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RESUMEN

Introduccion: el mosquito Aedes aegypti es el principal vector de los virus del
dengue y la fiebre amarilla. Una de las formas actuales para combatir estas
enfermedades es el control del vector. Sin embargo, los problemas causados por
los insecticidas sintéticos y la resistencia adquirida por los mosquitos, hacen cada
vez mas dificil esta lucha. Las plantas constituyen una fuente alternativa al uso de
insecticidas sintéticos.

Objetivos: evaluar la actividad larvicida para el mosquito Aedes aegypti, de los
extractos etandlicos y fracciones activas, de diferentes érganos vegetales de las
especies Trichilia hirta L. y Tabernaemontana cymosa Jacq.

Métodos: en este estudio se utilizaron larvas de Aedes aegypti en estadios 11l y IV.
Los extractos etandlicos totales se obtuvieron por maceracion del material vegetal
seco y molido, durante una semana y posterior secado a presion reducida con un
rotoevaporador. La obtencion de fracciones y subfracciones, se realizé por
cromatografia de columna abierta, usando solventes de diferentes polaridades. La
actividad larvicida se evalu6 bajo protocolos recomendados por la Organizacion
Mundial de la Salud.
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Resultados: los extractos etandlicos de corteza de Trichilia hirta y flores, corteza y
hojas de Tabernaemontana cymosa, no mostraron actividad larvicida. El extracto de
semillas de Trichilia hirta mostré una actividad moderada con una ClLsp y Clgo de
219,2 y 331,4 mg/L respectivamente. El extracto etandlico de semillas de
Tabernaemontana cymosa, la fraccién FO08 y la subfraccién FO11, mostraron una
buena actividad larvicida con CLso de 35,1; 20,9, y 14,98 mg/L, respectivamente.
Conclusiones: segun los resultados, se consider6é como promisorio el extracto de
semillas de Tabernaemontana cymosa para la obtencién de metabolitos secundarios
con actividad larvicida.

Palabras clave: resistencia a larvicidas, dengue, Tabernaemontana cymosa,
Trichilia hirta.

ABSTRACT

Introduction: Aedes aegypti is the main vector of dengue and yellow fever. One
way to combat these diseases today is the vector control. However, the problems
caused by synthetic insecticides and the acquired resistance by mosquitoes, turn
this control into a more difficult struggle every day. The plants offer an alternative
source to the use of synthetic insecticides.

Objectives: the objective of this study was to evaluate the larvicidal activity of the
ethanol extracts and active fractions of different organs of Trichilia hirta L. and
Tabernaemontana cymosa Jacq.

Methods: in this study, Aedes aegypti larvae in 11l and IV stages were used. The
total ethanol extracts were obtained by maceration of dried and ground plant
material for a week and then dried at reduced pressure. The fractionation was
performed by open column chromatography with the use of different polarity
solvents. The larvicidal activity was assessed following protocols recommended by
the World Health Organization.

Results: the ethanol extracts from Trichilia hirta bark and flowers, and
Tabernaemontana cymosa bark and leaves showed no larvicidal activity. The
Trichilia hirta seed extract showed a moderate activity with an LCso and LCyq Of
219.2 and 331.4 mg/L respectively. The ethanol extract from Tabernaemontana
cymosa seeds, the fraction FOO8 and the subfraction FO11, showed good larvicidal
activity with LCgo of 35.1, 20.9, and 14.98 mg/L, respectively.

Conclusions: according to the results obtained in this study, the extract from
Tabernaemontana cymosa seeds could be considered as a potential source of
secondary metabolites with larvicidal activity.

Key words: resistance to larvicides, dengue, Tabernaemontana cymosa, Trichilia
hirta.

