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Resumen

Objetivo: Identificar los compuestos quimicos del extracto acuoso de Spathodea
campanulata que producen toxicidad a larvas de Anopheles albimanus. Materiales y
métodos: Se analizaron extractos acuosos de S. campanulata y se identificaron los
compuestos mediante un sistema de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de
masas. Se realizaron pruebas de susceptibilidad sobre larvas de An. albimanus con dos de
los compuestos identificados y obtenidos comercialmente. Resultados: EI analisis
cromatografico muestra la presencia de ocho compuestos quimicos, entre los cuales se
identificaron el 1,3,5-trioxano y diclorometano. El 1,3,5-trioxano causé una mortalidad del
23% de larvas a una concentracion de 20000 ppm mientras que el diclorometano causo una
mortalidad del 96% de larvas a una concentracion de 1600 ppm. Conclusiones: El
diclorometano fue el compuesto que caus6 una mayor mortalidad a larvas de An.
albimanus, por lo que se le puede atribuir que una parte del efecto téxico de S. campanulata
se debe a este compuesto. Se requiere realizar estudios con los demas compuestos para

determinar su efecto sobre larvas de An. albimanus.

Palabras claves: Paludismo, Anopheles albimanus, extractos vegetales.



Introduccion

El paludismo es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium, la infeccion
en el humano comienza cuando un mosquito infectado se alimenta e inyecta los
esporozoftos en la sangre circulante *. Las cinco especies de parasitos que causan la
enfermedad son Plasmodium malariae, P. ovale, P. knowlesi, P. falciparum y P. vivax;

estas dos Gltimas, son las de mayor distribucién en el mundo 2.

A pesar de los intensos esfuerzos para controlar el paludismo, éste continGa siendo un
problema de salud publica a nivel mundial debido a que causa 300 millones de casos y 781
mil muertes al afio 3. La mayor cantidad de victimas que sufren este padecimiento son nifios
del Africa Subsahariana cuyas edades oscilan en los cinco afios de edad . En México, los
focos de transmision permanente de paludismo se han reportado sobre la costa del Océano
Pacifico *° siendo el foco més activo el localizado en la frontera sur del territorio nacional,
especificamente en el estado de Chiapas. Hasta la semana epidemiologica namero 31 del
2013 el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) reporté que 99 de los
262 casos causados por P. vivax (37.78%), se han presentado en este foco de transmision
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permanente ,siendo An. albimanus el principal vector **.

La principal estrategia de control de anofelinos en México se baso, por mas de medio siglo,
en la aplicacion del diclorodifeniltricloroetano (DDT) pero debido a la resistencia que se
empez0 a registrar desde inicios de los afios setentas en los vectores de paludismo, los
efectos nocivos de este sobre la salud humana y la firma del acuerdo de norteamérica para

la cooperacién ambiental su uso fue descontinuado .



Debido a esto el programa de control de vectores contempld la aplicacion de insecticidas
piretroides en los brotes y focos de transmision desde el afio 2000 *®. Sin embargo, el uso
intensivo y extensivo de insecticidas favorecio el desarrollo de la resistencia en anofelinos a

este grupo toxicolégico *° %,

En México, se ha documentado la resistencia a insecticidas en An. albimanus, vector de
paludismo en la costa del Océano Pacifico ?* ~%. Derivado de los problemas reportados por
el uso intensivo de insecticidas sintéticos existe la necesidad de buscar nuevas alternativas
de control #. En este sentido, las plantas pueden ser una opcion viable debido a que
producen una serie de sustancias con efectos insecticidas como saponinas, alcaloides,
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fenoles, flavonoides, terpenoides , peroxidos ciclicos %, entre otros.

Una de las plantas con efecto toxico mas estudiada por su eficacia en el control de insectos
plaga en todo el mundo es Tanacetum cinerariifolium debido a su contenido de piretrinas
% Debido a la inestabilidad que presentan las piretrinas a la luz y al aire algunos

investigadores buscaron métodos para sintetizar compuestos quimicos analogos a las

piretrinas, dando como resultado la aletrina, el primer piretroide sintetizado .

