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Resumen General

El mosquito Aedes aegypti es vector de diversas enfermedades tropicales como lo son el
dengue, Zika, chikungunya, Mayaro y fiebre amarilla, las cuales cobran la vida de cientos de
personas cada afio, principalmente en paises en vias de desarrollo que no cuentan con un
manejo integral de residuos solidados. La principal estrategia para prevenir estas
enfermedades es mediante el control del vector, ya sea eliminando criaderos, aplicando
control biol6gico o bien utilizando el control quimico con plaguicidas sintéticos. El uso
indiscriminado de estos ultimos conlleva a problemas como inespecificidad y desarrollo de
resistencia en las poblaciones del vector, por lo que la busqueda de nuevos compuestos para
su combate es una tarea que resulta necesaria, en especial si los productos con los que se
busca sustituir estos plaguicidas sintéticos son productos naturales. El presente estudio tuvo
como objetivos evaluar la actividad larvicida de extractos etandlicos de plantas encontradas
comunmente en Costa Rica, asi como identificar los componentes que producen la actividad
larvicida en las fracciones de extractos mas promisorias. Se evalu¢ la actividad larvicida de 26
extractos etandlicos de plantas mediante la metodologia descrita por la Organizacién Mundial de la
Salud. Se eligid un total de 6 extractos con la toxicidad mas elevada, siendo el extracto de tallos de I.
cairica el que presenté menor LCso con un valor de 0,0341 mg/mL, seguido del extracto de hojas de
la misma planta con un valor de LCso de 0,121 mg/mL. Luego se realizd un estudio bio-guiado del
extracto mas activo (tallos) de 1. cairica, mediante su fraccionamiento por cromatografia de capa fina
y de columna abierta. Los resultados permitieron concluir que el efecto larvicida se pierde al separar
los componentes quimicos de la FDCM. Dentro de los componentes quimicos mayoritarios,
detectados en la fraccion con mayor actividad, se encontraron dos cumarinas: la umbeliferona y la
escopoletina, las cuales fueron confirmadas utilizando diversas técnicas fisicoquimicas como la TLC,
HPLC-DAD y HPLC-MS. Adicionalmente se pudo observar que estas dos cumarinas, ni juntas ni
separadas, son las responsables de la actividad larvicida, sino que podrian tener una actividad
sinérgica con los demas componentes quimicos del extracto. Este estudio evidencia la actividad
larvicida de extractos etandlicos de plantas y principalmente el potencial larvicida de I. cairica como

una alternativa ambientalmente amigable para el control de Aedes aegypti.
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Introduccion General

El mosquito Aedes aegypti se encuentra ampliamente distribuido, principalmente en las zonas
tropicales y sub-tropicales. Su presencia se ve favorecida por el clima que impera en bosques
lluviosos tropicales, los cuales se han ido urbanizado paulatinamente con el paso de los afios
(Calderony Troyo, 2016; Rickard, 1960). Adicionalmente, el aumento de temperatura debido
al cambio climatico ha favorecido que el mosquito amplie su rango de distribucion y colonice

nuevas areas (Bhatt et al., 2013).

El A. aegypti, que originalmente deposita sus huevos en huecos de arboles y fosas naturales,
ha mostrado un sinantropismo conforme los asentamientos urbanos han ido reemplazando el
bosque (Calderdn, 2016). Diversas caracteristicas fisiologicas y bioldgicas, ademas de la
cercania de este mosquito hematdfago, especificamente las hembras, con los seres humanos
lo ha convertido en un vector de enfermedades tropicales virales como dengue, Zika,
chikungunya, fiebre amarilla y Mayaro (Paniz Mondolfi et al., 2016), siendo los casos de
dengue mayoritarios en Costa Rica. En el afio 2020 se reportaron en el pais 121 casos de
Zika, 9438 casos de dengue y 49 casos de chikungunya (Ministerio de Salud de Costa Rica,
2020).

En la lucha contra estas enfermedades, las instituciones del Sistema Nacional de Salud
implementan el Manejo Integrado de Vectores (MIV), el cual se basa en la aplicacion de un
conjunto de métodos de control vectorial, quimicos 0 no quimicos, que han sido eficaces para
prevenir o minimizar la diseminacion de los artropodos (OPS, 2019). El control quimico de
A. aegypti, se ha realizado en con diferentes tipos de plaguicidas, entre ellos: piretroides,
organofosforados, organoclorados y carbamatos (Hasan et al., 2015). Actualmente se utilizan
larvicidas y adulticidas para el control de dos de los estadios bioldgicos del vector, los
primeros se agregan al agua del criadero y los segundos se aplican por fumigacién cuyo se
presentan brotes epidémicos. La aplicacion de estos debe realizarse con conocimiento
adecuado de los héabitos de la especie transmisora y llevar a cabo una vigilancia de la
susceptibilidad del vector a los productos utilizados con la finalidad de detectar de manera

temprana la aparicion de resistencia a los mismos (Ministerio de Salud de Costa Rica, 2010).
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El uso indiscriminado, intensivo y prolongado de recursos quimicos para el control de este
vector ha culminado, en algunos paises, en la pérdida de efectividad debido al desarrollo de
resistencia en muchas de las poblaciones vectoriales (Llinas et al., 2010). Asimismo, este
tipo de productos deben ser manejados por personal capacitado debido a su alta peligrosidad
para la salud pablica. Aunado a ello, los residuos pueden quedar en el ambiente ya que son
persistentes y tienden a bioacumularse en los ecosistemas, por lo tanto, son fuente de
contaminacion ambiental (Greenop et al., 2020). Estas y otras problematicas han motivado
mundialmente el interés de desarrollar estrategias alternativas como la bdsqueda de nuevos
insecticidas para el control de vectores (Guruprasad y Pasha, 2015). Por esta razén, se ha
generado una necesidad urgente y globalizada de nuevos abordajes para el control de plagas
mediante el uso de nuevos insecticidas con precios asequibles, menos toxicos a mamiferos y
menos nocivos para el ambiente y ecosistemas en general. En este sentido, los extractos de
plantas representan una alternativa viable debido a que, entre otras cosas, son biodegradables
y presentan pocos efectos adversos en el medio ambiente (Mufioz V. et al., 2014). Estas
caracteristicas, sumadas a la gran riqueza de especies de flora, han dado pie a investigaciones
con el proposito de identificar extractos, principalmente de aceites esenciales, que posean
actividad insecticida (Ahbirami et al., 2014; Boehme et al., 2008; Caceres et al., 1998; Evans
y Raj, 1991; Gutiérrez et al., 2007; Jirovetz et al., 2007; Karmegam et al., 1997; Nlfiez et al.,
2005; Prajapati et al., 2005; Quijano et al., 2014; Rajesh et al., 2017; Rey y Lounibos, 2015;
Setzer et al., 2007).

En Costa Rica se han realizado diversos estudios sobre insecticidas naturales, sin embargo,
estas investigaciones se desarrollaron para el control de plagas de cultivos y de sistemas
agroforestales (Ahbirami et al., 2014; Dua et al., 2009; George et al., 2014; Hoffman et al.,
2003; Leyva et al., 2008; Leyva-Silva et al., 2017; Oscar et al., 2009), a pesar de ello, no se
conocen investigaciones sobre extractos naturales de plantas encontradas en Costa Rica para

el control de vectores de enfermedades tropicales.