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por insectos, principalmente por el mosquito Aedes
aegypti, constituyen un importante problema de salud en todo el mundo. El control
de estas enfermedades ha sido dificil, debido a la ausencia de vacunas y
medicamentos eficaces y a la gran capacidad adaptativa del mosquito. Hoy dia, la
estrategia mas factible y viable para combatir las enfermedades ha sido el control
del vector Aedes aegypti, dirigido en especifico a la erradicacion de las larvas con
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insecticidas sintéticos.' Sin embargo, el uso de estos presenta problemas como
baja biodegradabilidad, toxicidad en humanos y en los sistemas de control
biol6gico, pero sobre todo de resistencia adquirida por el vector.*® Por lo anterior,
es necesario buscar alternativas para el control de vectores como Aedes aegypti,
que reduzcan al minimo los problemas que poseen los insecticidas sintéticos
usados.”'° Una fuente de nuevas y variadas estructuras bioactivas la constituyen
las especies vegetales, las cuales pueden tener actividad intrinseca o servir como
lideres para el desarrollo de insecticidas mas seguros.'**? El presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la actividad del extracto etandlico total y las fracciones de
diferentes 6rganos de Tabernaemontana cymosa Jacq. y Trichilia hirta L. contra
larvas del mosquito Aedes aegypti.

METODOS

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y
Farmacolégicas de la Universidad de Cartagena (LIFFUC), en colaboracién con el
Grupo de Investigacién en Quimica de Medicamentos de la Universidad de
Cartagena, en el periodo 2010-2011.

Obtencién y mantenimiento de la colonia de Aedes aegypti

Las larvas de Aedes aegypti se colectaron en la zona residencial del barrio la
Montariita del municipio de Turbaco (Bolivar), a partir de criaderos artificiales
(tanques de reserva de agua potable). Se colocaron 300 larvas de mosquito en los
estadios Il y IV en bandejas plasticas con agua potable y se trasladaron al
laboratorio de la Unidad de Entomologia Departamental de Salud Publica de Bolivar,
donde se realiz6 su identificacion, descartando aquellas larvas no pertenecientes a
la especie Aedes aegypti. A continuacién se trasladaron a LIFFUC para la formacion
y el mantenimiento de colonias de mosquitos Aedes aegypti, bajo condiciones
adecuadas de temperatura y humedad relativa (28-30 °C y 75 %).

Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal de Tabernaemontana cymosa Jacq. y Trichilia
hirta L., se realizé en el municipio de San Bernardo del Viento, en el Departamento
de Cérdoba, localizado en la Costa Atlantica colombiana, en el periodo comprendido
del 15 al 20 de abril de 2010. A un espécimen de cada planta se le realiz6 la
identificacion taxonémica en el herbario del Jardin Botanico "Guillermo Pifierez" de
Cartagena (Colombia) y se herborizaron con los codigos JBGP6421 y JBGP4330,
respectivamente.

Se recolectaron entre 100 y 1 000 g de cada 6rgano vegetal para las pruebas
quimicas y biolégicas del estudio.

Preparacion de extractos

El material vegetal colectado se sometié a secado a temperatura ambiente (29-30 °C)
por 15 d. Cada 6rgano vegetal de las especies T. cymosa y T. hirta se molié por
separado mediante métodos mecanicos y macerado con etanol por 5 d. Completado
el tiempo de extraccién, se filtraron y secaron a presién reducida con un
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rotoevaporador a 40 °C. Posteriormente estos extractos secos se pesaron y
almacenaron en viales de vidrio refrigerados y protegidos de la luz.

Bioensayos de actividad larvicida

La evaluacion de la actividad larvicida se realizé teniendo en cuenta el protocolo
establecido por el Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y Farmacoldgicas de
la Universidad de Cartagena (LIFFUC), el cual a su vez esta basado en protocolos
internacionales establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud.*3**

La actividad larvicida se evalud, por exposicion de 20 larvas de Aedes aegypti en 111
(tardio) y IV (temprano) estadios, a una determinada concentraciéon del extracto o
fraccion en un volumen de agua de 100 mL, a una temperatura de 28 + 2 °C y humedad
relativa entre 75 y 80 %. Cada ensayo se hizo por triplicado. Como control positivo
se uso6 temefos (fosforotionato de 0,0,0,0'-tetrametil-o,0'-tio-di-p-fenileno),
conocido comercialmente como Abate® (0,05 mg/L) y como control negativo se
empleé DMSO 1 % o acetona 5 %, dependiendo de la solubilidad del extracto o
fraccion. Las lecturas de mortalidad larvaria, se realizaron a las 1, 6, 12, 24, 36 y
48 h de exposicion. Las larvas se declararon muertas cuando no reaccionaron al
contacto fisico en la region cervical y si se presentaban movimientos muy lentos o
incapacidad para flotar.

