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RESUMEN

Las arbovirosis, transmitidas por Aedes aegypti, producen patologias que afectan
seriamente la poblacion mundial. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
larvicida de extractos etandlicos de Ruta chalepensis, Cymbopogon citratus, Annona
sp y Jatropha curcas en larvas L3- L4 de Ae. aegypti. Mediante ensayos tipo dosis-
respuesta se evalud la mortalidad de larvas de cepas Rockefeller y salvajes de San
Pedro y Central. La especie R. chalepensis fue la que presentd mejor actividad
larvicida con CL50 entre 161,4 y 215,0 mg/L (p >0,05), seguido por J. curcas con
valores de 217 y 229 mg/L (p >0,05), y por ultimo Annona sp con valores de 371,5 a
505 mg/L (p >0,05). Los valores de FR50 obtenidos para los extractos evaluados son
<3, indicando alto grado de susceptibilidad en cepas salvajes de Ae. aegypti.
Adicionalmente, mediante el uso de cromatografia liquida acoplado a espectrometria
de masas, se logré identificar compuestos alcaloides, cumarinas, flavonoides y

acetogeninas en los diferentes extractos etandlicos.

Palabras claves: -Aedes aegypti - Ruta chalepensis - Cymbopogon citratus - Annona
sp - Jatropha curcas -Larvicidas.
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ABSTRACT

Arboviruses, transmitted by Aedes aegypti, produce pathologies that seriously affect
the world population. The aim of this work was to evaluate the larvicidal activity of
ethanolic extracts of Ruta chalepensis, Cymbopogon citratus, Annona sp and
Jatropha curcas in L3-L4 larvae of Ae. aegypti. By means of dose-response type
tests, the mortality of larvae of Rockefeller and wild strains of San Pedro and Centra
was evaluated. The species R. chalepensis was the one that presented the best
larvicidal activity with LC50 between 161.4 and 215.0 mg / L (p> 0.05), followed by
J. curcas with values of 217 and 229 mg / L (p> 0.05), and finally Annona sp with
values from 371.5 to 505 mg / L (p> 0.05). The FR50 values obtained for the
evaluated extracts are <3, indicating a high degree of susceptibility in wild strains of
Ae. aegypti. Additionally, through the use of liquid chromatography coupled to mass
spectrometry, it was possible to identify alkaloid, coumarin, flavonoid and

acetogenin compounds in the different ethanolic extracts.

Keywords: -Aedes - Ruta chalepensis - Cymbopogon citratus - Annona sp -
Jatropha curcas -Larvicides.
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1.1 Introduccioén

El mosquito Aedes aegypti, Linneo, 1762, (Diptera, Culicidae), es un insecto
que actia como vector principal del virus del Dengue y otros arbovirus de
importancia clinica, la persistencia de estas enfermedades ocasiona grandes
problemas de salud publica a nivel mundial. Ante la falta de vacunas efectivas contra
estas patologias o bien la disponibilidad de las ya existentes, se opta por estrategias
dirigidas a la eliminacion de criaderos y/o el uso de insecticidas quimicos, siendo

esta ultima la més utilizada (1).

El uso frecuente de insecticidas quimicos, puede llevar al riesgo latente de desarrollo
de fendmenos de resistencia sobre poblaciones naturales de mosquitos, lo que
ocasiona que se aumente la dosis de aplicacion de estos compuestos, posibilitando asi

una posible contaminacién en el ambiente, con la acumulacion residuos toxicos (2).

Considerando estos aspectos, el uso de insecticidas de origen vegetal, representan
una buena alternativa para el control vectorial, accesible y con bajo costo de
produccién, varias familias de plantas poseen actividad insecticida reconocida, la
mayoria de plantas medicinales crecen con facilidad y son de disponibilidad
inmediata. Ademas, siendo los compuestos activos que de ellas se extraen
biodegradables, lo cual los hace mas amigables y sustentables con la naturaleza en

relacién a sus contrapartes sintéticas (3).

En nuestro pais, es frecuente el uso de insecticidas quimicos como estrategia de
control vectorial, pero ante el peligro de aparicion de resistencia incipiente en
algunas poblaciones naturales de Ae. aegypti, su utilizacion se veria afectada,
viéndose la necesidad de investigar nuevos compuestos que sean igualmente
efectivos, y que no hayan sido utilizados de manera prolongada como insecticidas,

para evitar el fenomeno de resistencia (3).

En el presente trabajo de investigacion, se evaluo la actividad larvicida que
presentaron extractos etanolicos de 4 especies de plantas, sobre ejemplares de Ae.

aegypti de la cepa Rockefeller, criada netamente en el laboratorio y que es utilizada

2



preferentemente en ensayos tipo dosis respuesta, como cepa de control susceptible.

Adicionalmente se evalu0 la respuesta en cepas salvajes de Ae. aegypti.

Los resultados obtenidos buscan demostrar que productos naturales extraidos a partir
de plantas presentes en el Paraguay, presentan componentes activos, para su uso
como alternativas de control de vectores, asi como, servir de base cientifica para
futuras investigaciones, ante la escasa informacion existente en relacion a esta linea

de estudio.
1.2 Biologia del vector

Ae. aegypti pasa por varias etapas para llegar a la forma adulta, la cuales son: huevo,
cuatro estadios larvarios, pupa y la madura (4).

Los huevos de Ae. aegypti son de aproximadamente 1 milimetro de largo, tienen
forma alargada parecida a un cigarro, las hembras los depositan en las paredes de
recipientes, por encima del nivel del agua. En condiciones de temperatura dptima
(25-30°C), una vez que se produzca el desarrollo embrionario completo eclosionan a
las 48 horas, soportan largos periodos de tiempo disecados, hasta aproximadamente 1

afio, y si vuelven a tener contacto con el agua siguen siendo viables para eclosionar

).

Las etapas de larva y pupa transcurren netamente en el agua, las larvas se alimentan
de materia orgéanica presente en el medio de desarrollo, estas tienen la cabeza
ovalada y la zona abdominal segmentada, poseen también un sifon lateral que les
permite respirar cuando se colocan en la superficie del agua (5). A continuacion, se

muestra un esquema de la estructura y morfologia larval de Ae. aegypti:



Cabeza

Toérax

Figura 1. Larva de mosquito Ae. aegypti tomado de PAHO 1986 (6).

Las larvas se diferencian en cuatro estadios larvales (L1-L4), el primero es cuando
emerge del huevo, en esta etapa las larvas (L1) son casi imperceptibles al ojo
humano, tanto la cabeza y térax son muy translucidos, después que se hayan
alimentado por uno o dos dias, pasan a L2, en esta etapa ya se pueden apreciar mejor,
ya que la cabeza y el térax ya son mas oscuros, y las larvas son de mayor tamario;
esto se va sucediendo hasta llegar a L4, si se dan las condiciones Optimas para el
desarrollo (comida y temperatura), el desarrollo de larva a pupa, dura

aproximadamente 5 dias, pero la media normal ronda entre 7 y 14 dias (7).

La siguiente etapa es la metamorfosis, para llegar a la etapa adulta del mosquito, se
pasa por un estado denominado pupa, estas ya no se alimentan, se diferencian de
otras especies, porque son bastante sensibles a estimulos externos, y son muy
moviles en el agua. En cuanto a morfologia, son parecidos a una “coma’, una vez

transcurridos uno a dos dias, ya emergen los mosquitos adultos (8).



El mosquito adulto posee un abdomen puntiagudo, presenta coloracion oscura y tiene
bandas de color blanco en las bases de los tarsos, esta caracteristica es la que la
diferencia de otras familias de mosquitos. Existe dimorfismo sexual en el adulto, se
puede diferenciar al macho, ya que presenta menor tamafio y mayor cantidad de
cerdas en las antenas, en comparacion a las hembras de esta especie, en la figura 2 se
pueden observar las diferencias existentes en ambos sexos, y una descripcion mas

detallada de las partes del mosquito adulto(figura 3) (8).

Hembra

Figura 2. Mosquito adulto de Ae. aegypti, macho y hembra. Imagen modificada de:
https://lwww.pinterest.es/pin/584482857860896312/.
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Figura 3. Fisionomia del mosquito adulto de Ae. aegypti. Imagen tomada de:
https://www.cdc.gov/mosquitoes/es/about/what-is-a-mosquito.html.

Los mosquitos adultos se alimentan principalmente de carbohidratos provenientes del
néctar de las plantas. Durante la ovoposicion, la hembra es capaz de alimentarse de
sangre, teniendo preferencia por la humana y ocasionalmente de animales.
Normalmente realizan las picaduras por las mafianas, pero también se menciona que

realizan esta actividad por las tardes, antes del anochecer (9).

Entre las 24 horas, después de haber emergido, ya son capaces de aparearse, esto
ocurre durante el vuelo de estos mosquitos, y una sola inseminacion ya puede
fertilizar a todos los huevos que desarrollan las hembras a lo largo de su vida. Las
hembras necesitan la ingestion de sangre para la ovoposicién, colocan sus huevos
sobre superficies sélidas, en lugares oscuros y a corta distancia del agua. Pasan

alrededor de 3 dias desde la ingestion de sangre y la ovoposicion (4).



El radio de vuelo de estos mosquitos, depende de algunos factores, ya que la media
de vuelo de las hembras es de entre los 50 y 100 metros, que pueden variar si no
encuentran en su entorno, los alimentos necesarios o bien los potenciales criaderos,
estos pueden migrar hasta una distancia aproximadamente de 3 kilémetros, en busca

de recursos (6).

En condiciones de laboratorio, los mosquitos adultos pueden sobrevivir hasta 6
meses, este periodo de vida es menor cuando se encuentran en condiciones naturales,
ya que influyen factores como cambios de temperatura, presencia de depredadores,
entre otros; aproximadamente la mitad de una poblacion natural de mosquito muere

en la primera semana, y la casi el 95% antes del primer mes de vida adulta (10).

Existen varios linajes de cepas de Ae. aegypti, criadas y mantenidas en laboratorios,
estas son utilizadas para ensayos bioldgicos, y son consideradas como cepas control
en las investigaciones cientificas. Una de la mas utilizada, es la cepa Rockefeller, qué
segun los registros, corresponde a un linaje de 130 afios, desde su primer
almacenamiento y reproduccion; no obstante, existen otras cepas de este vector, que
se han utilizado en diferentes trabajos, citando algunos como: Orlando, JHU (Jhons
Hopkins University), NIH (Universidad de Notre Dame) y Liverpool. Estas cepas se
diferencian en la procedencia de origen, pero, tienen en comdn un riguroso proceso
de seleccion y mejoramiento de colonias, siendo consideradas como controles en

trabajos de susceptibilidad (11).
1.3 Distribucién geografica

La dispersion del mosquito esta determinada por la necesidad de encontrar
fuentes de alimentacion cercanas, asi también como sitios propicios para la
ovoposicién. Algunos estudios indican que la presencia de recipientes en ciertos
lugares, es la determinante principal para que ocurra la dispersion de los mosquitos

de un sitio a otro (12).



Lo mencionada anteriormente, corresponde a un tipo de dispersion activa, pero
también existen dispersiones pasivas, mediante el transporte accidental de mosquitos
por medio del hombre, formas maduras o inmaduras presentes en cargas de barcos u
otro medio, propician la migracion de masiva de estos vectores a diferentes partes del
mundo(12).

Se cree que la principal via de entrada del mosquito al continente americano fue
mediante la contaminacion de depoésitos de agua en embarcaciones, esto tuvo lugar
en el siglo XIX, luego de la erradicacion de este vector en varios paises del
continente, se produjo una reinfestacion mediante mercancias contaminadas con

huevos de mosquitos (13).

El ancestro de la forma doméstica del mosquito Ae. aegypti habitaba la zona de
Africa subsahariana, estos insectos utilizaban el hueco de los arboles como criaderos
y las hembras adultas se alimentaban de sangre animal, estas especies ancestrales aln
se encuentran presentes, reconocida como la subespecie Ae. aegypti formosus, esta
presenta caracteristicas totalmente selvaticas (14).

Anterior a la formacion del desierto del Sahara, importantes tramos de lagos y
arroyos tenian lugar en este sitio, Ae. aegypti formosus poseia entonces un lugar
propicio para cumplir su ciclo de vida. EI proceso de sequia en esta zona conllevo al
aislamiento de estos insectos, con el pasar del tiempo y el aumento de la actividad
antropofilica, esta especie tuvo que adaptarse al cambio ambiental sufrido, utilizando
recipientes de agua como potenciales criaderos y la alimentacion de sangre humana

por parte de las hembras adultas (15).

Investigaciones de genomica poblacional de ancestros salvajes de Ae. aegypti
respaldan estas teorias de domesticacién, estudios recientes demuestran que especies
domésticas presentes en Asia y América provienen de Africa, donde se habrian
adaptado a la actividad humana y se extendié a diferentes partes del mundo(16)
.Mediante la actividad comercial de embarcaciones europeas hacia el continente
americano, y el desplazamiento de esclavos provenientes de Africa, se introdujo al

mosquito Ae. aegypti en el Nuevo mundo (17).



Algunos estudios sobre distribuciones globales de este vector, han concluido que la
temperatura es la condicion climatica mas determinante, en cuanto a la migracion y
establecimiento del mosquito; pero también, factores como indice de vegetacion y
urbanidad, inciden pero en menor magnitud (18). En un estudio sobre distribucion de
géneros de Aedes, Kraemer et al. 2015 elaboraron mapas geogréficos, donde se
indican areas, donde la temperatura es dptima para el desarrollo de este vector. A

continuacion, se muestra un mapa de distribucién global de las poblaciones de Ae.

aegypti, registrado en el mencionado trabajo (figura 4) (19).