Debido a lo anterior, este estudio tuvo como objetivos evaluar la actividad larvicida de
extractos etanolicos de plantas encontradas cominmente en Costa Rica, asi como identificar
los componentes que producen la actividad larvicida en las fracciones de extractos etanolicos

de tallos de I. cairica.
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Resumen

El mosquito Aedes aegypti es vector de enfermedades tropicales como dengue, Zika, fiebre amarilla,
Mayaro y chikungunya, que causa millones de casos anuales a nivel mundial. El control de estas
enfermedades se realiza principalmente mediante el uso de insecticidas sumamente inespecificos,
como piretroides y organoclorados, cuyo uso inadecuado ha influido en la aparicién de poblaciones
resistentes. Debido a ello, es importante contar con alternativas quimicas naturales que contribuyan a
disminuir la poblacién del vector, generando la minima resistencia y que sean menos toxicos para los
mamiferos, menos nocivos para el ambiente y con precios mas asequibles. El objetivo de este estudio
fue determinar la actividad larvicida en A. aegypti de extractos etanélicos de plantas encontradas
comunmente en Costa Rica. Para la extraccion de las muestras se realizaron tres extracciones con
etanol al 95% mediante bafio ultrasonico al material seco en horno a 40 °C y molido a 1mm. Se evalu6
la actividad larvicida de 26 extractos etandlicos de plantas mediante la metodologia descrita por la
Organizacion Mundial de la Salud. Se eligi6 un total de 6 extractos con la toxicidad méas elevada,
siendo el extracto de tallos de I. cairica el que presenté menor LCso con un valor de 0,0341 mg/mL,
seguido del extracto de hojas de la misma planta con un valor de LCsp de 0,121 mg/mL. Este estudio
evidencia la actividad larvicida de extractos etanolicos de plantas, principalmente el potencial

larvicida de I. cairica como una alternativa ambientalmente amigable para el control de Aedes

aegypti.

Palabras clave: Aedes aegypti, extractos etandlicos, metabolitos secundarios, actividad larvicida, I.

cairica,
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Introduccion

El Aedes aegypti es uno de los vectores mas importantes en el mantenimiento y la transmision
de virus como chikungunya, Zika, fiebre amarilla, Mayaro y dengue (Paniz-Mondolfi et al.,
2016), produciendo este ultimo la arbovirosis emergente mas prevalente y peligrosa
(Patterson et al., 2016). Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS/OMS, 2019)
en las ultimas cuatro décadas los casos de dengue se han incrementado en las Américas y
cerca de 500 millones de personas estan en riesgo de contraerla. Solo en el afio 2020 se
contabilizaron mas de 1,6 millones de casos en América, de los cuales 9,438 se reportaron
en Costa Rica a octubre de ese afio (Gonzalez, 2021; OPS/OMS, 2020).

Este incremento en los casos implica un impacto en la salud publica, pero también un alto
costo econdmico para los paises, debido a gastos hospitalarios, una menor productividad y
menores ingresos en los hogares por incapacidades o muertes, la inversion en equipos para
el control vectorial (recurso humano e infraestructura) y al seguimiento y tratamiento de las

personas enfermas (OMS, 2017).

El control de vectores es una forma preventiva y eficaz para disminuir la incidencia de las
enfermedades transmitidas por artropodos, asi como para impulsar el desarrollo humano y
econémico (OMS, 2004, 2017). A nivel mundial se ha implementado una estrategia de
manejo integrado de vectores mediante la ejecucion de diversas técnicas que involucran la
participacion de los distintos actores de la sociedad, asi como estrategias fisicas, quimicas y
bioldgicas que disminuyen el contacto huésped-vector o controlan el tamafio de la poblacion.
En las Américas, el principal método de control implementado ha sido el uso de pesticidas,
incluyendo distintos grupos quimicos como organoclorados, organofosforados, carbamatos
y piretroides. Sin embargo, su uso desmedido, la ausencia de vigilancia en cuanto a dosis
utilizadas y la susceptibilidad del vector a los insecticidas, han influido en la aparicién de
poblaciones resistentes de A. aegypti (Lounibos y Kramer, 2016; Manjarres-Suarez y
Olivero-Verbel, 2013). Aunado a ello, deben considerarse los posibles efectos nocivos sobre
los ecosistemas y la salud publica que puedan derivarse del uso indiscriminado de estos

productos quimicos (OMS, 2017). Los estudios esporadicos que se han realizado en Costa
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Rica no encontraron resistencia en A. aegypti a temefos ni a deltametrina, pero si se encontro
resistencia a cipermetrina en una cepa en Orotina (Bisset et al., 2013; Calder6én y Troyo,
2016; Calderén-Arguedas y Troyo, 2014; Vargas Miranda et al., 2019). A pesar de esto, es
importante contar con alternativas quimicas naturales que contribuyan a disminuir la
poblacién del vector generando la minima resistencia y que sean menos toxicos para los
mamiferos, menos nocivos para el ambiente y con precios mas asequibles (Leyva 2008). En
América, las investigaciones llevadas a cabo con principios activos naturales se han enfocado
principalmente en la actividad larvicida y en la repelencia de aceites esenciales, sin embargo,
aun no se cuenta con informacion para Costa Rica (Amariles Barrera et al., 2013; Dua et al.,
2009; Hasan et al., 2015; Leyva-Silva et al., 2017; Lounibos y Kramer, 2016; Manjarres-
Suarez y Olivero-Verbel, 2013).

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo determinar la actividad larvicida en

A. aegypti de extractos etanolicos de plantas encontradas cominmente en Costa Rica.

Metodologia

El trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Fitoquimica de la Escuela Quimica de la
Universidad Nacional de Costa Rica

e Muestras Vegetales
Las muestras seleccionadas (cuadro 1) siguieron al menos dos de los siguientes criterios de
inclusion: fuentes diversas de metabolitos secundarios, seguimiento de usos ethomédicos de
estas plantas para el uso de control bioldgico de bacterias y/o artropodos, estar ampliamente

distribuida y/o ser asequible en Costa Rica.

15



Cuadro 1.Especies de plantas utilizadas por familia y habito.

Especie Familia Habito
Ipomea cairica Convolvulaceae Enredadera
Piper umbelatum Piperaceae Hierba
Piper marginatum Piperaceae Arbusto
Zanthoxylum setulosum Rutaceae Arbdreo
Argemone mexicana Papaveraceae Herbacea erecta
Bocconia frutescens Papaveraceas Arbusto a arbol pequefio

Quassia amara

Simaroubaceae

Arbusto a arbol pequefio

Neurolaena lobata Asteraceae Epifita

Solanum mammosum Solanaceae Arbusto
Erythronxylum mucrophillum Erithroxilaceae Arbusto

Croton draco Euphorbiaceae Hierba o arbusto
Pimienta dioica Myrtaceae Arbol
Rosmarinus officinalis Lamiaceae Arbusto

Kalanchoe sp.

Crasulaceas

Hierba-Arbusto

Las muestras de tallos, hojas y, en algunos casos, semillas fueron colectadas en la Estacion
Experimental Quinta Diamante Sociedad de Responsabilidad Limitada, ubicada en Pérez
Zeleddn, San José. La muestra de |. cairica se colecto en el sector de San Miguel de Santo
Domingo de Heredia. Todas las muestras fueros colectadas y procesadas bajo el permiso de
la CONAGEBIO R-012-2020-OT-CONAGEBIO. Estas muestras fueron secadas en un

horno a 40 °C y molidas en un molino eléctrico de cuchillas con un tamiz de 1 mm.

e Extraccion
Se realizaron tres extracciones con etanol al 95% mediante extraccion asistida por
ultrasonido, al material seco y molido a 40 °C. El extracto se filtrd utilizando papel de filtro
Whatman N°1 de filtracion media por gravedad. El filtrado colectado se concentro a presion

reducida utilizando un evaporador rotatorio y una temperatura no mayor a 40 °C. Una vez
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procesados en rotavapor, los extractos se liofilizaron para trabajar en base seca y asegurar la
estabilidad de la muestra. Las muestras secas se pesaron y se prepararon disoluciones
homogéneas de concentracion conocida de cada uno de los extractos, los cuales se

adicionaron a las larvas segun se describe en la siguiente seccion.

