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Actividad larvicida del extracto etandlico de Dysphania ambrosioides L. (Ka’are) sobre
lar-vas de Aedes aegypti L. Uno de los mayores problemas en salud publica es la evolucidon
de la resistencia a varios piretroides sintéticos utilizados como insecticida para combatir
mosquitos, debido principalmente a una presion de seleccion ejercida por estos compuestos,
dando como resultado el desarrollo de la resistencia en el Aedes aegypti, a causa de esto la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha replanteado el uso de recursos naturales
existentes en el territorio de cada pais afectado, para adecuarlos como medidas de control.
Dysphania ambrosioides conocido como Ka’are, es una planta medicinal que es utilizada en
nuestro pais por sus diferentes propiedades, por ello el objetivo principal del trabajo fue evaluar la
actividad larvicida del extracto etandlico de D. ambrosioides sobre larvas de dos cepas de Aedes
aegypti, cepa Rockefeller (control) y cepa San Lorenzo (silvestre). Las concentraciones a las
gue fueron expuestas ambas cepas fueron: 0,01; 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2 mg.mL™? por 24, 48 y 72
horas. Se realiz6 el conteo de larvas muertas y fueron analizados mediante estadisticas probit-
logaritmicas para la determinacion de las concentraciones letales 50 (CL50), 70 (CL70) y 90
(CL90). Las concentraciones de mayor actividad para ambas cepas fueron las concentraciones
1; 1,5; 2 mg. mLL. Las concentraciones letales CL 50 y CL 90 se encuentran entre 0, 5y 1,2 mg.
mL* para Rockefeller y entre 0,9 mg. mL1y 5,5 mg. mL? para la cepa San Lorenzo.
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Larvicidal activity of the ethanolic extract of Dysphania ambrosioides L. (Ka'are) on Aedes
aegypti L. larvae. One of the biggest problems in health is the evolution of resistance to several
pyrethroids, which are used as an insecticide to combat mosquitoes, mainly due to selection pres-
sure, giving as results the development of resistance in Aedes aegypti, for it,the Pan American
Health Organization (PAHO) has reconsidered the use of existing natural resources in the territory
of each affected country. Dysphania ambrosioides known as Ka'are, is a medicinal plant that is
used in our country for its different properties, therefore the main objective of the work was to eval-
uate the larvicidal activity of the ethanolic extract of D. ambrosioides on larvae of two Aedes aegypti
strains, Rockefeller strain and San Lorenzo strain. The responses to which both strains were ex-
posed were: 0.01; 0.1; 0.5; one; 1.5; 2 mg. mL! for 24, 48 and 72 hours. The count of dead larvae
was performed and analyzed by probit-logarithmic statistics for the determination of lethal results
50 (LC50), 70 (LC70) and 90 (LC90). The highest activity results for both strains were at 1; 1.5; 2
mg. mL! concentrations. The lethal concentrations LC50 and LC90 are between 0.5 and 1.2 mg.
mL- for Rockefeller and between 0.9 mg. mL* and 5.5 mg. mL"* for San Lorenzo strain.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas mas grandes en
salud publica es la evolucion en la resisten-
cia a varios piretroides sintéticos utilizados
como insecticida de mosquitos (Soderlund
& Bloomaquist, 1990). Esa resistencia se
conoce como mutacion KDR  (kno-
ckdown), constituye un término genérico
gue se otorga a todos los insectos que no
pierden sus funciones vitales inmediata-
mente después de la exposicion a algln in-
secticida piretroide, surge debido a varias
mutaciones no sinénimas en el gen del ca-
nal de sodio dependiente del voltaje, pues
reduce la unién de los piretroides a los ca-
nales de sodio que se encuentran en la
membrana celular nerviosa (Saavedra et
al., 2008).

En larvas, diversos ensayos demostra-
ron susceptibilidad a insecticidas organo-
fosforados malation, clorpirifos y otros, y
alta resistencia a temefds y a fention (Ro-
driguez et al., 2004).

