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RESUMEN

Yael C. De la Torre Rodriguez Fecha de Graduacién: Febrero 2009
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: Evaluacion de la actividad de extractos de plantas del noreste de
México contra larvas de Aedes aegypti L.

Numero de paginas: 51 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
con orientacion terminal en Quimica Biomédica

Area de Estudio: Quimica Analitica

Propésito y Método del Estudio:

Debido a que el problema del dengue en América sigue creciendo por el aumento
alarmante de la poblacién de Aedes aegypti, los gobiernos invierten grandes cantidades de
dinero en tratar de prevenir y/o controlar su crecimiento, sin embargo, éste va en aumento. Por
esta razén se evalud la actividad de extractos de plantas del noreste de México contra larvas
del mosquito Aedes aegypti L. Basados en que los insecticidas naturales pueden representar
menos problemas de contaminacion ambiental, de residuos en alimentos, de toxicidad y de
resistencia.

Se seleccionaron y se recolectaron once plantas en el estado de Nuevo Ledn, utilizando
criterios etnobotanicos y quimiotaxondmicos. La parte aérea las plantas secas se extrajeron
con éter etilico y posteriormente el residuo con metanol. Se trabajé con la cepa de Aedes
aegypti, Nuevo Orleans y la actividad larvicida se analizé con veinte larvas en tercer y cuarto
instar frente a diferentes concentraciones de cada extracto. La mortalidad se determiné a las 2,
12, 18 y 24h y posteriormente se calculd la CLsy, Los datos de mortalidad de las larvas
obtenidos con los extractos etéreos y metandlicos analizados a tres concentraciones diferentes
se sometieron a analisis en el programa SPSS para calcular la CLs,, donde los extractos
etéreos con mejor actividad fueron Ruda, Ufa de gato y Tomillo, por lo que se obtuvieron sus
aceites esenciales a partir de material fresco por medio de hidrodestilacion. La actividad de los
extractos etéreos y de los aceites esenciales fue evaluada sobre dos cepas de Aedes aegypti,
Nuevo Orleans y una poblacién local de la colonia Enramada de Guadalupe N. L. Los datos de
los extractos etéreos y los aceites esenciales de Ruda, Tomillo y Ufa de gato, analizados a
cinco concentraciones diferentes, se sometieron al programa Probit para precisar la CLs, sobre
las dos poblaciones.

Resultados

La poblacion Nuevo Orleans fue la mas sensible a todos los extractos y aceites probados. Las
mortalidades de extractos etéreos y aceites se sometieron a una prueba t de student para
determinar diferencia significativa (p< 0.05) y se demostré que la actividad larvicida de los
aceites esenciales fue mayor en comparacion con los extractos etéreos.

Contribuciones y Conclusiones: Los fitoinsecticidas constituyen una interesante alternativa
de control de insectos, Ruda (Ruta chalapensis), Tomillo (Thymus vulgaris) y Uha de gato
(Zanthoxylum fagara) demostraron actividad larvicida contra Aedes aegypti, siendo la de mayor
actividad larvicida Ruta chalapensis. Se encontré6 que los aceites esenciales de estas tres
plantas fueron los responsables de su actividad larvicida.

FIRMA DEL DIRECTOR:

Dr. Ricardo Salazar Aranda
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Generalidades del dengue

El dengue es un problema creciente de salud publica en el mundo. La
OMS lo considera como la segunda infeccidn re-emergente mas importante
entre las enfermedades tropicales y como una de las principales enfermedades

virales transmitidas al hombre por artrépodos (Blanco, 2004).

Clinicamente la enfermedad cursa como una forma benigna autolimitada
de fiebre indiferenciada llamada Fiebre por Dengue (FD), o como formas mas
severas denominadas Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD) y Sindrome de
Choque por Dengue (SCD), las cuales pueden ser fatales para el ser humano
(Monath, 1994).



La infeccién es producida por alguno de los cuatro serotipos del virus
dengue pertenecientes a la familia Flaviviridae y es transmitida al hombre por
mosquitos vectores. En Asia el principal vector es Aedes albopictus y en

América es Aedes aegypti (Monath, 1994).

Se conocen tres variedades principales del mosquito de la especie Ae.
aegypti var. aegypti, var. formosus y var. queenslandensis. La variedad aegypti
es la mas distribuida en el mundo (CENAVE, 2008). Esta especie establece
sus criaderos en agua con un poco de materia organica y de sales disueltas,
mediante la puesta de huevos en la superficie del recipiente a la altura de la
interfase agua-aire. Ejemplos de su habitat son: depdsitos de agua ubicados en
objetos como botellas, floreros y piletas, construcciones, neumaticos, entre
otros (OPS, 1995).

1.1.1 Ciclo vital de Aedes aegypti (L.)

Aedes aegypti, como todos los mosquitos, tiene dos etapas bien
diferenciadas en su ciclo vital: una fase acuatica que incluye tres formas
evolutivas diferentes: huevo, larva y pupa y una fase aérea o de adulto (Figura
1. CENAVE, 2008).

Los huevos, menores a un milimetro de largo, son inicialmente de color
blanco, en 6ptimas condiciones de temperatura y humedad; se tornan negros
con el desarrollo del embridon que evoluciona en un lapso de 2 a 3 dias. La
mayor parte de los huevos eclosionan rapidamente, mientras un porcentaje
reducido no lo hacen, estos ultimos son conocidos como huevos resistentes,

inactivos o residuales, capaces de largas sobrevidas (Fernandez, 1999).



Después de la eclosion se inicia un ciclo de cuatro estados larvarios
(primer, segundo, tercer y cuarto instar), en el cual ocurren tres mudas: las
larvas crecen desde 1 mm hasta 6 6 7 mm. Las caracteristicas morfologicas
tipicas de las larvas son: fuertes espiculas toracicas laterales quitinizadas,
peine de escamas unilinear en el octavo segmento y sifén con forma de oliva
corta, que destaca por su color negro. En esta etapa se alimentan del
fitoplancton que se encuentra en los recipientes en los que habitan (Fernandez,
1999).

Su desarrollo se completa entre 5 y 7 dias en condiciones favorables de
nutricion y con temperaturas de 25 a 29°C. En este ciclo estan dotadas de
movimientos caracteristicos en forma de S, verticales entre fondo y superficie.
Las larvas son incapaces de resistir temperaturas inferiores a 10°C, o
superiores a 46°C. Después del cuarto instar, la larva comienza a secretar una
cubierta por todo su cuerpo que finalmente la encierra, es la pupa. Dentro de
esta cubierta, la pupa deja de alimentarse y solo flota y nada con sus aletas
caudales. Asi durante 24 a 48 horas, los tejidos del cuerpo larval desarrollan
las alas en el torax, tres pares de patas, un aparato bucal modificado para
picar, ovarios, glandulas salivales, y enzimas digestivas. El desarrollo de la

pupa termina hasta la emergencia del adulto (CENAVE, 2008).

En 6ptimas condiciones de temperatura y alimentacion, el ciclo completo

de Ae. aegypti, de huevo a adulto se completa en 10 dias (Fernandez, 1999).

El adulto emergente, es un mosquito de color negro, con disefios
blanco-plateados formados por escamas claras que se disponen en el dorso
del térax, y mostrando un anillado caracteristico a nivel de tarsos, tibia y

fémures de las patas.
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Figura 1. Ciclo de vida de Aedes aegypti.

1.2Distribucion e incidencia del dengue

1.2.1 Dengue en el mundo

Aproximadamente dos quintas partes de la poblacibn mundial se
encuentran en riesgo debido a que mas de 100 paises han sufrido brotes de
fiebre por dengue o de fiebre hemorragica del dengue. La incidencia anual de
enfermos por dengue alcanza hasta 50 millones de casos por afio, de los

cuales 500,000 pacientes son hospitalizadas y 20,000 de ellos mueren. La



mayoria de los casos de dengue hemorragico ocurre en nifios menores de 15
afnos de edad (OPS, 1999).

