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1. RESUMEN

El gran impacto global de las enfermedades transmitidas por mosquitos representa
un importante problema de salud publica que debe ser prevenido, controlado y tratado
constantemente. Recientemente, la transmision ha aumentado en &reas urbanas debido al
rapido crecimiento poblacional, la globalizacion, el transporte moderno, los efectos del
cambio climético y el aumento de la resistencia del mosquito a insecticidas. EI mosquito
Aedes aegypti es el vector primario de las infecciones de dengue, chikungunya y Zika a nivel
mundial. Debido a que no existen vacunas o medicinas efectivas para la prevencion y/o
tratamiento de estas patologias, el control vectorial es la principal estrategia para reducir su
transmision. Para controlar el tamafio de las poblaciones de Aedes, la herramienta mas
utilizada es la aplicacion de insecticidas sintéticos y a pesar de su efectividad, su uso

extensivo ha producido altos costos operativos y efectos colaterales adversos.

Los insecticidas derivados de plantas representan una alternativa de biocontrol eco-
amigable, costo-efectiva y segura. El presente estudio evalta la actividad larvicida de los
extractos frutales de Solanum mammosum, extractos foliares de Ambrosia arborescens y
nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas utilizando los extractos acuosos de estas
plantas contra las larvas de tercer estadio de A. aegypti. Para esto, las larvas fueron expuestas
a un gradiente de concentraciones de extractos vegetales y AgNPs durante 24 horas. Los
ensayos de laboratorio muestran que las AgNPs obtenidas a partir de las dos plantas fueron
significativamente maés tdxicas para las larvas de mosquito que los extractos vegetales,

siendo las AgNPs de S. mammosum las de mayor toxicidad.

Estos resultados sugieren que tanto los extractos vegetales como las AgNPs
obtenidas a partir de S. mammosum y A. arborescens tienen el potencial para desarrollarse
como herramientas alternativas apropiadas para el control de este insecto vector de

arbovirus.

Palabras clave:

Aedes aegypti, control vectorial, extracto acuoso, larvicidas, nanoparticulas de plata.



2. ABSTRACT

Due to the large toll they take on individual and societies, mosquito borne diseases
represent a major challenge for global public health. To reduce this toll, mosquito borne
diseases must be constantly prevented, controlled and treated. Recently, transmission has
increased in urban areas due to the fast population growth, globalization, modern
transportation, the effects of climate change and increasing resistance to pesticides in

mosquito populations.

The mosquito species Aedes aegypti is the primary vector of dengue, chikungunya
and Zika infections worldwide. Since effective vaccines or drugs are not available for the
prevention and/or treatment of these pathologies, vector control has been adopted as the main
approach to reduce their transmission. To control Aedes populations, the most commonly
used tool is the application of chemical insecticides and, despite their effectiveness,
indiscriminate use of these chemicals has led to high operational costs, appearance of

resistant populations, and adverse non-target effects.

Plant-derived insecticides may be an eco-friendly, cost effective and safe biocontrol
alternative. The present study was carried out to evaluate the larvicidal activity of fruit
extracts of Solanum mammosum, leaf extracts of Ambrosia arborescens and green-
synthesized silver nanoparticles (AgNPs) using aqueous extracts obtained from these plants
against third instar larvae of A. aegypti. To test this, larvae were exposed to increasing
concentrations of plant extracts and AgNPs for 24 h. In laboratory assays, AgNPs of both
plants were more toxic than the plant extracts, with S. mammosum AgNPs displaying the
highest levels of toxicity. These results suggest that extracts of both S. mammosum and
A. arborescens, as well as green-synthesized silver nanoparticles produced from those
extracts, have the potential to be developed into suitable alternative tools useful for the

control of A. aegypti populations.

Keywords:

Aedes aegypti, aqueous extracts, larvicides, silver nanoparticles, vector control.



3. INTRODUCCION

3.1. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR MOSQUITOS

Durante las ultimas décadas el cambio climatico, el crecimiento poblacional en areas
urbanas, la deforestacion, la invasion de habitats naturales y el aumento de resistencia a
insecticidas han contribuido en la aparicién, reemergencia y dispersion de muchas
enfermedades infecciosas, incluyendo aquellas que son transmitidas por insectos
(Institute of Medicine, 2008). De estas, las enfermedades transmitidas por mosquitos se
mantienen endémicas en mas de 100 paises tropicales en vias de desarrollo, y su control
representa una meta importante para mejorar la salud a nivel mundial (Organizacién Mundial
de la Salud, 2016).

En el caso de Ecuador, una gran parte de la poblacion se encuentra en riesgo de
adquirir alguna de las varias enfermedades transmitidas por mosquitos existentes en nuestro
pais. Por ejemplo, segun los datos del Ministerio de Salud el 70% del territorio ecuatoriano
tiene condiciones sociales, econdmicas, ambientales y culturales que favorecen la presencia
de Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2013),
mosquito vector de los agentes etioldgicos responsables de enfermedades como el dengue,

fiebre amarilla, chikungunya y Zika.