En vista que la presion de seleccion
gjercida por los insecticidas dio como re-
sultado el desarrollo generalizado de resis-
tencia en Ae. aegypti debido a esto la Or-
ganizacion Panamericana de la Salud
(OPS), ha replanteado el uso de recursos
naturales existentes en el territorio de cada
pais afectado para emplearlos como medi-
das de control (Montada et al., 2007; OPS,
2011). Dysphania ambrosioides (Mosya-
kin & Clemants, 2002), llamado comun-
mente Ka’are 0 Paico, es un claro ejemplo
de planta medicinal utilizado tradicional-
mente en muchos paises de América Latina
como fuente de recursos medicinales e in-
secticida. (Carballo et al., 2005; Orozco,
2016). La planta posee un aceite esencial
cuyo componente principal es el ascaridol,
el cual le confiere un aroma desagradable

(Jaramillo et al., 2012). Diferentes investi-
gaciones con la especie mencionada han
comprobado que sus hojas poseen propie-
dad antimicrobiana, antibacteriana, activi-
dad insecticida en pulgas y otras plagas
(Carballo et al., 2005; Yadav et al., 2007;
Chandrasekaran et al., 2008), sin embargo,
no se ha comprobado que presente propie-
dades larvicidas, sobre todo en Aedes ae-
gypti. Por lo que, en esta investigacion, se
ha propuesto evaluar la actividad larvicida
del extracto etandlico de Dysphania am-
brosioides utilizando diferentes concentra-
ciones sobre larvas de Aedes aegypti de
manera a evidenciar dicha actividad y com-
probar las propiedades de ésta planta nativa
como un efectivo larvicida.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y determinacion taxondmica de
D. ambrosioides

La colecta de los ejemplares vegetales
se realizaron en el Barrio San Isidro de la
ciudad de San Lorenzo-Paraguay, cuyas
coordenadas fueron -25.377322905441293; -
57.50519172812494. La identificacion bota-
nica fue realizada con el apoyo de botani-
cos del Laboratorio de Recursos Vegetales
de la FACEN. EI ejemplar testigo de la
planta se encuentra depositado en el herba-
rio FACEN vy para fines experimentales se
utilizaron las hojas (M. Britos, N° 002).

Preparacion del extracto etandlico de
hojas de D. ambrosioides

Las hojas seleccionadas de D. am-
brosioides fueron secadas a temperatura am-
biente y en ausencia de luz solar para evitar
la degradacion de los compuestos (Hos-
tettmann et al., 2008). La molienda se rea-
lizé con un triturador manual, el pulverizado
fue tamizado con una malla metélica de
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Tabla 1: Coordenadas de los puntos de co-
lecta de huevos de A. aegypti cepa San Lo-
renzo, en la ciudad de San Lorenzo, Departa-
mento Central.

Puntos Coordenadas
P1 lat: -25.3923106376683
lon: -57.493604585218975
P2 lat: -25.39244875368262
lon: -57.494543358335875
P3 lat: -25.392955908132
lon: -57.49752061038072
P4 lat: -25.387134809789835
lon: -57.50010625987102
P5 lat: -25.38360659019839
lon: -57.503689691114914
P6 lat: -25.378093540706146
lon: -57.505679890203965
P7 lat: -25.375405989298034
lon: -57.509791716623795
P8 lat: -25.374182152168252
lon: -57.5099928822616
P9 lat: -25.37493584341165
lon: -57.497424050856125
P10 Lat; -25.374313018466257
lon: -57.49647723107387
P11 lat; -25.37409975471192

lon: -57.49688224463512

0,05 mm, se pesé el triturado de hojas y se
mezcld con un solvente, el etanol 98° en
una proporcién de 150 mL de solvente por
cada 15 gramos de pulverizado y se dejo
reposar por espacio de 30 dias, agitandolo
con frecuencia una vez por dia (Singh et
al., 2011). Luego se procedio al filtrado y
llevado a una temperatura de 80° C en
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constante agitacion para evaporar el sol-
vente y concentrar el extracto. El extracto
crudo obtenido fue de 20,33 gramos exhi-
biendo de esta manera un rendimiento total
de 10,01 %. Esto se obtuvo dividiendo el
peso del extracto crudo entre el molido ini-
cial y convertido a porcentaje. Posterior-
mente se pes6 1 gr del extracto crudo y se
disolvié en 100 mL de agua destilada a
modo de obtener una solucion stock de
concentracion 10 mg. mL*a partir de la
cual se procedi6 a la preparacion de las di-
ferentes concentraciones para emplear en
el ensayo (0,001; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; y 2,0
mg. mL1).