e Evaluacion de la actividad larvicida

La metodologia utilizada fue la descrita por la Organizacion Mundial de la Salud en el
informe WHO/VBC/81.807 para la determinacion de actividad larvicida (OMS, 1981). Las
larvas utilizadas fueron larvas entre el tercer y cuarto estadio larval de la cepa Rockefeller de
A. aegypti, susceptible a insecticidas. Para procurar homogeneidad fisioldgica en cada
ensayo, las larvas se obtuvieron a partir de huevos puestos a eclosionar simultdneamente y
criadas con las mismas condiciones alimentarias y ambientales. Se establecieron 4
repeticiones por concentracion de muestra a evaluar, con alrededor de 20 larvas cada una, y
un volumen total de 25 mL. Se utilizé un control positivo con Temefds a una concentracion
de 50 ppm (mg/L) y un control negativo con agua de tubo des-clorada. La lectura de la
mortalidad se efectu6 a las 24 horas. Las concentraciones de extractos evaluados
inicialmente fueron de 100 ppm. Tomando en cuenta que este es un estudio exploratorio, se
decidid utilizar los seis extractos con mayor mortalidad. Para los extractos de las plantas en
las que se obtuvo un porcentaje de mortalidad >7,9 %, se procedi6 a realizar una evaluacién
de respuesta a diferentes concentraciones partiendo desde 50 ppm hasta 400 ppm. La LCso y
LCgo se obtuvieron mediante un analisis PROBIT utilizando el software XLSTAT version
2021.2: XLSTAT 2021.2 (Bull y Fisher, 1954).

Resultados

Los resultados de la evaluacion de los extractos (100 ppm) de las 13 especies de plantas se
muestran en el cuadro 2. Diez de las especies presentaron algin porcentaje de actividad
larvicida a las 24 horas. Ipomea cairica, Zanthoxylum setulosum, Piper umbelatum,
Rosmarinus officinalis y Kalanchoe sp. presentaron una mortalidad mayor o igual al 7,9%.

. cairica fue la especie que presentd el valor mas elevado con una mortalidad del 100%.
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En todas las pruebas, tanto el control positivo con Temefds, como el control negativo con
agua, mostraron valores de mortalidad dentro de los valores esperados, aproximadamente de
100% y 0% respectivamente, evidenciando que las condiciones fueron las 6ptimas en cada

una de ellas.

En la figura 1 se muestra la linea de regresion de la mortalidad de las larvas de A. aegypti
versus el logaritmo (base 10) de la concentracion de insecticida natural. Los valores de las
pendientes en este tipo de andlisis son indicadores del grado de homogeneidad de la respuesta
de la poblacidn al estimulo. De tal manera que, entre mayor sea la pendiente mayor sera lo
homogeneidad de la poblacion al estimulo (Leyva et al., 2008). La pendiente mas elevada la
muestra la especie I. cairica con un valor de 2,7727, seguida de la especie Z. setulosum con
un valor de 2,5495. El valor de pendiente que se obtiene en la ecuacion de esta grafica es una
herramienta que permite visualizar qué tan amplio puede ser el rango de concentraciones
necesarias para que una sustancia con actividad larvicida puede ejercer un determinado efecto
de mortalidad. En comparacion con pendientes reportadas por otros autores, esta es una

pendiente relativamente baja (Amariles Barrera et al., 2013; Leyva et al., 2008).
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Cuadro 2. Efecto larvicida producido por extractos etandlicos de plantas a 100 ppm sobre
larvas de la sepa Rockefeller del mosquito A. aegypti.

Muestras Partedela| Larvas | Larvas Por_centaje de
Planta* | Muertas | Totales | Mortalidad a las 24 h
Ipomea cairica H 32 80 40000
T 80 80 100,0 + 0,0
Piper umbelatum H 7.0 76,0 9,2+26
T 8,0 81,0 9,9+0,2
Zanthoxylum setulosum H 8,0 81,0 98+38
T 2,0 80,0 25+50
S 0,0 76,0 0,0+£0,0
Argemone mexicana H 4,0 76,0 53x0,1
T 2,0 76,0 2,6+3,0
NP 1,0 76,0 1,3+26
Bocconia frutescens H 0,0 76,0 0,0+0,0
T 0,0 76,0 0,0+0,0
Quassia amara H 0,0 76,0 0,000
T 0,0 76,0 0,0+0,0
Neurolaena lobata H 0,0 76,0 0,000
T 2,0 76,0 2,6 £3,0
Solanum mammosum H 4,0 76,0 53201
T 0,0 76,0 0,0+0,0
Erythronxylum H 1,0 76,0 1,3+2,6
mucrophillum T 0,0 76,0 0,0+0,0
Croton draco H 0,0 76,0 0,0£00
T 0,0 76,0 0,0+0,0
Pimienta doica H 0,0 76,0 0,0£00
T 0,0 76,0 0,0+0,0
Rosmarinus officinalis H 6,0 76,0 7,9+3,0
Kalanchoe sp. H 2,0 76,0 2,630
Control + (Temefos) 80,0 80,0 100,0£0,0
Control — (agua) 1,0 80,0 13+£0,5

*Nota: H: hojas, T: tallos, NP: Nervio Principal, S: Semillas. Los datos de incertidumbre en la
mortalidad estan determinados por la desviacion estandar de la determinacion entre las cuatro réplicas

realizadas.
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Figura 1. Gréafica de analisis PROBIT entre la respuesta logaritmica en base 10 de la
concentracion en ppm de los extractos etanolicos de las plantas evaluadas versus la
mortalidad expresada en unidades PROBIT.

Los valores de LCso y LCoo para los extractos etanolicos valorados se observan en el cuadro
3. La especie I. cairica obtuvo un valor de LCso mas bajo, indicando de esta manera que es

el extracto que posee una respuesta de mayor mortalidad a concentraciones menores.
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Cuadro 3.Datos de LCsp y LCgo expresados como partes por mil (mg/mL) para los extractos
etandlicos evaluados en larvas de A. aegypti.

Planta LCso eil mg/mL  LCg eil mg/mL Dos;]dnl%glrnoitlca
(1C*95%) (1C*95%) (1C*9596)
Ipomea cairica (tallos) 0,0341 0,0578 0,978
(0,0293-0,0393)  (0,0496-0,0674) (0,840-1,140)
Ipomea cairica (hojas) 0,121 0,337 3,70
(0,089-0,166) (0,246-0,462) (2,52-4,89)
Zanthoxylum setulosum 0,27 0,85 24,2
(hojas) (0,18-0,39) (0,59-1,23) (16,7-34,9)
Rosmarinus officinalis 3,4 36,0 2709,8
(hojas) (1,1-10,3) (11,8-109,5) (891,3-8237,1)
Kalanchoe sp. (hojas) 11,1 320,3 54445
' (2,4-51,6) (69,1-1483,2) (11755-252153)
Piper umbelatum 39,6 3885 1797603
(tallos) (6,9-228,5) (673-22424) (311483-10374157)

*IC: Intervalo de confianza.