La diseminacién geografica de los mosquitos vectores y por lo tanto de
los virus en el transcurso de los ultimos 25 aios ha provocado un resurgimiento
mundial del dengue y del dengue hemorragico epidémico, siendo endémicos la
mayor parte de los centros urbanos de las regiones tropicales. Cerca de 2,500
millones de personas viven en zonas tropicales en las que pueden transmitirse
los virus del dengue. Antes de 1970, sélo nueve paises se habian enfrentado al
dengue hemorragico epidémico, en la actualidad, el numero de paises se ha
incrementado a mas del cuadruple y continua en aumento (OPS, 2007. OMS,
2007).

1.2.2 Dengue en América

En 1996, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) diseii¢ un
plan continental para ampliar e intensificar el control de Ae. aegypti. El objetivo
fue lograr un nivel de infestacion cerca de cero, para erradicar el vector. El
costo del plan se estim6 en 1.6 mil millones de ddlares por afio para todos los

paises de la region.

Los paises con dengue endémico han gastado grandes sumas de dinero
las cuales aumentan cada afo. En 1996, 25 paises endémicos gastaron
US$331 millones, y en 1997 el gasto fue de US$671 millones. Combinando las
dificultades de asegurar este nivel de presupuesto para un solo programa vy el

hecho de que estos programas no estan teniendo wuna influencia



epidemioldgica significativa, es necesario encontrar nuevas opciones para

asegurar los resultados deseados (OPS, 1999).

En 1998 el dengue era endémico en 42 naciones americanas. Durante
el periodo de 1984-1990 se registraron epidemias en Venezuela (1989-
90,1997, 1998), Colombia (1984, 1986, 1989-90), Brasil (1986-87, 1990-91,
1995-96, 1998-99) Puerto Rico (1994), Nicaragua (1994), México (1995) y
Cuba (1997). EI numero de casos notificados de dengue hemorragico en
Ameérica ha aumentado marcadamente. De los 54,137 casos de dengue
hemorragico notificados en América en la década de los 90°s, 29,289 casos
(54%) ocurrieron durante 1996-1998, y mas del 80% de estos casos fueron
notificados en Colombia y México siendo notorio el agravamiento del problema

en dicho periodo.

En el 2001 se registraron 609 000 casos de dengue, de los cuales 15
000 correspondieron al tipo hemorragico, lo que representd un incremento de
casi 50% en el numero de pacientes afectados en comparacion con los
detectados en 1995 (Figura 2. Iturrino, 2006).

En el periodo del 2001 al 2006 en América se notificaron 3 419 919
casos de dengue, incluidos 79 664 casos de dengue hemorragico y 982
defunciones. En febrero del 2007 la OPS/OMS emiti6 una alerta a toda la
region para extremar las acciones de prevencién y control. Paraguay, Bolivia,
México y Brasil ya habian notificado brotes de dengue durante los primeros
meses del ano. Este fue el primer reporte en la historia de Paraguay de casos
de dengue hemorragico y muertes. Al término del 2007 se reporté en toda
América un total de 892 218 casos de dengue (OPS, 2007).
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Figura 2. Evolucion de la situacién histérica del dengue y dengue hemorragico

en las Américas 1980-2007

Existe la posibilidad de que la magnitud del problema del dengue en
Ameérica siga creciendo, debido a un aumento alarmante de la poblacion de Ae.
aegypti. La urbanizacion rapida y desorganizada asi como la proliferacién de
las colonias marginadas en la mayoria de las ciudades de América Latina

brindan los materiales de desecho y los envases ideales para que Ae. aegypti
se reproduzca.

1.2.3. Dengue en México

A partir de 1984 se registraron casos de dengue hemorragico en el pais,
histéricamente los estados con mas casos de dengue reportados son: Sonora,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, Sinaloa, Veracruz, Nayarit, Jalisco, Colima,

Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y



Quintana Roo, siendo Nuevo Ledén, Tamaulipas, Veracruz, Colima y Guerrero

los estados mas afectados (Figura 3).
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Figura 3. Casos de DH en México segun Estados afectados 1984-2002.
CENAVE, 2008

En el afo 2006 se presentaron aproximadamente 27 000 casos de
dengue. En el afio 2007 de acuerdo con cifras oficiales, México ocup¢ el tercer
lugar de incidencia en América Latina, con 40,559 casos de dengue clasico y
7,897 de fiebre hemorragica. (Tabla I. PAHO, 2007. Secretaria de Salud,
2007). A pesar de que el mosquito se encuentra en todo el pais, la zona norte y
sur son las mas afectadas al tener condiciones climaticas que favorecen la

reproduccion de Ae. aegypti (Secretaria de salud, 2008).

Tabla | Casos de dengue clasico y dengue hemorragico en México 2006 y 2007

Casos de dengue clasico y hemorragico en México

Probables Confirmados
2006 2007 2006 2007
DC DH DC DH
68 147 | 132436 | 22566 | 4 426 | 40 559 | 7 897




1.2.4. Dengue en Nuevo Leén

La Secretaria de Salud del Estado de Nuevo Leodn confirmé que en el

ano 2007 se registraron 2,343 casos de dengue, y 821 casos de dengue

hemorragico, principalmente en los municipios de Villaldama, Lampazos de

naranjo, Apodaca, Escobedo, Linares, Monterrey, San Nicolas, Cadereyta y
Santa Catarina (CENAVE, 2008. Montiel 2007).

Tabla Il. Casos de dengue clasico y hemorragico en Nuevo Ledn 2007

Municipio Casos dengue clasico | Casos dengue hemorragico
Villaldama 17 0
Lampazos de Naranjo 9 0
Resto 2317 821
Total 2343 821

En el 2008, el estado de Nuevo Leodn reportd 715 casos de dengue
(Gobierno del Estado de Nuevo Ledn, 2008).




1.3Control del dengue

El control de la enfermedad es costoso y las epidemias ocasionan un
importante impacto negativo en el desarrollo socioeconémico de los paises
(OPS, 1999).

Ademas del sufrimiento que infligen tales enfermedades contagiosas,
éstas constituyen una pesada carga econdmica, sobre todo para los paises en
vias de desarrollo. Un solo brote de enfermedad puede resultar muy caro. Las
naciones mas afectadas tardarian en crecer en sentido econémico hasta que

dichos problemas de salud se encuentren bajo control.

Debido a que actualmente no se cuenta con una vacuna para prevenir el
dengue, las estrategias de control de la enfermedad deberian adoptar otro
enfoque mas integrado, como la estratificacion epidemiolégica de las
actividades de control del vector, la comunicacién social, la educaciéon sanitaria
y la motivacion comunitaria con base en apropiacién del problema (De la Cruz,
2001).
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1.3.1. Control del vector

El control del vector se refiere a las actividades realizadas a través de
métodos fisicos, quimicos 6 bioldgicos, dirigidas a la eliminacién o control de
cualquier deposito donde se pueda desarrollar cualquier tipo de mosquito,
especialmente Ae. aegypti. El control puede llevarse acabo matando al insecto

o impidiendo que tenga un comportamiento considerado como destructivo.