Figura 4. Mapa de prediccion de la distribucion mundial de Ae aegypti, en rojo la
probabilidad de ocurrencia, y en azul la no ocurrencia. Kraemer et al. 2015.

Actualmente Ae. aegypti se distribuye en zonas tropicales y subtropicales de todo el
mundo, las condiciones ambientales de temperatura y humedad de estos lugares

favorecen el desarrollo de esta especie (20).



1.4 Trasmision viral

En el continente americano la transmision ocurre entre humanos y
mosquitos, en otros continentes como Africa o Asia la transmision también ocurre
entre animales y mosquitos, constituyéndose también en una zoonosis. Las hembras
adquieren el virus al ingerir sangre de personas infectadas, estos virus posteriormente
se concentran en gran cantidad en las glandulas salivales de los mosquitos (Periodo
extrinseco de incubacién PEI), y una vez que vuelvan a alimentarse trasmiten el virus

a otras personas (15).

Las personas al infectarse con el virus, pasan por un periodo denominado PII
(Periodo intrinseco de incubacion) de aproximadamente 5 dias, y posteriormente la
aparicion de sintomas caracteristicos, donde la concentracion del virus en la sangre
en bastante alta (figura 5). La eficacia de infectividad del vector, depende de PEI y

Pll, y factores ambientales como la temperatura (21).

Durante el ciclo gonadotréfico de Ae. aegypti, puede picar varias veces, entonces se
encuentra en contacto con varios hosperadores. Si un mosquito realiza varias
picaduras sobre la misma persona, se aumenta la carga viral con que se infecta a esta

persona, aumentando de esa manera la transmision de arbovirosis (22).

VIREMICO SUSCEPTIBLE INFECTADO  VIREMICO INMUNE
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Figura 5. Ciclo de infeccién de arbovirosis por Ae. aegypti. Carbajo, A. 2003 (23).
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1.5 Arbovirosis
Zika

Es una enfermedad que presenta tropismo cutaneo, hasta el momento no se
reportaron casos de fiebre hemorragica y fatalidad, pero se ha vinculado a
complicaciones neurolodgicas; los sintomas como la fiebre, cefalea, conjuntivitis y
erupcion cutanea, son las manifestaciones clinicas mas, este virus origina del
sindrome de Guillain- Barré en las personas adultas, y causante de microcefalia en
recién nacidos (24).

El virus Zika (ZIKV), es del Flavivirus, fue aislado por primera vez de un mono
denominado Rhesus, y posteriormente del mosquito Aedes africanus, en 1954 se
detecto el primer caso de Zika en humanos en Nigeria, desde entonces los casos de
esta enfermedad se centran mayormente en Africa y Asia, sin embargo, en 2015 se
registrd la trasmision viral en el nordeste de Brasil, seguido por su propagacion a
otras zonas de este pais y otros 48 paises del continente. El ZIKV puede transmitirse
de forma sexual, pero la via vectorial por picadura de mosquitos sigue siendo la mas

importante, y de mayor propagacion (25,26).
Chikungunya

El virus chikungunya (CHIKYV), pertenece al género Alphavirus, en 1953 fue aislado
por primera vez en humanos en Tanzania, entre los afios 1960-1970, se produjeron
los primeros brotes registrados en Africa y Asia, luego de un largo de periodo de
tiempo sin que se registren nuevos casos, para el 2005 se detectd una nueva variante

del CHIKV, que produjo pequefios brotes en el sudeste asiatico (27).

En el afio 2013 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), recibe la notificacion de
los primeros casos autoctono de CHIKV en el continente americano, actualmente la

cifra de casos sospechosos es de aproximadamente 1.7 millones de personas (28).

11



Fiebre Amarilla

El virus de la Fiebre amarilla (FV), pertenece al género Flavivirus, produce una
enfermedad aguda hemorragica, y es transmitido por mosquitos de los géneros
Aedes, Haemagogus o0 Sabethes, casi el 90% de los casos reportados a nivel mundial
son provenientes de Africa, 34 paises de este continente son considerados endémicos,
asi también, 10 paises del continente americano, a pesar de la existencia de una
vacuna desde 1930, sigue siendo un problema de salud publica en todos los paises
del mundo, donde se encuentra presente el vector y las condiciones de
transmisibilidad (29).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), informa que en la actualidad
existe gran transmision selvatica, en paises como, Brasil, Argentina, Venezuela y
Colombia. En nuestro pais se habian registrado casos autdctonos de la enfermedad en
2008, luego de maés de 100 afios sin la presencia de la enfermedad, esto preocupé a
las autoridades locales, que emplearon estrategias para evitar una epidemia en
nuestro pais, que consistia principalmente en control vectorial, ante la gran densidad
de mosquitos transmisores, y programas de vacunacion. A pesar que no se registran
casos nuevos hasta la fecha, sigue estando latente el peligro de un nuevo brote en

nuestro pais (30).
Dengue

El virus causante de la enfermedad Dengue presenta 4 serotipos (DENV1-4),
principalmente es transmitido por el mosquito Ae. aegypti. La mayoria de los casos
de esta enfermedad son asintomaticos, pero también, pueden presentarse cuadros mas

graves como el dengue grave (DG) o el sindrome de Shock por Dengue (SSD) (31).

Se ha incrementado la incidencia de esta enfermedad en los Gltimos afios, segun
datos presentados por la OMS, para el 2015 se tenian 3.2 millones de casos de
notificados, sin embargo, se estima que el nimero de infectados puede ser mucho

mayor, llegando a 390 millones de infecciones por afio a nivel mundial (20).
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Los primeros brotes importante de Dengue en el continente americano, tuvieron
lugar en el siglo 19, en sitios que presentaban gran movimiento comercial en puertos,
como ciudades del Caribe, Centro - Norteamérica, y Sudamérica (32). En el afio
1818, en Perd, ocurrio un brote importante de Dengue, afectando a
aproximadamente 50000 personas; entre 1827 — 1828, se reportaron brotes de gran
magnitud, en zonas del Caribe y el Golfo de Meéxico, estos brotes fueron
esparciéndose, llegando a Cuba, Colombia, Venezuela, ciudades del Sur de EEUU y
México (33).

Una de las primeras iniciativas para el control vectorial de Ae. aegypti, tuvo lugar en
Cuba en 1901, impulsado por la teoria de que este mosquito era el vector del Dengue
como de la fiebre amarilla; otros paises también ejecutaron programas enfocados a la
eliminacioén del vector, como el caso de Brasil en 1903, utilizando principalmente la

fumigacion y la destruccion de criaderos (34).

En 1940, la OPS, tomé la iniciativa para la instalacién de programas de control
vectorial, a escala del continente americano, el descubrimiento del dicloro difenil
tricloroetano (DDT), y su posterior uso en fumigaciones, fue la principal estrategia
utilizada para la eliminacion del mosquito. Esta organizacion, trabajo en conjunto
con muchos paises del continente, proporcionando equipos y personales humanos,
esta campafia contribuy6 a que para el afio 1962, 18 paises de América, fueran

declarados libres del mosquito Ae. aegypti (1).
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Lastimosamente, todo lo logrado hasta la fecha mencionada anteriormente, fue
decayendo rapidamente, varios son los factores que desencadenaron estos
acontecimientos, como la falta de seguimiento de estos programas de control, el
répido crecimiento urbano, la expansion del comercio y transporte, y la progresiva
aparicion de resistencia a insecticidas que se estaban utilizando en ese momento.
Ante lo mencionado anteriormente, hubo una reinfestacion en los paises que se
habian declarado libres del vector, a partir de la década de los 80, se empez0 a notar
un rapido y creciente aumento de las notificaciones de casos sospechosos de Dengue
en la region, como el caso de Brasil, donde en 1986, en Rio de Janeiro se habian
detectado casos nuevos, y ocurrié una rapida diseminacion de la enfermedad en otras
zonas del pais. También, entre los afios 1987-1990, se habian detectado casos nuevos

en paises como Bolivia, Paraguay, Ecuador y Per0 (35).

En el Paraguay, en el afio 2000, se reportaron aproximadamente 25000 casos, luego
de 10 afios de la dltima vez que se habian notificado casos, desde la primera
epidemia de Dengue, en el afio 1990. Para el afio 2006, acontecio otro gran brote de
esta enfermedad, donde se habrian reportado 4200 casos, y para el siguiente afio,
25021 casos fueron reportados, con 13 decesos confirmados, siendo los
Departamentos Central, Alto Parana, Cordillera y Guaira, los mas afectados; para el
2013, se reportaron 145429 casos, constituyendo la tercera gran epidemia que tuvo
lugar en nuestro pais. Para lo que fue el periodo 2020, desde enero hasta junio se
confirmaron aproximadamente mas de 50000 casos (Figura 6), estas cifras nos
indican un déficit en el control vectorial y el constante aumento de las infecciones
por afio (36,37).

1.6 Métodos de control vectorial

En los afios 1946-1963 se iniciaban en el continente americano actividades
destinadas a la eliminacion del vector, para el afio 1962 se habia logrado la
erradicacion de Ae. aegypti en 18 paises, la paulatina disminucion de los programas
de control y el desinterés general, ocasion6 en 1991 la reinfestacién en la mayoria de

los paises donde la eliminacién fue exitosa (36).
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La principal causa de la reinfestacion de vectores, fue la resistencia que adquirieron
los mosquitos frente a los insecticidas quimicos, como los organofosforados y
carbamatos (38) Debido a esta situacion, la utilizacion de insecticidas para controlar
vectores se encuentra regida por la Regulacion Internacional de Salud (IHR), que
define el uso seguro de procedimientos con insecticidas, lo cual se encuentra en el
documento IHR, parte 1, articulo 1 (39). Por otra parte, la OMS cuenta con modelos
de posibles riesgos, debido a que los insecticidas pueden afectar a otros organismos
diferentes al que se desea controlar. En base a esto, existen reportes previos de
efectos de compuestos organofosforados que afectaron a poblaciones de aves en
Argentina (1995), donde se envenenaron de forma indirecta a més de 5000

especimenes (2).

En nuestro pais, actualmente existen politicas de salud enfocadas a la prevencion de
enfermedades de transmision vectorial que mantienen en alerta a las poblaciones
mediante ordenanzas departamentales, municipales que se llevan a cabo en conjunto
con el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (MSPBS), sin embargo,
algunos factores como insuficiencia para la cobertura, aplicacion errada de
procedimientos por desconocimiento o falta de datos especificos, hace complicada la

aplicacion exitosa de las medidas de prevenciéon (40).

En Paraguay, al igual que en otros paises de Latinoamérica, es frecuente la
utilizacion de insecticidas quimicos para el control vectorial, como por ejemplo los
larvicidas del grupo de los organofosforados (OF), tal como Temefos® utilizados por
su efectiva capacidad larvicida y por su baja toxicidad en animales domésticos y
personas. Sin embargo, el problema de su uso es la aparicion de resistencia en
insectos, el Servicio Nacional de Erradicacién del Paludismo (SENEPA) es el
organismo encargado de realizar la vigilancia y control del mosquito Ae. aegypti,

mediante el programa nacional de control vectorial del dengue (41).

El mecanismo de accién del insecticida es un fenémeno variable, aun cuando una
misma especie sea sometida a distintas concentraciones del producto. EI monitoreo
constante del uso de insecticidas, es una necesidad para cualquier programa de

control de vectores (42).
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1.7 Resistencia a insecticidas

La resistencia a determinadas sustancias, es la capacidad que poseen los vectores, a
soportar ciertas dosis, que a la poblacion normal le seria tdxica. Esta capacidad
adquirida, no se desarrolla a la misma velocidad en todas las poblaciones de insectos,
ya que dependen de diversos mecanismos, por ello, las nuevas estrategias para evitar
la resistencia, es la blasqueda de compuestos que se puedan utilizar de manera
indefinida. Actualmente los insecticidas mas utilizados son los OF y los piretroides,
estos compuestos pueden atacar a los insectos, por vias de contacto, respiratorio y/o

ingestion oral (43).

Los OF, fueron desplazando a los organoclorados (OC) en el uso en control de
plagas; los primeros a bajas dosis no dejaban residuos toxicos que persistian por
largo tiempo en el ambiente, y no eran toxicos para personas o animales domésticos.
Siendo, el Temefos®, el méas utilizado actualmente para el control vectorial de Ae.

aegypti, por su alta capacidad larvicida (44).

El principal mecanismo de los OF, es el bloqueo de impulsos nerviosos, ya que son
analogos de la Acetilcolina, inhibiendo de esa forma a la enzima sinaptica
Acetilcolinesterasa (Ache), formando enlaces covalentes con la enzima fosforilada,
esto genera una efecto negativo en la capacidad neuromotora de las larvas,

ocasionando mortalidad en las mismas (38).

Se reportaron que ciertas especies de mosquitos como los pertenecientes a los
géneros Culex y Aedes, presentan cambios conformacionales de la enzima Ache, lo
cual le confiere resistencia, entonces la enzima disminuye la afinidad por los OF
(45,46). Otro mecanismo, importante de resistencia, es la produccion de esterasas,
frente a estimulos como la presencia de grandes concentraciones de OF,

favoreciendo la mayor degradacion de este tipo de compuestos (47).

Otro compuesto bastante utilizado hoy en dia es el piriproxifeno, es un regulador de
crecimiento en insectos, presenta mimetismo molecular con una hormona juvenil,

pertenece al grupo de piridinas, afectan el crecimiento normal de varias especies de
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artrépodos, asi también la metamorfosis y la emergencia de adultos en el caso de los
mosquitos (48).