Discusion

La realizacion de este estudio larvicida reveld la existencia de una respuesta diversa en la
mortalidad de larvas del tercer y cuarto estadio de A. aegypti de la cepa Rockefeller, al evaluar
los extractos etandlicos de plantas a una concentracion de 100 mg/mL (ppm). Los porcentajes
de mortalidad de los extractos etandlicos de la planta I. cairica fueron del 40,0% en hojas y
100% en tallos. Asi mismo, los valores de mortalidad del extracto etanolico de P. doica, C.
draco y Q. amara fueron de 0,0%, tanto en hojas como en tallos, para la misma concentracion
en todos los casos. Este comportamiento es un fenémeno esperable dado que la composicion
quimica de cada planta, y por ende de cada extracto, es diferente entre si, generando una
variacion en la mortalidad de las larvas utilizadas segun la presencia de sustancias con efectos
larvicidas en el extracto (Jirovetz et al., 2007; Mora et al., 2011; Patel y Patel, 2018; Setzer
et al., 2007). Los extractos etanolicos con mayor actividad larvicida son los de I. cairica,
seguido por P. umbelatum, R. officinalis y Kalanchoe sp. Algunos otros extractos etandlicos

produjeron mortalidad en una sola parte de la planta estudiada, entre los que podemos citar
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el extracto de S. mammosum que presenta una mortalidad del 5,3 £ 0,1 % en el extracto
etandlico de las hojas, sin embargo, en el extracto etanolico de sus tallos no presenta
mortalidad a la misma concentracion. Lo anterior sugiere que las plantas poseen una
composicion de metabolitos secundarios distintos en cada una de sus partes, tanto en su

concentracion como en el tipo (Araya et al., 2017; Leal et al., 2020; Rangiah y Gowda, 2019).

Para el caso del Z. setulosum, es posible encontrar estudios donde se le atribuye un grado de
toxicidad importante, principalmente contra Artemia salina, obteniendo un valor de LCs0=3.9
mg/mL (Boehme et al., 2008). Estos fueron obtenidos a partir de un extracto por
hidrodestilacién, con el fin de obtener terpenos, terpenoides y derivados, ya que en dicho
estudio pretendian extraer principalmente aceites esenciales y por ende la fraccion volatil de
la planta. En el presente estudio, se plante6 la obtencion de una fraccién mayoritariamente
no volatil debido a que existe una gran cantidad de metabolitos secundarios que no
necesariamente son volatiles, como polifenoles, compuestos nitrogenados o alcaloides, y que
son responsables de multiples bioactividades reportadas (Araya et al., 2017; Gutierrez et al.,
2007; Parra et al., 2018), existiendo ahi, una diferencia metodologica importante entre ambas
investigaciones. Otro aspecto por considerar es que los organismos utilizados para medir la
toxicidad son de especies distintas, ambas pertenecientes al Phylum Artropoda, pero se

incluyen en érdenes distintos.

El extracto etandlico de la especie Z. setulosum posee un valor importante de LCso siendo
este menor que las otras especies evaluadas, sin embargo, el extracto alcohélico de I. cairica
posee un valor ain més bajo. El valor de dosis diagnostica (DD) de 0,978 mg/mL para I.
cairica, es un valor relativamente alto si se compara con las DD reportadas para los
insecticidas comerciales como el Temefds ya que estos pueden llegar a alcanzar valores de
DD de 1 mg/L (OMS, 2009). A pesar de ello, se debe considerar que este es un extracto
crudo, implicando de esta manera que los posibles componentes responsables de la actividad
larvicida se encuentran ya sea en pequefias proporciones dentro del extracto o bien que la
combinacion de diversos metabolitos genere la actividad de manera sinérgica (Keziah et al.,
2016; Liu et al., 2002).
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Los resultados del analisis PROBIT muestran que el extracto etanolico de las hojas de P.
umbelatum posee una pendiente mas elevada que los extractos de R. officinalis y Kalanchoe
sp., sin embargo, el ajuste lineal es el menor ya que un valor R? = 0,4747 refleja una menor
relacién entre los puntos evaluados, indicando de esta manera un pobre ajuste entre
concentracion y mortalidad en comparacion con los Gltimos dos extractos mencionados. En
un analisis PROBIT es importante tomar en cuenta el valor de la pendiente ya que a mayor
pendiente se puede apreciar que a menores cambios de concentracion se pueden obtener

mayores efectos, lo cual significa, para el caso de la figura 1, mayor mortalidad.

Era de esperar que el extracto etandlico de la planta I. cairica obtuviera el valor menor tanto
para el LCso como para el LCgo en comparacion con los otros extractos etandlicos evaluados,
ya que la curva obtenida en el analisis PROBIT muestra un valor de pendiente mas elevada
con una afectacion similar a menores concentraciones de extracto, siendo estos factores los
de mayor contribucion a la hora de realizar la regresion lineal. Para esta planta se ha reportado
la presencia de alcaloides, carbohidratos, taninos, compuestos fendlicos, proteinas,
aminoacidos, terpenoides, esteroles, saponinas, lignanos y cumarinas (Arora et al., 2013;
Paska et al., 1999), especificamente se ha encontrado que posee dos cumarinas simples: la
escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicromen-2-nona) y la umbeliferona 7-(hidroxicromen-2-
ona) (Lima y Braz-Filho, 1997). Esto es importante ya que diversos autores han podido
relacionar la actividad toxica de extractos naturales con la presencia de cumarinas, por lo que
existen indicios del porqué de la actividad reportada en el presente estudio (Ahbirami et al.,
2014; Prabha y Nagarajan, 2016; Wang et al., 2012).

Las plantas valoradas en la ultima etapa (1. cairica, P. umbelatum, Z. setulosum, R. officinalis
y el Kalanchoe sp), son las que generaron extractos etandlicos con una respuesta larvicida
mas elevada. Con excepcion de R. officinalis, estas plantas no poseen un valor comercial

significativo, ya que no se utilizan con fines culinarios ni algin otro fin comercial particular.

El uso de extractos naturales con actividad larvicida ofrece una opcién a los productos
sintéticos comercialmente utilizados, evitando asi la presion sobre sistemas biologicos que

dificilmente pueden degradar los insecticidas sintéticos, a diferencia de un producto de origen
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natural que se reincorporara a los ecosistemas una vez cumplida su funcion (Greenop et al.,
2020).

La utilizacién de sepas de campo para la realizacion de pruebas, ademas de la sepa
Rockefeller, es de interés epidemioldgico debido a que de esta manera se puede valorar si la
resistencia cruzada a los principios activos de I. cairica es un fendmeno para considerar en
Costa Rica (Hazigah-Rashid et al., 2019).

Los resultados de este estudio representan un aporte importante para la generacion de
conocimiento en la exploracion de sustancias naturales con actividad larvicida ya que no hay
estudios que aborden la evaluacion larvicida de extractos no volatiles de plantas, siendo que
el principal abordaje que se ha realizado es la evaluacion de aceites esenciales, por lo que se
deja de lado los compuestos que no son posibles extraer por los métodos de hidrodestilacion
convencionales y que han sido responsables, en diversos casos, de bioactividades reportadas
(Boehme et al., 2008; Mufioz V. et al., 2014; Pinto et al., 2016). Este estudio evidencia la
actividad larvicida de extractos etandlicos de plantas, principalmente el potencial larvicida

de I. cairica como una alternativa ambientalmente amigable para el control de Aedes aegypti.
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Articulo 11

Estudio fitoquimico bio-guiado de extractos de Ipomoea cairica con

actividad larvicida en Aedes aegypti
Victor Alvarez Valverde! victor.alvarez.valverde@una.cr
Posgrado en Ciencias Veterinarias Tropicales, Universidad Nacional

Resumen

Las enfermedades vectoriales, como las transmitidas por el A. aegypti, son una amenaza
constante para los habitantes de las zonas tropicales del planeta. Como estrategia para
controlarlas se utilizan cominmente productos quimicos sintéticos, sin embargo, es conocido
que estos productos persisten en los ecosistemas y pueden generar la aparicion de genes de
resistencia en los vectores artropodos. Ante esto, el uso de productos naturales surge como
una alternativa ambientalmente amigable en la estrategia integrada de control vectorial. El
presente estudio profundizd en el potencial larvicida de extractos de Ipomoea cairica
mediante su fraccionamiento por cromatografia de capa fina y de columna abierta, debido a
que esta especie ha demostrado tener efectos larvicidas en el género Aedes. El objetivo del
estudio fue identificar los componentes que producen la actividad larvicida en las fracciones
de extractos etanolicos de tallos de I. cairica, donde fueron identificadas las cumarinas 7-
hidroxi-6-metoxicromen-2-nona (escopoletina) y la 7-hidroxicromen-2-ona (umbeliferona)
como las que se encontraban mayoritariamente. Luego de las pruebas, se determind que estas
cumarinas no son las responsables directas de la actividad larvicida, sino que dicha actividad
podria ser atribuible a un efecto sinérgico de todos los compuestos presentes en la fraccion
secundaria mas activa, denominada F.DCM, la cual presenté un valor de LCso de 30,608
mg/L. Se sugiere realizar mas estudios que permitan corroborar si la actividad observada esta

ligada a un sinergismo.