1.3.1.1 Control fisico

El control fisico consiste en colocar una barrera fisica de forma temporal
o definitiva entre el mosquito transmisor del dengue y los recipientes
contenedores de agua. Estas actividades incluyen el control de recipientes al
lavar, tallar, voltear, destruir, cubrir, proteger bajo techo o evitar el
almacenamiento de agua en todos los recipientes que sean capaces de criar
larvas de mosquitos. Asimismo, desechar todos aquellos recipientes que no
tengan ninguna utilidad para los moradores de la vivienda, siempre y cuando

se cuente con la autorizacion del propietario.
1.3.1.2 Control biolégico

Involucra la utilizacion de modelos ecoldgicos depredador-presa, que
reducen las poblaciones larvales, tal es el caso de los peces larvifagos que se
introducen en los contenedores de agua. Existen otros modelos de control
biolégico como es el caso del Bacillus thuringiensis, el cual tiene accién sobre

las células del intestino de los insectos, ya que las toxinas bacterianas se unen
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a receptores especificos y forman poros que conducen a la lisis de estas

células y a la muerte de los insectos.

1.3.1.3 Control quimico

El control quimico proporciona mayor rendimiento e impacto contra los
mosquitos en sus etapas larvarias, ya que utiliza productos con efecto larvicida.
Se utiliza unica y exclusivamente en los depésitos y recipientes en los que no
se puede realizar el control fisico y que representan un riesgo significativo de
convertirse en criaderos de mosquitos, tal es el caso de los tambos, pilas,
piletas, tinacos y cisternas sin tapa, en los que por su uso y manejo son
susceptibles de convertirse en criaderos. Entre los mas importantes métodos

de control quimico estan los insecticidas (CENAVE, 2008).

1.3.2. Insecticidas.

Los insecticidas pueden ser naturales o sintéticos y son aplicados a las
especies blanco en un gran numero de formulaciones y sistemas de aplicacion
(aspersores, colocacion de cebos, difusion de liberacion lenta,
etc). Recientemente se han incorporado codigos genéticos bacterianos de
proteinas insecticidas en varias plantas de cultivo que causan la muerte a

insectos que se alimentan de ellas (EPA, 2007).
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Tabla Ill Algunos de los insecticidas que se han usado a través del tiempo.

Organoclorados [El diclorodifeniltricloroetano (DDT) aun es usado con
efectividad para control de malaria en varios paises del

tercer mundo.

OrganosulfurososjPoseen bajo poder insecticida, solo son usados como

acaricidas.

Organofosfatos [Toxicidad alta.

Carbamatos |El carbarilo se ha vendido mas que el resto de ellos, por|

su baja toxicidad oral y dermal hacia mamiferos.

Formamidinas [Su valor actual esta en el control de plagas resistentes a|

los organofosfatos y a los carbamatos

Dinitrofenoles [Debido a su toxicidad alta todos han sido retirados.

Pirazoles Acaricidas de contacto y por ingestion.

Benzoilureas. [Su maximo valor esta en el control de orugas y larvas de

escarabajos.

Piretroides  |Chrysanthemun cinerariefolium. Poco utilizado para fines

agricolas, por costo, inestabilidad a luz solar.

Nicotinoides [Nicotiana tabacum. Clase mas novedosa de insecticidas.

(Ware, Whitacre, 2004).

1.3.2.1 Insecticidas Organofosforados

Una clase de los insecticidas convencionales mas utilizados son los
organofosforados (OPs), que se derivan del acido fosférico. Los OPs tienen
dos caracteristicas distintivas: generalmente son mucho mas téxicos para los
vertebrados que otras clases de insecticidas y la mayoria son quimicamente
inestables o no persistentes, esta ultima caracteristica fue la que los promovio
para su uso agricola como substitutos de los organoclorados que son mucho

mas persistentes.

Debido a la toxicidad relativamente alta de los OPs, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA), realiz6 una extensa reevaluacién de la clase. Por

lo anterior muchos OPs fueron cancelados voluntariamente y otros perdieron
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usos. Existen pruebas cada dia mas fundamentadas de que este tipo de

sustancias también desarrolla resistencia.

1.3.2.1.1. Abate. Uno de los insecticidas mas empleados es el Temefos,
conocido comunmente como abate. Es un insecticida quimico organofosforado
de gran importancia en salud publica. La OMS lo recomienda como método
para el control del dengue, porque lo que se aplica a nivel mundial como

larvicida para el control del mosquito Ae. aegypti.

NG \,
Figura 4. Estructura quimica de Temefos

El abate se disuelve en el agua de los criaderos de las larvas, éstas al
ingerirlo les produce la muerte. Sin embargo, las pupas no filtran agua y por lo
tanto, el insecticida comercial les resulta inofensivo. Desafortunadamente, su
uso intensivo ya ha empezado a generar resistencia en los insectos en algunos

paises (Dominguez, 2005).
1.3.2.2 Insecticidas biorracionales

El uso masivo de insecticidas de origen vegetal ha tenido un camino
muy dificil. El primer insecticida natural como tal, aparecié en el sigo XVII
cuando se demostré que la nicotina de hojas de tabaco, mataba a unos
escarabajos que atacaban al ciruelo. En 1850 se introdujo un nuevo insecticida
vegetal conocido como rotenona que se obtuvo de las raices de una planta
conocida como timbé (Derris elliptica). Posteriormente se usaron plantas con
propiedades irritantes como la sabadilla (Veratrum sabadilla), que se utilizaba
para descongestionar las fosas nasales, o el incienso que no mataban

directamente a los insectos pero los ahuyentaba.

Al inicio las recopilaciones de informacion de plantas que se usaban como

insecticidas entre los agricultores e indigenas, tenian mucho de supersticién y
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cuando se les sometid a pruebas con rigor cientifico no mostraron efecto
alguno. Cerca de 1950, las pocas plantas que mostraron resultados
auspiciosos y alcanzaron a usarse masivamente, fueron reemplazadas por los
insecticidas sintéticos. Con la aparicion de los insecticidas sintéticos se creyo
que los insecticidas vegetales desaparecerian, pero problemas como la
contaminacion del ambiente, los residuos en los alimentos, problemas de
toxicidad y la resistencia por parte de los insectos, han hecho que hoy en dia
los insecticidas naturales, conocidos también como biorracionales, vuelvan a

ser tomados en cuenta (Gonzalo, 2002).

Insecticida biorracional se refiere a cualquier sustancia de origen natural
0 semisintética, que tiene un efecto negativo o letal cuando se utilizan solos o
en combinacion con insecticidas convencionales, sobre plagas objetivo
especificas. Estos insecticidas poseen un modo de accién unico, generalmente
no son téxicos para los humanos ni para plantas o animales domeésticos y
requieren bajas dosis de uso. Tienen un efecto que no es adverso, o lo es muy
poco, sobre la vida silvestre y el medio ambiente, ademas reducen la

dependencia en los productos pesticidas convencionales (EPA, 2007).

Los insecticidas biorracionales se clasifican de forma general como:
bioquimicos y microbiales. Los bioquimicos actuan a través de hormonas,
enzimas, feromonas y agentes naturales, tales como reguladores del
crecimiento de las plantas y los insectos. Los microbiales actuan sobre virus,

bacterias, hongos, protozoarios, y nematodos (EPA, 2008).

El uso de los insecticidas biorracionales llegd su maximo en EEUU en
1966, y desde entonces ha declinado de manera continua. Actualmente el
piretro es el unico producto botanico clasico que tiene un uso significativo.
Algunos insecticidas mas nuevos derivados de las plantas que han entrado en
uso, son denominados florales o productos quimicos con aroma de plantas y
contienen, entre otros ingredientes: limoneno, cinnamaldehido y eugenol (EPA,
2008).
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1.4 Las plantas y el dengue. Una alternativa de control

Desde la antigledad las plantas han sido un recurso al alcance del ser
humano para su alimentacién y la curacion de sus enfermedades. Hace 400
000 anos aproximadamente, muchos mamiferos utilizaban de manera instintiva
ciertas plantas para el alivio o la curacion de algunas molestias o
enfermedades. En sus inicios la experiencia humana sobre la seleccidén y
empleo de plantas con diversos fines debié producirse en parte al menos por
un mecanismo espontaneamente aprendido de ensayo y error que también

usaban los primates y muchas otras especies (Valdez y cols, 2002).