Estudios realizados con Azadirachta indica (arbol de Nim), otra planta ampliamente
estudiada, han reportado mortalidades de 85 y 90% para larvas de Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus, respectivamente **. De esta planta se han extraido compuestos quimicos
de importancia insecticida, como es el caso de la azadiractina ** %', la cual se ha evaluado
contra larvas de An. stephensi, Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti mostrando actividad
larvicida **. Recientemente, se ha reportado que extractos con diversos solventes y diversas

especies de plantas como Pentzia globosa, Ricinus communis y Pterocarpus angolensis



causaron mortalidad del 100% de larvas de An. arabiensis **. También, se han realizado
estudios con extractos acuosos de S. campanulata (tulipan africano), quienes produjeron
altas mortalidades para larvas de Ae. fluviatilis y An. albimanus “> *'. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue identificar los compuestos quimicos del extracto acuoso de

S. campanulata que producen la toxicidad a larvas de An. albimanus.

Materiales y Métodos

Sitio de colecta

Los bulbos preflorales de S. campanulata fueron colectados en arboles localizados en
diferentes sitios de la ciudad de Tapachula, Chiapas, México. Para realizar la colecta se
utilizaron tijeras jardineras. Los bulbos se trasladaron inmediatamente al laboratorio en
bolsas plasticas colocadas dentro de hieleras para evitar pérdida de compuestos por efecto

de la temperatura.

Obtencion de extracto

La extraccién se realiz6 en el laboratorio de Ecologia Quimica del Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica (CRISP), Instituto Nacional de Salud Publica (INSP),
Tapachula, Chiapas, México. EIl extracto fue obtenido al realizar una incision en la parte
apical de los bulbos preflorales con la ayuda de un bisturi estéril, posteriormente el extracto

fue almacenado en frascos de vidrio color &mbar a una temperatura de 4°C.
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Analisis de los extractos

Una muestra de 5 mL al 5% del extracto acuoso de S. campanulata fue inyectada a un
concentrador (purga y trampa) Velocity XPT Tekmar Domrmann, usando una jeringa
esteril. La muestra fue arrastrada con helio, con un tiempo de 11 min con una “purga” de 2
min. La "desorcién" de la muestra fue de 1 min y el “horneado” de 2 min, el tiempo total de
la extraccion fue de 16 min. Después de este tiempo, la muestra fue inyectada
automaticamente a un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG-
EM), Agilent Technologies modelos 6890 y 5973N, respectivamente. La separacion se
realizd con una columna capilar HP-5ms (5% fenil metil siloxano) de 30 m X 250 um X
0.25 um. El gas acarreador fue helio con un flujo constante de 1 mL/min. Se inyect6é 1ul de
muestra en modo split 15:1 a 200°C. EI horno inici6 a 50°C durante 3 min, posteriormente
se incrementd 10°C/min hasta 300°C y permanecié a esa temperatura 2 min. La temperatura
de la linea de transferencia fue 280°C. La ionizacion fue con 70 EV en modo “scan” (m/z
50-400) *2. La identificacion de los compuestos se realiz6 comparando los espectros de
masas de cada compuesto con los registrados en la biblioteca espectral NIST 2002 y

algunos corroborados con estandares comerciales.

Pruebas de susceptibilidad

Una vez identificados los diversos compuestos quimicos presentes en el extracto, se opto
por obtener comercialmente los compuestos 1,3,5-trioxano (Sigma-Aldrich, 99% de pureza,
Toluca, estado de México, México) y diclorometano (Golden Bell Reactivos, grado HPLC,

Zapopan, Jalisco, México). La eleccidn de estos compuestos se debid a los antecedentes de
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toxicidad reportados en vertebrados e invertebrados acuaticos, ademas de su facil obtencién

comercial.