Palabras clave: Aedes aegypti, I. cairica, actividad larvicida, cumarinas, metabolitos

secundarios.
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Introduccion

El Aedes aegypti es uno de los vectores mas importantes para la transmision de enfermedades
virales como dengue, Zika, chikungunya, fiebre amarilla y Mayaro (Kim y Ahn, 2017,
Patterson et al., 2016; Rey y Lounibos, 2015). Solo en Costa Rica durante el afio 2020 se
diagnosticaron 9438 casos de dengue (a la semana epidemioldgica 44) y desde el 2010 se
reportan mas de 185.471 casos acumulados (Ministerio de Salud de Costa Rica, 2020). El
control quimico de vectores artrépodos ha sido utilizado como estrategia de emergencia ante
la aparicion de brotes, sin embargo, es conocido que los productos sintéticos como
organofosforados, piretroides, carbamatos, entre otros, son inespecificos, tienen poca
hidrosolubilidad, persisten en los ecosistemas y su uso inadecuado ha generado la aparicion
de resistencia en los vectores en distintas partes del mundo. En este sentido, el uso de
larvicidas naturales ha surgido como una alternativa para el control vectorial de artrépodos
ya que de manera natural es posible encontrar metabolitos secundarios que expresen
maultiples bioactividades, entre ellas larvicida, y que se reincorporaran a los ecosistemas una
vez cumplida su funcién (Ahbirami et al., 2014; Arora et al., 2013; Ferreira et al., 2006; Lima
y Braz-Filho, 1997; Yu et al., 2013).

La Ipomea cairica, comunmente conocida como “Morning Glory”, es una planta comun en
climas tropicales y conocida por su rapido crecimiento y abundante proliferacion, la cual se
utiliza con fines ornamentales principalmente. Posee una diversidad de metabolitos
secundarios que han mostrado algunas bioactividades, tales como, larvicida, anticancerigena,
antimicrobianas, antinociceptiva, citotoxica, entre otras (Arora et al., 2013; Ferreira et al.,
2006; Meira et al., 2012; Lima y Braz-Filho, 1997; Paska et al., 1999; Srivastava y Shukla,
2015; Yu et al., 2013). Un estudio preliminar permiti6 determinar que de un espectro de 14
plantas que se encuentran en Costa Rica, cinco mostraron actividad larvicida contra Aedes
aegypti, siendo la mas letal para este organismo el extracto etandlico de tallos de I. cairica,
con un valor de LCso de 0,0341 mg/mL con intervalo de confianza a un 95% de (0,0293-
,0,0393) mg/mL (Alvarez et al., 2021). El objetivo del estudio fue identificar los
componentes que producen la actividad larvicida en las fracciones de extractos etanolicos de

tallos de I. cairica.
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Materiales y Métodos

e Material vegetal
La muestra fue colectada en San Miguel de Santo Domingo de Heredia, Costa Rica (permiso
R-012-2020-OT-CONAGEBIO). Se procedi6 a separar las hojas de los tallos y ambas partes
de la planta se secaron en un horno de conveccion a 40°C por 72 horas. Una vez secas, se

molieron en un molino de cuchillas, empleando un tamiz de 1mm.

e Procesamiento de la muestra
Treinta gramos de hojas y de tallos secos y molidos de 1. cairica fueron extraidos con etanol
(Et) de manera exhaustiva utilizando un bafio asistido por ultrasonido a 40°C durante 15
minutos por cada extraccion y posteriormente los extractos se combinaron y llevados a
sequedad utilizando un evaporador rotatorio con un bafio temperado a 40°C y a presion
reducida. Posteriormente 100g de tallo fueron extraidos y concentrados, una vez secos se
realizaron fraccionamientos del extracto utilizando cromatografia de columna (CC) con
relleno de gel de silice y una fase movil en gradiente creciente de polaridad desde hexano
(He), diclorometano (DCM), acetona (Ac) y hasta metanol. Las fracciones resultantes fueron

concentradas a sequedad.

e Seguimiento por cromatografia de capa fina (CCF) y aislamiento por CCF-
preparativa
Las fracciones obtenidas fueron evaluadas por cromatografia de capa fina (CCF) en gel de
silice con revelador fluorescente. Como fase estacionaria y como fase movil se utilizo
tolueno:éter (1:1) saturado con &cido acético al 10% (Hildebert y Sabine, 1996). Para revelar
las placas se utilizé luz ultravioleta a 254 nm y 365 nm y para resaltar posibles cumarinas,

las placas se rociaron con hidroxido de potasio al 10% en etanol (Hildebert y Sabine, 1996).

32



La técnica de CCF-preparativa se realizd bajo las mismas condiciones (fase estacionaria y
fase movil) que la CCF, sin embargo, esta utiliza una mayor cantidad de muestra debido a
que es con fines de aislamiento. Para recuperar los compuestos aislados se procedi6 a raspar
las franjas de interés, se extrajeron con DCM vy posteriormente se llevaron a sequedad. Los
procesos tanto de extraccion, fraccionamiento y realizacion de la actividad larvicida fue
llevado a cabo por cuatriplicado, para descartar algun falso positivo o negativo a lo largo de

la prueba.

e Cromatografia Liquida de alta eficientica con detector de arreglo de diodos y de
espectroscopia de masas (HPLC-DAD-MS)
Para la técnica de HPLC-DAD se utilizé un equipo marca Shimatzu con un desgasificador
modelo DGU20A5, bomba LC20AT, detector de arreglo de diodos SPDM20A y un inyector
de bucle manual de 50 uL. El gradiente utilizado fue de acido trifluoroacético al 0,1% como
A 'y metanol como B, iniciando la corrida al 15% de Ay terminando al 100% de B en 20
minutos, con un flujo de ImL/min tal y como se muestra en el cuadro 1. La columna
empleada fue una C18 marca Phenomenex Luna, con particulas de 5 mmy 100 A y longitud
de 250 y 4,6 mm de didametro. Para la técnica de HPLC semi-preparativa se utilizd una
columna Marca Agilent Pursuit, con particulas de 10 mm, 250 mm de largo y 10 mm de
diametro con un flujo mayor que el analitico de 4,5 mL/min. El detector de masas se utiliz6
con las siguientes condiciones de operacion: Flujo 0,5mL/min, polaridad: ESI+; gas de
arrastre: 30 psi, nebulizador: 45 psi, gas de secado: 55 psi, voltaje capilar: 5.5 kV, gas de

colision: 10 psi.
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Cuadro 1.Gradiente en fase reversa de HPLC empleado en la separacion cromatogréafica de
los metabolitos secundarios presentes en los extractos crudos de I. cairica.