3.2. BIOLOGIA DE Aedes aegyptii MOSQUITO VECTOR DE LAS
PRINCIPALES ARBOVIROSIS HUMANAS.

A. aegypti es una especie de mosquito originaria de Africa que pertenece al subgénero
Stegomya. Estos insectos viven dentro de asentamientos humanos y su distribucion se
extiende a lo largo y ancho de las regiones tropicales y subtropicales del planeta (Cook y
Zumla, 2008). La hembra de A. aegypti generalmente se convierte en vector de una
arbovirosis después de alimentarse de la sangre de una persona infectada. Una vez que un
mosquito hembra ha adquirido la capacidad de transmitir una enfermedad arboviral, portara
el virus por el resto de su vida, y lo transmitira a otra persona cada vez que se alimente de

sangre (Chamberlain y Sudia, 1961; Sardar, Rana y Chattopadhyay, 2015).



A. aegypti, en su condicion de insecto holometabolo, posee un complejo ciclo de vida
que incluye etapas acuaticas y terrestres. Brevemente, entre uno y tres dias después de que
se ha alimentado de sangre, la hembra deposita los huevos en las superficies humedas de
contenedores de agua, los cuales eclosionan cuando aumenta el nivel de agua hasta ser
sumergidos, produciendo larvas de primer estadio. Durante los siguientes dias, las larvas se
alimentan de materia organica, lo que les permitira crecer y desarrollarse a lo largo de cuatro
estadios larvales. Después del cuarto estadio larval, la metamorfosis inicia y las larvas se
transforman en pupas, las cuales no se alimentan (Centers for Disease Control and
Prevention, 2012). Una vez formado el cuerpo del adulto dentro de la pupa, los mosquitos
emergen por encima de la superficie del agua y pocos minutos después son capaces de volar.
Las hembras y machos adultos se reconocen por la frecuencia del movimiento de las alas

para aparearse (Arthur, Emr, Wyttenbach y Hoy, 2014) vy el ciclo inicia nuevamente

33. METODOLOGIAS DE CONTROL DE A. aegypti

Debido a la ausencia de vacunas comerciales para la gran mayoria de las enfermedades
transmitidas por A. aegypti, la prevencién de estas se da esencialmente mediante el control
cuando la hembra fertilizada se alimenta de sangre para que los huevos maduren.del tamafio
de las poblaciones de este insecto. La metodologia de control primaria incluye el
saneamiento ambiental y reduccién de fuentes a través de la eliminacion de contenedores
artificiales de crianza, la aplicacién de insecticidas dentro del area peridomiciliaria e
intradomiciliaria para el control de adultos y también el uso de larvicidas para el control de
los estadios inmaduros del mosquito (World Health Organization y Special Programme for
Tropical Disease Research, 2009). De estas, la herramienta mas utilizada para realizar este
control es la aplicacién a nivel aéreo de insecticidas quimicos como organofosforados
(inhiben a la acetilcolinesterasa en la sinapsis, de tal manera que el impulso nervioso se
vuelve constante), carbamatos (actian de la misma forma que los organofosforados),
organoclorados (alteran el funcionamiento de los canales de sodio y los canales GABA) y
piretroides (alteran el funcionamiento de canales de sodio en neuronas) (Bisset, Rodriguez
y Fernandez, 2006). Inicialmente, estos agentes quimicos lograron reducir las poblaciones
de mosquitos; sin embargo, su uso recurrente y en algunos casos indiscriminado ha resultado
en una reduccion en la eficacia de los mismos, debido a la aparicion de poblaciones de
insectos resistentes a su efecto que ha aumentado draméaticamente durante los Gltimos afios

(Govindarajan, Jebanesan y Reetha, 2005).



3.4. USODE LARVICIDAS PARA EL CONTROL POBLACIONAL DE A. aegypti

Los larvicidas juegan un papel importante en el control de las poblaciones de
mosquitos en sus sitios de crianza, de tal manera que no puedan llegar a la etapa adulta y por
lo tanto, no puedan ni dispersarse ni transmitir enfermedades. Estos productos se encuentran
en varios tipos de formulaciones, tanto en presentacion solida (tabletas, pellets, granulos,
briquetas) como liquida. Dentro de los larvicidas mas utilizados estan los inhibidores de
crecimiento (compuestos quimicos que interfieren con el sistema enddcrino del insecto,
inhibiendo asi el crecimiento, desarrollo y maduracion de la larva) (da Silva & Mendes,
2007), insecticidas bacterianos como Bacillus thurigiensis israelensis (Bti) y Bacillus
sphaericus (sus esporas contienen toxinas que dafian y paralizan el intestino de las larvas
que las ingieren, produciendo la muerte por inanicién) (Poopathi y Abidha, 2010), e
insecticidas organofosforados como Temephos (compuestos que interfieren en la
transmision del impulso nervioso, bloqueando asi cualquier actividad del sistema nervioso
central) (Bisset, Rodriguez y Fernandez, 2006). Cabe mencionar que el uso de Temephos ha
ido menguando desde el 2008, debido al proceso de cancelacion de su registro como
pesticida emitido por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por

sus siglas en inglés) (Enviromental Protection Agency, 2011).

