de la transformada de Fourier (FTIR) de
los extractos hidro-etanélicos 50% ETOH/50% agua (linea discontinua) y 70% ETOH/30%

agua (linea continua).
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Bioensayos de actividad larvicida

De acuerdo con los resultados anteriores, el extracto hidro-etandlico de flores
evaluado (50etOH:50H,0) presenté un efecto positivo sobre la mortalidad de larvas
de Ae. aegypti a las 24 horas posexposicion, y se observd que dicho efecto fue
dosis-dependiente (tabla 2). Los datos obtenidos se ajustan a el modelo de
regresion Probit, donde el valor p es menor a 0,05, lo que significa que existe una
relacidon estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de

confianza del 95,0 %.

La ecuacion de la regresion lineal en escala probit esta dada por:

Muertos ]
— = -2,62322 + 0,314253 * Dosis mL
Expuestos

Donde R? es igual a 90,06 % lo que indica que la dosis en mL y la mortalidad
(muertos/ expuestos) se ajustan al modelo probit. Es importante destacar que la
pendiente del modelo de regresion lineal es 0,31 y que el grafico esta en escala de
probabilidad. Ademads, en la razén de verosimilitud se tiene un valor de ji al

cuadrado p < 0,0001, lo que indica que el modelo probit es significativo.

Tabla 2 - Efecto del extracto de flores 7. a/ata en la mortalidad de larvas Ae. aegypti

%

Concentracion (%) Vivos Muertos

mortalidad
0 (control) 175 0 0,00
2,5 164 11 6,29
5 156 19 10,86
7 129 46 26,29
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8 89 86 49,14
10 49 126 72,00
12,5 29 146 83,43
20 0 175 100,00

Adicionalmente, con base en el modelo probit, se determinaron las CL 50,90y 99,9
del anterior extracto hidro-etandlico, las cuales correspondieron respectivamente
a 8,35,12,43y 18,18 % (fig. 2). Se observo diferencia estadisticamente significativa

entre las CL calculadas.

100

40 /2 — LC inferior 95%
/ —--— LC superior 95%

Dosis

% Muertos/expuestos

9 11 13 15 17 19 21

(I‘J
1
—
—
w
3]
~

Dosisen mL

Leyenda: La linea negra representa la dosis necesaria para eliminar las larvas en distintas concentraciones, mientras que

las lineas discontinuas indican el rango de concentraciéon del extracto en el que tiene efecto en distintas cantidades.

Fig. 2 — Porcentaje de mortalidad (muertos/expuestos) larval de Ae. Aegyptidel extracto
hidro-etandlico de flores 50etOh:50H20.
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Discusion

Los extractos vegetales con actividad larvicida o insecticidas botanicos han sido
empleados en numerosos lugares del mundo, esta practica es llevada a cabo de
forma tradicional para el manejo de mosquitos vectores.('®) En el presente trabajo
se evidencio que el extracto hidro-etandlico (50etOH:50H20) de flores de 7. alata,
una planta altamente invasora, podria ser usada como control larvicida para el
vector Ae. aegypti. Dicha actividad bioldgica se podria atribuir a la presencia de
metabolitos secundarios como flavonoides y fenoles los cuales, de acuerdo con la
literatura,('® han demostrado tener propiedades larvicidas. Igualmente, dicho

efecto larvicida se ha reportado para alcaloides, taninos, quinonas, entre otros.%

Adicionalmente, otro metabolito observado en el extracto hidro-etandlico de flores
fue las saponinas. Este compuesto es conocido por su toxicidad en mosquitos."
Estudios realizados por Jawale('® han demostrado que las saponinas aisladas

poseen actividad larvicida contra Ae. aegypti.