Evaluacion preliminar de la actividad larvicida de los extractos y fracciones de
Tabernaemontana cymosa y Trichilia hirta

Se evalué la actividad larvicida de los extractos etandlicos de semillas y corteza de
T. hirta y corteza, hojas, flores y semillas de T. cymosa, a una concentracion de
200 mg/L. Para los extractos activos se realizé un fraccionamiento por
cromatografia en columna abierta. Posteriormente se evalud la actividad larvicida
de las fracciones a la concentracion de 100 mg/L.

Fraccionamiento cromatografico del extracto de Tabernaemontana cymosa

Se adsorbieron 10 g del extracto etandlico total de semillas de T. cymosa sobre 10 g
de silicagel, con el fin de someterlo a separacién por cromatografia de columna
abierta (5 cm x 60 cm). Se utilizaron 150 g de silicagel 60 (Merck®, 70-230 mesh)
suspendida en hexano, como fase estacionaria. El extracto etanélico de semillas de
T. cymosa se eluyd utilizando gradientes de polaridad creciente, comenzando con
hexano seguido por diclorometano, acetona y metanol. La fraccion FO08 (fraccion
mas activa), se sometid a separaciéon por cromatografia de columna abierta (2,5 cm
x 60 cm) empleando 25 g de silicagel 60 Merck 70-230 mesh, suspendida en
hexano como fase estacionaria. La elucion se realizé con gradientes de polaridad
creciente, comenzando con hexano:diclorometano (8:2), diclorometano:acetona
(9:1), acetona y metanol.

Determinacion de la concentracion letal 50 y 90 (CLsp y Clgo) de extractos y
fracciones activas

Para la determinacién de las concentraciones letales 50 y 90 (CLsg y ClLgg) del
extracto etandlico de semillas de T. hirta, y del extracto etanélico, fraccion FO08 y
subfraccion FO11 de semillas de T. cymosa, se realizaron bioensayos de actividad
larvicida con exposicion de las larvas de Aedes aegypti, a diferentes
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concentraciones por separado, de los extractos o fracciones como se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones utilizadas para la determinacion de la concentracidn letal
50 vy 90 del extracto etandlico de semillas de Trichilia hirta y del extracto etandlico,
fraccion y subfraccion de semillas de Tabernaemontanz cymoss

. .. Concentraciones
Extracto/fraccion

(ma/L)
Extracto etandlico de Trichiliz hirta (semillas) 250, 200, 150, 100
E;;:rr_sillclgngietanulmu de Tabernaemontana cymosa 100, 50, 25, 10, 5
Fraccién FOOS 30, 25, 20,15, 10
Subfraccign FO11 30, 20, 10, 5, 2,5, 1

Andlisis estadistico

En todos los casos donde se presentdé mortalidad larvaria, los porcentajes de
mortalidad generados por cada una de las concentraciones evaluadas, se
registraron y procesaron utilizando un analisis de mortalidad Probit, del paquete
estadistico Biostat 2009® Professional 5.8.4, dando como resultado valores para
CLsp y CLgo con sus respectivos limites de confianza.

Para el calculo de los porcentajes de mortalidad se utilizaron las férmulas que
aparecen a continuacion:

Ml era de larvas muertas w100

2% de maortalidad= —=
Mamero de larvas expuestas

Todas las larvas moribundas se contaron como muertas y en los casos donde se
presentaron pupas, estas se descontaron del niumero total de larvas expuestas por
vasos, como se muestra en la férmula siguiente:

Mimero de larvas muertas w 100

% de mortalidad= Mamero de larvas expuestas - Namero de pupas

Tamizaje fitoquimico preliminar (TFP)

Se realiz6 el TFP al extracto etandlico total y fracciones de T. cymosa. El TFP se
dirigi6 a la identificacion de los grupos de metabolitos siguientes: alcaloides,
flavonoides, triterpenos y esteroles, cumarinas, saponinas, taninos y polifenoles,
quinonas Yy glicésidos cardioténicos.