Como es evidente, el uso de larvicidas se ha limitado también en su mayoria a
compuestos quimicos y su aplicacion en estanques, pozos y otros cuerpos de agua podria
potencialmente afectar a la salud de peces larvivoros y de otras especies, incluyendo a los
seres humanos (Hurst, Kay, Ryan y Brown, 2007). Por todo esto, el desarrollo de nuevos
larvicidas biodegradables, de bajo impacto ecoldgico y especificos para mosquitos es de vital
importancia. Los larvicidas derivados de organismos bioldgicos responderian a la necesidad
actual debido a su toxicidad reducida, y a una baja contaminacion ambiental en general
(Thiyagarajan, Kumar, Kovendan y Murugan, 2014).



3.5. LARVICIDAS DE ORIGEN BOTANICO Y NANOPARTICULAS DE PLATA

Explorar la diversidad floristica es una de las alternativas mas efectivas para obtener
larvicidas de origen botanico, simples y sustentables. A diferencia de los insecticidas
convencionales, los cuales normalmente estan basados en un solo ingrediente activo, la
composicion de los derivados boténicos incluye varias combinaciones de compuestos
quimicos que actlan conjuntamente en diferentes procesos bioldgicos, de tal manera que
existe una baja probabilidad de que los mosquitos desarrollen resistencia a tales sustancias
(Benelli, Caselli y Canale, 2016). A pesar de que el control con larvicidas de origen vegetal
representa un método sustentable, sobre todo para areas rurales o de bajos recursos
econdémicos, se requieren altas concentraciones de la planta para lograr el efecto (Ghosh,
Chowdhury y Chandra, 2012), lo cual no es 6ptimo si se plantea producir y utilizar estos

larvicidas a grandes escalas.

Una alternativa interesante a los larvicidas estrictamente botanicos, es la produccién
de nanoparticulas de plata (AgNPs) sintetizadas a partir de extractos vegetales
(Priyadarshini et al., 2012). Esta tecnologia cuenta con las propiedades microbiocidas de la
plata, su resistencia a la oxidacion y una alta efectividad debido a su favorable relacion
superficie/volumen producida por un tamafio de particula muy reducido (1-100 nm)
(Borase et al., 2013), en combinacion con la actividad larvicida de una planta determinada.
De esta manera, el efecto insecticida puede alcanzarse con concentraciones muy bajas de
estas nanoparticulas que, ademas, tienen la capacidad de biodegradarse (Muthukumaran,
Govindarajan, Rajeswary y Hoti, 2015), por lo que se minimiza la acumulacion de residuos

peligrosos en el ambiente.

La actividad larvicida de las AgNPs sintetizadas a partir de extractos vegetales contra
las larvas de A. aegypti ha sido ampliamente estudiada y documentada (Jayaseelan et al.,
2011; Rajakumar y Rahuman, 2011; Santhoshkumar et al., 2011). Sin embargo, no existen
reportes cientificos sobre la utilizacion de plantas nativas del Ecuador para este proposito,
por lo que es pertinente evaluar el potencial que presentan nuestras plantas para ser utilizadas
como larvicidas. Afortunadamente, la literatura cientifica disponible lista varias especies con
cualidades que sugieren un potencial uso como fuente de insecticidas naturales. La
Enciclopedia de Plantas Utiles del Ecuador reporta que en el territorio nacional existen 34

especies de plantas con propiedades insecticidas. Aunque estas especies se distribuyen en



16 familias boténicas, la mayoria (58%) pertenecen a las familias Asteraceae, Solanaceae y
Fabaceae (De La Torre, Navarrete, Muriel, Macia y Balslev, 2008). Las dos especies que se
escogieron para evaluar su actividad larvicida en el presente estudio fueron las que presentan

la mayor cantidad de registros: Solanum mammosum y Ambrosia arborescens.

3.6.  Solanum mammosum y Ambrosia arborescens: ESPECIES ECUATORIANAS
CON POTENCIAL ACTIVIDAD LARVICIDA

Solanum mammosum (L.) es una especie nativa y cultivada perteneciente a la familia
Solanaceae cuya distribucién en el Ecuador se extiende entre los 0-500 m.s.n.m en las
regiones Costa y Sierra (Jergensen & Leon-Yéanez, 1999). Su héabito se presenta como hierba
terrestre o subarbusto, de tallo espinoso, hojas simples, pubescentes en el haz y en el envés,
bordes medianamente hendidos, espinas conspicuas sobre las nervaduras, apice acuminado.
Sus inflorescencias en racimo poseen flores pedunculadas, de céliz verde-amarillento con 5
sépalos y corola lila con 5 pétalos. Los frutos son tipo baya de forma conica con l6bulos en
la parte proximal, de color amarillo oro en la maduracion y de 5 a 6 cm de longitud (Miller,
1969).

Varias etnias del pais como los Cofan, Siona y Kichwas del Oriente la utilizan para
matar ratones, eliminar hongos y ectoparasitos de las gallinas y tratar la sarna en perros. Esta
planta puede considerarse potencialmente insecticida, pues existen reportes de que sus frutos
sirven ““...para matar artropodos, cucarachas principalmente, ademas de otros invertebrados
pequefios” (De La Torre et al., 2008). Cada etnia la denomina dependiendo de su lengua,
sin embargo se la conoce mas cominmente como “atallpa hanpina” o “chuchu laran” en
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kichwa y como “curar gallinas”, “estacudo”, “teta de vaca” o “torito” en castellano.