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron con los dos compuestos quimicos,
anteriormente citados, en larvas de 3er estadio tardio y 4to estadio temprano de An.
albimanus de una colonia establecida en el CRISP, mantenidas a una temperatura de 28°C +
2°C y una humedad relativa de 75% + 5% *%. Las concentraciones utilizadas en los
bioensayos fueron para el 1,3,5-trioxano 100, 200, 300, 400, 500, 1000, 10000 y 20000
ppm mientras que para el diclorometano 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600
ppm, las anteriores concentraciones fueron seleccionadas en base a los reportes de
toxicidad sobre modelos acuéticos ecotoxicoldgicos ** *. Las pruebas se realizaron en
vasos de plastico conteniendo 25 larvas con 200 mL de agua tridestilada y las
concentraciones mencionadas de cada estandar comercial (4 repeticiones por cada
tratamiento), un control conteniendo agua tridestilada y 25 larvas fue colocado por cada
tratamiento. La mortalidad fue registrada a las 24 horas y se realizaron tres repeticiones del

experimento “°.

Andlisis de resultados

Los resultados obtenidos de las pruebas de susceptibilidad en porcentajes fueron analizados
utilizando el programa Probit, para conocer la relacién dosis-respuesta *’. Se utilizé la
version 1.5 de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América (US
EPA, por sus siglas en inglés) dénde se estimaron las CLso y CLgo, asi como sus limites

fiduciales.
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Resultados

Analisis de los extractos

El andlisis cromatografico del extracto inyectado de S. campanulata indica la presencia de
ocho compuestos quimicos: 2-aziridinietilamina; 2,5-dimetoxi-4-(metilsulfonil) anfetamina;
diclorometano; acetato manganoso; 2-hidroxipropanamida; cis-biciclo[4.2.0]Jocta-3,7-

dieno; 1,3,5-trioxano; 9,11-4cido octadecadinoico, 8-oxo-metilester (Tabla 1).

Pruebas de susceptibilidad

Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad con el 1,3,5-trioxano indican que
este compuesto no presentd toxicidad sobre larvas de An. albimanus excepto en las
concentraciones de 10000 y 20000 ppm en donde las mortalidades observadas fueron del 2
y 23%, respectivamente (CLso= 29523 y CLgo= 58015.188 ppm). Para el diclorometano las
mortalidades fueron del 38, 68, 72, 73, 86, 91, 95 y 96% a concentraciones de 200, 400,
600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 ppm, respectivamente (CLsp= 285.357 Clgo=

1195.513).
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Discusion

Se encontraron diversos compuestos quimicos, en el extracto acuoso de S. campanulata,
pertenecientes a diversos grupos funcionales entre ellos alcaloides, haloalcanos, ésteres,
ciclobutarenos y peroxidos ciclicos. Para realizar las pruebas de susceptibilidad en larvas de
An. albimanus se opt6 por el 1,3,5-trioxano y el diclorometano por sus antecedentes
reportados sobre toxicidad para algunos organismos acuaticos vertebrados e invertebrados

29, 45, 48-50 ademas de su facil obtencién comercial.

En el presente estudio se evalud por primera vez la toxicidad de 1,3,5-trioxano en larvas de
An. albimanus. Cabe resaltar que el grupo de compuestos quimicos al que pertenece el
1,3,5-trioxano ha sido reportado por tener accidén antimalérica, asi también la US EPA

cataloga a este compuesto como téxico para algunos organismos acuaticos 2% #% 49

., como
Cyprinodom variegatus y Daphnia magna, respectivamente reportandose una CLso= 16530
ppm para C. variegatus y una CLs,= 15200 ppm para D. magna **. Las pruebas realizadas
en este estudio en larvas de An. albimanus reportaron una CLso= 29523 ppm. Con los
resultados obtenidos estd claro que el 1,3,5-trioxano no se podria emplear como una
alternativa para el control larvario de An. albimanus debido a que las concentraciones
necesarias de este compuesto para causar mortalidad en las larvas serian muy altas, por

arriba de las reportadas para D. magna, un organismo utilizado como referencia para

determinar efectos toxicos sobre organismos no blanco debido a su susceptibilidad *°.