Obtencion de larvas de Aedes aegypti
Para los bioensayos, se utilizaron dos
cepas de Ae. Aegypti, Rockefeller y San
Lorenzo. La cepa Rockefeller fue donada
por el Laboratorio de Medicina Tropical
del Instituto de Investigaciones en Ciencias
de la Salud (IICS), donde son criadas en
agua previamente burbujeada, alimentados
con alimento para gato pulverizado y man-
tenidos a una temperatura constante de
26°C (x 2). Para la obtencion de la cepa
San Lorenzo se depositaron 11 ovitrampas
en varios puntos seleccionados por conve-
niencia de la ciudad de San Lorenzo, espe-
cificamente en la zona de Reducto, (Tabla
1). La criay manutencion de los huevos del
mosquito Ae. aegypti se realizd segun la
metodologia de Consoli & de Oliveira
(1994) con modificaciones. Las larvas se
obtuvieron a partir de huevos puestos a
eclosionar en agua de cria y simultanea-
mente para lograr homogeneidad fisiol6-
gica, fueron alimentadas con alimento para
felinos previamente pulverizado, hasta que
alcancen el estadio de Larva 3 (L3) nece-
sarias para el bioensayo. En general las lar-
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vas se alimentan indistintamente del mi-
croplancton presente en su habitat o cual-
quier particula de materia orgénica, por
ello la ingestion no selectiva de particulas
por parte de las larvas facilita el uso de lar-
vicidas por accion digestiva (Consoli &
de Oliveira., 1994).

Bioensayo: Test in vivo de evaluacion
larvicida del extracto etanélico de Dysp-
hania ambrosioides

Las larvas provenientes de las eclosio-
nes de huevos de ambas cepas, Rockefeller
y San Lorenzo fueron colocadas en 6 reci-
pientes de 100 mL. Se emplearon las 6 con-
centraciones diferentes para el bioensayo
(0,001; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; y 2,0 mg. mL™),
para ello se colocaron 25 larvas por reci-
piente, y fueron expuestas a 50 mL de las
disoluciones del extracto, cada tratamiento
se llevé a cabo por triplicado Se registraron
las lecturas de mortalidad a partir de 24,
48 y 72 horas de exposicion, las larvas se
consideraron muertas cuando no reaccio-
naron al ser sometidas a estimulos (Sana-
bria et al., 2009).

Anélisis de datos

De los datos registrados se determina-
ron las concentraciones letales 50 (CL50),
70 (CL70) y 90 (CL90), también se deter-
mino la susceptibilidad empleando rectas
probit-logaritmicas y pendientes. Paraello
se empled el complemento Excel de anali-
sis probit (Finney, 1952)

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los bioen-
sayos demostraron que para la cepa San
Lorenzo con 24, 48 y 72 horas post-expo-
sicion a las diferentes concentraciones del

extracto, se necesitan concentraciones ma-
yores a 0,5 mg. mL? para ocasionar la
muerte de un namero significativo de lar-
vas de Ae. aegypti. A partir de 1,0 mg. mL"
Les cuando ocurre la muerte de un nimero
significativo de larvas (Fig. 1). En cuanto a
la cepa de referencia Rockefeller, a con-
centraciones iguales a 0,5 mg. mL™ se pro-
duce la muerte en un namero significativo
de larvas de Ae. Aegypti (Fig. 2). Dicha
cepa evidencié mayor sensibilidad a las di-
ferentes concentraciones, registrandose 31
individuos muertos para 0, 5 mg. mL™. Sin
embargo, la cepa San Lorenzo, evidencio
menor sensibilidad a las diferentes concen-
traciones, registrandose 4 individuos muer-
tos para 0,5 mg. mL™. Esto es comparable
con el trabajo de Barrera (2013), el cual ob-
tuvo mayor sensibilidad de la cepa Rocke-
feller a los metabolitos presentes en los ex-
tractos vegetales. La diferencia de sensibi-
lidad puede deberse a que la cepa silvestre
pudo haber estado sometida a distintos ti-
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Fig. 1: Promedio de mortalidad de larvas de Aedes
aegypti cepa San Lorenzo para 24, 48 'y 72 horas.
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Fig. 2: Promedio de mortalidad de larvas de Ae-
des aegypti cepa Rockefeller para 24, 48 y 72 ho-
ras.

pos de insecticidas sintéticos que le propor-
cionaron cierto grado de resistencia y que,
seglin la OMS la dosis recomendada para
los diversos larvicidas utilizados contra el
Ae. aegypti va desde 0,012 hasta 0,125 mg.
mL donde los resultados de este trabajo
sobrepasan ampliamente dichos valores
(WHO, 1992). En ambos casos es evidente
la tendencia que a mayor tiempo de expo-
sicion mayor es el nimero de larvas muer-
tas; y esto esta relacionado con las concen-
traciones empleadas. Leyva (2009) demos-
tré que el aceite esencial de las hojas de D.
ambrosioides presentaba actividad larvi-
cida con dosis letal de 0,0035 mg. mL*y
gue las mortalidades obtenidas con cada
uno de los aceites esenciales utilizados en
su trabajo estarian asociadas con las dosis
utilizadas, coincidiendo con los resultados
de este trabajo, donde las mortalidades es-
tan asociadas a las concentraciones utiliza-
das.