Ambrosia arborescens (Mill.), también conocida como Franseria artemisioides, es
una especie nativa del Ecuador perteneciente a la familia Asteraceae que se encuentra en
todas las provincias andinas de la Sierra, entre los 2 000 y 3 500 m.s.n.m (Jgrgensen & Leon-
Yéanez, 1999). Su habito se presenta como subarbusto, arbusto o arbolito; presenta un tallo
cilindrico erguido, hojas alternas, pinnatisectas, lanceoladas, el haz es glabro y el envés
blanquecino. Sus inflorescencias son paniculas agrupadas en cabezuelas de color amarillo

poco intenso que al dar fruto se presentan en forma de aquenios. Todas las estructuras de la



planta presentan un olor pungente y poco agradable mientras que en los tallos se observa un
latex acuoso de sabor amargo (Ruales, 2013).

Esta especie vegetal es especialmente utilizada por los Kichwas de la Sierra, quienes
la denominaron “marku” o “marku yura”. En castellano, sus nombres comunes son
“altamira”, “altamisa”, “altomiso”, “artemisia”, “mano de marco” o “marco”. Distintas
partes de la planta se utilizan como aditivo de alimentos, forraje, medicina y elaboracion de
artesanias y herramientas. La Enciclopedia de Plantas Utiles del Ecuador reporta que “las
hojas y ramas se usan como insecticida, para eliminar principalmente pulgas, piojos, moscos

y chinches de las viviendas” (De La Torre et al., 2008).

En ese contexto, este trabajo intenta explorar el efecto producido tanto de los
extractos vegetales de estas dos especies como de la combinacién de los mismos con AgNPs,
con el objetivo de potenciar su actividad insecticida, reduciendo asi las dosis requeridas para

su eventual utilizacion.



3.7. OBJETIVOS

3.7.1. GENERAL
Determinar el efecto insecticida contra los estadios larvales de A. aegypti de los
extractos vegetales (puros y en combinacion con AgNPs) de dos especies de plantas nativas
del Ecuador.

3.7.2. ESPECIFICOS

o Evaluar la actividad larvicida contra A. aegypti de los extractos de dos especies

vegetales nativas del Ecuador.

o Evaluar el efecto larvicida contra A. aegypti de AgNPs sintetizadas a partir de los

extractos de dos especies vegetales nativas del Ecuador.

o Comparar el potencial larvicida de los extractos vegetales puros con el potencial

larvicida de estos mismos extractos en combinacion con AgNPs.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. COLECCION DE ESPECIMENES VEGETALES

Los frutos de Solanum mammosum fueron colectados en la provincia de Pichincha,
cantén Puerto Quito, en el recinto Marianitas, a una altitud de 135 m.s.n.m (0°05°46.3”N,
79°07°33.5”0).

Las hojas de Ambrosia arborescens utilizados para realizar esta investigacion fueron
colectadas en una zona agricola de la provincia de Pichincha, cantén Quito, parroquia de
Calacali a una altitud de 2980 m.s.n.m (78°30°55.7”’S, 00°00°32.7”0).

Adicionalmente, se prepararon vouchers de S. mammosum (figura 1) y
A. arborescens (figura 2) para su confirmacion taxondmica. Estos vouchers se depositaron

en el Centro de Investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL) de la PUCE.

4.2. SINTESIS DE EXTRACTOS VEGETALES Y AgNPs

Tanto la obtencion de los extractos vegetales como la sintesis de nanoparticulas
fueron llevadas a cabo por el laboratorio de Nanotecnologia de la Escuela de Ciencias
Quimicas de la PUCE. La extraccion vegetal se realizd mediante ultrasonido, utilizando agua
destilada como solvente. Una fraccion del extracto obtenido se utilizé para la obtencion de
nanoparticulas de plata mediante un proceso de “sintesis verde”, en el cual se utiliza un
agente biologico (en este caso, el extracto vegetal) para reducir una sal metalica hasta
producir nanoparticulas estables (Kameswara, Giri, Pal, Mishra y Upadhyay, 2016).

Luego del proceso de sintesis, la presencia de nanoparticulas del tamafio apropiado
(30 a 50 nm de diametro) fue verificada mediante espectrofotometria UV/Vis y Microscopia
Electronica de Barrido con detector de rayos X (SEM-EDX) (Domenech, 2017).
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4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA

4.3.1. POBLACION DE ESTUDIO

Para realizar este trabajo se utilizé una cepa ecuatoriana de A. aegypti proveniente de
la ciudad de Puerto Francisco de Orellana (denominada Ae. aeg COCAQ2), fundada a partir
de 2 colecciones (coleccion 1: 00°29°15.2”S, 76°59°27.8”0; coleccién 2: 00°29°22.0”S,
76°59°34.7”0), la cual ha sido mantenida en el insectario de la unidad de entomologia
médica del CISeAL desde el afio 2015 (Aguirre, 2016). Todos los ensayos, mantenimiento
y reposicion de la cepa usada en este estudio se realizd dentro de las instalaciones y
utilizando el equipamiento de dicha institucion.