Tiempo (minutos) | Concentracion de A | Concentracién de B | Flujo (mL/min.)
0,01 85 15 1,00
3,00 65 35 1,00
7,00 60 40 1,00
10,00 55 45 1,00
13,00 50 50 1,00
15,00 50 50 0,50
16,00 50 50 0,50
18,00 15 85 0,50
18,00 15 85 1,25
19,00 0 100 1,25
20,00 85 15 1,00

e Ensayo de actividad larvicida
La metodologia utilizada para la determinacion de la actividad larvicida fue la descrita por la
Organizacion Mundial de la Salud en el informe WHO/VVBC/81.807 para la determinacion
de actividad larvicida (OMS, 1981). Las larvas utilizadas fueron larvas entre el tercer y cuarto
estadio larval de la cepa Rockefeller de A. aegypti, susceptible a insecticidas. Estas se
almacenaron en el laboratorio sin ninguna exposicion a insecticidas conocidos. Para procurar
homogeneidad fisioldgica en cada ensayo, las larvas se obtuvieron a partir de huevos puestos
a eclosionar simultineamente y criadas en las mismas condiciones alimentarias y
ambientales. En los ensayos se establecieron 4 repeticiones por concentracion de metabolito
0 extracto, con 20 larvas cada una y un volumen total de 25 mL. Se utiliz6 un control positivo
con Temefods y un control negativo con agua. La lectura de la mortalidad se efectu¢ a las 24
horas de iniciado el ensayo. Las concentraciones evaluadas inicialmente fueron de 100 ppm.,
tanto para la determinacion de los valores de LCso y LCo. En cada caso se procedio a

determinar los intervalos de confianza
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Resultados

En el cuadro 2 se observan los resultados de la actividad larvicida de los extractos etanolicos
de tallos y hojas. El extracto etandlico de los tallos de esta planta produjo un 71.3% de
mortalidad y el extracto de las hojas un 40.0%, lo que concuerda con los hallazgos
encontrados en un estudio preliminar (Alvarez et al., 2021). Siendo que el extracto etandlico
de las hojas no result6 tan promisorio en cuanto a actividad bioldgica como el extracto de los
tallos, en adelante el enfoque de la investigacion se centra solamente en los tallos de I.

cairica.

Cuadro 2. Actividad larvicida del extracto etandlico del tallo y las hojas de I. cairica.

Muestra Porcentaje de mortalidad a 24 h
Tallo 71.3+48%
Hojas 40.0£0.0%
Control positivo 100+ 0 %
Control Negativo 0+x0%

Los resultados de la actividad larvicida del extracto etanolico del tallo y de su
fraccionamiento de polaridad creciente en CC se muestran en el cuadro 3. El extracto
etandlico crudo de los tallos de I. cairica a 100 mg/L presenta una actividad larvicida
relativamente elevada de un 71,3% de mortalidad. La F. Ac mostré un bajo porcentaje de
mortalidad y las F. He. y F. Me no mostraron actividad larvicida. Por el contrario, la F.DCM
mostré una mortalidad del 100% de los individuos al ensayarse en condiciones semejantes a

las demas fracciones.
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Cuadro 3. Actividad larvicida del extracto
creciente en CC.

etanolico y su fraccionamiento de polaridad

Muestra Porcentaje de mortalidad a 24 h
Extracto crudo en Et. 71,3+£48%
F". He. 0+x0%
F*. DCM 100+ 0%
F*. Ac. 18,8+2,9%
F*. Me. 0+£0%
Control positivo 100+ 0%
Control Negativo 0£0%

* -z
F: Fraccion

La figura 1 muestra la cromatografia de capa fina (CCF) o delgada de las muestras reportadas
en el cuadro 3. Cada columna numerada de 1 a 5 corresponde a una muestra diferente, las
cuales se mueven de abajo hacia arriba con la fase movil, permitiendo la separacion de los
compuestos. La muestra 1 es el extracto original y las fracciones de 2 a 5 corresponden a
fracciones secundarias obtenidas con diferentes disolventes de una columna cromatografica
del extracto etandlico original. La CCF permite la separacion de la mayoria de los
componentes presentes en cada muestra evaluada. La CCF fue revelada con luz ultravioleta
a la longitud de onda de 365 nm, la absorcidn a estas longitudes de onda es indicativo de la
presencia de anillos aromaticos y/o dobles enlaces conjugados en la estructura del metabolito.
La mancha sefialada con la flecha roja en la figura 1A indica la presencia de un metabolito
con grupos funcionales similares a los mencionados. Cuando la intensidad de la mancha se
intensifica (figura 1B) al rociar la placa con una base como KOH, es altamente probable que
se trate de una cumarina. Considerando lo mencionado, es predecible que los metabolitos
secundarios presentes en las muestras corridas en esta placa sean muy parecidos en cuanto a

su estructura quimica y que al menos dos sean cumarinas.
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Figura 1. Cromatografia de capa fina de las fracciones evaluadas en cuanto a la actividad
larvicida de los fraccionamientos mostrados en el cuadro 3, reveladas con luz UV a 365nm
(A) y con KOH en etanol (B). 1: Extracto crudo en Et, 2: F. He, 3: F.DCM, 4: F. Ac, 5: F.
Me.

Los principales componentes de la F.DCM se separaron utilizando CCF-preparativa, cada
fraccion secundaria de la F.DCM fue evaluada en cuanto a la actividad larvicida. Todos los
bioensayos a 100 ppm de la F.DCM mostraron actividad larvicida con un 100% de
mortalidad, sin embargo, se observa que el fraccionamiento resultante de la F.DCM genera

una pérdida absoluta de la actividad larvicida (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Actividad larvicida de la F.DCM y sus fracciones secundarias (1, 2 y 3) obtenidas

por CCF-preparativa.

Muestra Porcentaje de mortalidad a 24 h*
F. DCM 100+ 0%
F.DCM (1) 0+£0%
F. DCM (2) 0£0%
F. DCM (3) 0+x0%
Control positivo 100+ 0 %
Control Negativo 0£0%

“Promedio de cuatro réplicas

En el Cuadro 5 se observan los resultados de la actividad larvicida de la F.DCM y la del
extracto crudo en etanol de los tallos de la planta I. cairica. Los valores de LCso para la

F.DCM revelan que ésta posee un valor menor medio que el valor del extracto etandlico de

los tallos.

Cuadro 5. Resultados de la actividad larvicida de la F.DCM y del extracto crudo de Et.

Fraccion LCso en mg/L LCoo en mg/L Dosis diagnostica en mg/L
(1C"95%) (1C"95%) (1C"95%)
30,608 79,875 349,2
F.DCM (23,9-39.1) (62,5-98.1) (273,1-446,4)
EC-Et 42,1 131 664
' (32,1-55,0) (100,0-172,0) (507-870)

*IC: Intervalo de confianza

En la figura 2 se observa tanto el comportamiento que presentan la F.DCM como el EC-Et
cuando se generan disoluciones de diversas concentraciones para evaluar la actividad
larvicida de cada uno. En dicha figura, es posible observar que, con un intervalo de confianza
de 95%, en cada curva, la respuesta de mortalidad es diferente entre el F.DCM y el EC-Et
donde a una misma concentracién, la mortalidad observada de la F.DCM es mayor que la
obtenida por EC-Et hasta 150 ppm. Fitoquimicamente hablando, se puede afirmar que, en la
F.DCM los metabolitos responsables de la actividad larvicida se encuentra en una mayor

concentracion en comparacion con el EC-Et.
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Figura 2. Grafico de concentracion de muestra contra porcentaje de mortalidad observadas
enlaFDCM y en el EC-Et en azul y amarillo respectivamente, en rojo y en verde se observa
la mortalidad esperada utilizando intervalos de confianza del 95,0%.

Como se observa en la figura 3, la F.DCM muestra dos manchas azules al revelar la placa
con luz UV a 365nm, las cuales se intensifican al rociar la placa con KOH al 10% en etanol.