El uso de las plantas en medicina tiene una historia honorable, ya que
en determinados momentos todos los medicamentos se obtenian de fuentes
naturales. Este evento dio lugar al establecimiento de una relacion muy
cercana y productiva entre el hombre y su medio vegetal (Carballo y cols
2005).

Las plantas curativas son el recurso terapéutico por excelencia de la
medicina tradicional mexicana, que en gran parte es aun rescatable y puede
constituir un importante elemento para implementar nuevos planes de salud,

que combinen el conocimiento popular con el cientifico. (Canales y cols 2006.)

Particularmente en México y otros paises de América Central es comun
encontrar practicas de control de plagas con recomendaciones de plantas que
datan del tiempo de los aztecas y mayas. Un ejemplo de esto es la practica de
mezclar el maiz y frijol con aji (Capsicum frutescens), ruda (Ruta graveolens) o

ajo (Allium sativum).
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Las plantas que son consideradas una de las fuentes de compuestos
quimicos mas importante que existe constituyen una alternativa para obtener
nuevos insecticidas biorracionales. Un gran porcentaje de los principios activos
de plantas esta comprendido dentro de los llamados metabolitos secundarios,
que son compuestos quimicos de estructura relativamente compleja, y de
distribucion mas restringida y mas caracteristica de fuentes botanicas
especificas, que los llamados metabolitos primarios. Estos ultimos estan
universalmente distribuidos y tienen participaciéon en la actividad celular de
todos los seres vivos. A partir del metabolismo secundario se obtienen
productos con funciones aleopaticas, atrayentes de los animales para la
polinizacion y la dispersion de semillas, de defensa contra predadores, como
los insectos, etc. Estas funciones son proporcionadas por compuestos que
pertenecen a grupos como: alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides,

glicésidos, glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides (Gonzalo, 2002).

En la busqueda de nuevas alternativas para el control larvicida de Ae.
aegypti se han extraido compuestos con actividad larvicida de algunas plantas
como: Phryma leptostachya (Il-Kwon y cols, 2005), Eucalyptus grandis (Lucia y
cols, 2007), Santalum album (Zhu y cols, 2008), contribuyendo asi a la

busqueda de nuevos larvicidas biodegradables de origen natural.
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1.5 Justificacion

Debido a que el problema del dengue en América sigue creciendo por el
aumento alarmante de la poblacion de Ae..aegypti, los gobiernos invierten
grandes cantidades de dinero en tratar de prevenir y/o controlar su crecimiento,
sin embargo, éste va en aumento. Por esta razén consideramos importante
realizar un rastreo de plantas que puedan tener actividad insecticida, basados
en que los insecticidas naturales pueden representar menos problemas de
contaminacion ambiental, de residuos en alimentos, de toxicidad y de

resistencia.
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1.6 Objetivo general

Evaluar la actividad de extractos de plantas del noreste de México contra el

mosquito Ae. aegypti L

1.7 Objetivos especificos

1.- Seleccionar, colectar e identificar al menos 10 plantas utilizadas

tradicionalmente como insecticidas.

2.- Obtener los extractos primarios de las plantas colectadas.

3.- Evaluar la actividad de los extractos primarios contra larvas de Aedes

aegypti.
4.- Realizar la extraccion de los aceites esenciales de las plantas activas.

5.- Evaluar la actividad de los aceites esenciales de las plantas activas contra

larvas de Ae. aegypti
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material, Equipo y Reactivos

2.1.1 Material biolégico

e Se utilizé la parte aérea de las siguientes plantas:

Planta Nombre cientifico
Amargoso Ambrosia confertiflora
Canelo Melia azederach
Higuerilla Ricinus communis

Lantana Lantana camara

Matapulgas Parthenium hysterophorus

Mozote Bidens pilosa

Oreja de elefante | Xanthosoma robustum

Ruda Ruta chalepensis

Tomillo Thymus vulgaris
URa de gato Zanthoxylum fagara
Zacate de limon Cymbopogon citratus
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e Ae. aegypti L cepa Nuevo Orleans, proporcionado por el Departamento
de Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias biologicas de la
UANL

e Ae. aegypti L poblacién local, colectada en la colonia Enramada en el
municipio de Guadalupe N. L., (N25° 45' 14.4" W100° 15" 26.0")
proporcionado por el Departamento de Entomologia Médica de la

Facultad de Ciencias biolégicas de la UANL.

2.1.2 Material de laboratorio

Camara bioclimatica, Biotronette

Charolas de plastico

Embudos de filtracion

Espatulas

Frascos de plastico

Hidrodestilador Clevenger

Matraces bola de 250 y 500mL

Matraz bola fondo plano 3L

Papel filtro N° 40 Whatman

Parafilm Menasha, wi 54952 Pechiney

Pipetas automaticas de 20 a 200uL y de 100 a 1000uL eppendorf
Pipetas Pasteur Corning.

Probetas de 100mL

Pomaderas de vidrio ambar

Puntillas para pipetas de punto final de 2, 200 y 1000uL eppendorf.
Tubos con tapa de seguridad de 1.5mL eppendorf.

Vasos de precipitado de 250mL
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2.1.3 Equipo

Agitador, 37600 Barnstead, Thermolyne

Balanza analitica, GR-120,AND

Balanza granataria, Scout, Ohaus

Licuadora 7 velocidades, 594, MAN.

Plancha de calentamiento, PC-351, Corning
Refrigerador, DFR-N142DB, Daewoo

Rotavapor con bafio de agua, 461 RE 121, BUCHI
Ultrasonido, 2510R-DTH, Branson

2.1.4 Reactivos

2.1.4.1 Solventes

Acetona, grado analitico, Fermont

Dimetil sulfoxido, grado analitico, Fermont.
Eter etilico, anhidro, Fermont

Metanol, grado analitico, Fermont.
Nitrégeno, gas de alta pureza, AGA
Sulfato de sodio, anhidro, CTR.

2.1.4.2 Reactivos especiales

Alimento para peces Tetrafin. The primary Meal. Tetra. Monterrey. N. L

Levadura instantanea Nevada. SAFMEX. Lesaffre. Monterrey. N. L
Abate Chem Service. Probioteck. Monterrey. N. L



2.2 Métodos

2.2.1 Seleccidén y colecta de las plantas

Se realiz6 una busqueda bibliografica en libros de botanica, de
remedios, de plantas curativas, farmacopeas herbolarias, revistas cientificas y

tesis con el propdsito de encontrar plantas reportadas con actividad insecticida.

A partir de esta lista se seleccionaron plantas utilizando criterios
etnobotanicos, quimiotaxondmicos, y de localizacion en la region, todo esto con
la ayuda del especialista en botanica Biol. Humberto Sanchez. La recoleccion
se realiz6 en diversos lugares del estado de Nuevo Ledn, ahi se hizo una
identificacion preliminar. Las plantas colectadas se dejaron secar a temperatura
ambiente por dos semanas para eliminar el exceso de agua. Un espécimen de
cada planta fue enviado al herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leodn, para confirmar su respectiva

clasificacion taxondmica.

2.2.2. Obtencion de los extractos de las plantas

La parte aérea de cada planta se sometié a una extraccion liquido-sélido
empleando una proporcién de 100g de planta molida con 100mL de éter etilico
a temperatura ambiente. La extraccién se realizd bajo agitacion constante a
160 rpm durante 1h. El extracto se filird y el residuo se sometidé a extraccion

dos veces mas bajo las mismas condiciones. Los tres extractos se juntaron y
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se llevaron a sequedad en el rotavapor a temperatura ambiente hasta eliminar
el solvente. El extracto sélido se recuperé y se guardé en atmodsfera con
nitrégeno a 4°C con proteccién de luz hasta su uso. Todo el residuo sélido se
sometid a extraccibn metandlica siguiendo la misma metodologia pero el

solvente usado fue metanol y la temperatura de sequedad fue de 37°C.

