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laboratorio

Evaluation of the Toxic Effect from Eupatorium Microphyllum L.F.
(Asteraceae) Extracts on Aedes Aegypti Larvae (Diptera: Culicidae) in

Resumen

En el presente trabajo se evalud la activi-
dad téxica de extractos de Eupatorium micro-
phyllum L.F. sobre larvas de IV estadio del
mosquito Aedes aegypti (Linneaus), bajo con-
diciones de laboratorio. Se utilizaron extractos
acuosos en concentraciones del 500 mg L?, 1.500
mg L'y 2.500 mg L'y acet6nicos en concen-
traciones de 10 mg L%, 20 mg L, 30 mg L, 40
mg L'y 50mg L™ Los bioensayos se realizaron
por triplicado, cada uno con 20 larvas, expuestas
durante 24 horas a 150 mL de solucién. En todos
los ensayos biolGgicos se emplearon grupos con-
trol. En la evaluacién de los extractos acetdnicos,
se empled un control negativo para evitar que la
mortalidad de las larvas ocurriera a causa del sol-
vente. Los extractos acuosos mostraron accién
moderadamente baja en la mortalidad de larvas,
menor del 20%. Por el contrario, la accién de los
extractos acetonicos se observa 10y 20 mg L™,
con 15% de mortalidad, mientras que a 30 y 40
mg L se registraron 22 al 38 % de mortalidad,

en tanto que a 50 mg L' la mortalidad fue del
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95,4% con resultados estadisticos altamente
significativos. Las concentraciones de los extrac-
tos aceténicos mostraron ser las mds eficientes
para el control de los mosquitos seleccionados.
Ambos tipos de extractos mostraron efecto t6-
xico en larvas de A. aegypti; sin embargo, se
observé mayor efecto en los extractos aceténicos
en relacion con los extractos acuosos de E. mi-
crophyllum, lo cual constituye una alternativa
viable en la btisqueda de nuevos larvicidas a
partir de compuestos naturales.
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Summary

In the present work the toxic activity of
extracts of Eupatorium microphyllum L.F. was
evaluated on 4™ instar larvae of the mosquito
Aedes aegypti (Linneaus), under laboratory
conditions. Aqueous extracts were utilized in
concentrations of 500 mg L, 1,500 mg L'and
2,500 mg L and acetone in concentrations of
10 mg L, 20 mg L, 30 mg L, 40 mg L'and
50 mg L. The bioassays were carried out for
triplicate each one with 20 larvae, exposed
for 24 hours to 150 mL of solution. In all the
bioassays were employed control groups. In
the evaluation of the acetone extracts, a nega-
tive control was employed to avoid that the
mortality of the larvae to occur on account of
the solvent. The Aqueous extracts showed low
moderate action in the mortality of larvae, less

INTRODUCCION

Aedes aegypti es un mosquito doméstico,
vector de diversos arbovirus. Su mayor impor-
tancia epidemioldgica radica en ser el principal
transmisor de dengue y fiebre amarilla; sin em-
bargo, en otras latitudes también ha sido repor-
tado como vector de filariasis humana [1,2].

La Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) sefiala una constante dispersién y rein-
festacion de A. aegypti en diversas regiones de
América, con frecuentes e importantes epidemias
de dengue en Argentina, Colombia, Bolivia, Ecua-
dor, Paraguay, Perd, Venezuela, México, Estados
Unidos y todos los paises de Centroamérica y el
Caribe [3]. Este fendmeno amenaza extenderse
hasta la actualidad; particularmente, en Colombia,
los primeros brotes de dengue, asociados con los
serotipos 2 y 3, se presentaron en la década de
los setenta y, desde 1984 hasta nuestros dias, han
circulado los 4 serotipos, lo que periédicamente ha
originado brotes de la enfermedad, los cuales han
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than 20%. On the contrary, the action of the
acetone extracts was observed to 10 and 20 mg
L'with 15% of mortality, while to 30 and 40
mg L were registered 22 to 38% of mortal-
ity. However, to 50 mg L' the mortality was
of 95.4% with highly significant statistical
results. The concentrations of the acetone ex-
tracts showed to be the most efficient for the
control of the mosquitoes selected. Both types
of extracts showed toxic effect in larvae of A.
aegypti, nevertheless, greater effect in the
acetone extracts was observed relating to the
aqueous extracts of E. microphyllum, which
constitutes a viable alternative in the search of
new larvicides from composed natural.