Si bien, no es muy claro ain el mecanismo que utilizan los insectos para generar
resistencia contra piriproxifeno, se ha observado que en cepas resistentes se
encuentran elevados los niveles de citocromo P450 y Glutatién S-transferasa (GTS),
si bien estas enzimas actuan en el metabolismo de piretroides, el piriproxifeno
también puede ser un sustrato para este mecanismo, existe por ello, la hipdtesis de
que actuan en forma sinérgica para disminuir la sensibilidad a este insecticida (49).

Se han reportado insectos que presentan resistencia a piriproxifeno, un estudio habria
reportado que una especie de hemiptero presentaba niveles altos de P450 y GST, por
el uso periddico de este insecticida en campos agricolas (50). Otro trabajo reciente,
donde se realizaron pruebas de susceptibilidad en poblaciones salvajes de Ae. aegypti
en Brasil, reportaron resistencia incipiente a piriproxifeno, esto es bastante
preocupante ya que en este pais se empez0 a utilizar este compuesto a partir del 2016
(51).

En un estudio realizado en Brasil, se evaluo el estado de resistencia a Temefos® en
poblaciones salvajes de Ae. aegypti, durante el periodo de 2005-2011, el cual se
evidencio que la resistencia a este insecticida fue aumentando progresivamente con
el tiempo, tanto en larvas como adultos; por lo cual Temefos® ya no fue considerado

como primera opcion para uso en control vectorial en el Brasil (52).

En Paraguay, existen pocos estudios sobre el perfil de resistencia a insecticidas, una
investigacion donde se evalud la susceptibilidad de poblaciones de Ae. aegypti
provenientes de Ciudad del Este del dpto. de Alto Parand, frente Temefos®,
reportaron resistencia incipiente en larvas de este vector (53); estos resultados abren
la posibilidad de que la resistencia a este OF esto podria aumentar progresivamente
con el tiempo, considerando que el larvicida Temefos® se usa en nuestro pais desde

1991, de manera casi ininterrumpida.
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1.8 Alternativas para el control vectorial

Ante la problematica que se origina por el uso de insecticidas quimicos, se orientaron
varios estudios en la busqueda de sustancias de origen natural, proveniente de
plantas. En Latinoamérica se realizaron varios trabajos evaluando la actividad
larvicida de plantas sobre insectos, siendo la especie de mosquito Ae. aegypti, la méas
estudiada. Las familias de plantas como: Asteraceae, Lamiaceae, Euphorbiaceae y
Annonaceae; poseen reconocida accion larvicida probadas mediante moléculas

bioactivas que se obtienen a partir de sus extractos (54).

Normalmente para definir la actividad insecticida de un nuevo compuesto, como
extractos vegetales o aceites esenciales, se determinan las concentraciones que son
letales, es decir, las concentraciones que generen mortalidad en una poblacion de
estudio, los valores que normalmente se determinan son la CL50 y CL90, que son
concentraciones de compuestos que generan 50 y 90% de mortalidad
respectivamente, estos se obtienen de ensayos tipo dosis respuesta, donde se definen
las lineas de mortalidad en insectos (54).

Se han reportado cerca de 150 especies de plantas con actividad insecticida sobre
diferentes especies de mosquitos objeto de control, estadio larvario utilizado, valores
de concentraciones letales y tipos de solventes empleados. De este grupo se han
registrado varias especies de plantas con actividad larvicida, de las cuales mas del

60% poseen una significativa potencialidad (55).

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos defensivos contra amenazas
externas, como el caso de insectos 0 microorganismos, estos mecanismos incluyen la
secrecion de enzimas protectoras, o bien el mejoramiento de barreras, como la pared
celular, pero, la caracteristica mas interesante, es la produccion de metabolitos
secundarios; estos compuestos de bajo peso molecular, ademas de poseer capacidad
antimicrobiana y/o insecticida, estan implicados en varios procesos vitales para las
plantas, como la adaptacion a un nuevo ambiente, reproduccién, entre muchos otros
(figura 6) (56).
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Figura 6. Esquema de funciones protectoras de metabolitos en plantas. Sepulveda et al. 2003 (56)

Se conocen en la actualidad casi 20.000 metabolitos secundarios, como forma de
clasificacion general se separan en dos grandes grupos, que son los nitrogenados
(alcaloides, glucésidos cianogénicos) y los no nitrogenados (terpenoides,
poliacetilenos, policétidos y fenoles). La inmensa variedad que existe de compuestos,
se debe a modificaciones en una estructura base, como hidroxilaciones, metilaciones,

sustituciones, entre muchas otras sustituciones quimicas posibles (3).

Algunos grupos de compuestos, como fenoles y terpernoides, fueron los mas
estudiados, por presentar una gran cantidad de funciones especificas, de interés

cientifico.

Terpenoides: son también conocidos como isoprenoides, en este grupo de
compuestos se encuentran una infinidad de estructuras, tiene como base al 2-
metilbutona-1,3 dieno. Se encuentran en gran cantidad en aceites esenciales de varias
especies de plantas, le proveen un olor caracteristico, y es comun encontrar iSOmeros

en estos extractos (figura 7) (57).

19



Structural isomers Positional isomers Geometrical isomers

o TR TG

Myrcene p-Pinene Carvacrol Thymol Geraniol Nerol
Conformational isomers Stereoisomers
(-)-Menthol (-)-Menthol ,/-*\
chair form boat form
S-(+)-carvone R-(-)-carvone

Figura 7. Estructuras de diferentes isomeros de terpenoides. Ludwiczuk et al. 2017 (57)

Este grupo de compuestos tienen la caracteristica, de presentar una gran variedad de
actividad biologica, como pueden ser la actividad antimicrobial, se conocen una
variedad de terpenoides que son capaces de actuar contra bacterias gran
negativas/positivas, algunos que se pueden nombrar de este grupo son el thymol y

carvacrol, que ademas presentan capacidad antiinflamatoria y antimicotica (57).

En cuanto a actividad antivectorial, especificamente contra Ae. aegypti, terpenoides
como aletrina y carvona, obtenido de aceites esenciales de plantas presentaron efecto
repelente en adultos (58). En estudios con larvas, compuestos obtenido de plantas,
como el limoneno, transatenol y terpineno, demostraron buena actividad larvicida,
ademas de presentar acciones sinérgicas, cuando se combinaban para realizar el
mismo efecto (59).

Familias de plantas como Euphorbiaceae y Poaceae, poseen reconocida capacidad
insecticida, géneros como Jatropha y Cymbopogon, demostraron ser efectivos
larvicidas y adulticidas contra Culex y Aedes, esto se debe en gran parte, por la gran
cantidad de compuestos terpenoides presentes en extractos con distintos solventes
(60,61).
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Fenoles: estos compuestos, al igual que los terpenoides corresponden a otro grupo
extenso de metabolitos secundarios, presentes en varias especies vegetales, presentan
tanto estructuras sencillas o complejas, y dependiendo de su abundancia en plantas,

estas pueden tener diversas y especificas actividades bioldgica (figura 8) (62).
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Figura 8. Compuestos fenoélicos encontrados en plantas. Aldred 2009 (62)
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Compuestos como quinonas, cumarinas y flavonoides, son grupos de compuestos
que exhiben diferentes capacidades, como pueden ser accion antitumoral,
antiinflamatorio, antimicrobial, antiparasitario, entre muchas otras funciones,
representan un grupo extenso de compuestos fendlicos, la produccion de los mismos
por las plantas dependen de diversos factores, como son los ambientales o bien la

presencia constante de organismos que representen algun peligro (62).

Estudios con extractos y aceites esenciales, de especies de la famila Rutaceae,
demostraron que presentaban actividad larvicida contra Ae. aegypti, se determind
que esta capacidad se debia a la gran cantidad de compuestos fendlicos como las
quinonas (60,63). Otra familia de plantas, como la Rhamnaceae, también presenta
compuestos fendlicos con capacidad larvicida, asi como la disminucion de eclosion

de huevos de Ae. aegypti en condiciones normales (64).

Alcaloides: se conocen aproximadamente 12.000 estructuras diferentes que son parte
de este grupo de compuestos, gran parte de los mismo se encuentran en forma natural
en plantas, se diferencian por la presencia de un atomo de nitrégeno en alguna parte
de la base estructural, de esa forma se pueden clasificar dentro de un mismo grupo de

compuesto parecidos (figura 9) (65).

O CHa

NH />
0)\;1 N

CH;

MeO

Morphine Strychnine Quinine Caffeine

Fig. 9. Principales alcaloides descubiertos con actividad biolégica. O’Connor 2010.

Se han aislado compuestos alcaloide de tallos de Maytenus oblongata, que
presentaban actividad contra larvas de Ae. aegypti, aislados de extractos de acetato
de etilo (66), también se han reportado que compuestos como limonina y evodol,
presentaron efectos larvicidas, estos se detectaron en extractos de plantas de la

familia Rutaceae, con la utilizacion de solventes organicos (67).

22



Se ha realizado un trabajo con plantas presentes cultivadas en nuestro pais, especies
como Annona muricata y Zanthoxylum chiloperone, presentaron buena actividad
larvicida contra larvas de Ae. aegypti, estas cepas de mosquitos se habian recolectado
de zonas de Asuncion y Gran Asuncion, siendo el Unico antecedente encontrado de
productos naturales a partir de plantas con posible potencial antivectorial (68). Si
bien este trabajo es un buen antecedente de que productos naturales locales, pueden
ser efectivos contra vectores de poblaciones de importancia epidemioldgica en
nuestro pais, se necesita de mayor informacién para que puedan ser una opcion como

estrategia de eliminacion de estos insectos.

Ante todo, lo expuesto anteriormente, se propuso la realizacion del presente trabajo,
que tuvo por objetivo evaluar la capacidad larvicida de extractos etanolicos de Ruta
chalepensis, Cymbopogon citratus, Annona sp y Jatropha curcas en Ae. aegypti, para
lo cual se propuso la realizacion de ensayos biologicos con larvas de los estadios L3
ylo L4 y diferentes concentraciones de extractos vegetales para determinacion de
concentraciones letales CL50 y CL90. Para lograr este objetivo se utilizd la cepa
Rockefeller del mosquito Ae. aegypti, esta es una cepa susceptible de referencia
internacional, se utiliza para ensayos de mortalidad en bioensayos tipo dosis
respuesta, se comparan sus resultados con las poblaciones salvajes de Ae. aegypti que
son capturadas de su ambiente natural, exponiéndolas a diferentes concentraciones de

extractos etanolicos de las plantas mencionadas.

Se espera que nuestros resultados representen una informacién completa, sobre el
efecto y composiciéon de distintas especies de plantas locales, estas son de facil
acceso, y con metodologias de extraccién sencillas, se pueden aprovechar de buena
manera los compuestos que presentan actividades bioldgicas. Los datos generados
con este trabajo de tesis serian de gran interés, ante la escasa informacion existente
sobre los efectos de productos naturales contra poblaciones naturales de Ae. aegypti,

presentes en nuestro pais.
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I1. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general

o Evaluar la actividad larvicida de extractos etanolicos de Ruta
chalepensis, Cymbopogon citratus, Annona sp y Jatropha curcas sobre larvas de las

cepas salvajes y la cepa Rockefeller de Ae. aegypti.

2.2 Especificos:

. Establecer la linea de dosis respuesta de la cepa susceptible y salvaje
de Ae. aegypti expuestas a diferentes concentraciones de extractos vegetales

o Determinar las concentraciones letales CL50 y CL90 con extractos
vegetales sobre cepas Salvajes y Rockefeller de Ae. aegypti

o Determinar el factor de resistencia FR50 de los diferentes extractos
estudiados sobre las cepas Salvajes de Ae. aegypti

. Establecer el perfil cromatografico de las especies vegetales con

mayor actividad larvicida mediante métodos cualitativos

2.3 Hipotesis

2.3.1 Hipotesis nula: El uso de diferentes concentraciones de extractos

vegetales no se correlaciona al aumento de la mortalidad de larvas.

2.3.2 Hipdtesis alternativa: ElI uso de diferentes concentraciones de

extractos vegetales se correlaciona al aumento de la mortalidad de larvas.
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I1l. METODOLOGIA
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3.1 Disenio:

Experimental, empleando ensayos bioldgicos de tipo dosis respuesta en fase larval de
Ae. aegypti.

3.2 Muestras de estudio:

Larvas del tercer (L3) y cuarto (L4) estadio de Ae. aegypti, cepa salvaje (poblaciones
naturales), criadas a partir de huevos que fueron colectados de areas endémicas de
los departamentos Central y San Pedro, y mantenidas bajo condiciones controladas
de temperatura y humedad en el Laboratorio del Insectario del Dpto. de Medicina

Tropical del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud.

Larvas L3 y L4 de Ae. aegypti, cepa de referencia Rockefeller, cuyos ejemplares se
encuentran en el Insectario del Departamento de Medicina Tropical del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud y fueron criados bajo condiciones
controladas de laboratorio, como son el mantenimiento de la humedad relativa y la

temperatura adecuada.

Las larvas usadas en este trabajo, se mantuvieron a una temperatura de 24- 28°C y
una humedad relativa de 75-80%, en bandejas de plastico (39 x 26 x 6 cm), evitando
la contaminacidn con otros insectos mediante el sellado de las mismas, y realizando
el recambio del agua de cria diariamente, para evitar la formacién de hongos, estas se
almacenaron hasta su posterior uso en los ensayos biolégicos.