2.2.3. Extraccion de los aceites esenciales (Castillo, 2006).

Especimenes frescos de ruda, tomillo y ufia de gato fueron sometidos a
hidrodestilacion. 250g de planta molida se colocé en 1L de agua en un matraz
bola, se calentd a ebullicion por 3h; el vapor de agua con los aceites esenciales
se condensaron y se formaron dos fases. Al termino del tiempo se retird
primero la fase acuosa y posteriormente los aceites. Estos fueron secados con
sulfato de sodio y se almacenaron en atmosfera con nitrégeno a 4°C con

proteccion de luz hasta su uso.

2.2.4. Bioensayo (CDC, 2002).

2.2.4.1. Obtencion de huevecillos

Se trabajé con dos cepas de Ae. aegypti, una cepa sensible, Nuevo
Orleans y una poblacion local colectada en la colonia Enramada de Guadalupe.
Los huevecillos de estos mosquitos se obtuvieron en el laboratorio de
Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL, de la
siguiente manera:

Agua de la llave se dejo reposar durante tres dias para utilizarla en

todos los ensayos y crianza de los mosquitos.
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Los huevecillos de la cepa original se colocaron en una charola de
plastico con agua reposada y levadura a 26°C hasta eclosionar. Las larvas en
primer instar se trasladaron a una charola para alimentarlas con comida para

peces, y se observaron diariamente hasta obtener pupas.

Para obtener los mosquitos, las pupas fueron colocadas en una camara
de desarrollo y posteriormente los mosquitos se liberaron en una jaula de
30x30cm. Al segundo dia de emerger se colocé una solucién de sacarosa al
10% para alimentar a los mosquitos machos. Las hembras fueron alimentadas
cada dos dias con sangre humana y sangre de raton para las cepas Enramada

y Nuevo Orleans respectivamente.

Un vaso con papel filtro y agua se coloco dentro de la jaula para que las
hembras depositaran los huevecillos. Al segundo dia de la oviposicion el papel
filtro se retird, se secd a temperatura ambiente y se guardé en un sobre hasta

Su uUso.

2.2.4.2. Crecimiento de larvas

Una papeleta con huevecillos se transfirié a una charola con agua
reposada y levadura a 26°C. Después de un tiempo, las larvas fueron
trasladadas a otra charola con agua reposada y alimentadas con comida para
peces. Se observaron diariamente hasta seleccionar las larvas en etapas tercer

y cuarto instar, que fueron las etapas utilizadas en todos los ensayos.

2.2.4.3. Evaluacion de la actividad larvicida.

La actividad larvicida se analiz6 con veinte larvas en tercer y cuarto
instar frente a diferentes concentraciones de cada extracto o aceite en un

volumen de 100mL de agua. Para los extractos metandlicos y etéreos se

evaluaron tres concentraciones diferentes por triplicado. Para los aceites
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esenciales y extractos etéreos de ruda, tomillo y ufia de gato se analizaron
cinco concentraciones diferentes por triplicado. Las concentraciones evaluadas

fueron:

Extractos metandlicos entre 5ppm-3000ppm disueltos en metanol
Extractos etéreos entre 1ppm-3000ppm disueltos en dimetil sulfoxido.

Aceites esenciales entre 1-70ppm disueltos en dimetil sulféxido.

La mortalidad se evalué tomando como criterio la pérdida completa de
movilidad al estimulo a las 2, 12, 18 y 24h y posteriormente se calculd la
concentracion que causa la mortalidad del cincuenta por ciento de las larvas
expuestas, CLso. En todos los ensayos se emplearon controles negativos sin
extracto, control positivo con Temefos y controles de solvente con metanol o
DMSO.

2.2.4.4. Analisis estadistico

Todos los datos de mortalidad de las larvas obtenidos con los extractos
etéreos, metandlicos y de aceites esenciales se sometieron a analisis de
regresion tipo probit para calcular la CLsy.

Los datos de mortalidad de las larvas obtenidos con los extractos

etéreos y los aceites esenciales se sometieron a una prueba t de student para

determinar su diferencia significativa (p< 0.05).
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CAPITULO 3

RESULTADOS.

3.1 Selecciodn colecta e identificacidon de las plantas

Se realizd una busqueda bibliografica de plantas que se utilizan
tradicionalmente con este propdsito y se encontraron en la region del noreste
26 plantas con actividad mosquiticida, y 30 de actividad plaguicida (Apéndice
A).

Las plantas utilizadas en el presente trabajo fueron seleccionadas de
acuerdo a criterios etnofarmacolégicos y quimiotaxonémicos. La recoleccién
del material vegetal se realizé durante el mes de noviembre del 2007, en
diversos lugares del estado de Nuevo Leon. La lista de plantas se muestra en
la Tabla IV. Ruda y Tomillo se adquirieron en viveros y el resto se colect6

fuera de la zona metropolitana de Monterrey.
Un espécimen de cada planta se envioé al herbario de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y se confirmd

su clasificacion taxonémica (Apéndice B).
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Tabla IV. Lista de plantas recolectadas y adquiridas.

Nombre comun Nombre cientifico Lugar de Fecha de colecta
colecta
Amargoso Ambrosia artemisialfolia Potrero 3 Noviembre 2007
Canelo Melia azedarach Potrero 3 Noviembre 2007
Ufia de gato Zanthoxylum fagara Potrero 3 Noviembre 2007
Zacate de limén Cymbopogon citratus Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Higuerilla Ricinus communis Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Lantana Lantana camara Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Matapulgas Parthenium hysterophorus | Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Mozote Bidens pilosa Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Oreja de elefante Xanthosoma robustum Montemorelos | 12 Noviembre 2007
Ruda Ruta chalepensis Viveros Mty 17 Noviembre 2007
Tomillo Thymus vulgaris Viveros Mty 17 Noviembre 2007

3.2 Obtencién de extractos de las plantas

El material seco de las plantas se someti6 a extraccion etérea y

metandlica. Los porcentajes de recuperacion obtenidos se muestran en la

Tabla V. Los extractos etéreos produjeron porcentajes de recuperacion dentro

del rango de 0.85% (Mozote) y 3.12% (Lantana). Los metandlicos, fueron de
1.28% (Oreja de elefante) a 8.97% (Zacate de limon).

Tabla V. Porcentajes de recuperacion de extractos etéreos y metandlicos

% de recuperacion

Planta Nombre cientifico Extractos Extractos

etéreos metandlicos

Amargoso Ambrosia confertiflora 2.89 4.61
Canelo Melia azederach 2.09 5.73
Higuerilla Ricinus communis 0.99 3.58
Lantana Lantana camara 3.12 5.65
Matapulgas Parthenium hysterophorus 2.60 5.29
Mozote Bidens pilosa 0.85 3.17
Oreja de elefante Xanthosoma robustum 1.24 1.28
Ruda Ruta chalepensis 2.59 4.43
Tomillo Thymus vulgaris 212 5.38
Ufa de gato Zanthoxylum fagara 1.84 5.89
Zacate limén Cymbopogon citratus 0.86 8.97
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3.3 Actividad larvicida de los extractos.

La actividad larvicida sobre Ae. aegypti, cepa Nuevo Orleans se
determiné a través de la CLsy de los extractos etéreos y metandlicos de cada
planta, a las 2, 12, 18 y 24h. En las Tablas VII y VIIl se muestran los
resultados. La mayor actividad se encontré en ambos extractos de Ruda (Ruta
chalepensis L). La CLso del extracto etéreo de Tomillo no se pudo calcular a las

24h debido a que se requeria concentraciones mas bajas de las empleadas

(10ppm).