4.3.2. BIOENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD
LARVICIDA

Para evaluar la actividad larvicida de los extractos vegetales y las AgNPs, se
realizaron bioensayos utilizando los protocolos propuestos por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) para el efecto (World Health Organization, 2005), con modificaciones

minimas (descritas a continuacion).

Eclosion y crianza: Huevos de A. aegypti se eclosionaron en bandejas plasticas con
250 mL de agua previamente hervida y enfriada. Los huevos no eclosionados fueron

retirados a las 24 horas exactas de haber sido ubicados en el agua.

Para obtener un crecimiento larval homogéneo se estandarizaron las condiciones de
crianza. Las condiciones ambientales se mantuvieron dentro del rango de temperatura de
28 + 1 °C, humedad de 80 + 10 % y fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas oscuridad dentro
del insectario del CISeAL. Asimismo, se estandarizo la cantidad de comida para larvas
(alimento para peces de acuario molido) colocada cada dia. Para el efecto, se utiliz6 como
referencia el régimen alimentario descrito por Carvalho et al. (2014). El régimen que se

siguio es el descrito en el anexo 1.
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Aproximadamente cuatro dias después de la eclosion, las larvas alcanzaron el estadio
L3, que es la edad larval recomendada para realizar ensayos larvicidas de acuerdo a la OMS
(World Health Organization, 2005).

Bioensayos: En estos ensayos, grupos de larvas en estadio L3 se sometieron a un
rango de concentraciones del material a evaluar (extracto vegetal o AgNPs) durante 24 horas.

Durante este periodo los especimenes no recibieron ningin alimento extra.

Cada bioensayo constd de una unidad experimental por concentracién, y un grupo
control. La unidad experimental consistio de cuatro réplicas. Cada réplica const6 de 25 larvas
en estadio L3, ubicadas en un contenedor y expuestas a la solucién de prueba. EI grupo
control fue similar a una unidad experimental, pero estuvo expuesto Unicamente a agua

destilada. El bioensayo se repitid cinco veces, como se observa en la figura 3.

Para la obtencion de la CLso (concentracion letal media, concentracion del material
en agua que se estima letal para el 50% de los organismos de ensayo) se cre6 un gradiente
de cuatro concentraciones y a partir de los resultados de cada bioensayo, se construy6 una
curva de regresion. El rango de concentraciones utilizado se determiné en base a valores
reportados en la literatura (Benelli, 2016; Ghosh et al, 2012) y a ensayos preliminares, de tal
manera que para realizar los ensayos con los extractos vegetales tanto de S. mammosum
como de A. arborescens, el rango utilizado fue de 1500, 3000, 4500 y 6000 ppm. En el caso
de las AgNPs, las concentraciones obtenidas para S. mammosum fueron de 0.05, 0.06, 0.07
y 0.08 ppm, mientras que para A. arborescens fueron de 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ppm. Para las
AgNPs control se utilizaron concentraciones de 200, 300, 400 y 500 ppm. En todos los casos,

estas concentraciones produjeron entre el 10 y el 100% de mortalidad.

Durante cada bioensayo las larvas fueron expuestas al material en evaluacion durante
24 horas. Acto seguido, se registré el namero de larvas muertas en cada grupo. Siguiendo
los lineamientos de la OMS (World Health Organization, 2005), “las larvas moribundas son
consideradas como muertas para calcular el porcentaje de mortalidad. Las larvas muertas
son aquellas que no pueden ser inducidas al movimiento al tocarlas con una aguja, mientras
que larvas moribundas son aquellas incapaces de ascender a la superficie 0 que no muestran
una reaccién cuando se produce movimiento en el agua. Las larvas que lleguen a pupar

durante el periodo de prueba no podran ser consideradas dentro de la misma. Si més del 10%



13

de las larvas del grupo control llegaran a pupar en el periodo experimental, la prueba debera
ser desechada y repetida. Si la mortalidad de los grupos control se encuentra entre el 5y
20%, la mortalidad del grupo tratado debera ser corregida de acuerdo a la formula de
(Abbott, 1987)”.
X-Y
Mortality (%) =———— 100
X
Donde X= porcentaje de supervivientes en el control y Y= porcentaje de

supervivientes en el grupo tratado.

Con el objetivo de diferenciar los efectos del extracto vegetal y de la plata reducida
(los dos componentes presentes en las nanoparticulas de plata), se realizaron bioensayos con
nanoparticulas control sintetizadas a partir de una solucién de d-glucosa y almidon (llamadas
“AgNPs desnudas”, por no estar asociadas con extractos vegetales). Experimentos
preliminares mostraron que ni la glucosa ni el almidon presentan efectos toxicos para las
larvas de A. aegypti (datos no mostrados). Debido a esto, el uso de estas AgNPs desnudas
hace posible el determinar el efecto larvicida atribuible puramente a la plata reducida,
diferenciandolo del efecto atribuible a la combinacion de AgNPs con los extractos vegetales.