Se excluyeron aquellos insectos:

Que sean de otras especies de mosquitos, estadios larvales diferentes a L3 y L4, y/o

larvas que se presenten muertas.
3.3 Tipo de muestreo:

No probabilistico por conveniencia, debido a que el muestreo consistié en

seleccionar una casa cada 100 metros, donde fueron colocadas las ovitrampas, segun
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se haya determinado un micro ecotopo adecuado para el crecimiento de las larvas de

los mosquitos.
3.4 Area de estudio:

Se seleccionaron las siguientes areas de estudio para la colecta huevos de
poblaciones salvajes de Ae. aegypti: Barrio Primavera (Luque) y Barrio Mariscal
Lopez (Santani). Los mismos se seleccionaron en base a la elevada densidad larval
que se presenta en los departamentos Central y San Pedro, segun reportes realizados
por SENEPA, respecto a proporcién de criaderos positivos de Ae. aegypti por zonas

(Ubicacion de sitios de muestreo en Anexo 1) (69).

Las zonas de muestreo corresponden a los departamentos de Central (Luque) y San
Pedro (Santani), ambos sitios son urbanizados, donde existe considerable
movimiento comercial, y desplazamiento de personas, en ambos lugares se
encontraron criaderos potenciales, en terrenos baldios, donde la contaminacién con
recipientes de plastico y otros materiales incrementa el riesgo latente de mayor

densidad vectorial.
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3.5 Trabajo de campo

3.6 Recoleccion de muestra:

Se seleccionaron 30 casas por barrio, donde se colocaron dos ovitrampas (ver Anexo
2) por casa, en lugares humedos y oscuros en el exterior de las mismas. Se tuvo en
cuenta una distancia de 100 metros entre cada vivienda, esto segin recomendaciones
establecidas por estudios de vigilancia de Ae. aegypti realizado en diferentes
municipios en Brasil (70). La instalacion de ovitrampas se realiz6 una vez obtenida
la autorizacion por parte de los propietarios de las viviendas (Anexo 3). Las
ovitrampas consistieron en planteras pequefias que contenian agua y tres paletas de
madera rugosa para facilitar la adherencia de los huevos. Una vez transcurridos 7
dias de la colocacion de ovitrampas, se procedio a su recoleccion y traslado de los
huevos obtenidos al laboratorio del Insectario del Dpto. de Medicina tropical del

IICS, UNA, para la cria y obtencidn de colonias parentales de cada barrio.

3.7 Material vegetal y obtencion de extractos etandlicos:

Las especies de plantas seleccionadas: Ruta chalepensis (ruda), Cymbopogon citratus
(cedron kapi’i), Annona sp. (chirimoya) y Jatropha curcas (pifion manso); se
obtuvieron de un vivero, ubicado en las inmediaciones del mercado municipal de la
ciudad de San Estanislado, del Dpto de San Pedro (-24.671859122267545, -
56.449041541767926). Estas plantas fueron colectadas en abril del 2019. Los

organos vegetales utilizados fueron: tallos y hojas.

La identificacion taxondmica fue realizada por la jefa del Herbario Historico de la
Sociedad Cientifica del Paraguay, los datos de la identificacién y descripcion de

plantas se encuentran en Anexo 4.

Una vez obtenido el material vegetal, se procedié al secado de los drganos
seleccionados, posteriormente se pulverizaron hasta la obtencion de un polvo fino,
este Ultimo se dejo en etanol al 98% durante 24 horas, transcurrido este tiempo se

procedio a realizar una filtracion al vacio, el filtrado posteriormente se concentro con
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un rotavapor, obteniendo el extracto crudo, este se almacené en frascos opacos hasta
su uso en bioensayos. El protocolo para obtencién de extractos etandlicos esta
detallado en el Anexo 5 (28).

3.8 Trabajo de Laboratorio

El trabajo de laboratorio se realizé en forma conjunta en el laboratorio del Insectario-
IICS y el laboratorio de Fitoquimica- FCQ, para lo cual se contdé con un acuerdo
entre las instituciones para la realizacion de las actividades propuestas en el marco

del programa de la maestria que fue desarrollado en cada departamento (Anexo 6).

3.9 Metodologia de obtencion de mosquitos Ae. aegypti, estadios L3y L4 a partir
de la colonia de laboratorio.

Los huevos colectados de las salidas de campo, se hidrataron para la obtencién de
larvas, estas se mantenian a 25°C, y se alimentaban cada 2 dias con 0,5g de comida
para gato (purina Whiskas®), se desarrollaron hasta el estado de pupa, estas fueron
separadas y colocadas en jaulas para cria de mosquitos, transcurridas
aproximadamente 48 horas fueron emergiendo los mosquitos adultos, estas jaulas son
de aproximadamente 30.5 cm?, tienen la capacidad para albergar aproximadamente
500 mosquitos adultos. Los insectos fueron alimentados con agua azucarada al 10%,

hasta el momento de la alimentacion sanguinea con ratones.

Para la alimentacion sanguinea se utilizaron ratones albinos (BALB/c Mus
musculus), los cuales fueron inmovilizados con una pequefia dosis de anestesia
(ketagal 0,2mL/kg) y de analgésico (xilagal 0,15 mL/kg), aplicados en simultaneo
por via intramuscular, una vez inmovilizados fueron colocados sobre las jaulas por
un periodo de 10 a 15 minutos, repitiendo al dia siguiente para lograr la alimentacion
completa de los mosquitos adultos. Este procedimiento se realizé para lograr la
ovoposicion de las hembras, los huevos que eran obtenidos de esta fecundacion ya
correspondieron a la primera generacion de mosquitos criados a partir de los
parentales de campo (Filial 1 o F1), estos se almacenaron a 22-23°C para Su uso
posterior en los bioensayos. Protocolo detallado en el Anexo 7.
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3.10 Pre test con larvas L3y L4

Para poder conocer el rango de concentraciones efectivas de cada extracto, se realizo
un pre ensayo, para lo cual se siguieron las recomendaciones de la OMS (71). Para
ello se hidrataron los huevos F1, obtenidos segun el procedimiento citado en la
seccidn anterior, los mosquitos se dejaron crecer en la colonia hasta el estadio larval
de L3y L4.

Una vez seleccionadas las larvas, se separaron en grupos de 20 larvas, cada vaso de
ensayo contenia 20 larvas y un volumen final de 100mL de agua con y sin extracto.
Para conseguir la concentracion de extracto necesario, se fueron realizando las
diferentes diluciones a partir de la soluciébn madre (10.000 mg/L), llegando a
volumen final con agua. Se utilizaron 5 concentraciones de cada extracto (Anexo 8),
para lograr una mortalidad de larvas del 1 al 99 %. Los ensayos fueron realizados por
triplicado, en tres dias distintos, para minimizar cualquier tipo de error sistematico
que pudo ocurrir en las pruebas. La N total utilizada fue de 900 larvas por cada
extracto vegetal testado.

Se utiliz6 como control negativo, el solvente de resuspension (Etanol:Agua 1:1),
realizado con las mismas condiciones de ensayo citadas anteriormente. Este control
se realiz6 de forma paralela al pre test con los diferentes extractos vegetales

ensayados.

Una vez que se colocaron las diferentes diluciones de extractos en cada vaso de
ensayo, las larvas tuvieron una exposicion de 24 horas, pasado este periodo de
tiempo se calcularon los porcentajes de mortalidad para cada concentracion de
extracto. Segun las indicaciones de la OMS, las larvas se consideraron muertas
cuando ya no presentaban movilidad luego de un pequefio estimulo fisico (gj.: ligeros
toques con pipeta Pasteur). La mortalidad observada con el control negativo, fue
corregida (de ser necesario) mediante la formula de Abbott (seccion 3.16). De la
misma manera, si el control negativo utilizado presenté un porcentaje de mortalidad
superior a 10, se descarto el ensayo y ya no siguio con el andlisis de dosis repuesta,

esto se considerd siguiendo las recomendaciones de la OMS (71).
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Este procedimiento se realizo para las cepas Rockefeller y las cepas naturales de

campo (Central y San Pedro), los resultados del Pre test se muestran en Anexo 8.

3.11 Ensayos bioldgicos de dosis respuesta con larvas de Ae. aegypti

Para los ensayos dosis-respuesta se utilizaron 8 concentraciones de cada extracto del
vegetal (Ruda, Cedron kapi’i, Chirimoya y Pifibn manso). El rango de
concentraciones se definio segun los resultados de pre test, detallado anteriormente.

El ndmero de larvas, control negativo, numero de réplicas de ensayo,
recomendaciones, calculo de mortalidad y tiempo de exposicién, fueron las mismas

seguidas en el pre test.

Se utilizé también un control positivo de extracto, este consistié en la colocacion 20
larvas de cepa Rockefeller y el agregado de una concentracién de extracto
correspondiente a la dosis diagnostica (el doble de concentracion que produce el 99%
de mortalidad de la cepa Rockefeller), esta dosis se definid para cada extracto segln
los datos del pre ensayo, este control se utilizd para evaluar la viabilidad del extracto
usado en el dia, este control se realiz6 a la par con cada ensayo, por triplicado y
evaluandose la mortalidad a las 24 horas, se obtuvo el 100% de mortalidad de larvas

en todos los extractos usados.

Por otra parte, se contd con un control positivo utilizando datos de pruebas realizadas
previamente con el reactivo Temefos®, este es un larvicida comercial autorizado
para su uso en fumigaciones en nuestro pais. Estos datos corresponden a
investigaciones previas realizadas en el area del Insectario del 1ICS-UNA,; este
bioensayo se habia realizado sobre poblaciones naturales de Asuncion y poblaciones
de la cepa Rockefeller. Datos no publicados, pero disponibles de utilizacion para

fines comparativos de esta investigacion.
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3.12 Perfiles cromatogréaficos de extractos etanolicos de origen vegetal con

actividad larvicida:

Se seleccionaron las plantas que presentaban actividad larvicida y se determiné la
presencia de metabolitos secundarios. Para ello, se utiliz6 el método de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS).

Las muestras se disolvieron en acetonitrilo grado LC/MS (Merck KGaA, acetonitrilo
grado LCMS ®, Alemania) a una concentracion de 10 mg / mL vy se filtraron con
filtro de nailon para muestras de 0,22 p de diametro de poro (Microclar®,

Argentina).

Posteriormente se inyectaron en un cromatégrafo de liquidos acoplado a un
espectrometro de masas en tandem (Xevo-TQD, Waters Corporation, EE. UU.) con
una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y en las siguientes condiciones:
columna Kinetex EVO C18 (100 x 2,1 mm x 1,7 um, Phenomenex, EE. UU.), Flujo
de 0,3 mL / min, elucién en gradiente usando una mezcla de agua (con &cido férmico
al 0,1%, formato de amonio 10 mM) y acetonitrilo (con &cido férmico al 0,1%,
formato de amonio 10 mM). Todos los reactivos fueron de grado LCMS (Merck
KGaA, Alemania). Las condiciones de gradiente fueron: inicial 100% manteniendo
estas condiciones durante 1 minuto, luego disminuyendo a 0% a los 7,75 minutos y
manteniendo esas condiciones hasta 10 minutos, luego aumentando a 50% a los 15
minutos, aumentando nuevamente a 95% a 18 minutos y manteniendo estas

condiciones hasta el final (20 minutos).

33



Las condiciones de trabajo con el espectrometro de masas fueron: ionizacion en
modo positivo y negativo, voltaje cono en rampa de 18,80 a 30 V, voltaje capilar
3,20 (+) y 3,90 (-) kV respectivamente, temperatura de la fuente 150 °C, temperatura
de desolvatacion 500 °C y flujo de gas de desolvatacion 1000 L / Hr.

3.13 Variables del trabajo

Cantidad de larvas de mosquito: nimero de larvas F1 que se obtuvieron a partir de
la cria en el laboratorio, se fueron seleccionando las larvas que se presenten en el
tercer y cuarto estadio larvario, la cantidad de larvas por ensayo segun
recomendaciones de la OMS fue de 20-25 para la cepa silvestre y como cepa control
de referencia, Rockefeller. Este procedimiento lo ejecut6 el investigador involucrado

del trabajo.

Porcentaje de mortalidad de larvas L3 y L4 expuestas a los extractos: se
realizaron las mediciones segin las recomendaciones de la OMS para ensayo con
vectores, se utilizaron 8 diluciones del extracto de cada especie vegetal y cada prueba
se realizo por triplicado para aumentar la exactitud y reproducibilidad del método. La
lectura de las mortalidades se realizé a las 24 horas, posteriormente con el analisis
Probit se determind la CL50 y la CL90. Este procedimiento lo ejecutd el investigador

principal del trabajo.

Concentracion de extractos vegetales: se utilizaron aproximadamente 200 gramos
del polvo de la estructura usada de cada especie vegetal para la extraccion etandlica.
Una vez obtenidos los extractos secos se procedid a realizar diferentes diluciones
para los ensayos tipo dosis- respuesta. EI rango de dichas concentraciones fue
definido por los resultados del pre ensayo, la unidad de medida utilizada fue
mg/L(PPM). Este procedimiento lo ejecuto el investigador principal del trabajo.

Presencia de metabolitos secundarios en los extractos vegetales: se realizd
mediante el método de cromatografia de liquidos con espectrometro de masas, se

baso en la separacion de los materiales de gran peso molecular para la deteccion
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selectiva y confirmacién de la identidad molecular de cada material presente,
mediante espectrometro de masas. Con este método se determiné de forma
cualitativa el perfil de compuestos con actividad fitoquimica de los diferentes

extractos. Este procedimiento lo ejecuto el investigador principal del trabajo.
3.14 Consideraciones éticas

En lo que respecta al uso ratones de laboratorio como fuente de alimentacion en el
insectario, se tuvieron en cuenta los procedimientos que cumplen con los Principios
Eticos para el uso de animales en la investigacion elaborados por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS) “Guias de la
Investigacion Biomédica que utiliza animales”. En cuanto al numero de animales se
utilizé la cantidad minima posible y se tomaron todas las precauciones necesarias

para evitar sufrimientos innecesarios de estos (32).