Por otro lado, el diclorometano, es un compuesto quimico no evaluado anteriormente como

larvicida de culicidos pero si ha utilizado como solvente para la extraccion de compuestos
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quimicos medianamente polares y ha sido reportado por tener un efecto atrayente para Ae.
albopictus, vector secundario de dengue en varios paises *!. En el presente estudio se ha
encontrado que el diclorometano causé mortalidades que van desde el 38 al 96% para
larvas de An. albimanus, principal vector de paludismo en la zona costera del sur de
Chiapas, México. En otros estudios se han realizado pruebas de toxicidad del
diclorometano en D. magna, modelo ecotoxicolégico para invertebrados acuaticos,

reportandose una ClLsp= 1682 ppm para este organismo ** °°

. Mientras que estudios
realizados en peces como C. variegatus y Pimephales promelas, han reportado una CLso=
330 ppm para el primero, y no se ha observado efecto tdxico para el segundo en
concentraciones de 142 ppm; ambos peces son modelos ecotoxicoldgicos para vertebrados
acuaticos por la sensibilidad que presentan a las perturbaciones de sus medios debido a que
consumen y controlan las poblaciones de insectos, microcrustaceos y algas, a la vez que
permiten la recirculacién, remocion y resuspension del material organico dentro del
ecosistema 2 ~>°. El diclorometano podria ser un buen candidato para el control de larvas de
An. albimanus debido a que las CLs, reportadas son superiores a la encontrada como toxica
para este culicido en el presente estudio, 285.357 ppm. Sin embargo, el diclorometano
presenta el inconveniente de que sus metabolitos primarios de eliminacién son el mondxido

y didxido de carbono (CO y CO,, respectivamente) ®°, estos gases estan implicados en el

efecto invernadero, un fendmeno nocivo para el ambiente.

En estudios sobre extractos vegetales se ha reportado la identificacion de diversos
compuestos quimicos como la azadiractina y el gimnemagenol, terpeno y saponina,
respectivamente, los cuales han sido eficaces contra larvas de mosquitos culicidos * ®*. En

el presente trabajo se reporta el baja toxicidad del 1,3,5-trioxano, un peréxido ciclico y la
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alta mortalidad de larvas de An. albimanus con el diclorometano, un haloalcano. Las
diferencias entre estas mortalidades puede deberse a los distintos grupos funcionales a los
que pertenecen, si bien es el primer reporte de toxicidad del diclorometano sobre larvas de
mosquitos este efecto puede estar asociado al halégeno presente en la molécula, sin

embargo, otros estudios deben realizarse para confirmarlo.

Estudios realizados reportan que la absorcién del diclorometano en animales resulta mas
facil en soluciones acuosas *° y dentro del organismo se metaboliza a CO en el citocromo
p450 %~ % A la vez, el CO, al encontrarse al interior de un organismo dificulta la
transferencia de oxigeno a los tejidos, desencadenando eventos letales que pueden conducir

hasta su muerte ©

® En el presente estudio se han preparado soluciones acuosas con
diclorometano y se observaron altas mortalidades en larvas de An. albimanus lo cual podria

deberse a la falta de oxigeno provocado por dicho compuesto.

Conclusién

En el presente estudio se han probado dos de los compuestos quimicos identificados en el
extracto acuoso de S. campanulata, 1,3,5-trioxano y diclorometano, observandose una
mayor mortalidad en el dltimo. Sin embargo, se deben de realizar mas pruebas de
susceptibilidad en las larvas de An. albimanus con los demas compuestos quimicos
identificados, para comprobar si es el diclorometano quien le brinda el efecto toxico al
extracto acuoso de esta planta o es una combinacién ocurrida con los otros compuestos

identificados en el extracto.
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Anexo

Tabla 1: Compuestos quimicos identificados en el extracto acuoso de S. campanulata.

# Tiempo de Abundancia Nombre Probabilidad Grupo quimico
pico retencion
1 1.2 min 25000 2-aziridinietilamina 80.6 % Alcaloide
2 1.4 min 60000 2,5-Dimetoxi-4- 39.1% Alcaloide
(metilsulfonil) anfetamina
3 1.6 min 30000 Diclorometano 97.6% Haloalcano
4 1.8 min 40000 Acetato manganoso 54.9% Ester
5 2.0 min 10000 2-hidroxipropanamida 80.7% Alcaloide
6 3.2 min 10000 Cis-biciclo[4.2.0]octa-3,7- 18.7% Ciclobutareno
dieno
7 4.9 min 30000 1,3,5-trioxano 79.0% Perdxido ciclico
8 11.7 min 5000 9,11-4cido octadecadinoico, 32.2% Ester

8-oxo-metilester
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