3.4 Extraccion de aceites esenciales.

Ruda, tomillo y Ufia de gato fueron sometidos a la extraccion de aceites
esenciales. Los resultados de los porcentajes de recuperacion se muestran en
la siguiente Tabla.

Tabla VI. Porcentajes de recuperacion de los aceites esenciales

Aceite esencial | % Recuperacion
Ruda 0.10%
Tomillo 0.55%
UAa de gato 0.13%
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3.5 Actividad larvicida de aceites esenciales

La actividad larvicida de los aceites esenciales sobre dos poblaciones de
Ae. aegypti, cepa Nuevo Orleans y la poblacion local de la colonia Enramada
en Guadalupe N. L., fue determinada a través de las CLsy en diferente tiempo.
La poblacion Nuevo Orleans fue la mas sensible a todos los aceites probados,
incluyendo al control (temefos). Los aceites de Ruda y Tomillo tuvieron la

mayor actividad larvicida sobre ambas poblaciones, Tablas IX y X.
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Tabla VII. CLsg de extractos etéreos sobre larvas Ae. aegypti cepa Nuevo Orleans (ppm).

Planta Tiempo (horas)
2 12 18 24
CLso I.C CLso I.C CLso I.C
Amargoso N.C. | 305.20 | 280.73 -333.79 | 200.48 | 156.70 - 228.50 | 185.64 | 152.32 -207.46
Canelo N.C. | 2095.21 N.C. 1384.10 N.C. 1022.22 N.C.
Higuerilla N.C. | >3000 N.C. >3000 N.C. >3000 N.C.
Lantana N.C. | 1429.05 | 1114.00-3369.45 | 1129.07 | 930.61-1995.11 | 836.47 | 704.52-1162.62
Matapulgas N.C. | 1837.49 | 1672.29-1985.11 | 1556.46 N.C. <2500 N.C.
Mozote N.C. | >3000 N.C >3000 N.C. 1483.31 | 935.14-1933.78
Oreja de elefante | N.C. | >3000 N.C.. >3000 N.C. >3000 N.C.
Ruda N.C.| 9.61 5.68-49.79 3.04 N.C. 2.06 1.71-2.45
Tomillo N.C.| 36.52 27.25-48.16 12.20 N.C. <10 N.C.
Ufa de gato N.C.| 331.80 | 298.80-361.79 | 203.37 | 106.63-254.76 | 170.04 85.20-216.27
Zacate limén N.C. | >2000 N.C. 1908.36 N.C. 1632.03 | 1494.04-1819.50

N.C. no se pudo calcular. I.C. Intervalo de confianza 95%. n=3
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Tabla VIIl. CLsy de extractos metandlicos sobre larvas Ae. aegypti cepa Nuevo Orleans (ppm).

Planta Tiempo (horas)
2 12 18 24
CLso I.C CLso I.C CLso I.C
Amargoso N.C.| N.C. N.C. 516.93 N.C. 478.88 | 418.79-519.97
Canelo N.C.| N.C. N.C. 1611.28 | 1408.52-1812.58 | 642.74 | 238.26-919.81
Higuerilla N.C. | 3725.15 | 2792.94-8188.40 | 1755.60 N.C. 1544.63 N.C.
Lantana N.C. | 1445.25 | 1256.85-1659.78 | 1347.73 | 1150.49-1530.73 | 1270.42 | 1085.32-1423.21
Matapulgas N.C.| >3000 N.C. >3000 N.C. >3000 N.C.
Mozote N.C. | >3000 N.C. >3000 N.C. >3000 N.C.
Oreja de elefante | N.C. | >1500 N.C. 1414.52 N.C. 1112.87 | 945.61-1245.63
Ruda N.C. >10 N.C. 8.97 7.93-10.07 6.46 5.10-7.58
Tomillo N.C. | 534.20 | 472.37-581.97 | 439.21 353.66-481.31 <500 N.C.
Ufa de gato N.C. | 1556.34 | 1360.47-1748.50 | 830.63 | 607.83-980.43 <1000 N.C.
Zacate limén N.C. | >3000 N.C. >3000 N.C. 2745.79 | 2570.16-3038.98

N.C. no se pudo calcular. I.C Intervalo de confianza 95%. n=3
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Tabla IX. CLso de aceites esenciales sobre larvas Ae. aegypti cepa Nuevo Orleans (ppm).

2h 12 h 18h 24h
CLso I.C CLso I.C CLso I.C
Ruda N.C.| 4.28 3.61-5.51 2.92 2.55-3.37 2.69 2.33-3.10
Tomillo N.C.| 3.50 3.12- 4.01 2.89 2.54-3.32 214 1.81-2.47
Ufia de gato | N.C. | 36.13 | 33.51-40.33 | 30.17 | 28.60-31.87 | 27.57 | 26.10-28.99
Temefos | N.C. | 0.0077 | 0.0068-0.0089 | 0.0059 | 0.0050-0.0071 | 0.0038 | 0.0032-0.0045

N.C. no se pudo calcular. I.C Intervalo de confianza 95%. n=3

Tabla X. CLso de aceites esenciales sobre larvas Ae. aegypti, poblacion local (ppm).

2h 12h 18h 24h
CLso 1.C CLso 1.C CLso 1.C
Ruda | N.C.| 25.01 | 22.25-:2957 |22.72 | 20.24-26.40 | 20.13 | 18.08-22.62
Tomillo | N.C.| 29.12 | 27.63-30.65 | 26.56 | 25.12-27.90 | 25.37 | 23.80-26.76
Ua de gato | N.C. | 65.23 | 62.08-70.86 | 62.42 |59.72-66.17 | 60.42 | 57.69-63.53
Temefos | N.C. | 0.0077 | 0.0062-0.0090 | 0.0066 | 0.0049-0.0079 | 0.0052 | 0.0037-0.0064

N.C. no se pudo calcular. I.C Intervalo de confianza 95%. n=3
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3.6 Determinacion de la actividad larvicida de los tres extractos etéreos

mas activos sobre Aedes aegypti cepa Nuevo Orleans y poblacion local

Para precisar la CLsp de los extractos etéreos de Ruda, Tomillo y URa de
gato sobre dos poblaciones de Ae. aegypti, cepa Nuevo Orleans y la poblacion
local de la colonia Enramada en Guadalupe N. L. Se calculé las CLsp en
diferente tiempo empleando cinco concentraciones diferentes. La poblacion
Nuevo Orleans fue la mas sensible con todos los extractos probados. El
extracto etéreo de Ruda resulté el mas activo sobre ambas poblaciones desde
las 12h, excepto sobre la cepa Nuevo Orleans donde tuvo la misma actividad

con el extracto etéreo de Tomillo(Tablas Xl y XlI).

3.7 Evaluacion de diferencia significativa entre aceites esenciales y

extractos etéreos

La actividad larvicida de los aceites esenciales fue mayor en
comparacién con los extractos etéreos. Los resultados se sometieron a una
prueba de diferencia utilizando una t de student con un nivel de significancia de
p<0.05. Se encontrd diferencia significativa entre los extractos etéreos de
Tomillo y Ufa de gato y sus respectivos aceites esenciales sobre ambas
poblaciones. Entre el extracto etéreo de ruda y el aceite esencial no se
encontro diferencia significativa en ninguna poblacion (Tablas XIll, XIV).
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Tabla Xl. CLso de extractos etéreos sobre larvas Ae. aegypti cepa Nuevo

Orleans (ppm).