Esto es indicativo de la presencia de cumarinas en el tallo de la planta.
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E.C. Et. Esc. Umb. F.DCM

Figura 3. Cromatografia de capa fina corrida eluida con tolueno:éter (1:1) saturada con cido
acetico al 10% y revelada con KOH al 5% en etanol donde E.C. Et.: Extracto crudo en etanol,
Esc.: Patron de escopoletina, Umb.: Patron de umbeliferona y F.DCM: Fraccion secundaria
de diclorometano.

En la figura 4 se observa el cromatograma de HPLC a dos longitudes de onda 280nm, tipica
para moléculas con anillos aromaticos, y 343nm, exclusiva para algunos pocos metabolitos
secundarios, entre ellos las cumarinas. Cada pico en el cromatograma representa un
compuesto, indicando que la F.DCM esta conformada por relativamente pocos compuestos

y tres de ellos son posibles cumarinas.
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Figura 4.Cromatograma en fase reversa de HPLC-DAD de la F.DCM obtenido a dos
longitudes de onda, 280nm y 343nm.

Como parte del proceso de identificacion de al menos dos metabolitos secundarios presentes
en la fraccion secundaria activa de diclorometano, se procedid a aislar las sefiales o picos
presentes en el cromatograma de la figura 4 a 11.8 y 14.9 minutos, correspondientes a los
picos mayoritarios que absorben a 343nm. El resultado del aislamiento de los picos
mayoritarios presentes en la F.DCM y que absorben a 343nm se observa en forma pura en
las figuras 5y 6.
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Figura 5. Cromatograma en fase reversa de HPLC-DAD del primer compuesto purificado a
dos longitudes de onda, 280nm y 343nm.
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Figura 6. Cromatograma en fase reversa de HPLC-DAD del segundo compuesto purificado
a dos longitudes de onda, 280nm y 343nm.

Los cromatogramas de HPLC de la figura 7 muestran la concordancia en los tiempos de

retencion que existen entre los patrones de las dos cumarinas (By C) y la F.DCM (A) bajo

las mismas condiciones cromatograficas y a las longitudes de onda de 280 y 343 nm.
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Figura 7. Cromatograma en fase reversa de HPLC-DAD de la F.DCM activa (A), patron de

Tiempo (min)

escopoletina (B) y patréon de umbeliferona (C) a dos longitudes de onda, 280 y 343 nm.

Las figuras 8 y 9 corresponden a los espectros de masas de las dos cumarinas obtenidas de
los tallos de I. cairica. Con este analisis se generaron los espectros de masas del ion
molecular, en este caso en modo positivo, es decir, el peso molecular de la molécula +1, esto
en algunos casos puede generar una serie de picos adicionales correspondientes a diversos
fragmentos de la molécula, tal y como se aprecian en la figura 8. En esta misma figura se
observa y sobresale el ion molecular a 163 que corresponde al peso molecular de la cumarina

umbeliferona +1. Seguidamente, la figura 9 muestra un ion molecular a 193, el cual

corresponde al peso molecular de la cumarina escopoletina +1.
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Figura 8. Espectro de masas del ion molecular de la cumarina umbeliferona.
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Figura 9. Espectro de masas con el ion molecular de la cumarina escopoletina.
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La evaluacion de la actividad larvicida de las cumarinas fue negativa, sugiriendo que la
misma podria estar relacionada con la actividad sinérgica de todos los compuestos presentes
en la F.DCM (cuadro 6).

Cuadro 6. Evaluacion larvicida de los compuestos puros escopoletina y umbeliferona y de

una combinacion de ambos, aislados de la planta I. cairica. Prueba realizada con 4 réplicas
homogeéneas con un n= 80 de larvas.

Muestra Porcentaje de Mortalidad
Escopoletina 0
Umbeliferona 0

Escopoletina + Umbeliferona 0
CONTRO + 100,00
CONTROL - 0,00

Discusion

Un estudio preliminar sobre la mortalidad de larvas empleando extractos etanolicos de tallos
y de hojas de I. cairica de manera separada, permitio establecer que generan actividad
larvicida diferente (Alvarez et al., 2021), tal y como se demuestra en este estudio, donde el
extracto etanolico de los tallos de esta planta posee un 71.3% de mortalidad y el de las hojas
de 40.0%. Los tejidos fotosintéticos de la planta se concentran en mayor medida en las hojas
que en los tallos, viéndose estos extraidos al ponerse en contacto con disolventes organicos,
como el etanol, lo que genera un extracto rico tanto de metabolitos secundarios como de
pigmentos fotosintéticos, como las clorofilas y xantofilas, las cuales no solo dificultan el
proceso de separacion de algin metabolito secundario en particular, sino que generan un
efecto de dilucidn de la posible actividad bioldgica. En este estudio el extracto etandlico de
las hojas no resulté tan promisorio en cuanto a actividad bioldgica como el extracto de los

tallos.

El extracto etandlico crudo de los tallos de I. cairica a 100 mg/L presenta una actividad

larvicida relativamente elevada, de un 71,3% de mortalidad, si se compara con datos de

mortalidad larvicida reportada por Srivastava y Shukla (2015) donde indican que un extracto

de aceite esencial de esta planta puede lograr hasta el 100% de mortalidad en 24h cuando se
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evallia a 120 mg/L. Adicionalmente, resultados presentados por Chariandy y colaboradores
(1999) indican que obtienen resultados positivos de mortalidad a los dos dias de iniciado el
ensayo a 500 mg/L, luego de exponer las larvas del 1V estadio de A. aegypti a un extracto en
acetato de etilo de Justicia pectoralis por una hora, permitiendo asegurar que la actividad
larvicida esté presente en el extracto inicial antes del fraccionamiento. Las F. He. y F. Me no
mostraron actividad larvicida. Por el contrario, la F.DCM mostré una mortalidad del 100%
de los individuos al ensayarse en condiciones semejantes a las demas muestras. El bajo
porcentaje de mortalidad de la F. Ac indica que muy pocos de los metabolitos secundarios
activos fueron eluidos con este disolvente, mientras que con Me y He ninguno de estos

compuestos fueron eluidos.

Segun Ahbirami et al ( 2014) , las hojas de I. cairica poseen una actividad larvicida tanto
para A. albopictus como para A. aegypti cuando se extraen con acetona o con metanol,
mostrando valores de LCso de 101,94 mg/L y de 105,50 mg/L respectivamente para A.
aegypti (Ahbirami et al., 2014). Este resultado obtenido por Ahbirami es fundamental debido
a gque proporciona evidencia de que esta planta posee potencial larvicida, sin embargo, no
profundiza en distintos abordajes fitoquimicos para determinar si los extractos en acetona o
metanol son los solventes mas apropiados para extraer los metabolitos secundarios
responsables de la actividad larvicida. Existe una diferencia importante entre el proceso de
extraccion utilizado por Ahbirami y colaboradores (2014) y el desarrollado en el presente
estudio. Esta diferencia radica en la temperatura utilizada para realizar el extracto ya que,
diversos autores la reportan como un factor que debe de regularse meticulosamente debido a
que, al hacerlo, se contribuye a mejorar la integridad quimica del extracto cuando se utilizan
temperaturas no mayores a 40 °C. En lo que respecta a la metodologia de extraccion utilizada
por Ahbirami y compafiia se utilizaron hasta 60°C por al menos tres horas y en el presente
estudio se tomaron las precauciones necesarias para no superar los 40 °C, generando de esta
manera, una posible diferencia fundamental en la composicién del extracto (Dorta et al.,
2012; Najafabadi et al., 2020).