Key words: Eupatorium microphyllum,
Aedes aegypti, bioassays, aqueous and acetone

extracts, lethal Concentrations LC, , LC,..
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sido transmitidos por A. aegypti. Varias inves-
tigaciones sefialaron que en Colombia los casos
reportados de fiebre amarilla entre 2003 y 2005
provienen principalmente de zonas selvaticas [3-
7]. Se han considerado dos casos transmitidos por
especies de mosquitos diferentes al vector domés-
tico, probablemente de los géneros Haemagogus
y Sabethes. No obstante, existe el riesgo latente
de la urbanizacién de la enfermedad, debido a la
presencia de A. aegypti en la cercania de algunas
dreas enzodticas del pais [6].

Para el control de los vectores adultos de A.
aegypti, corrientemente se utilizan insecticidas
piretroides de accién residual en paredes y sitios de
reposo de estos mosquitos. Con frecuencia también
se usan insecticidas organofosforados (principal-
mente temefos) que se aplican mediante trata-
miento focal y perifocal en los sitios de cria de las
larvas. Sin embargo, los problemas de la aplicacién
de estos insecticidas quimicos de cardcter comer-

cial estan relacionados con la creciente resistencia
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que ocasionan en los mosquitos y también por la
contaminacion ambiental que generan [8-9]. En
Colombia se evidencid la resistencia de A. aegyptia
insecticidas como el DDT en 13 poblaciones; en un
54% a la lambdacialotrina; 8 poblaciones fueron
resistentes a temefos [10]. En consecuencia, una
alternativa de control surge del concepto de manejo
integrado de plagas, incluyendo controladores bio-
16gicos, manejo ambiental y utilizacién de insec-
ticidas de origen vegetal, los cuales proporcionan
modos de accion novedosos y reducen el riesgo de
resistencia cruzada [11-12].

En el contexto anterior, se hace necesario
evaluar insecticidas vegetales que presenten la
ventaja de ser opciones de bajo riesgo para el ser
humano, efectivos en el control de mosquitos e
inocuos para el ambiente. Las propiedades antes
sefialadas que se logran con los insecticidas de
productos naturales, ademds de su bajo costo,
posibilitaria un amplio uso en programas de ma-
nejo integrado de plagas y enfermedades [11].

La mayoria de los insecticidas vegetales
son extractos constituidos por un grupo de
ingredientes activos de diversa naturaleza qui-
mica. Desde el punto de vista de la resistencia,
la baja estabilidad de los insecticidas vegetales,
se convierte en un factor positivo pues la pro-
babilidad de que dos extractos sean iguales es
minima, en razon a que la presion ejercida por el
insecticida sobre los mosquitos no es siempre la
misma. Esto se debe a que, aunque en el extracto
se encuentren los mismos principios bioactivos,
no siempre se encontrard en las mismas concen-
traciones. En general, la resistencia por parte de
los insectos tarda mas tiempo en desarrollarse
cuando se usa una mezcla de ingredientes activos
naturales, que cuando se utiliza cualquiera de sus
componentes por separado, lo cual puede deberse
a que es mas dificil detoxificar un complejo de
sustancias que un solo compuesto [13].