2h 12 h 18h 24h
CLso I.C CLso I.C CLso I.C
Ruda N.C.| 6.43 4.56- 2.24 1.84- 1.83 | 1.48-2.15
14.92 2.65
Tomillo | N.C.| 11.91 8.79- 6.29 | 5.38-7.57 | 445 | 3.81-56.17
20.82
Unade |[N.C.|[133.23 | 115.35- | 94.44 83.08- 75.13 61.86-
gato 169.98 107.20 85.95
Temefos | N.C. | 0.0077 | 0.0068- |0.0059 | 0.0050- |0.0038 | 0.0032-
0.0089 0.0071 0.0045

N.C no se pudo calcular. I.C Intervalo de confianza 95%. n=3

Tabla Xll. CLsy de extractos etéreos sobre larvas Ae. aegypti poblacion local

(ppm).
2h 12h 18h 24h

CLso I.C CLso I.C CLso I.C
Ruda |N.C.| 36.89 | 31.0z5- | 21.91 19.95- | 18.63 | 16.93-
51.66 24.43 20.45
Tomillo [N.C.[193.69| 180.39- [153.20| 145.92- [138.00| 131.02-
215.70 161.33 144.90
Uhrade |N.C.[252.73| 229.27- [214.24| 198.40- |194.68| 181.02-
gato 288.16 232.80 209.13
Temefos [ N.C.[0.0077 | 0.0062- |0.0066 | 0.0049- | 0.0052 | 0.0037-
0.0090 0.0079 0.0064

N.C no se pudo calcular. I.C Intervalo de confianza 95%. n=3
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Tabla XIIl. CLsp 24h sobre la poblacién Nuevo Orleans (ppm).

Extracto I.C Aceite I.C p
etéreo esencial
Ruda 1.83 1.48- 2.69 2.33- | 0.098
2.15 3.10
Tomillo 4.45 3.81- 2.24 1.81- | 0.043
5.17 2.47
Ufa de gato 75.13 61.86- 27.57 26.10- | 0.019
85.95 28.99
n=3 |.C Intervalo de confianza 95%
Tabla XIV. CLsg 24h sobre la poblacion local (ppm).
Extracto I.C Aceite I.C p
etéreo esencial
Ruda 18.63 16.93- 20.13 18.08- | 0.137
20.45 22.62
Tomillo 138 131.02- 25.37 23.80- | 1x107
144 .90 26.76
Ufa de gato 194.68 181.02- 60.42 57.69- | 0.008
209.13 63.53
n=3 |.C Intervalo de confianza 95%
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CAPITULO 4

DISCUSION

Se han reportado diversas plantas con uso tradicional como repelente o
insecticida, la mayoria de ellas son aromaticas, ademas para algunas ya
existen estudios de actividad larvicida y otras son utilizadas como
ornamentales o aromatizantes (CONABIO, 2009. Villavicencio M y Pérez B,
2005).

Las plantas contienen compuestos no polares que le brindan el aroma y
le sirven para atraer posibles insectos polinizadores, proteger a la planta de
hongos, parasitos e insectos o puede actuar como inhibidor de crecimiento de
vegetales continuos o rivales (Encyclopedia Britannica, 2009). Se ha reportado
el aislamiento de aceites esenciales con actividad larvicida (Zhu y cols 2008);
aunque también se ha reportado la actividad larvicida o de repelencia de
extractos polares o de mediana polaridad obtenidos con etanol (Pitasawat y
cols, 2003). Por este motivo en el presente trabajo se realizaron extracciones
con éter etilico para obtener un extracto no polar y posteriormente el residuo se
sometio a extracciones con metanol para obtener el extracto con compuestos

de mediana polaridad y polares.
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Los porcentajes de recuperaciéon obtenidos se encuentran en la Tabla V.
Los porcentajes de los extractos etéreos estuvieron en el rango de 0.85% para
Mozote, y 3.12% para Lantana; para los extractos metandlicos se obtuvieron
desde 1.28% a 8.97% para Oreja de elefante y Zacate de limon,
respectivamente. El porcentaje de recuperacién mas alto fue el del extracto
metanolico de Zacate de limon; sin embargo para el extracto etéreo de esta
misma planta se obtuvo uno de los porcentajes de recuperacion mas bajos, lo
anterior muestra que esta planta cuenta en mayor cantidad con compuestos

polares y medianamente polares, y con pocos compuestos no polares.

Todos los extractos obtenidos fueron sometidos a evaluacion de la
actividad larvicida de acuerdo a la metodologia del National Center for
Infectious Diseases (CDC, 2002). Con el propésito de determinar las plantas
que tienen mayor actividad larvicida se utilizé la poblacién sensible de Ae.
aegypti cepa Nuevo Orleans, debido a que es necesario el uso de una
poblacién homogénea. Ademas en esta primera parte, se trabajé solamente

con 3 concentraciones de cada extracto.

La mayor actividad larvicida se determind en los extractos etéreos, los
mas activos fueron: Ruda (2.06ppm), Tomillo (<10ppm) y Ufa de gato
(170.04ppm). Ademas, los extractos metanolicos de estas plantas también
mostraron buena actividad larvicida. En algunos casos no se determiné la CLsg
debido a que se requerian concentraciones mas altas (ej. Zacate de limon) o

mas bajas (ej. Tomillo y Ufia de gato) de las tres utilizadas.

Con base en los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo
en la que se demostrd la mayor actividad larvicida en los extractos etéreos, es
decir en los extractos no polares, y de acuerdo con el reporte de Zhu y cols
(2008) en el que se demostrd la actividad larvicida de los aceites esenciales
tanto de Canela, Curcuma, Sandalo o Eucalipto con olor limdén, sobre especies

de Ae. Albopictus, Ae aegpti, y Culex pipiens, se decidid obtener los aceites

38



esenciales de las plantas mas activas (Ruda, Tomillo y UfAa de gato) para

evaluar la actividad larvicida.

Debido a la volatilidad de los aceites esenciales, en este trabajo fueron
obtenidos usando especimenes frescos a través de hidrodestilacion (Lucia y
cols, 2007); este método es rapido y no involucra gastos de solvente, aunque
es necesario una gran cantidad de planta para obtener un poco de aceite

esencial.

La actividad larvicida de los extractos etéreos de Ruda, Tomillo y URa de
gato fue evaluada nuevamente para precisar la CLsy sobre dos poblaciones de
Ae. aegypti, cepa Nuevo Orleans y la poblacion local, haciendo algunas
modificaciones: se evaluaron 5 concentraciones diferentes, se utilizo el
programa Probit para precisar la CLsp, se utilizé ademas de la cepa sensible
Nuevo Orleans, una poblacién local de Guadalupe N. L. con la finalidad de
comparar como se comportaba el extracto en ambas poblaciones. La cepa
homogénea se utilizo inicialmente para elegir los extractos mas activos y una
silvestre que reflejaria el comportamiento de los extractos sobre una cepa local.
Los aceites esenciales obtenidos de cada planta también fueron sometidos a

los mismos procedimientos con la intencion de comparar ambos resultados.

Los resultados de la segunda parte de este trabajo se muestran en las
Tablas IX a la Xll. Las CLsy de Temefos (control positivo) fue de 0.0038ppm
sobre la cepa Nuevo Orleans y de 0.0052ppm sobre la poblacion local, estos
resultados confirman la sensibilidad de la cepa Nuevo Orleans. La mayor
actividad larvicida fue obtenida del extracto etéreo de Ruda y de su aceite
esencial sobre ambas poblaciones. La actividad larvicida tanto de extractos

etéreos como de aceites esenciales fue menor sobre la poblacion local.