260
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2012;17(3):256-267

RESULTADOS

Evaluacion preliminar de la actividad larvicida de los extractos y fracciones de
Tabernaemontana cymosa y Trichilia hirta

En la tabla 2 se resumen los porcentajes de mortalidad de los extractos etandlicos
evaluados. De acuerdo con los resultados obtenidos, la actividad larvicida de T.
hirta y T. cymosa se present6 en el extracto etandlico de las semillas de ambas
especies, mientras que los extractos de los demas drganos ensayados no tuvieron
actividad.

Tabla 2. Porcentajes de mortalidad de los extractos etandlico de los diferentes
drganos vegetales de Tabernzemontana cymosa vy Trichilia hirta

) Extracto Tiempo en horas/% mortalidad
Especia P - —
(200mag/L) | 1 | & 12 | 24 36 48
J Corteza 0 ] ] 0 a a
Trichilia hirta .
Semillas Q 0 0 10 35 53
Cortezas 0 ] ] 1] ] 0
Hojas a 0 0 0 a
Tabernazemantana cymosa | Flores a a a a a
Semillas 10 | 50 85 100 | 100 100
Dimetil sulféxido (DMSO) 1 %% a a a a a a
Termefos 0,05 mg/L 33 |91 | 100 | 100 | 100 100

A partir del fraccionamiento cromatografico de 10 g del extracto etandlico de
semillas de T. cymosa se obtuvieron 10 fracciones (FO01-F010), de las cuales la
fraccion FOO8 concentrd la mayor actividad larvicida. De esta fraccion FO08, se
obtuvieron 4 subfracciones (FO11-F014) por cromatografia en columna abierta; la
subfraccion FO11 result6 la responsable de la actividad, que caus6 una mortalidad
mayor que 90 % a la primera hora de tratamiento (tabla 3).

A los extractos y fracciones que presentaron actividad larvicida segun los ensayos
preliminares a las concentraciones evaluadas en este estudio, se les determiné los
valores de Clsg Y CLgo. Para el extracto total y las fracciones de T. cymosa la
evaluacion se realizé a las 24 h de tratamiento, mientras que para el extracto
etandlico de T. hirta se hizo a las 48 h. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 4.

De los 2 extractos evaluados, el correspondiente a semillas de T. cymosa, present6
la mayor actividad larvicida (CLsp= 35,1 mg/L), la subfraccion FO11 de este
extracto es la que parece concentrar los metabolitos secundarios con mayor
actividad larvicida (CLsp= 14,98 mg/L) obtenida en este estudio.
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Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de las fracciones obtenidas a partir
del fraccionamiento cromatografico del extracto etandlico de semillas
de Tabernaemontana cymosa

Fracciones Tiempo en horas/% mortalidad

(100 mg/L}) | 0,25 | 0,5 | 1 2 4 6 12 | 24
FOO1 1] 1] 0 ] ] 1] ]

FaQz2 ] ] 0 ] a ]

FO03 ] ] 0 ] ] 10 20 20
FO04 0 0 0 ] = 10 25 25
FOOQs ] ] 0 ] ] ] ] ]

FO0a ] ] 10 30 a5 g5 100 100
FQaQ7 ] ] 0 ] Q ] Q ]

FOog 5 25 =1 g5 100 100 100 100
Foo9 0 0 a 0 a 0 a a

FO10 1] 0 ] ] 1] ] ]

FoO11 232 58,2 | 93 | 100 100 | 1040 100 | 1040
FO12 ] ] 0 ] ] ] ] ]

FO13 0 0 0 ] a 0 a a

FO14

Tabla 4. Concentraciones letales 50 y 90 del extracto etandlico de semillas de
Trichilia hirta y del extracto etandlico de semillas, fraccidn activa FOO8 y subfraccion
activa FO11 de Tabernaemontana cymosa

Limites de
Cls=g confianza CL--
Extracto o fraccién (mg/L} (95 %) (mag/L)
Superior | Inferior
Extracto semillas Trichifiz hirta 219,22 284,01 185,17 331,24
If_zzr:rifeﬂeiimllrlgie Cymoss 351 46,81 23,29 88,77
Fraccion FOO8 20,94 25,52 15,20 79,06
Subfraccién FO11 14,98 18,68 11,28 31,86