Las evaluaciones realizadas con extractos acuo-
sos de plantas [14-18], extractos aceténicos [19-
21] y aceites vegetales [22-23] contra larvas de
mosquitos, han incrementado la lista a mas de
140 especies de plantas con propiedades larvicidas,
nimero inicialmente reportado por Grainge y Ah-
med [24]. Entre las plantas que se han destacado
contra larvas de mosquitos se encuentran las del
género Annona: A. bullata (Rich), A. densicoma
(Mart), A. glabra (L), A. muricata y A. squamosa
(L), toxicas para larvas de los mosquitos A. aegypti,
Culex quinquefasciatus y Anopheles spp. De las
anteriores plantas se han extraido nueve principios
activos pertenecientes a las acetogeninas y a los
alcaloides, los cuales se encuentran principalmen-
te en la corteza y la semilla, aunque también se
han reportado en raiz, fruto y hoja. En Colombia,
recientemente se evalug la toxicidad de extractos
etandlicos de A. muricata, Melia azedarach y Ri-
cinus communis sobre larvas de IV estadio de A.
aegypti, con resultados que fueron caracterizados
por los autores como promisorios para el control
de este mosquito [12].

Eupatorium microphyllum es un arbusto

/i

conocido vulgarmente como “patinegra”, “tré-
bol aromatizador”, “chilca”, “salvia” o “jarilla”
que suele encontrarse en las regién andina de
Colombia. Presenta ramas pequenas, tallos cortos
redondos, hojas opuestas pecioladas, dpice agudo
acuminado, base mas o menos angosta de 5-8
mm de larga y de 4-5 mm de ancha, haz verde
oscuro, envés blanco lanuginoso, con bordes fes-
tonados; inflorescencia en corimbos terminales,
ramificados, tubulosos de 1,5 cm de ancho por
7 mm de longitud; cabezuelas homdégamas, con
flores hermafroditas de color lila, 25-35 flores;
involucro cilindrico de unos 0,5 cm; recepticulo
subconvexo, desnudo y papo o vilano lila [25].
Las especies del género Eupatorium se han
reconocido como ttiles por sus efectos medici-
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nales ya que se han preconizado como digestivos,
carminativos, emenagogos, febrifugos, antisi-
filiticos, antiinflamatorios, antimicrobianos y
anticancerigenos [25-27].

El objetivo principal del presente trabajo fue
evaluar, por primera vez, la actividad tdxica de
extractos acuosos y acetonicos de Eupatorium
microphyllum sobre larvas de IV estadio de A.

aegypti, en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se efectud en el
Laboratorio de Entomologia, Biologia Celular
y Genética de la Universidad de La Salle, Bogot4,
Colombia.

Preparaci6n del material vegetal

El material vegetal (arbustos de E. microphy-
[lum) se recolect6 en varios sitios de la Sabana de Bo-
gotd y en el municipio de Machetd, Cundinamarca,
Colombia (5°37°00”LN- 73°37°00"LO). La prepara-
cién de la muestra y los extractos se realizé segtin las
metodologias propuestas por Rodriguez y Lagunas
[14], Bowers et al [16] y Sénchez et al [18].

Las plantas se recolectaron en etapa de floracion.
Luego, todo el material vegetal (flores, tallos, hojas y
raiz) se secd por ventilacién natural y bajo sombra
por 48 a 60 horas hasta obtener un peso constante
por pérdida de agua. Posteriormente se moli6 el
material vegetal (tallos, hojas, flores y raices) en un
molino eléctrico, hasta obtener un polvo fino.

Preparacién de los extractos

La preparacidn de los extractos acuosos cru-
dos se realiz6 en maceracién por 24 horas en una
proporcién de 5, 15 y 25 g por 100 mL de agua
destilada (P/V), respectivamente, con concentra-
ciones finales de 500 mg L, 1.500 mg L-* y 2.500
mg L. Luego se llevd a cabo la filtracion al vacio
a través de un papel de filtro Whatman N° 1.
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Posteriormente se prepard el extracto acetoni-
co, mediante maceracion en frio por 48 horas, en
una proporcién de 75 g de polvo de la planta por
500 mL (P/V) de acetona grado analitico. Luego
se evapord el solvente en un rotavapor tipo flash
apresion reducida y temperatura constante (tem-
peratura de ebullicién de la acetona 56,2°C), hasta
obtener el extracto concentrado, sin presencia del
solvente. A partir del extracto crudo se prepararon
las concentraciones de 10 mg L, 20 mg L, 30
mgL?,40mgL!y50mgL"

Bioensayos

La evaluacién de la toxicidad se efectud con lar-
vas de IV estadio, recién emergidas del mosquito A.
aegypti, cepa Riohacha, colonizada en el Laboratorio
de Entomologia de la Universidad de La Salle [28].