Beneficios: la informacién generada en el estudio puede servir para generar nuevos
conocimientos sobre propiedades de plantas de uso comin en nuestro pais, asi como

una alternativa para controlar los mosquitos vectores del dengue y otras arbovirosis.

Riesgo: el estudio no representd ningun riesgo para los manipuladores.

3.15 Gestion y analisis de los datos

Se calcularon los porcentajes de mortalidad en Ae. aegypti corregida segun la
formula de Abbott:

%mortalidad test — %mortalidad control negativo 100
X

100 — %mortalidad control negativo

Mediante el andlisis Probit, se evalud la correlacion lineal de la mortalidad en
relacién a concentracion de extracto. Se realizaron las curvas dosis-respuesta para
cada extracto con cada cepa evaluada, posteriormente se calcularon las

concentraciones letales CL50 y CL90.
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Se realiz6 un andlisis de ajuste bondad Chi-cuadrado posterior al analisis Probit, esto

para evaluar la fiabilidad de los resultados de las concentraciones letales generadas.

Una vez obtenidos los valores de CL50 para la cepa Salvaje y Rockefeller se calculd
el factor de resistencia FR50 con la siguiente formula (Bisset et al. 1996):

CL50 Salvaje

FRS0: CL50 Rockefeller

Este factor nos indico el grado de susceptibilidad que tienen las poblaciones salvajes

(naturales) a un compuesto especifico.

Segun criterios de Mazarri y Georghiou (34), las cepas con FR50 inferiores a 3 se
consideraron no resistentes, cepas con FR entre 3 y 7 con resistencia incipiente y

cepas con FR superiores a 7 como resistentes para los diferentes extractos testados.

Por altimo, se evalud si existian diferencias significativas entre las cepas estudiadas
(Rockefeller, San Pedro y Central) con los extractos utilizados, y también si existian
diferencias entre extractos, dependiendo de la especie vegetal perteneciente, esto se
realizd mediante un analisis ANOVA de dos vias y una prueba pos hoc de
Bonferroni, para ver diferencias intragrupos. Todos los anélisis estadisticos se
realizaron con el programa SPSS (IBM SPSS software), los detalles de cada prueba

estadistica aplicada y resultados, disponibles en Anexo 9.
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IV. RESULTADOS
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4.1 Curvas dosis respuesta

Se puede observar las distintas curvas dosis-respuesta del extracto de Ruta
chalepensis (Fig. 10) para las cepas de Ae. aegypti evaluadas, al realizar el anélisis
Probit de regresion lineal, en todos los casos se tuvo un valor de p<0,05 (Anexo 11),
esto indicd que el aumento de la concentracion del extracto de R. chalepensis (ruda)
se correlaciona al aumento del porcentaje de mortalidad en todas las cepas. Para el
andlisis de bondad de ajuste, en todos los casos se tuvieron valores de p>0,05 (Anexo
9), indicando que los datos experimentales no difirieron de los datos esperados para

el analisis utilizado.

La especie J. curcas (pifion manso) también presentd actividad larvicida, las
concentraciones necesarias para lograr mortalidades del 1 al 99% fueron mayores
que las utilizadas con la especie R. chalepensis (Fig. 11). En este caso no hay una
diferencia apreciable de la mortalidad en la cepa Rockefeller con respecto a las cepas
salvajes, como lo observado con R. chalepensis, al realizar el analisis Probit, en todos
los casos se tuvo un valor de p<0,05 (Anexo 9), y para el ajuste de bondad Chi-

cuadrado posterior, un valor de p>0,05. (Anexo 9).

La especie de Annona sp (chirimoya), también presenté actividad larvicida (Fig. 12),
sin embargo, este extracto requirié de concentraciones altas, para lograr el mismo
porcentaje de mortalidad, con los extractos de J. curcas y R. chalepensis. En este
caso se observd que existe una diferencia apreciable entre la cepa Rockefeller y las
cepas salvajes, inclusive mayor a lo observado con R. chalepensis. Como en los
casos anteriores, al realizar el analisis Probit, todas las cepas resultaron en valores de
p<0,05 (Anexo 9), y para el ajuste de bondad Chi-cuadrado posterior, un valor de
p>0,05.

No se muestran los resultados para el extracto de C. citratus (cedron kapi’i), porque
en los ensayos preliminares (pre test), a concentraciones limites de 1.500 mg/L, no
ocasion6 mortalidad de larvas en cepa Rockefeller y cepas salvajes, a esta
concentracion, el volumen utilizado para el control negativo (solvente de re

suspension) ya ocasionaba mas de 10% de mortalidad, segun las recomendaciones
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establecidas en el trabajo, ya no se procedié a posteriores ensayos, no pudiendo
realizar el analisis posterior de correlacion tipo dosis- respuesta.

100 -8~ Rockefeller
# 5San Pedro
4 Central
50 /f'}‘

% Mortalidad

|
20 22 24 26 28
Log (Dosis) (mg/l)

Figura 10. Curva dosis- respuesta de Ruta chalepensis (ruda) en larvas L3-L4 de Aedes aegypti
obtenida mediante analisis Probit. * Sig.: >0,05

100 on. * -o- Rockefeller
® San Pedro

& Central
50

% Mortalidad

T 1
2.0 2.2 2.4 2.6 2.8

Log(Dosis) (mg/l)

Figura 11. Curva dosis- respuesta de Jatropha curcas (pifion manso) en larvas L3-L4 de Aedes
aegypti obtenida mediante anélisis Probit. * Sig.: >0,05
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Figura 12. Curva dosis- respuesta de Annona sp. (chirimoya) en larvas L3-L4 de Aedes aegypti
obtenida mediante analisis Probit. * Sig.: >0,05
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4.2 Concentraciones letales de extractos

Para estimar la efectividad como larvicida de cada extracto utilizado en este estudio,
se realizo el calculo de las concentraciones letales, en este caso CL50 y CL90. Se
pueden observar los valores de CL-50 y CL-90 obtenidos para R. chalepensis (Tabla
1), y se observa que el extracto es mas activo en Rockefeller, esto es de esperarse
porque esta cepa es utilizada como control en compuesto de insecticidas, los valores
tanto en cepas de San Pedro y Central son bastante similares, demostrando que esta
especie vegetal tiene la misma efectividad en poblaciones que se encuentran en dos

zonas geograficas distintas.

Las concentraciones letales para J. curcas se pueden observar en la tabla 1, se
obtuvieron valores similares para la cepa Rockefeller y las cepas salvajes evaluadas.

En el caso de Annona sp, es la especie que presentd menor actividad larvicida en
nuestro estudio, como se pueden ver en sus valores de concentraciones letales (tabla
1), se observa una mayor actividad en Rockefeller en comparacion a las cepas

salvajes.
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Tabla 1. Valores CL50 y CL90 en mg/L de extractos etandlicos utilizados para la cepa

Rockefeller y las cepas naturales de Aedes aegypti estudiadas.

Extracto etandlico Cepa CL50(mg/L) CL90 (mg/L)
Rockefeller 161,4 321,7
(152,1-171,1)" (295,3-356,6) "
San Pedro 213,9 404,0
Ruta chalepensis
(202,9-225,4)" (372,6-445,9) "
Central 215,0 401,5
(203,9-226,4) " (370,9-442,2) "
Rockefeller 2174 378,5
(207,4-227,2)" (352,9-411,9)"
San Pedro 218,7 373,5
Jatropha curcas
(209,0-228,6) " (349,2-405,1) "
Central 229,6 388,8
(219,8-239,7) " (363,0-422,8) "
Rockefeller 3719 526,8
(361,0-383,0) " (503,6-556,4)
San Pedro 490,5 678,9
Annona sp
(477,5-503,2) " (649,6-718,3) "
Central 505,1 687,5

(492,3-518,1) *

(660,8-721,6) "

" Intervalos de confianza (inferior-superior) del 95%
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4.3 Factores de resistencia

Una vez obtenidos los valores de CL50 de todas las cepas estudiadas, se

realizé el célculo de FR50 (seccién 3.16), estos resultados se muestran en la tabla 2,

para todas las especies evaluadas en nuestro trabajo, se tuvieron FR50 menores a 1,5,

estos valores nos indican el nivel de susceptibilidad que presenta el mosquito Ae.

aegypti, en el ambiente natural con los extractos utilizados.

Las poblaciones de San Pedro y Central, presentaron alto grado de susceptibilidad

para todos los extractos evaluados en el trabajo, es decir que todos los extractos

presentaron actividad larvicida, sin embargo, el compuesto que tuvo el mayor grado

de susceptibilidad fue el extracto de J. curcas, comparado con las especies de R.

chalepensis y Annona sp, que tuvieron valores similares.

Tabla 2. Valores de los Factores de Resistencia 50 de cada extracto vegetal, diferenciado por

localidad.
Extracto etanolico FR50
San Pedro
Ruta chalepensis 1,32
Jatropha curcas 1.01
Annona sp. 1.31
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4.4 Anélisis estadisticos

Para verificar la existencia de diferencias significativas entre la concentracion
de extracto necesaria para lograr una mortalidad de larvas de mas del 90% de la
poblacion, se realiz6 un analisis ANOVA de dos vias, donde los factores fueron las
cepas de Ae. aegypti y la especie vegetal utilizada. Los datos obtenidos se muestran
en la tabla 3, para el caso de cepas de mosquitos, no existen diferencias significativas
(p>0,05) entre este grupo estudiado. Considerando las especies de plantas de las
cuales se obtuvieron los extractos, se observo que si existen diferencias significativas
(p<0,05). Para el andlisis de las diferencias intra grupos, se muestran los resultados
de la prueba pos-hoc de Bonferroni (tabla 4), que ha demostrado que existe
diferencia entre la especie Annona sp con J. curcas y R. chalepensis, en cambio
cuando se consideraron estas dos Ultimas especies, no se observaron diferencias

significativas.
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Tabla 3. ANOVA de dos factores, tomando la concentracién de extracto como variable

dependiente. Nivel de significancia del 95%.

Origen Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadrética
tipo 111
Modelo 900850,694 8 112606,337 8,215 0,000
corregido
Interseccion 6495008,681 1 6495008,681 473,860 0,000
Cepa 47621,528 2 23810,764 1,737 0,184
Especie 825017,361 2 412508,681 30,096 0,000
vegetal
Cepa*Especie  28211,806 4 7052,951 0,515 0,725
vegetal
Error 863515,625 63 13706,597
Total 8259375,000 72
Total 1764366,319 71
corregida
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Tabla 4. Prueba Pos Hoc de Bonferroni, para determinar diferencias intragrupos entre especie

vegetal utilizada.

Intervalo de confianza

(I)Extracto Diferencia Error Sig.
(J)Extracto de medias tip. 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
J. curcas 213,542" 33,7967 0,000 130,416 296,667
Annonasp 238,542" 33,7967 0,000 155,416 321,667
chalepensis
Anonna sp -213,542" 33,7967 0,000 -296,667  -130,416
J. curcas R. 25,000 33,7967 1,000 58,126 108,126
chalepensis
R. Anonna sp -238,542" 33,7967 0,000 -321,667 -155,416
chalepensis
J. curcas -25,000 33,7967 1,000 -108,126 58,126

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05
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4.5 Metabolitos secundarios presentes en los extractos

Posterior a los ensayos de dosis-respuesta, se seleccionaron a las tres plantas que
presentaron actividad larvicida. Se pudieron apreciar los compuestos identificados en
el extracto de Annona sp. (Tabla 5) en el cual se identificaron tres compuestos, estos
fueron; dihidrocherlimolina, bullatacinona y nornucifenina, los dos primeros
compuestos pertenecen al grupo de las acetogeninas, el tercero corresponde a un
alcaloide. Para el caso de la bullatacinona, no se pudo diferenciar por el peso si

corresponde a este compuesto, 0 a un isémero (cromatogramas Anexo 10).

En el extracto de J. curcas, se identificaron compuestos como terpenos
(estigmasterol - hexadeca-4, 6, 13-trieno-8,15-diona e isdmero) y flavonoides
(vitexin/isovitexin) (Tabla 6). Para esta especie se detectaron varios isomeros, pero
no se pudieron identificar debido a la metodologia planteada en este estudio (Anexo
10).

En el extracto de R. chalepensis, se detectaron alcaloides (graveolina y graveolinina),
cumarinas (rutaretina y rutamarina) y flavonoides (apigenin 7,4-dimetil éter) (Tabla
7).

Los cromatogramas de todos los compuestos identificados estan disponibles en
Anexo 10.
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Tabla 5. Compuestos identificados en el extracto etanélico de Annona sp. (Chirimoya).

Extracto vegetal

Nombre el compuesto

Estructura

Annona sp.

Dihidrocherimolina

Bullatacinona

11
threo —— | g344

Nornucifenina
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Tabla 6. Compuestos identificados en el extracto etandlico de Jatropha curcas (Pifion manso).

Extracto vegetal

Nombre el compuesto

Estructura

Jatropha curcas

Vitexina

Isovitexina

Estigmasterol
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Tabla 7. Compuestos identificados en el extracto etanélico de Ruta chalepensis (Ruda).