Los rangos de valores de concentracio-
nes letales 50, 70 y 90 con su intervalo de
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confianza al 95% obtenidos con el analisis
estadistico Probitlog de acuerdo con el
tiempo de exposicion al extracto etano-
lico, evidencian que en larvas de la cepa
San Lorenzo, la concentracion mas baja
que provoca mortalidad ocurre entre 0,9 y
1,9 mg. mL-'y las concentraciones mas al-
tas superan los 2 mg. mL-!. La concen-
tracion méas baja que provoca mortalidad
en larvas de la cepa Rockefeller de acuer-
do con el tiempo de exposicién, se en-
cuentra entre 0,5y 0,84 mg. mL-!' y la mas
alta se encuentra entre 0,89 y 1,2 mg.
mL}(Tabla 2). En cada una de éstas con-
centraciones, un individuo de la poblacion
tiene una determinada tolerancia, antes de
responder con un efecto, al principio
existe una concentracion minima a la cual
ningdn individuo responde y una
concentracion maxima a la cual todos los
individuos responden (Hickman, 2001).

Orozco (2016) demostré que el aceite
esencial de D. ambrosioides tiene activi-
dad insecticida sobre Sitophilus zeamais
(Coleoptera, Curculionidae), lo que de-
muestra que no solo podria ser utilizado
como larvicida sino también como poten-
cial adulticida. Se ha demostrado también
que utilizando extractos de diversas espe-
cies vegetales como Annona muricata
(chirimoya); Bulnesia sarmentoi (palo
santo); Melia azederach (paraiso); Zan-
thoxylum chiloperone var. angustifolium
(tembetary hi) y Bixa orellana (uruka),
presentan buena actividad larvicida, ya
que una minima concentracion del 5 %
del extracto de Annona muricata ha teni-
do efecto mortal en las larvas de Ae.
aegypti, y no supone dafio para la pobla-
cion humana (Jimenez & Prada, 2016;
Sanabria et al., 2009). Otros autores han
sugerido gue es necesario refinar estos ex-
tractos para mejorar la actividad bio-
I6gica, al incrementar la concentracion de
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Tabla 2: Concentraciones letales obtenidas para cada concentracién de acuerdo con la
hora de exposicidn sobre larvas de Aedes aegypti de las cepas Rockefeller y silvestre.

Tiempo de CL 95% intervalo de confianza
Cepa exposicién CcL mg. mL? Mayor Menor
CL50 0,993 0,705 1,399
24 horas CL70 1,939 1,377 2,730
CL90 5,092 3,616 7,171
CL50 1,328 0,879 2,008
San Lorenzo 48 horas CL70 2,379 2,379 2,379
CL90 5,521 5,521 5,521
CL50 0,696 0,496 0,978
72 horas CL70 1,088 0,775 1,527
CL90 2,071 1,475 2,907
CL50 0,894 0,743 1,075
24 horas CL70 1,041 0,865 1,252
CL90 1,296 1,077 1,559
CL50 0,687 0,554 0,853
Rockefeller 48 horas CL70 0,820 0,661 1,018
CL90 1,059 0,854 1,314
CL50 0,540 0,426 0,685
72 horas CL70 0,650 0,512 0,824
CL90 0,848 0,668 1,076

metabolitos activos para tener una aproxi-
macion y posteriormente realizar la carac-
terizacion de tales sustancias, también hay
gue considerar que las concentraciones de
los metabolitos secundarios puede ser baja
y resultar opacada por otra clase de sustan-
cias presentes en altas concentraciones,
pero de actividad despreciable, como las
clorofilas y los carotenos (Parra et al.,
2007).

CONCLUSION
Los resultados sugieren que el extracto

etandlico de hojas de D. ambrosioides
presenta actividad larvicida positiva mo-
derada en A. aegypti., la cepa Rockefeller
presentd mayor sensibilidad al extracto
evidenciandose concentraciones letales 50
mg.mL* comparadas con la cepa San Lo-
renzo de entre 0,9 y 1,9 mg. mL™. Se re-
comienda utilizar otras partes de la planta
especimenes vegetales en otros meses del
afio que estén disponibles. También se re-
comienda aumentar el nimero de concen-
tra (CL 50) inferiores, de entre 0,5y 0,8
para evaluar dicha actividad y colectar los
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Fig. 3: Porcentaje de mortalidad total de larvas de Aedes aegypti. A. cepa Rockefeller. B. cepa San Lo-
renzo.

ciones del extracto de D. ambrosioides Aedes aegypti, Diptera: Culicidae. CES
para asi disminuir el rango de error debido Medicina 27(2): 193-204. Recuperado
a factores desconocidos. de http://revistas.ces.edu.co/in-

dex.php/medicina/article/view/2680
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