Extracto acuoso

Se seleccionaron cuatro grupos con 20 larvas
cada uno: tres experimentales y uno control en
vasos de plastico de 150 mL de capacidad con 50
a 70 mL de las respectivas concentraciones (500
mg L*, 1.500 mg L' y 2.500 mg L) para los

experimentales y agua para el control.

Extracto aceténico

Se utilizaron siete grupos larvales: dos como
control con dosis del extracto cero por ciento,
uno con solvente y el otro con agua, para veri-
ficar que la mortalidad de las larvas no ocurriera
a causa de la acetona, y los 5 restantes con las
concentraciones experimentales de 10 mg L, 20
mgL?,30mgL?,40mgL'y50mgL™

Cada experimento se realiz6 por triplicado.
Los bioensayos se establecieron bajo un disefio
experimental completamente aleatorio, a una

temperatura promedio de 27°C, humedad relativa
de 69£10%, con 12 horas de fotoperiodicidad. A
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las 24 horas después de la aplicacién de los trata-
mientos se verificd la mortalidad de las larvas.

Analisis estadistico

La correccion de mortalidad se efectud con base
en la ecuacién de Abbott [29]. No se tuvieron en
cuenta mortalidades menores al 4% y superiores
a12%, en cuyo caso, el experimento se repetia. Los
bioensayos se establecieron bajo un disefio experi-
mental completamente aleatorio (cada individuo
utilizado para el experimento fue seleccionado al
azar de la poblacién total de la colonia). Los datos
de mortalidad se analizaron con los modelos Probit
[30] (Logit y Log) para determinar la concentracion
letal media (CL, ) y la concentracién letal al 95 %
(CL,,). Ademas, para comparar dichos modelos
en funcién de los valores de significancia sobre la
mortalidad larval y seleccionar el mds ajustado, se
utiliz6 un anélisis de varianza (ANOVA) y el test
de Hosmer y Lemeshow [31].

REsSuLTADOS
Mortalidad larvaria de extractos de larvas con
los extractos acuosos y acetdnicos de E. mi-
crophyllum

Concentraciones de 500 mg L, 1.500 mg
L'y 2.500 mg L de los extractos acuosos de

Tabla 1. Concentraciones letales CL_ y CL,,,

E. microphyllum alcanzaron mortalidades de
8,3%,11,6% y 19,29%, respectivamente, siendo
este ultimo valor moderadamente bajo.

Concentraciones de 10 mg L, 20 mg L', 30
mg L7, 40 mg L'y 50 mg L?, de los extractos
acetonicos de E. microphyllum registraron, pa-
ra la mortalidad larval, los siguientes valores:
5,15, 22,2, 38,6 y 95,4%, respectivamente. Se
observa el aumento de las concentraciones en
proporcion directa al incremento de la mortali-
dad, alcanzando un valor significativamente alto
la concentracién de 50 mg L.

Modelos estadisticos en la mortalidad
larvaria por extractos acuosos y aceténicos
de E. microphyllum

La utilizacién de un analisis de varianza y
del test Hosmer y Lemeshow [31] para compa-
rar los modelos Logit, Probit y Log, al emplear
extractos acuosos extraidos de los arbustos,
mostraron valores de p mayores a 0,05, los cua-
les indicaron, en todos los casos, ningtin efecto
estadisticamente significativo sobre la morta-
lidad de los insectos (tabla 1).

intervalos de confianza bajo los modelos Logit, Probit y

Log en la mortalidad de larvas A. aegypti, por extractos acuosos a 500 mg L, 1500 mg L y 2500 mg L*

Concentraciéon  Modelo CL (mgL?) LI LS
Logit 4.351,157 2.774,179 5.928,136

CL,, Probit 4.676,637 2.865,626 6.487,649
Log 3.852,517 2.618,854 5.086,181
Logit 8.794,388 4.869,589 1.2719,19

CL,, Probit 9.401,506 5.111,041 1.3691,97
Log 4.963,765 3.167,968 6.759,561

CL = concentracidn letal. LI = limite inferior. LS = limite superior.
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Contrariamente, con el uso de extractos ace-

tonicos se registraron valores de p menores de

razoén a la menor diferencia entre los valores del

limite superior e inferior.