Extracto vegetal

Nombre el compuesto

Estructura

Ruta chalepensis

Rutamarina

Apigenina7,4'-dimetil éter

Graveolina

Graveolinina

7 Z~.__ 0O
L)
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V. DISCUSION
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Nuestros resultados demostraron la capacidad larvicida que poseen los extractos
etanolicos de las plantas evaluadas, estos fueron efectivos contra una cepa control de
Ae. aegypti denominada Rockefeller, y dos poblaciones salvajes procedentes de los
Dptos. de San Pedro y Central. Segin los valores de concentraciones letales
obtenidos, CL50 y CL90, las especies que mejor actividad presentaron fueron R.
chalepensis y J. curcas, seguida por Annona sp. El extracto de la especie C. citratus,
no presentd actividad larvicida, tanto en cepa Rockefeller, como en las poblaciones

salvajes.

Los valores de CL50 y CL90, obtenidos del extracto de R. chalepensis, en nuestro
trabajo fueron 161,4 y 321,7 mg/L, respectivamente. Previamente se ha reportado,
que plantas de la familia Rutaceae, poseen actividad larvicida, lo cual fue reportado
en un estudio donde evaluaron este efecto en Ae. aegypti, con extractos acuosos de
Citrus paradisi, los cuales presentaron valores de CL50: 47,3 mg/L y CL90: 98,7
(72). Similarmente otras plantas del género Ruta, como la R. graveolens presentan
buena actividad larvicida, como lo habian demostrado Rosado et al 2018, donde la
CL50 fue de 7,20mg/L, para larvas de mosquitos del género Culex (73) Comparado
con estos trabajos, nuestros valores reflejan una menor actividad, situacién que
podria esperarse debido a la utilizacion de metodologias de extraccion diferentes alas
reportadas por esto autores. Rosado et al 2018 también evaluaron actividad de
extractos etandlicos, en el cual Dieffenbachia seguine fue la especie con mejor
actividad, con CL50: 693,5 mg/L (73). En este sentido se puede deducir que, en

nuestro trabajo, fue mucho mas eficiente el extracto etandlico de R. chalepensis.
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Se han evaluado extractos etandlicos, de diversas especies de plantas, como en
cascaras de Citrus sinensis (Rutaceae), donde se reportaron valores de CL50 entre
342,45 y 436,93 mg/L, contra larvas L3 y L4 de Ae. aegypti (74); otro estudio,
donde evaluaron extractos etandlicos sobre Ae. aegypti, reportaron valores de CL50:
860 mg/L, para Ricinus communis (Euphorbiaceae) (75). Comparando estos
resultados con los encontrados en nuestro trabajo, se puede estimar la buena
actividad de nuestros extractos, en el caso de J. curcas (Euphorbiaceae), los valores
de CL50 para todas las cepas fue entre 217,4 a 229,6 mg/L, siendo esto superior a los
valores obtenidos con los extractos de las especies nombradas anteriormente,
teniendo en cuenta que la metodologia utilizada y los organismos expuestos fueron

los mismos que se utilizaron en nuestro trabajo.

En lo que respecta al género Annona, se han reportado que extractos alcohdlicos de
las semillas de A. muricata presenta CL50: 41,8mg/L, con el uso de etanol como
solvente de extraccion, con larvas de Ae. aegypti (76); otro estudio donde evaluaron
extractos acuosos, semillas de A. muricata presenta CL50: 60 mg/L (77). En nuestro
trabajo los valores de CL50 de Annona sp, fueron de 371,9 a 505,1 mg/L para todas
las cepas expuestas. Estos valores indican menor actividad larvicida, teniendo en
cuenta que en nuestro estudio se hizo una extraccion de hojas y tallos. En el reporte
de Bobadilla et al. 2005, realizaron extraccion de hojas de A. muricata, obteniéndose
CL50: 15790 mg/L (77). Este tipo de resultados nos permite afirmar que las semillas
de este género de plantas (Annona), son las que poseen mayor cantidad de
compuestos con actividad larvicida. Por otra parte, se ha observado que con el
agregado de tallos a la extraccion de hojas se puede incrementar la actividad

larvicida, como lo reflejan nuestros resultados.
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Las concentraciones letales determinadas en diferentes especies de plantas, presentan
valores distintos, lo que puede ser debido a la presencia de diversos compuestos, el
tipo de extraccion seleccionado, presiones climaticas donde se cultiva, entre muchas
otras caracteristicas. Sathiyamoorthy et al 1997 definieron como extractos activos,
aquellos que presentaban CL50 <500 mg/L(78), otros autores como Oliveira et al
2010(79), definen alta actividad cuando a concentraciones de 250mg/L, se producen
mas del 75% de mortalidad, y actividad baja cuando a mencionada concentracion la
mortalidad es menor a 70%. Mediante estos antecedentes, la mayoria de los trabajos
con plantas, definen una buena actividad con CL50<500 mg/L, actividad moderada
con valores entre 500-1000 mg/L, e inactivos cuando CL50>1000 mg/L (80).

Como se habia mencionado en la metodologia, se contd con datos de un control
positivo realizado con el larvicida Temefos. Estos datos generados previamente, nos
indicaron que la CL50 de este larvicida es de 0,01172 mg/L, este valor es
considerablemente menor a los encontrados experimentalmente en nuestra
investigacion, sin embargo, los valores obtenidos de FR50 para este compuesto
larvicida, testada en poblaciones naturales de mosquitos de Asuncion, fue de 2,88.
Este valor es superior a lo observado con nuestros extractos, lo cual nos indicaria que
el grado de susceptibilidad es superior en los compuestos obtenidos a partir de las

plantas estudiadas en esta tesis.

Con lo mencionado anteriormente, se deduce que los extractos evaluados en nuestro
trabajo poseen buena actividad larvicida, ya que tanto R. chalepensis, J. curcas y
Annona sp, presentaron valores de CL50 <500mg/L, para todas las cepas estudiadas,
a excepcion del efecto del extracto de Annona sp con la cepa de Central, donde
presentd un valor 505,1mg/L, pudiéndose considerar, en este caso una actividad mas
bien moderada. Ademas, todos los extractos tuvieron el mismo efecto, tanto en la
cepa control, como en las cepas de San Pedro y Central, esto es muy importante, ya
que se confirma su efecto no sélo en cepas de referencia, sino también en
poblaciones naturales, incrementando la posibilidad de su aplicacién como producto

insecticida.
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Los compuestos encontrados en el extracto de Annona sp, dihidrocherimolina y
bullatacinona, son acetogeninas, que ya se habian descubierto en plantas de la familia
Annonaceae, poseen propiedades bioldgicas, como actividad antitumoral,
antibacterial y pesticida (81). El otro compuesto encontrado, nornucifenina, es
perteneciente al grupo de los alcaloides, estos se caracterizan por tener efectos

antidepresivos, y citotoxicos en algunos organismo (82)

Se ha demostrado el efecto antimicrobial de los compuestos alcaloides (83), sin
embargo, la capacidad insecticida no ha sido estudiada en profundidad, en cambio,
las acetogeninas si poseen reconocida antividad larvicida, en ensayos in vitro sobre
Ae. aegyti, el mecanismo de accion de estos compuestos podria implicar la inhibicion
de un complejo mitocondrial de artropodos (82). Es de suponer, que la actividad
larvicida exhibida por Annona sp, se debe a la presencia de los compuestos
dihidrocherimolina y bullatacinona, por otra parte, no se puede confirmar el tipo de

efecto que puede tener en mosquitos el compuesto nornucifenina.

El género Jatropha, corresponde a plantas que presentan gran variedad de
compuestos, que poseen diferentes actividades bioldgicas, el compuesto
estigmasterol identificado en nuestro estudio, ya se habia detectado en Jatropha
isabellei, donde se comprob6 que poseia efectos antioxidantes y antimicrobial (84).
Con este mismo extracto se reportd que presentaba accidn insecticida contra
Spodoptera frugiperda(85). En este sentido se puede inferir que el extracto presenta

efecto larvicida en Ae. aegypti, aungque no se registren antecedentes con esta especie.

Los compuestos identificados en nuestro estudio: vitexin e isovitexin, ya se habian
detectado en plantas del género Jatropha (84), sin embargo, no se han evaluado los
efectos bioldgicos que poseen estos compuestos flavonoides, por ello es dificil
afirmar que actuan en mecanismos asociados a la actividad larvicida, sin embargo
no se descarta esa posibilidad. Para verificar esta afirmacion se requieren de mas

estudios complementarios.
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En cuanto a la especie R. chalepensis, los compuestos identificados en nuestro
trabajo, graveolina y graveolinina (alcaloides), rutaretina y rutamarina (cumarinas), y
Apigenin 7-4’-dimetil éter (flavonoide), son grupos de compuestos que se encuentran
normalmente en la familia Rutaceae (86).Se han reportado que compuestos
alcaloides tienen efectos larvicida sobre Ae. agypti, aislados mediante extractos
etanolicos de hojas de plantas medicinales (87), asi también, se reportaron efectos
similares contra esta especie de mosquitos, evaluando compuestos como las

cumarinas y fenoles, provenientes de plantas (88).

Teniendo en cuenta, los antecedentes consultados, los grupos de compuestos
identificados en nuestro trabajo, conducen a la idea de la existencia de capacidad
larvicida de los extractos etanolicos evaluados. En este caso, cada extracto presenta
grupos de compuestos con caracteristicas quimicas distintas, pero no se puede
afirmar que estos actian de forma sinérgica en cuanto al efecto estudiado, ya que,
para algunas familias de metabolitos, no se tienen antecedentes sobre efectos en

insectos semejantes a la especie Ae. aegypti.

Se han realizado estudios con C. citratus, y se reportaron efectos insecticidas contra
Ae. aegypti, tanto para mosquitos adultos y larvas(61)(89), sin embargo esto no fue
reproducido en nuestro trabajo, ya que no se pudo generar mortalidad en larvas de
mosquito tanto en la cepa control como las salvajes. En este sentido podemos pensar
que uno de los factores que pudo contribuir a este fendmeno, es el solvente utilizado
para la extraccion, en este caso etanol, donde no se logr6 aislar una cantidad de
compuestos necesarios para lograr efecto larvicida. Por otra parte, otro factor
influyente podria ser la época de la colecta del material vegetal, ya que este es un
factor importante y dependiendo de la época de crecimiento de la planta, se van

generando innumerable cantidad de compuestos diferentes.
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El factor de resistencia FR50, se utiliza normalmente para medir el grado de
resistencia que presenta una poblacion salvaje de Ae. aegypti con un compuesto
especifico, comparada con una cepa de control susceptible (Rockefeller) (90,91),
siendo el compuesto normalmente, un insecticida que se utiliza normalmente en
fumigaciones para el control vectorial, pero también nos indica el grado de
susceptibilidad que presentan las cepas salvajes con compuestos nuevos, en nuestro

caso, extractos vegetales.

Por otra parte, los resultados de este estudio reflejan que existe alto grado de
susceptibilidad, para todos los extractos de R. chalepensis, J. curcas y Annona sp, en
las cepas de San Pedro y Central, considerando que todos los valores obtenidos
fueron cercanos a 1, lo que nos hace pensar que las poblaciones salvajes (naturales)
de estos Departamentos, nunca fueron expuestas anteriormente a compuestos
similares a los extractos evaluados, y por tanto, no presentan ningun tipo de
mecanismo efectivo para suprimir los efectos nocivos que estos productos generan a

las larvas.
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VI. CONCLUSION
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Con la investigacion realizada, se pudo determinar el efecto que poseen las especies
de R. chalepensis, J. curcas y Annona sp sobre larvas L3 y L4 de Ae. aegypt,
mediante la determinacion de concentraciones letales de sus extractos etandlicos. Los
resultados nos indican que las plantas mencionadas poseen buena actividad larvicida,
siendo R. chalepensis y J. curcas las especies que generaron mortalidad de larvas a

menor concentracion de extracto.

Los extractos etandlicos de estas tres especies vegetales, presentaron un efecto
similar en cepa Rockefeller, una cepa de laboratorio utilizada como control en
pruebas de susceptibilidad, y en las cepas salvajes de San Pedro y Central,
demostrando ser igualmente efectiva en poblaciones que poseen mayor resistencia a
presiones ambientales y compuestos naturales, siendo bastante prometedor sus
posibles usos como alternativas de control vectorial.

Con la identificacion de compuestos presentes en los extractos etanolicos, se puede
concluir que las especies de R. chalepensis, J. curcas y Annona sp., poseen
metabolitos secundarios que tienen efecto larvicida sobre Ae. aegypti. Dejando
antecedentes para posteriores investigaciones, en donde uno de los objetivos podria
ser cuantificar los mismos, y potenciar su accién mediante la colecta de material

vegetal en épocas especificas.

Finalmente, los resultados de este trabajo, representan uno de los primeros datos
generados en nuestro pais, sobre el efecto de productos obtenidos de plantas
cultivadas, en poblaciones salvajes y cepas control de Ae. aegypti, atendiendo la
importancia en la bldsqueda de alternativas para el control vectorial, ya que las
estrategias usadas actualmente no ofrecen soluciones efectivas, por el gran nimero

de afectados por arbovirosis, que representa una problematica constante.
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8.1 Anexo 1

Mapa de zonas de muestro, ciudad de Santani- Departamento de San Pedro
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8.2 Anexo 2

Ovitrampa utilizada para trabajos de campo, disefio casero
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8.3 Anexo 3

Modelo del Permiso de colocacion de trampas por los propietarios de las
viviendas visitadas.