Determinacién de la concentracién letal 50 y 90 (CLsp y ClLgo) de extractos
y fracciones activas

Tamizaje fitoquimico preliminar (TFP)

Los diferentes tipos de metabolitos presentes en el extracto etandlico de semillas
de T. cymosa, de las fracciones FO06 y FO08 y subfraccién FO11, obtenidas por
cromatografia en columna abierta se identificaron mediante diferentes pruebas
microquimicas y por cromatografia de capa delgada, de acuerdo con los protocolos
previamente establecidos en la literatura. Los resultados del TFP se encuentran
relacionados en la tabla 5.
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Tabla 5. Tamizaje fitoquimico preliminar del extracto etandlico de semillas
de Tabernaemontana cymosa, fracciones FO0G v FOO8 v subfraccion FO11

Metabolito Extracto etandlico FO0& Foos FO11
secundario (200 mg/L) (100 mg/Ly | (100 mg/L) {100 mg/L)
Alcaloides +++ ++ - -
Tar_'|ir'u::|5 y N ) _ _
Polifencles

Triterpenos ++ + ++ ++
Esteroles +++ ++ +++ +++
Cumarinas + + + -
Saponinas + - - -
Glicésidos +++ - - -

Flavonoides - - - -

Quinonas - - - -

A

{+++): abundante, (++): moderado, {+): escaso, (-): no detectado.

)

DISCUSION

Luego de evaluar varios 6rganos de T. cymosa y T. hirta en este estudio, se
encontr6 que la mayor actividad larvicida se present6 en el extracto etanélico de las
semillas de T. cymosa. Por su buena actividad larvicida, el extracto etandlico total
de las semillas de T. cymosa se sometidé a un fraccionamiento cromatografico
biodirigido, con el fin de buscar la(s) fraccidon(es) que concentraba(n) esa actividad
y a partir de estas poder llegar al aislamiento e identificacion de los metabolitos
secundarios presentes. De las fracciones obtenidas a partir de este extracto, la
actividad larvicida se concentr6 en las fracciones FO06 y FO08, las cuales
provocaron una mortalidad de 100 % a las 12 h de tratamiento. Un monitoreo al
perfil cromatografico de las 2 fracciones activas FO06 y FOO8 y del extracto
etandlico de semillas de T. cymosa, usando cromatografia de capa delgada y
silicagel como fase estacionaria, permitié observar que la fraccién FOO8 estaba
constituida por una mezcla de compuestos de mediana y baja polaridad, mientras
que la fraccion FO06 contenia compuestos de mayor polaridad. Esto quiza indica
que el extracto etandlico debe su actividad larvicida, a una mezcla de compuestos
con polaridades y estructuras quimicas diferentes. Esa puede ser una situacion muy
ventajosa al momento de pensar en alternativas naturales que permitan mejorar el
control de vectores resistentes a larvicidas, con el fin de combatir la resistencia que
han adquirido los mosquitos por la presién que se ha ejercido sobre ellos con el uso
continuo de larvicidas sintéticos. El posterior fraccionamiento biodirigido de la
fraccion FO08 (CLso= 20,94 mg/L) permitié determinar que la actividad larvicida se
encontraba concentrada en la subfraccién FO11 (CLsp= 14,98 mg/L), la cual produjo
una mortalidad larvaria de 23 % a los 15 min postratamiento, pasando a mas de 90
% de mortalidad, a solo 1 h de contacto con las larvas.