Para estos ensayos se utilizo la misma metodologia, obteniendo la CLso para este tipo
de AgNPs. Posteriormente, se procedi6 a comparar las medidas de concentracion letal media
para las AgNPs experimentales vs. control.

4.4. ANALISIS DE LOS DATOS

4.4.1. DETERMINACION DE LA CLso

La determinacion de la CLso se realiz6 de acuerdo al protocolo propuesto por la OMS
(World Health Organization, 2005). En cada unidad experimental los resultados de las cuatro
réplicas se agruparon para el analisis. Los valores de CLso en partes por millon (ppm) fueron
calculados a través de un analisis Probit (Finney, 1971). Para el mismo, se empled el paquete
“MASS” (Venables & Ripley, 2002) del software libre R (R Core Team, 2013) (script en el
anexo 2). Ladesviacién estandar y los intervalos de confianza (IC) al 95% (rango de valores,

cuya distribucion es normal y en el cual se encuentra, con una probabilidad del 95%, el valor
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real de la CLso) de las medias de los valores de CLso fueron calculados y registrados. Se
considero a la prueba vélida si el coeficiente de variacion (CV) (medida que determina la
relacion entre el tamafio de la media y la variabilidad de la CLso)
fue menor al 25%, o si los intervalos de confianza de las CLso se superpusieron (nivel de
significacion: p< 0.05). Si la prueba fue valida, la CLso a reportar fue la media obtenida a

partir de las 5 repeticiones.

4.4.2. ANALISIS ESTADISTICO

La comparacién de CLsg entre tipos de extracto vegetal (extracto S. mammosum y

extracto A. arborescens) se realizé utilizando una prueba de t.

Para comparar las CLsg entre extractos y AgNPs se utilizé un ANOVA | (Analisis
de la Varianza de una via) de la siguiente manera:
S. mammosum: Extracto vegetal acuoso, AgNPs sintetizadas a partir de extracto vegetal
y AgNPs desnudas (control).
A.arborescens: Extracto vegetal acuoso, AgNPs sintetizadas a partir de extracto vegetal
y AgNPs desnudas (control).

Para comparar las CLso entre tipos de AgNPs (AgNPs sintetizadas a partir de extracto
de S. mammosum, AgNPs sintetizadas a partir de extracto de A.arborescens y AgNPs
control) se utilizé un ANOVA I.

Para determinar cudl es el mejor tratamiento, después de cada ANOVA se realizo
una prueba de significacion (Post Hoc) HSD Tukey. Esta prueba se realiz6 a niveles de

significacion de 0=0.05 y a=0.01.

Los andlisis estadisticos anteriormente mencionados se realizaron con el software R
(R Core Team, 2013); se utilizaron las funciones “t.test” (script en el anexo 3) para el t-test
independiente y “aov” para las distintas comparaciones con ANOVA 1 (script en el anexo
4). Para la prueba de significacion se utilizo el paquete “agricolac” (Mendiburu, 2016),

funcién “HSD.test” (script en el anexo 4).
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5. RESULTADOS

Los resultados de la actividad larvicida del extracto acuoso y las AgNPs sintetizadas
a partir de los extractos acuosos de Solanum mammosum y Ambrosia arborescens contra las
larvas en L3 de A. aegypti se presentan en la tabla 1. La mortalidad fue evidente después del
tratamiento tanto con extractos como con AgNPs de las dos especies vegetales. En todos los
casos, el CV fue entre el 1y 8 %, por lo que todas las pruebas realizadas fueron consideradas

validas.

5.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS EXTRACTOS
VEGETALES

Los resultados de los bioensayos utilizando extractos acuosos indican que la CLsg
para S. mammosum fue de 1559.37 ppm (tabla 2), mientras que para A. arborescens fue de
1836.97 ppm (tabla 3). Al comparar la actividad larvicida de los extractos vegetales de las
dos plantas, se encontraron diferencias altamente significativas para la CLso (t = 27.061,
p = 6.223e719), siendo el extracto acuoso de S. mammosum el que presenta una mayor
toxicidad contra A. aegypti (figura 4).

5.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS EXTRACTOS
VEGETALES

En cuanto a los bioensayos utilizando AgNPs, los resultados muestran que la CLsg
para aquellas sintetizadas con S. mammosum es de 0.06 ppm (tabla 4), mientras que para las
sintetizadas a partir del extracto de A. arborescens la CLso es de 0.28 ppm (tabla 5). Por otra
parte, la CLso para las AgNPs control fue de 266.95 ppm (tabla 6).

Al comparar la actividad larvicida de los diferentes tipos de AgNPs, se encontraron
diferencias altamente significativas en las CLso (F = 7890, p =2e%). Sin embargo, la prueba
posthoc de HSD Tukey muestra que no existen diferencias entre las AgQNPs de S. mammosum
y A. arborescens al nivel de significacion de 0.05 (figura 5). Evidentemente, las AgNPs

sintetizadas a partir de los extractos de las dos plantas son bastante efectivas en
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concentraciones muy bajas, mientras que las AgNPs control solamente son capaces de
producir mortalidad en concentraciones entre 1 000 y 4 000 veces mas altas.