Proyecto: Extractos etandlicos de diferentes especies vegetales con

actividad larvicida en Aedes aegypti

Objetivos: Evaluar la actividad insecticida de extractos etandlicos de diversas

especies vegetales en larvas de Aedes aegypti

En caso de participar en el trabajo

Permito el acceso al personal investigador del proyecto, dentro de mi
vivienda y sus alrededores, bajo mi responsabilidad, quienes entraran para colocar
trampas en busca de mosquitos. Permito la coleccion y transporte adecuado de los

insectos para realizar la debida identificacidn y el diagndstico de estos.
Beneficios

Se busca un nuevo método de eliminacién de larvas de vectores transmisores,
se espera encontrar buen rendimiento de los extractos vegetales para evitar el uso de

insecticidas sintéticos.
Riesgo

No representa ningun riesgo las actividades realizadas en este proyecto.

ceeer e Firma del propietario.
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8.4 Anexo 4

Descripcion botanica de las plantas escogidas:

Jatropha curcas (pifién blanco)

Especie identificada

Jatropha curcas (Bisse 1988,
Heller 1996 y Joker, Jepsen 2003)

Porte de la planta

Arbol pequefio, caducifolio, con
didmetro de altura de pecho (DAP)
aproximadamente 20 cm, y fuste de
ramificaciones a baja altura.

Copa

Irregular

Tallo

Forma cilindrica, de coloracion
verdosa, de contextura sélida, que
contienen savia lactosa.

Hojas

Presentan pelos finos, tienen una
longitud de 10 a 15 cm, ancho de 9 a 12 cm,
de estructura oval ancha, simples, con
filotaxis alterna espiral. Posee cinco
nervaduras, ldminas acorazadas con
aproximadamente 10 cm, con tres a cinco
I6bulos de borde liso. Coloracién del haz
verde y enveés verde claro.

Frutas

Presentan forma ovoide, de
contextura carnosa, con bordes
redondeados, conteniendo en su interior dos
a tres semillas, inicialmente de color verde,
para pasar posteriormente a una coloracion
mate oscura. Son de aproximadamente 2 cm
de ancho,

Semillas

Por fruta se presentan en cantidad
de dos a tres, aproximadamente de 2 cm de
largo con 1 cm de ancho, palidas con lineas
negras bastante notables.
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Iméagenes de la planta seleccionada:

75



Partes de la planta (Toral et al., 2008):

Figura de anexo. a) ramas florecidas; b) corteza; c) venas de
la hoja; d) flores con pistilos; e) flor con estambres; f) corte transversal de un
fruto inmaduro; g) frutos; h) corte longitudinal de un fruto; i) semilla.
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Annona sp. (chirimoya)

Especie identificada

Annona sp. (Linnaeus, 1753)

Porte de la planta

Arbol caducifolio, de
aproximadamente 3 a 5 metros de altura,
muy ramificado con hojas caidas y
delgadas.

Copa

Pendular.

Tallos

Forma cilindrica, de coloracion
marron clara, compactos, asperos de
consistencia rugosa, presentan numerosas

lenticelas.

Hojas

Son de tipo alternas, lisas y
presentas pelos simples eglandulares
transparentes, con la coloracion del haz en
verde oscuro, y de tonalidad del envés mas
claras, de estructuras ovadas elipticas,
aproximadamente 3 cm de ancho y 6 cm de

largo.

Frutas

El fruto presenta numerosos
carpelos, formando un sincarpio, presenta
forma ovoide, la textura es carnosa y
rugosa, con prominentes protuberancias

superficiales.

Semillas

Numerosas por frutos, compactas,
negras y brillantes, con forma semejante a
los frijoles. Aproximadamente presentan un

largo de 2cm y un ancho de 1cm.
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Partes de la planta:

Figuara de anexo: A.Flor en antésis; B. Estambres y gineceo con restos de céliz y corola;
C. Insercion de la flora al pedinculo; D. Semilla; E. Rama florifera; F. Baya.
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Ruta chalepensis (ruda)

Especie identificada

Ruta  chalepensis  (Linnaeus,
1767)

Porte de la planta

Arbusto perenne, de
aproximadamente 100 a 150 cm de altura,
presenta una base lefiosa, desnuda y
despide un olor caracteristico.

Tallos De estructura lefiosa, presenta
numerosas ramificaciones.
Hojas De estructura alternas, las hojas

presentan una coloracion verdosa azulada,
constan de segmentos ovales, espatuladas y

glaucas.
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llustracion de la planta:

Imagen obtenida de: http://herbarivirtual.uib.es/es/general/1138/especie/ruta-chalepensis-I-subsp-

chalepensis.
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Cymbopogon citratus (cedron kapi”i)

Especie identificada

Cymbopogon citratus (Roig, 1974)

Porte de la planta

Arbusto perenne, se propaga por esquejes,
una caracteristica es que posee bastante
aromaticidad, con ojos en forma de espigas

de aproximadamente 60 cm.

Hojas

De estructura alargada, semejante a
listones, &speras, tienen una base de matas
densas que surgen desde el suelo, poseen

coloracion verde claro.
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Imagenes de la planta:
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8.5 Anexo 5

Técnica para obtencién de extractos alcohdlicos. (Lock, O. 2013)

Secado de hojas y tallos: una vez colectadas las plantas, se colocan las partes a
utilizar sobre papel periddico a la sombra, a temperatura ambiente y sin mucho aire
para su secado. Una vez que produzca un buen secado las mismas, se procede a la
pulverizacion de la parte vegetal con un molino manual, hasta obtener un residuo
semejante a un polvo.

Agregado de reactivo de extraccion: El polvo obtenido en el paso anterior, serd
introducido en vasos de precipitados de 1000 mL, se mezcla con etanol a 98 % en
una proporcion de un litro por cada 200 gramos de planta; esta mezcla se deja por 24
horas, posteriormente se realizan ciclos de sonicacion de 30 minutos, dejando en
reposo luego por 15 minutos, este proceso se realiza por triplicado; el paso siguiente
es la filtracion, se realiza con un equipo de filtracion al vacio. Una vez filtrado todo
el liquido del vaso de precipitado, se le vuelve agregar etanol a 98% al polvo
residual(24hs), repitiendo tres veces el procedimiento de sonicacion y filtracion; el
liquido filtrado se deja reposar por 24 horas.

Concentracion por Rotavapor: El concentrado del filtrado se pasa a un balon de
destilacion al vacio, este procedimiento elimina el solvente organico necesario para
la extraccion, en este caso el etanol. El balon de destilacion se conecta al tubo
evaporador que dirige los vapores de los disolventes hacia el interior de un
refrigerante. Una vez que los vapores condensan, el disolvente se recoge en un balon
colector; el rotavapor lleva incorporado un motor rotatorio que hace girar el balon y
evita que el disolvente salte violentamente mientras se aplica vacio, este mecanismo,
permite que el liquido interior humedezca una mayor superficie del balon y
contribuye a que la evaporacion se realice de manera controlada, el balon de

destilacion puede calentarse externamente mediante bafio maria.
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, .. . Peso de extracto
Célculo de rendimiento del extracto obtenido: x100
Peso de muestra

Equipo de rotavapor utilizado:
_ [ —

7 | Wt
Filtrado de extracto etanolico:

= S )
B e
2>
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8.6 Anexo 6

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ACUERDO DE COLABORACION CIENTIFICA ENTRE EL DEPARTAMENTO DE
FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, UNA, Y EL
LABORATORIO DEL INSECTARIO, DEL DEPARTAMENTO DE MEDICINA
TROPICAL DEL INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS DE LA SALUD

El presente acuerdo se suscribe a los 11 dias del mes de Julio del 2019, en el marco
del proyecto “Actividad larvicida de extractos etanolicos de cuatro especies vegetales
sobre Aedes aegypti” elaborado por el alumno de maestria en Ciencias Biomédicas:
Cristhian Ojeda, bajo la tutoria de: PhD. Nilsa Gonzélez, y cotutoria de: PhD. Nelson
Alvarenga, FCQ; y PhD. Silvia Caballero

Se acuerda que:

o EIl presente acuerdo tendra una duracion de 18 meses, a partir de la fecha de firma
del acuerdo, el cual podré ser prorrogado segun acuerdo mutuo de las partes.

e Por parte del Departamento de Fitoguimica, el Dr. Nelson Alvarenga se compromete
a la disposicién de equipos, materiales y espacio fisico necesarios para la
elaboracién de extractos vegetales a realizarse en su Departamento en el tiempo
acordado.

o Por parte del Departamento de Medicina Tropical, la Dra. Nilsa Gonzélez se
compromete a la disposicion de materiales, equipos y espacio fisico necesarios para
la realizacién de bioensayos con larvas de mosquitos.

e La publicacion de los resultados de este proyecto sera de comdn acuerdo entre el
investigador Cristhian Ojeda, la Dra. Nilsa Gonzalez (tutor), el Dr. Nelson
Alvarenga y la Dra. Silvia Caballero (cotutores).
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8.7 Anexo 7
Protocolo de obtencidn de larvas F1 de Ae. aegypti:

a) Hidratacion de huevos recolectados de campo:
Los huevos obtenidos de las salidas de campo se hidratan con agua desoxigenada,
aproximadamente 1 litro por cada 500 huevos, las larvas emergentes son repartidas
en bandejas con capacidad de 300 a 400 larvas para evitar hacinamiento, las cuales
son limpiadas diariamente de desechos. En ellas se agregan alimento para gatos
finamente molido. En caso de que las bandejas requieran cambio de agua, se utiliza
agua sin cloro.

b) Cria de adultos:
Pupas: son separadas de las larvas en recipientes llenos hasta 1/3 de su capacidad.
Adultos: son mantenidos en jaulas de cria (imagen mas adelante), con la utilizacion
de motas de algoddn azucaradas al 10%, para fuente de alimentacién de adultos. Las
hembras son alimentadas con sangre de origen animal, una vez por semana,
empleando ratos albinos vivos, con una duracién de 20 minutos, estos son
anestesiados con Ketagal + Xilagal (40-90mg/kg ket. IM + 5- 15mg/kg xil. IM).

Posteriormente se realiza la limpieza de la base de la jaula con gasa para evitar la

proliferacion de hongos.
i

c) Obtencidon de huevos F1: Los huevos obtenidos luego de la alimentacion
sanguinea, corresponden a la filial 1, estos son recolectados y almacenados

para su uso posterior en ensayos biologicos
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8.8 Anexo 8
Resultados de pre ensayos
Rango de concentraciones de extracto vegetal que causa mort. Del 1 al 99% en

Larvas de Aedes aegypti. Cepa Rockefeller.

Especie vegetal Rango de  concentracion
(mg/L)- Mort. 1-99 %

Ruta chalepensis 50-350
Jatropha curcas 100-375
Annona sp. 200-575

Rango de concentraciones de extracto vegetal que causa mort. Del 1 al 99% en

Larvas de Aedes aegypti. Cepa salvaje- San Pedro

Especie vegetal Rango de  concentracion
(mg/L)- Mort. 1-99 %

Ruta chalepensis 75-375
Jatropha curcas 100-400
Annona sp. 275-625
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Rango de concentracidnes de extracto vegetal que causa mort. Del 1 al 99%

en Larvas de Aedes aegypti. Cepa salvaje- Central

Especie vegetal Rango de concentracion
(mg/L)- Mort. 1-99 %

Ruta chalepensis 75-400
Jatropha curcas 100-425
Annona sp. 300-675
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8.9 Anexo 9

Analisis Pobit para extractos vegetales

Analisis de extractos de R. chalepensis con cepa Rockefeller

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la
concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
Estimaciones de los pardmetros

Parametro Estimacion | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior

PPM 4,724 ,289 6,372 0,000 4,159 5,290

PROBIT?
Interseccién | -11,020 ,680 16,198 0,000 -11,700 -10,339

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman

utilizando el logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado | gl ig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson 3,999 6 6772

a. Como el nivel de significacion es mayor que ,050, no se utiliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.
o= 0,05
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Residuos y frecuencias de casillas

Namero | PPM Nimero de | Respuestas Respuestas | Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
,699 100 1 1,472 -,361 ,015
,875 100 8 7,719 ,614 ,077
,000 100 23 18,682 4,096 ,187
,176 100 41 44,580 -3,350 446
IPROBIT
,301 100 61 65,478 -4,268 ,655
,398 100 77 79,186 -1,964 ,792
AT7 100 89 87,527 1,362 ,875
,544 100 95 92,480 2,750 ,925

Anélisis de extractos de R. chalepensis con cepa San Pedro

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacioén [Error tipico |Z sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior
PPM 4,643 ,287 6,151 ,000 4,079 5,206
PROBIT?
Interseccién | -10,819 677 15,972 ,000 -11,497 -10,142

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman

utilizando el logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl°

Sig.

lPrOBIT

Contraste de la bondad de ajuste de Pearson

5,263

6

,5112

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.
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Residuos y frecuencias de casillas

namero | PPM Nimero de | Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
,875 100 2 1,727 ,496 ,017
,000 100 8 6,254 2,079 ,063
,176 100 23 23,693 -,915 ,237
,301 100 41 44,585 -4,045 446
IPROBIT
,398 100 61 62,316 -,996 ,623
ATT 100 70 75,219 -4,769 , 752
,544 100 85 83,945 1,515 ,839
574 100 92 87,104 5,016 ,871

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.

o= 0,05

Anélisis de extractos de R. chalepensis con cepa Central

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
Estimaciones de los pardmetros

Pardmetro Estimacién | Error tipico |Z sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior

PPM 4,724 ,289 6,372 ,000 4,159 5,290

PROBIT?2
Interseccion ] -11,020 ,680 16,198 ,000 -11,700 -10,339

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando

el logaritmo en base 10,000.)
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Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado [gl° Sig.

IPROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson 9,187 6 ,1632

a. Como el nivel de significacion es mayor que ,050, no se utiliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.