0,01, indicando efectos altamente significati- En la tabla 2 se muestran los datos de las

vos sobre la mortalidad larval. Sin embargo, al concentraciones letales CL,, y CL,,. Los valores

comparar los valores de los tres modelos (Logit, del modelo Log coinciden, en ambas concentra-

Probit y Log) se constaté que el mds ajustado ciones letales, con la mayor mortalidad larval
correspondié a los datos del modelo Log, en alcanzadaa 50 mg L, dependiente de los extrac-
' tos acetdnicos de E. microphyllum.

Tabla 2. Concentraciones letales CL, y CL,,, intervalos de confianza bajo los modelos Logit, Probit y
Log en la mortalidad de larvas de A. aegypti, por extractos aceténicos a 10 mg L?, 20 mg L, 30 mg L*?,

40 mg L'y 50 mgL?

Concentracién Modelo CL (mg L) LI LS
Logit 38,136 35,936 40,337
CL,, Probit 37,722 35,376 40,068
Log 41,081 39,873 42,290
Logit 63,723 58,296 69,150
CL,, Probit 64,101 58,667 69,534
Log 49,830 49,262 50,399

CL = concentracion letal. LI = limite inferior. LS = limite superior.

En la grafica 1 se aprecian los tres modelos
ajustados y las mortalidades observadas. En
este grafico se verifica lo obtenido con el test de

Hosmer y Lemeshow [31], es decir, el modelo
que mejor describe el conjunto de datos es el
modelo Log.

Grafica 1. Mortalidad en larvas de IV estadio de A. aegypti, por extractos aceténicos a 10mg L, 20mg
L?, 30mg L?, 40mg L'y 50mg L*

Yo Mrtalickad

1] 10 20 20 40 50

Concentracién mg L-1
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DiscusioN

Los bioensayos con extractos acuosos a las
concentraciones de 500 mg L, 1.500 mg L' y
2.500 mg L mostraron accion moderadamente
baja en la mortalidad de larvas de IV estadio del
mosquito A. aegypti, menor del 20%. Brattsten
[32] reporta este fenémeno de mortalidad baja
debido a que los insectos son capaces de metabo-
lizar una gran variedad de compuestos exdgenos
para hacerlos mas hidrofilicos y, generalmente,
menos toxicos. Probablemente esta habilidad
fisiologica evoluciond en el mosquito para de-
toxificar los metabolitos secundarios presentes
en el extracto acuoso.

En la actualidad no existen reportes de ex-
tractos de la especie E. microphyllum utiliza-
dos para control de insectos transmisores de
enfermedades, pero si de otras especies de di-
cho género con efecto citotdxico, antitumoral
y antileucémico [33-34]. En contraste con los
resultados obtenidos a partir de los extractos
acuosos, en los cuales no fue significativa la
mortalidad larval del mosquito A. aegypti, otros
estudios desarrollados por Rodriguez y Lagunas
[14] demostraron que las plantas del género
Annona son potencialmente toxicas para larvas
de A. aegypti, C. quinquefasciatus y Anopheles
sp, en ensayos evaluativos tanto con extractos
acuosos como acetdnicos. Con los tratamientos
del extracto acuoso de A. squamosa al 25% se
presenté mortalidad larval de C. quinguefascia-
tus mayor del 20%. A la vez, los resultados de
mortalidad por el extracto acetdnico a la dosis
0,01% evidenciaron un rango de efectividad del
100%, en larvas de IV estadio de C. quinguefas-
ciatus. Otros autores, como Sanchez et al [18],
utilizaron extractos acuosos de A. muricata a
una dosis del 66% y determinaron el 100% de
mortalidad de larvas de A. aegypti. Por su parte,
Phukan y Kalita [35] mencionan bioactividad

toxica relativamente alta a partir de extractos
acuosos en una concentracién de 70 mg L' de
Litsea salicifolia contra A. aegypti y C. quin-
quefasciatus. Sin embargo, hubo algin grado de
coincidencia en la eficacia de los extractos acetd-
nicos, tanto en los trabajos antes sefialados como
en el presente, en el cual se alcanzé mortalidad
larval hasta del 95,4%.