5.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE S. mammosum

Al analizar los resultados obtenidos con cada una de las especies, podemos observar
que las AgNPs de S. mammosum produjeron mortalidad en concentraciones al menos 25 000
veces mas bajas que el extracto vegetal de la misma planta, y 1 000 veces mas bajas que las
AgNPs control, existiendo diferencias altamente significativas entre ellas (F= 716.3,
p=3.29 e%) (figura 6). EI mayor porcentaje de mortalidad para las AgNPs con esta planta
fue de 93.4+3.6 %, el cual se obtuvo con 0.08 ppm (tabla 7), mientras que el maximo

porcentaje de mortalidad para el extracto (97+2.1 %) se alcanzd con 6000 ppm (tabla 7).

5.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE A. arborescens

En el caso de A. arborescens, la concentracion letal media de las AgNPs fue
aproximadamente 6 500 veces mas baja que la del extracto vegetal y 4 000 veces méas baja
que la de las AgNPs control, existiendo diferencias altamente significativas entre ellas
(F=569.1, p= 1.29 e*?) (figura 7). EI mayor porcentaje de mortalidad para las AgNPs con
esta planta fue de 96.4+1.8 %, el cual se obtuvo con 0.5 ppm y para el extracto fue de
92.8+1.3 % con 6 000 ppm (tabla 7).

Finalmente, las AgNPs control produjeron mortalidad en concentraciones entre 5y
7 veces mas bajas que las de los extractos vegetales de ambas especies. En los grupos control
de todos los experimentos realizados, no existié mortalidad durante el periodo de evaluacién,

por lo tanto, no fue necesario realizar correcciones en la mortalidad.
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6. DISCUSION

Los metabolitos secundarios de las plantas proveen de un importante repositorio de
compuestos con un amplio rango de actividades biolégicas. Estos metabolitos, que incluyen
moléculas como alcaloides, glicoalcaloides, terpenoides, acidos organicos y alcoholes, se
producen en practicamente todas las partes de la planta, y son una de las lineas de defensa
mas importantes para protegerse contra depredadores, en especial insectos (Adeyemi, 2010).
El rango de efectos causados por estas sustancias es bastante amplio, e incluye la
interrupcion de vias metabdlicas (Rietjens, Martena, Boersma, Spiegelenberg y Alink,
2005), disrupcion de la integridad de macromoléculas (como proteinas y acidos nucleicos)
y organelas celulares (Mohanan y Devi, 1996; Keukens et al., 1995), alteraciones en el
funcionamiento del sistema nervioso (Wink, 2000), y penetracién a través del tubo
respiratorio, produciendo mortalidad por sofocacion y/o envenenamiento (Benelli, 2016).

6.1. EXTRACTOS VEGETALES DE SOLANACEAS UTILIZADOS COMO
LARVICIDAS DE A. aegypti Y OTRAS ESPECIES DE MOSQUITOS DE
IMPORTANCIA MEDICA

Dentro del reino Plantae, uno de los taxa que se caracteriza por producir una gran
variedad de metabolitos altamente toxicos es la familia Solanaceae. Especies pertenecientes
a esta familia son ricas en alcaloides, incluyendo tropano alcaloides, glicoalcaloides,
pirrolizidin e indol alcaloides, los que se producen como un mecanismo de defensa natural
contra insectos, predadores y agentes infecciosos (Jerzykiewicz, 2007). Esta familia contiene
algunas de las especies mas importantes a nivel economico, tales como la papa
(S. tuberosum), tomate (S. lycopersicum) y tabaco (Nicotiana tabacum), asi como también
algunas especies muy conocidas por ser altamente toxicas, como por ejemplo la belladona
(Atropa belladona), mandragora (Mandragora autumnalis) y floripondio (Brugmansia sp.),

entre otras.

Numerosas sustancias y extractos obtenidos a partir de solanaceas han sido evaluados
para determinar si presentan actividad insecticida contra varias especies de insectos tanto de

interés médico como econdmico. En numerosas ocasiones, se reporta este tipo de actividad
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para compuestos como la a-tomatina, a-chaconina y a-solanina, y para extractos

provenientes de especies del género Solanum (Spring, Nagar, Ramteke y Ross, 2016).

Existen muy pocos reportes sobre la actividad larvicida de extractos de solanaceas
contra A. aegypti. Algunos autores han evaluado el efecto de extractos obtenidos a partir
del fruto de estas plantas contra larvas L3 luego de 24 horas de exposicion. Entre estos,
Chowdhury, Laskar y Chandra (2008) evaluaron el extracto cloroformo: metandlico del
fruto de S. villosum y determinaron una CLso de 11.67 ppm (intervalo de confianza (IC):
8.49-14.85). Raghavendra, Singh, Subbarao, y Dash (2009) evaluaron el extracto acuoso
del fruto de S. nigrum, reportando una CLso de 359 ppm (IC: 244-496), mientras que el
extracto metanolico del fruto de S. xanthocarpum alcanz6 una CLso de 253.18 ppm (IC:
235.34-276.64) (Kumar et al., 2012). Otra estructura vegetal también preferida para evaluar
su potencial larvicida son las hojas; por ejemplo el extracto acetdnico, cloroférmico y
metandlico de las hojas de S. trilobatum contra larvas L4 produjeron valores de CLso de
125.67 ppm (IC: 115.68-135.17), 125.87 ppm (IC: 98.3-150.62) y 125.43 ppm (IC: 115.73-
134.68) respectivamente (Premalatha, Elumalai y Jeyasankar, 2013). El extracto
diclorometéanico de las hojas de Cestrum nocturnum contra larvas L3 exhibe una CLso de
30.12 ppm (25.98-34.94) (Patil, Patil, Salunke, y Salunkhe, 2011).