La actividad larvicida exhibida por las semillas de T. cymosa es similar a las
exhibidas por las semillas de Annona squamosa (CLso de 31,4 mg/L, 24 h), la cual
es una especie vegetal perteneciente a la familia de las Anonaceas, cuyas plantas
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se han caracterizado por poseer una potente actividad larvicida debido a la
presencia de compuestos conocidos como acetogeninas.*®™*’

Las pruebas realizadas al extracto total de semillas de T. cymosa para la deteccion
de los metabolitos secundarios, arrojoé resultados positivos para la presencia de
alcaloides, glicésidos cardioténicos, cumarinas, triterpenos, esteroles y compuestos
fendlicos. Mediante la prueba de cloruro férrico 10 % se descartd la presencia de
taninos, dentro de los compuestos fenélicos.*® El TFP para las fracciones activas
FO06 y FOO08, indico la presencia en ambas fracciones de metabolitos secundarios
correspondientes a triterpenos, esteroles y cumarinas, los cuales también se
encontraron en el extracto total. En la subfraccién FO11 se detectd la presencia de
triterpenos (moderado) y esteroles (abundante). Por lo tanto, segln nuestro
estudio, la actividad larvicida de las semillas de T. cymosa se debe muy
probablemente, a compuestos del tipo de los triterpenos y esteroles.

Las especies objeto de estudio Trichilia hirta (CLsg = 219,22 ppm) y
Tabernaemontana cymosa, por medio de bioensayos estandarizados demostraron
tener un efecto en las larvas de 111 y 1V estadios de Aedes aegypti, por lo que la
actividad T. cymosa es muy prometedora. La concentracion letal media del extracto
etandlico de semillas T. cymosa, la fraccion SM-1-5N (mas activa) y la subfraccién
SM-1-5Q, fueron 35,1; 20,9; 14,9 ppm, respectivamente. Los resultados obtenidos
son muy promisorios, porque T. cymosa seria una candidata muy buena a ser
utilizada como alternativa natural al uso de insecticidas para el control del vector A.
aegypti. Ademas cabe mencionar, que el alto grado de biodegradacién exhibido por
la mayoria de los productos naturales que los convierten en eco-amigables, los
hace atractivos como reemplazo de los productos quimicos de sintesis. Aunque falta
investigacion para caracterizar los compuestos responsables de la actividad
larvicida en T. cymosa, los resultados descritos en este estudio no se pueden
descartar como una alternativa en el futuro a las sustancias quimicas, a las cuales
el mosquito ha desarrollado resistencia, tanto es su fase acuatica como aérea.

Las fracciones que concentraron la actividad resultaron SM-1-5L y SM-1-5N, con el
hecho interesante de que cada una produce una mortalidad de 100 % de las larvas
alas 12 h, lo cual indica una alta eficacia de estas para eliminar las larvas del
mosquito A. aegypti. Si se considera que el temefos usado en este estudio como
control positivo a la concentracion de 0,05 ppm produce una mortalidad de 100 %
a las 6 h y que se esta en presencia de una mezcla de compuestos en las 2
fracciones activas, las posibilidades de encontrar moléculas muy activas en el
extracto etandlico de semillas T. cymosa son muy buenas. Adicionalmente, se pudo
determinar que la fraccion SM-1-5N esta constituida por una mezcla de compuestos
de mediana y baja polaridad, mientras que la fraccién SM-1-5L es una mezcla de
compuestos de polaridades mas altas, lo cual muestra que el extracto etanélico
debe su actividad larvicida a una mezcla de compuestos con estructuras quimicas y
polaridades diferentes; esta puede ser una situacién muy ventajosa al momento de
pensar en alternativas naturales que permitan mejorar el control de vectores
resistentes, debido al uso continuo de larvicidas sintéticos. En este caso, tanto el
extracto total como las fracciones activas obtenidas a partir de él se pueden
proponer para ensayos de aplicacion en campo, para ver cOmo se comporta frente
a larvas de mosquito que hayan estado expuestos a larvicidas como el temefos.
Algo mas para destacar sobre la fraccion activa SM-1-5N, fue el alto rendimiento
(16 %) cromatografico por columna abierta del extracto etandlico de T. cymosa
(SM-I1-1F).

De acuerdo con las CLsgy ClLgo Obtenidas en este estudio para el extracto etandlico
total de semillas de T. cymosa, se puede considerar a esta una especie vegetal
promisoria para el aislamiento de metabolitos secundarios a partir de sus semillas,
que puedan servir como alternativas al uso de larvicidas organofosforados
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sintéticos como el temefos, cuya eficacia se ha visto afectada como lo demuestran
los diferentes estudios sobre resistencia adquirida por los mosquitos a este
larvicida.®2®
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