Las CLso determinadas para cada extracto o aceite de una misma planta

y sobre una cepa de Ae. aegypti fueron comparadas utilizando una prueba t de
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student. Para el caso de la Ruda no se encontré diferencia significativa entre el
extracto etéreo y su respectivo aceite esencial (p< 0.05) frente a ambas cepas
(Tablas XIII'y XIV) por lo que pudiera ser que el extracto etéreo se encuentre
en su mayoria constituido por aceites esenciales. En el caso de Tomillo se
observd un incremento en la actividad del aceite esencial con respecto al
extracto etéreo, particularmente cuando se utilizé la poblacion local. Situacion
similar se obtuvo con la Ufia de gato frente a ambas poblaciones. Esto sugiere
fuertemente que los responsables de la actividad larvicida en el Tomillo y Ufia

de gato son los aceites esenciales.

En el presente trabajo se demostré que Ruda (R. chelapensis) tiene una
importante actividad larvicida sobre Ae. aegypti. Esta planta pertenece a la
familia Rutaceae, es nativa de Europa, especialmente de la region del
mediterraneo, es un arbusto de tallos ramificados, hojas carnosas verde-
amarillas, las flores de 2 cm son amarillas y poseen cuatro o cinco pétalos. Se
ha reportado su uso como repelente de insectos en la preparacién de comida,
en el tratamiento de amenorrea, espasmos gastrointestinales, parasitosis,
varices, hemorroides, dolores de cabeza y reumatitis, su uso oral es limitado, y
se evita en mujeres embarazadas por que provoca abortos. A pesar del
conocimiento popular de su toxicidad es una planta muy utilizada en México
por creencias magico-religiosas (IPCS, 2009. Conway y cols, 1979). Existe un
gran numero de reportes cientificos que demuestran diversas actividades
biologicas de la Ruda, por ejemplo se ha demostrado que la mezcla de aceites
esenciales obtenidos de Ruda y Tomillo, presenta actividad repelente contra
Culex pipiens pallens, Telmatoscopus albipunctatus, 'y Drosophila
melanogaster (Sugiura y cols, 2002). Se reporté actividad fungicida (Ojala y
cols, 2000. Oliva y cols, 2003), inhibidor de crecimiento (Hale y cols, 2004),
toxicidad general (Agraa, 2002) y antifertilidad (Kong y cols, 1989). Serrano
(2005) determindé que los extractos de diferente polaridad de esta planta
presentan toxicidad sobre larvas de camarén (Artemia salina) lo cual sugiere

que la planta en general podria ser citotéxica de acuerdo con lo reportado por
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Logarto y cols, (2001) donde demostraron la correlacidon entre el ensayo con A.
salina y la citotoxicidad, aunque en este caso en particular debieran realizarse

ensayos de citotoxicidad para comprobarlo.

El Tomillo (Thymus vulgaris L.) fue otra de las dos plantas con mayor
actividad larvicida. Pertenece a la familia de las labiadas, crece de manera
cultivada en la costa, sierra y selva. Es un arbusto perenne, posee tallos
lefiosos grisaceos, hojas lanceoladas u ovadas, con el envés cubierto de
vellosidad blanquecina, flores rosadas y blancas. Es utilizado como repelente,
en la preparacion de carnes, sopas Yy guisos, como antiséptico,
antiespasmaodico, expectorante, antirreumatico, para aliviar dolores de cabeza,
como aromatizante y relajante (Fern, 1997). Varios articulos cientificos reportan
que el aceite esencial de T. vulgaris tiene diferentes funciones: como larvicida
contra el mosquito Ochlerotatus caspius (Knio y cols, 2008), como repelente
sobre la especie Ae. albopictus (Zhu y cols, 2006); como insecticida contra la
mosca doméstica (Pavela, 2007) y contra Lycoriella ingenua (lI-Knwon y cols
2008). Por otro lado se ha aislado el carvacrol vy timol que tienen actividad
acaricida (Jeong y cols, 2008), se demostré su actividad antioxidante in vitro
(Kulisic, 2005). Serrano (2005) determiné la falta de toxicidad de Tomillo en

fracciones de diferente polaridad sobre larvas de Artemia salina.

URa de gato (Zanthoxylum fagara L.) demostrd actividad larvicida menor
que Ruda y Tomillo pero mayor que el resto de las plantas incluidas en el
presente. Pertenece a la familia de las Rutaceas, es nativa de Florida y el
caribe. Es un arbusto verde-amarillo de gran tamafo, que puede llegar a crecer
como arbol con el paso de los afios, presenta ramas con espinas en forma de
ufa de gato, hojas alternas menores de 2 pulgadas. Sirve como habitat para el
desarrollo de mariposas ya que no es comun el desarrollo de muchos insectos
o plagas. También se utiliza para delimitar terrenos, y en medicina tradicional
se emplea como analgésico, antidiarreico y en enfermedades orales y

respiratorias (Edward, 1999). En la literatura se describe una amida aromatica
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nombrada fagaramida la cual se ha aislado de diferentes especies de
Zanthoxylum incluyendo Z. fagara (Goodson, 1921. Robbers, 1998); por otro
lado Navarrete y cols en el 2003 demostraron que la fagaramida tiene actividad
larvicida sobre Culex quinquefasciatus con una ClLsp = 7.92 £1.22 ppm, y que
posee un efecto aditivo con a-sanshool que es utilizado como larvicida.
Ademas Ogwal-Okeng y cols en el 2003 determinaron que el extracto
metandlico de raiz de Z. fagara no fue téxico sobre ratones; también se ha
reportado su actividad antimicrobiana (Setzer y cols 2005). Otras especies
relacionadas con el mismo género se han reportado con actividades de interés
para el presente trabajo, como por ejemplo actividad larvicida de Z. piperitum
(Kazutaka y cols 1950); Z. macrophyllum demostré actividad antiplasmaodica
(Zirihi y cols, 2007); y Z. acanthopodium no resulté toxico (Bagchi y Ganguly,
1943).

En base a los resultados obtenidos se puede recomendar el uso de los
aceites esenciales de las plantas Ruda, Tomillo y Ufa de gato como larvicidas.
Si bien, la actividad larvicida determinada no es comparable con el larvicida de
uso actual (Temefos), estos aceites esenciales pueden contribuir al control
larvario, mas si se demuestra una mayor actividad con mezclas entre ellos
mismos o con otros insecticidas. Asi por ejemplo la sesamina obtenida de la
fabricacion del aceite virgen de ajonjoli que es utilizada como sinergista de
insecticidas del grupo de las piretrinas, sin ser por si misma insecticida (Calle,
2007). Algunos pueden aumentar la actividad de repelencia de otros productos
de plantas, como ha sido reportado por Cox (2005) quien demostro la
interaccion entre el geraniol con los aceites esenciales de citronela, soya o con

el de eucalipto.
Los fitoinsecticidas constituyen una interesante alternativa de control de

insectos. Este tipo de insecticidas elimina los problemas de residualidad,

bioacumulacién y carcinogénesis (como los organoclorados) y el alto efecto
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toxico en organismos no plaga y en mamiferos (como carbamatos y

organofosforados).

43



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Ruda (Ruta chalepensis), Tomillo (Thymus vulgaris) y UhAa de gato

(Zanthoxylum fagara) demostraron actividad larvicida contra Aedes

aegypti.

De las once plantas evaluadas la de mayor actividad larvicida a las 24h

fue Ruta chalepensis.

Los aceites esenciales de las tres plantas activas son los responsables

de la actividad larvicida en comparacion con los extractos etéreos.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Analizar la citotoxicidad de los aceites esenciales y extractos activos.

Evaluar la actividad mosquiticida de los aceites esenciales obtenidos.

Identificar el o los compuestos responsables de la actividad larvicida de

los aceites esenciales.

Probar mezclas de aceites para buscar efecto sinergista.

Elaborar la preformulacién de los aceites
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