Residuos y frecuencias de casillas

namero | PPM Numero  de [Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
,875 100 2 1,534 ,132 ,015
,000 100 9 5,811 3,634 ,058
,176 100 24 22,997 ,892 ,230
,301 100 33 44,090 -10,757 441
JPROBIT
,398 100 60 62,140 -2,600 ,621
ATT 100 76 75,277 ,278 , 753
544 100 88 84,123 4,211 ,841
,602 100 92 89,858 1,922 ,899

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.
o= 0,05

Anadlisis de extractos de J.curcas con cepa Rockefeller

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la
concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la
concentracion de extracto.

o= 0,05
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Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacién | Error tipico [Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior
PPM 5,310 313 6,970 ,000 4,696 5,923
PROBIT?
Interseccion  |-12,408 , 736 16,856 [000 -13,144 -11,671
a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se
transforman utilizando el logaritmo en base 10,000.)
b.
Contrastes de chi-cuadrado
Chi-cuadrado | gI° Sig.
PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson 4,366 6 6272

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.

Residuos y frecuencias de casillas

NUmero | PPM Numero de [ Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
2,000 100 3 3,689 -,355 ,037
2,097 100 U 10,143 -3,476 ,101
2,176 100 25 19,682 5,318 ,197
,301 100 45 42,480 2,170 425
IPROBIT
2,398 100 61 62,738 -1,627 ,627
2,477 100 74 77,197 -2,753 72
2,544 100 86 86,452 -,896 ,865
2,574 100 92 89,615 1,955 ,896

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.
o= 0,05
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Anélisis de extractos de J.curcas con cepa San Pedro

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la
concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

a= 0,05
Estimaciones de los parametros

Pardmetro Estimacién | Error tipico |Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior

PPM 5,512 ,321 17,176 ,000 4,883 6,141

PROBIT?
Interseccion | -12,897 ,756 -17,059 {000 -13,653 -12,141

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando

el logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado | glI° Sig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson 11,874 6 ,0652

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de
heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.
b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.
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Residuos y frecuencias de casillas

Numero | PPM Numero  de |Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
2,000 100 1 3,052 -1,941 ,031
2,097 100 7 9,027 -2,361 ,090
2,176 100 24 18,336 6,108 ,183
2,301 100 43 41,528 1,012 415
IPROBIT
2,398 100 66 62,558 2,998 ,626
2,477 100 77 77,535 -,869 175
2,544 100 79 86,983 -7,533 ,870
2,602 100 06 92,580 3,660 ,926

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.
H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.
o= 0,05

Anélisis de extractos de J.curcas con cepa Central

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de la
concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
Estimaciones de los parametros
Parametro Estimcion Error tipico |Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PPM 5,600 ,343 16,323 ,000 4,928 6,273
PROBIT?2
Interseccion | -13,222 ,813 16,255 ,000 -14,035 -12,408

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el

logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl°

Sig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson

8,314

6

,2162

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.
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Residuos y frecuencias de casillas

Ndmero | PPM NG Re Re Pr
mero de spuestas spuestas esiduos obabilidad
sujetos observadas esperadas

2,000 100 312,162 ,616 ,022
2,166 100 8115,029 -6,696 ,150
2,243 100 26 | 25,454 ,657 ,255
2,301 100 46 | 36,862 9,008 ,369
IPROBIT
2,398 100 58 | 58,208 ,125 ,582
2,477 100 73174,236 -1,459 , 742
2,574 100 86 | 88,364 -2,784 ,884
2,628 100 95| 93,290 1,250 ,933

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores

observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores

observados.

o= 0,05

Anélisis de extractos de Anona sp con cepa Rockefeller

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de

la concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.
o= 0,05
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Estimaciones de los parametros
Parametro Estimacién | Error tipico [Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PPM 8,475 ,515 16,471 ,000 7,467 9,484
PROBIT?
Interseccion | -21,785 1,327 -16,413 |,000 -23,113 -20,458

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando

el logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl

Sig.

PROBIT Contraste de la bondad de ajuste de Pearson

7,277

6

,2962

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.
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Residuos y frecuencias de casillas

NUmero | PPM Nimero de | Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
2,301 100 211,120 ,547 ,011
2,398 100 817,184 ,594 ,072
2,477 100 20|21,443 -1,443 ,214
2,544 100 46 | 41,147 4,964 411
PROBIT
2,602 100 56 | 60,555 -4,444 ,606
2,653 100 71175,843 -4,732 ,758
2,699 100 85(86,194 -1,194 ,862
2,760 100 99 | 94,559 4,330 ,946

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.

o= 0,05

Anélisis de extractos de Anona sp con cepa San Pedro

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de

la concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
Estimaciones de los pardmetros
Pardmetro Estimacion | Error tipico |Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior |Limite superior
PPM 9,077 ,660 3,744 ,000 7,782 10,371
PROBIT2
Interseccién | -24,422 1,786 -13,674 ,000 -26,208 -22,636

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando

el logaritmo en base 10,000.)
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Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl

Sig.

|IPROBIT

Contraste de la bondad de ajuste de Pearson

8,761

6

,1872

a. Como el nivel de significacion es mayor que ,050, no se utiliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.

Residuos y frecuencias de casillas

Numero | PPM Numero  de |Respuestas Respuestas Residuos | Probabilidad
sujetos observadas esperadas
2,439 100 211,128 1,094 ,011
2,512 100 715,237 2,013 ,052
2,653 100 31(36,711 -5,761 ,367
2,699 100 51]53,021 -1,571 ,530
PROBIT
2,720 100 56 | 60,570 -4,459 ,606
2,740 100 64 167,419 -2,969 674
2,760 100 75]73,459 1,991 ,735
2,796 100 90 | 83,032 7,418 ,830

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.

o= 0,05

Anélisis de extractos de Anona sp con cepa Central

Ho: el aumento de la mortalidad de larvas no se correlaciona al aumento de

la concentracion de extracto.

H1: el aumento de la mortalidad de larvas se correlaciona al aumento de la

concentracion de extracto.

o= 0,05
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Estimaciones de los pardmetros
Parametro Estimacién | Error tipico [Z Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior | Limite superior
PPM 9,572 ,593 16,150 ,000 8,410 10,734
PROBIT?2
Interseccion | -25,877 1,607 -16,098 ,000 -27,484 -24,269

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el

logaritmo en base 10,000.)

Contrastes de chi-cuadrado

Chi-cuadrado

gl

Sig.

|PrOBIT

Contraste de la bondad de ajuste de Pearson

12,064

6

,0612

a. Como el nivel de significacibn es mayor que ,050, no se utliza un factor de

heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Los estadisticos basados en casos individuales difieren de los estadisticos basados en

casos agregados.
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Residuos y frecuencias de casillas

Numero | PPM NUumero de|Respuestas [Respuestas Residuos |Probabilidad
sujetos observadas |esperadas
2,477 100 2(1,515 ,151 ,015
2,544 100 816,359 1,418 ,064
2,602 100 21]16,598 3,958 , 166
2,699 100 43148,302 -4,968 ,483
JPROBIT
2,740 100 56|63,819 -8,263 ,638
2,760 100 66| 70,485 -4,915 ,705
2,796 100 84181,193 3,251 ,812
2,829 100 96 | 88,589 6,951 ,886

Ho: Los valores esperados no difieren significativamente de los valores observados.

H1: Los valores esperados difieren significativamente de los valores observados.
o=10,05

Anélisis ANOVA de dos factores

Ho: No existen diferencias en la concentracion de extracto necesario para
generar mortalidad en larvas entre cepas y especies vegetales

H1: Existen diferencias en la concentracién de extracto necesario para
generar mortalidad en larvas entre cepas y especies vegetales

o= 0,05
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Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: concentracion

Origen Suma de | gl Media F Sig.
cuadrados cuadréatica
tipo Il
IModelo corregido | 900850,6942 112606,337 8,215 ,000
Interseccién 6495008,681 6495008,681 | 473,860 [,000
Cepa 47621,528 23810,764 1,737 ,184
|Especie 825017,361 412508,681 |30,096 |,000
Cepa * Especie | 28211,806 7052,951 ,515 725
|Error 863515,625 |3 13706,597
Total 8259375,000 |72
Total corregida 1764366,319 [71

a. R cuadrado =,511 (R cuadrado corregida = ,448)

Pruebas post hoc

Ho: No existen diferencias en la concentracion de extracto necesario para

generar mortalidad en larvas entre cepas de mosquitos

H1: Existen diferencias en la concentracion de extracto necesario para

generar mortalidad en larvas entre cepas de mosquitos

o= 0,05

104



Variable dependiente: concentracion

Comparaciones multiples

Bonferroni
()Cepa (J)Cepa Diferencia  de | Error tip. [Sig. Intervalo de confianza 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior

Rockefeller | 59,375 33,7967 ,251 -23,751 142,501
Luque

San pedro 11,458 33,7967 [1,000 -71,667 94,584

Luque -59,375 33,7967 ,251 -142,501 23,751
Rockefeller

San pedro -47,917 33,7967 ,484 -131,042 35,209

Luque -11,458 33,7967 1,000 -94,584 71,667
San pedro

Rockefeller |47,917 33,7967 ,484 -35,209 131,042

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 13706,597.

Ho: No existen diferencias en la concentracion de extracto necesario para

generar mortalidad en larvas entre especies vegetales

H1: Existen diferencias en la concentracion de extracto necesario para

generar mortalidad en larvas entre especies vegetales
o=10,05
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Variable dependiente:

Comparaciones multiples

concentracion

Bonferroni
(DExtracto  (J)Extracto | Diferencia  de | Error tip. | Sig. Intervalo de confianza 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior

Jatropha 213,542 33,7967 ,000 130,416 296,667
Anonna

Ruda 238,542 33,7967 ,000 155,416 321,667

Anonna -213,542" 33,7967 ,000 -296,667 -130,416
Jatropha

Ruda 25,000 33,7967 1,000 -58,126 108,126

Anonna -238,542" 33,7967 |,000 -321,667 -155,416
Ruda

Jatropha -25,000 33,7967 1,000 -108,126 58,126

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 13706,597.
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8.10 Anexo 10

Cromatogramas de compuestos identificados de extractos etanolicos.

Annona sp.Dihidrocherimolina Scan ES+
100+ 14.10 637 891
lﬂl 9.20e7
\ |-
N
|'I \
0 |||||\|\||||_AJ\|J\J|L|_'_\||||
-0.00 200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Annona sp. Bullatacinona o isémero Scan ES+
1004 16.20 6523
I 41587
|
i
M
N
|
|
|
= | ll
a
| |
.
[
j \

Ot T T |||||||\||\||\'“\||
-0.00 2.00 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Annona sp. Nornucifenina Scan ES+
100 10.02 282

;A 8.94e7
i
|
| - |
i
I 11.90
0 T T T T T T T |_J T L\ T T T T T T T T 1 Time
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figura

Cromatogramas obtenido de Annona sp. Dihidrocherimolina (14.1 min), bullatacinona (16.2

min), nornucifenina (10.02 min).
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Vitexin/isovitexin
2: Scan ES-
10.13 431 666 0.5000Da
1007 I 1.17e5
|
l
|||r1/[],41
9.83|
W
\I'IﬂJ '-“1”1'
o I{ 10.90
= P
o
[l
r |
ae7 [/ \
\h II I
gos [ ‘
1.03 720 |I 12.36
G )II T T ) T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
: Hexametil-16-oxatriciclo [11.2.1.01,5] 1: Scan ES+
100+ hexadeca-4,6,13-trieno-8,15-diona e 9.01 3292
isémero |1 2.77eb
| ?|l71 |
o |‘ f‘
1335 L\
|| |'| | I1D,[]3
ANV
y In ] |
|.Ig'16 ."r LYY \ I 127
1 )w@ %M
Ly
OHorr e e T e e e
.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
Estigmasterol 1- Scan ES+
100 1228 413.626 0.1000Da
2 52e6
mnag “
y |
(-
9,?9 H | ‘
8.56 (JI‘ 1
-’\,j\}' \ [\ ‘ |
[ | |
1 | \1 |%|] [
0 ....,....,....,....,....,....,....,....,....,....,....,....,..L.'.'T....,....,....,....,....,....,.... Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Cromatogramas obtenido de J. curcas. Vitexin/isovitexin (10.13 min), Hexametil-16-oxatriciclo

[11.2.1.01,5] hexadeca-4,6,13-trieno-8,15-diona e isdmero (7.71 y 9.01 min), estigmasterol (12.28
min)
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Rutamarina 1- Scan ES+
917 3574
1007 \‘| 9.76e5
= 706 ;6o | |
o || | 1014 12.04
0 \
I.I
| |
[ T B e o o o I o I I B o B I o
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Rutaretina 1 Scan ES+
100— 9.09 263.383
|WI 3.38e6
< |
1 876 | |
A
| ;
] . ,‘,. |I 1013 12 44
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Apigenin 7-4'-dimetil éter 2- Scan ES-
1115 207 424
100 f\ 3 10e5
i
[
[
|‘
= 1 94
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Graveolina y graveolinina 1- Scan ES+
7.84 280.4 0.1000Da
1007 | 7.67e5
|% 8.74
.
| L
J Ll
LIS Il
4
|'| 9q51|06 11.84
' \ I ./‘| \/\
LK A i N
v > T T T T T T Time
2.00 4.00 G.O 8. 00 10. DCI 12 00 14. 00 'IES 00 I8 00 20 00

Cromatogramas obtenido de R. chalepensis. Rutamarina (9.17 min), rutaterina (9.09 min)

apigenina 7,4-dimetil éter (11.15 min), graveolina y graveolinina (7.84 y 8.74 min)
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