Se ha indicado que el mecanismo de accidn de todos estos compuestos derivados
de las plantas, con propiedades larvicidas es por contacto o ingestion, provocando

envenenamiento, dafio de los diferentes sistemas y finalmente la muerte.@")

Nuestros resultados con el espectro infrarrojo fueron similares a los reportados
por otros investigadores. En particular, se observé que en los extractos hidro-
etanolicos de flores de 7. alata existe la presencia de una banda ancha en el rango
de 3265-3270 cm-1, correspondiente a un grupo OH de fenoles y flavonoides. Esta
misma sefial fue reportada por Kokila y otros?) en un extracto de flores y ramas
de la especie Thunbergia mysorensis (Lamiales: Acanthaceae), donde observé una
longitud de onda de 3207 y 3335 cm -1. Ademas, en nuestro estudio se reportd que
el pico de 2927 cm-1 se asocia con la presencia de un enlace C — H. Este mismo
estiramiento se evidenci6 en los resultados de Kokila y otros®" con un rango de
2912 — 2929 cm-1. Por otra parte, es posible que el pico de 1723 cm-1 estimado en
el presente estudio puede estar asociado con el estiramiento de la banda del
carbonilo éster (C=0), lo cual coincide con lo reportado por Hssaini y otros?? el en

rango de 1775 - 1725 cm -1 para la planta del higo.
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Con respecto al pico de 1596 - 1597 cm-1, se observd que se asocia con un doble
enlace carbono carbono (C = C) de un compuesto aromatico. Dicha sefial también
fue reportada por Pai y otros®) para Th. grandiflora con una sefial de 1630 cm-1.
En cuanto al espectro de 1362 - 1366 cm-1, este se relaciond un anillo de fenol,
compuesto que también fue reportado en por Phoung y otros?¥ en un analisis

realizado a Peristrophe bivalvis, planta de la familia Acanthaceae.

Finalmente, el pico de 1276 cm-1 se relacion6 con un estiramiento por tension del
enlace C-0,2% mientras que el pico 1024 — 1025 cm-1 correspondio al enlace C -

0- C, el cual también fue descrito por Le y otros para el pico de 1082 cm-1.

Hasta la fecha en la literatura no se disponia de reportes sobre la actividad larvicida
de 7. alata sobre el vector Ae. aegypti. No obstante, se ha identificado que posee
actividad insecticida significativa contra larvas de Spodoptera frugiperda,
proyectandose como una planta promisoria para el manejo de este insecto

plaga.(®)

En el presente estudio, se observé que el extracto hidro-etandlico (50etOH:50H20)
de flores de 7. a/ata mostr6 una menor efectividad en comparacién con otros
larvicidas de extractos vegetales. Después de 24 horas de exposicion de las larvas
de Ae. aegypti, se registraron valores de CL50 = 8,35y CL90 = 12,43 %, lo cual indica
que el extracto tiene actividad larvicida. Sin embargo, se han reportado otros
extractos vegetales con larvicidas mas potentes, como el extracto de acetato de
etilo de una planta perteneciente al orden Sapindales y a la familia Rutacea,
Chloroxylon swietenia, donde se obtuvieron valores de CL50 = 0,01 y CL90 = 0,02 %
después de 24 horas de exposicion.?”) Esto sugiere que el extracto de 7. alata

requiere concentraciones mas altas para alcanzar dosis letales similares.

El presente estudio cobra relevancia, debido a que se analiz6 el papel de una planta
invasora en el control de un mosquito de gran importancia en salud publica, con lo
cual se busca ofrecer alternativas ecoldgicamente saludables para limitar la
dispersion de 7. alatay ala vez controlar al mosquito Ae. aegypti. Se propone hacer
el analisis de actividad larvicida frente a otros vectores como el Anopheles

albimanus, Aedes albopictusy el Culex quinquefasciatus.
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Para mejorar el potencial de 7. a/ata en el control vectorial, se propone realizar
ensayos de toxicidad para verificar su seguridad y con esto realizar estudios
futuros que podrian incluir el uso de perlas o emulsiones que permitan propiciar la
lenta liberacion de los metabolitos con propiedad larvicida, para ello se usarian
recipientes de icopor con agua declorada siguiendo las recomendaciones de
control larval que propone la OMS. Estos nuevos compuestos podrian conllevar a

que 7. alata exhiba una notoria actividad en el control del mosquito Ae. aegypti.
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