A partir de los resultados de los modelos
estadisticos, en la mortalidad ocasionada por
los extractos acuosos, se observé que para este
conjunto de datos no fue significativa en nin-
guno de los modelos propuestos, lo cual indica
que el extracto vegetal acuoso en sus diferentes
concentraciones no tuvo efectos sobre la tasa
de mortalidad; por lo tanto, las concentraciones
letales no fueron confiables porque el modelo
arrojé como resultado la no efectividad de és-
tas en la mortalidad larval del mosquito A.
aegypti.

Por el contrario, los extractos aceténicos pre-
sentaron diferentes niveles de mortalidad larval.
Asi, para las dosis del 10 mg L' y 20 mg L fue
moderadamente baja, la mortalidad fue menor
del 15%, mientras que en las dosis de 30 mg L
y 40 mg L' fue moderadamente alta (22-38%),
y para la concentracién de 50 mg L, la mortali-
dad fue alta y muy significativa. Asi mismo, los
pardmetros de los modelos estadisticos permi-
tieron establecer que el extracto acetdnico en la
concentracién de 50 mg L presentd un efecto
estadisticamente significativo sobre la mortali-
dad larval, tal como se registré en el andlisis de
varianza en los modelos cotejados y concomitan-
temente tuvo el mayor grado de coincidencia con
las concentraciones letales obtenidas.

En un trabajo reciente realizado en Colom-
bia, Parra et al [12], evaluaron la actividad de
extractos etandlicos obtenidos de las semillas
de A. muricata, Melia azedarach y Ricinos

70 / Rev. Cienc. Salud. Bogota (Colombia) 6 (2): 64-73, mayo-agosto de 2008



communis contra larvas de IV estadio de A.
aegypti y nauplios de Artemia salina, encon-
trando que el més activo de estos vegetales fue
R. communis con una concentracion letal media
de 860 ppm y una concentracion letal, al 95%,
entre 450 y 1.400 ppm, seguido por el extracto
de A. muricata, con una LC, de 900 ppmy LC,,,
entre 380 y 1.300 ppm. Finalmente, la menor
toxicidad la tuvo M. azedarach con una LC,
de 1.800 y LC,, entre 1.500 y 2.100 ppm. Estos
resultados, comparados con los obtenidos en el
presente trabajo. muestran que los extractos
acetonicos de E. microphyllum (CL,, de 41.081
ppm y CL,, de49.830 ppm) fueron més activos
sobre las larvas del mosquito A. aegypti, en
razon a que las concentraciones de los extractos
requeridas para lograr tales tasas de mortalidad
fueron menores.

Los valores de la estadistica de Hosmer y
Lemeshow [31], para los tres modelos conside-
rados, permite sefialar que la prueba de Log es
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la que mas se ajusta a los resultados obtenidos.
Para la presente investigacion, s6lo este modelo
describe satisfactoriamente el comportamiento
de la mortalidad en relacién con la concentracion
de extracto vegetal; por tanto, es recomendable
usarlo para la estimacion de las concentraciones
letales CL,  y CL,, en investigaciones de este
tipo, bajo condiciones de laboratorio.

En conclusidn, la utilizacion de los extractos
de E. microphyllum contra las larvas de IV esta-
dio de A. aegypti, principalmente los aceténicos
a las mayores concentraciones usadas en el pre-
sente trabajo (40 mg L-1y 50 mg L-1), permiten
validarlos como potenciales larvicidas naturales
contra esta especie de mosquito y, probablemen-
te, también contra otras de la familia Culicidae.
Sin embargo, se requiere la evaluacién a nivel
de campo para poder determinar, ademas de la
toxicidad contra los mosquitos en su habitat
natural, la estabilidad de los compuestos y su
impacto a nivel ambiental.
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