Debido a los resultados obtenidos, es posible inferir que la F.DCM podria estar constituido
por una combinacion de metabolitos secundarios, mismos que estarian presentes el extracto
crudo de Et. El extracto etanolico esta constituido por mayor nimero de metabolitos, algunos
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de los cuales no poseen actividad larvicida, como resultado en el EC-Et los metabolitos
bioactivos se encuentran en una menor concentracion, lo cual se ve reflejado en una

bioactividad menor en comparacion con F.DCM

La F.DCM mostré dos manchas azules al revelar la placa cromatogréfica con luz UV a
365nm, las cuales se intensifican al rociar la misma con KOH al 10% en etanol. Esto es
indicativo de la presencia de cumarinas en el tallo de la planta. Meira (2012) describe la
presencia de dos cumarinas, la 7-hidroxi-6-metoxicromen-2-nona (escopoletina) y la 7-
hidroxicromen-2-ona (umbeliferona) en el extracto de diclorometano de la planta de |I.
cairica. Es posible identificar estas cumarinas por su factor de retencién, (rf) de 0,25y 0,45
respectivamente (Hildebert y Sabine, 1996), los cuales estan dentro del rango obtenido en

esta investigacion.

La similitud en los tiempos de retencion de los picos de los patrones con los picos presentes
en el cromatograma de HPLC de la F.DCM, sugiere que las cumarinas corresponden a la
escopoletina y a la umbeliferona. Para comprobarlo se utilizé la técnica de HPLC-MS, donde
la masa molecular de las cumarinas concuerda con lo reportado en la literatura de 162,14
g/mol para la umbeliferona (Mercolini et al., 2013) y de 192,16 g/mol para la escopoletina
(Carpinella et al., 2005).

La evaluacion de la actividad larvicida de estas cumarinas fue negativa, sugiriendo que la
actividad larvicida podria estar relacionada con una actividad sinérgica de los componentes
de la F.DCM. Esta actividad larvicida de la F.DCM fue detectada a relativamente bajas
concentraciones, si se compara con otros estudios realizados (Murugan et al., 2012; Wang et
al., 2012). Un estudio in silico realizado por Rollinger et al ( 2004) sugiere que analogos de
escopoletina y su homologo glucosilado, la escopolina, sobresalen en un andlisis de cerca de
110000 moléculas estudiadas como posibles inhibidores del acetil colinesterasa (ACh)
(Rollinger et al., 2004), el cual es el mismo mecanismo de accién que presentan los
organofosforados como el Temefds, utilizado como larvicida en el control de vectores (Patar
etal., 2015)

Debido a la minuciosidad en el proceso de purificacion, asi como de los ensayos larvicidas

realizados, es posible afirmar que la actividad larvicida mostrada por los extractos y
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fracciones obtenidas de los tallos de I. cairica poseen una letalidad comparativamente alta
con respecto a otros extractos no volatiles de productos naturales evaluados contra larvas de
A. aegypti (Chariandy et al., 1999; Ferreira et al., 2006; Kishore et al., 2011). Asi mismo, no
fue posible atribuir la actividad larvicida a los compuestos puros aislados de las fracciones
activas, sino que, por el contrario, esta bioactividad podria ser atribuido a un efecto sinérgico
del conjunto de compuestos presentes tanto en el extracto en etanol como en la F.DCM, por
ello se sugiere realizar més estudios que permitan corroborar si la actividad observada esta

ligada a un sinergismo.
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Discusion General

El uso de extractos de plantas provee una alternativa natural para el control de vectores, que
para el caso del A. aegypti se da en las etapas méas tempranas de su ciclo de vida cuando se
encuentran como larvas. A pesar de esto es importante hacer notar que no cualquier extracto
de una planta es capaz de generar una actividad larvicida ya que esta se encuentra supeditada
tanto a la composicion quimica presente en el extracto como en la proporcion de los

metabolitos secundarios (Kishore et al., 2011b).

Es posible afirmar que el extracto de tallos de I. cairica (LCsg 0,0341 mg/mL) es sin duda el
que posee mayor actividad larvicida de todas las plantas evaluadas, siendo este valor una
octava parte del valor de LCso del extracto etandlico de las hojas de Z. setulosum (LCso 0,268
mg/mL), planta con la segunda mayor actividad larvicida detectada. Los tallos de I. cairica
(LCso 0,0341 mg/mL) son capaces de producir un extracto crudo en etanol con mayor
actividad larvicida que el mismo extracto crudo de las hojas de esta planta (LCso 0,121
mg/mL) siendo el valor de LCso del extracto de tallos una tercera parte del valor de LCso del

extracto etanolico de las hojas.

El fraccionamiento por CC en fase normal del extracto etandlico de tallos de I. cairica reveld
que la fraccion de diclorometano (F.DCM) es la méas activa de las cuatro obtenidas, con una
mortalidad del 100% cuando se ensaya a 100 mg/L. De la misma forma, el fraccionamiento
de F.DCM evidenci6 que la actividad larvicida desaparece al separar sus componentes en
tres fracciones por CCF-preparativa. Este resultado podria sugerir que no existe un dnico
responsable quimico de la actividad, sino que, por el contrario, el efecto sinérgico de los

constituyentes presente en la F.DCM seria el responsable de causar la actividad.

Dos de los componentes identificados de la F.DCM son la 7-hidroxi-6-metoxicromen-2-nona
(escopoletina) y la 7-hidroxicromen-2-ona (umbeliferona) se encuentran en cantidades
importantes dentro de la F.DCM. Su identificacién se realiz6 mediante la comparacion con
patrones utilizando tres técnicas distintas: CCF, HPLC-DAD vy espectroscopia de masas,
siendo los resultados consistentes con los obtenidos tanto para los patrones como para los

componentes de la muestra en sus distintas etapas de fraccionamiento. Ni la escopoletina ni
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la umbeliferona mostraron actividad larvicida por separado ni tampoco al mezclarlas entre si

en proporciones iguales.

Conclusiones Generales

e Las muestras estudiadas mostraron comportamientos muy diferentes entre si en
cuanto a su actividad larvicida. Esto debido a que algunas de ellas no presentan
actividad, otras presentan actividad solo en una parte de la planta y otras presentan

actividad larvicida en dos de las partes de la planta estudiadas.

e Los valores de LCso de las muestran mas promisorias presentan valores muy
diferentes entre si, siendo el de extractos etandlicos de I. cairica, tanto tallos como
hojas, los menores de todos.

e La I. cairica posee una actividad larvicida mas elevada que todas las muestras

evaluadas en este estudio.

e Los extractos de tallos de I. cairica poseen una actividad larvicida mayor que la

mostrada por extractos de las hojas bajo las mismas condiciones.

e El efecto larvicida mostrado por los tallos de I. cairica podria deberse a un efecto

sinérgico entre los metabolitos secundarios de la fraccion mas activa.
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Se confirma la presencia de dos metabolitos secundarios, la 7-hidroxi-6-
metoxicromen-2-nona (escopoletina) y la 7-hidroxicromen-2-ona (umbeliferona),
aislados e identificados de la fraccion mas activa. Los mismos son catalogadas como

cumarinas, segun lo reportado por Lima O y Braz-Filho en 1997.

Existe un alto potencial en I. cairica para su uso como insecticida ya que mostré

actividad larvicida a bajas concentraciones contra larvas de A. aegypti.

Recomendaciones Generales

Dado que al fraccionar los metabolitos secundarios presentes en la F.DCM se pierde
la actividad larvicida, se recomienda un estudio mas minucioso que permita
determinar si el efecto sinérgico mostrado por la F.DCM se puede mantener al utilizar

distintos metabolitos presentes en combinacion.

Se recomienda un estudio que evalle la especificidad de la toxicidad del extracto de

. cairica, con el fin de evitar afectar especies no blanco.
En aras de buscar una aplicabilidad, es posible utilizar el extracto alcohdlico crudo

de los tallos en su dosis diagnéstica que permita sustituir a los plaguicidas

comUnmente utilizados por uno de origen natural.
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