La CLso del extracto vegetal acuoso del fruto de S. mammosum presentada en este estudio
es mayor que la reportada para extractos similares preparados a partir de los frutos de otras
especies de solanaceas. Esto podria estar ligado al tipo de solvente utilizado para realizar la
extraccion. Con la excepcion del extracto acuoso del fruto de S. nigrum, todas las otras
extracciones reportadas utilizaron compuestos organicos como solventes. Esto sugiere que
las extracciones organicas producen soluciones con mayor toxicidad que las extracciones
acuosas. Una potencial explicacion para este fendmeno podria ser que algunos de los
compuestos potencialmente tdxicos tienen baja solubilidad en agua, de tal manera que su
concentracion sera menor en este tipo de disolvente. En el caso de los alcaloides, si estos se
encuentran en forma de sales, son solubles en agua, pero si se estan en forma de bases libres,
son solubles en disolventes organicos no polares (Yufera, 1995). Alternativamente, los
solventes organicos podrian, por si mismos, presentar un cierto nivel de toxicidad en las

larvas de A. aegypti.
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Si comparamos la CLso del extracto acuoso de S. mammosum reportada por nuestro
estudio con aquella del extracto acuoso del fruto de S. nigrum reportado por Raghavendra et
al. (2009) (1559.37 ppm y 359 ppm, respectivamente), es aparente que el extracto del fruto
de S. nigrum presenta una toxicidad mas elevada para las larvas L3 de A. aegypti. Sin
embargo es importante tener en cuenta que la concentracion de principios activos en los
frutos puede depender de varios factores ambientales y fisiologicos asociados a la planta y
su ambiente (tales como las condiciones de crianza de la planta, estado de madurez de la
fruta, etc.) (Jerzykiewicz, 2007), por lo que seria necesario recoger mas datos para poder

realizar estudios comparativos con precision.

6.2. EXTRACTOS VEGETALES DE ASTERACEAS UTILIZADOS COMO
LARVICIDAS DE A. aegypti Y OTRAS ESPECIES DE MOSQUITOS DE
IMPORTANCIA MEDICA

Dentro de la familia Asteraceae se encuentran representantes de gran interés para el
hombre tanto para su alimentacion como por sus aplicaciones medicinales, pues en esta
familia encontramos especies como el girasol (Helianthus annuus), alcachofa (Cynara
scolymus), lechuga (Lactuca sativa), manzanilla (Chamaemelum nobile) y cardo maria
(Sylibum marianum). Sin embargo, también pertenecen a esta familia especies como el
ajenjo (Artemisia absinthium), eupatorio (Eupatorium cannabinum) y la petasita (Petasites
hybridus), mismas que presentan una elevada toxicidad debido a la presencia de un amplio
rango de agentes quimicos de defensa contra los herbivoros, como por ejemplo lactonas
sesquiterpénicas, monoterpenos, terpenoides y latex que contiene resinas poliacetilénicas
(Mauseth, 2003).

El género Ambrosia posee una gran plasticidad fisioldgica, misma que le permite
adaptarse a practicamente cualquier condicion ambiental (Parkhomenko et al., 2006); dicha
plasticidad puede explicarse, por lo menos en parte, por los metabolitos secundarios
producidos por las especies de este género (Vera, 2008). Todas las especies de este género
estan caracterizadas por tener un alto contenido de lactonas sesquiterpénicas, las cuales
poseen actividad antibacterial, citotoxica y antifingica (Spring, Kupka, Maier y Hager,

1982; Neerman, 2003). Varios estudios reportan el aislamiento de las principales lactonas
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sesquiterpénicas a partir de A. arborecens: damsina, coronofilina psilostaquinas (Herz,
Anderson, Gibaja y Raulais, 1969; Vera, 2008; De Leo, Vera, Naranjo, De Tommasi y Braca,
2010).

Existen numerosos estudios sobre la actividad larvicida de extractos de asteraceas
contra A. aegypti, varios de ellos empleando toda la planta; por ejemplo, el extracto
metanolico de Eclipta alba contra larvas L3 obtuvo una CLsg del 127.64 ppm (1C:94.72-
160.29) (Govindarajan y Karuppannan, 2011); la CLso obtenida a partir del extracto etéreo
de Heli oppositifolia es de 41 ppm (IC: 38-49) mientras que el extracto de Jaegeria hirta
obtuvo una CLso de 24 ppm (IC: 22-29) (Alvarez, Duarte, Aguirre y Jiménez, 2013). En
cuanto a extractos obtenidos a partir de las hojas, la extraccion metandélica de Chromolaena
odorata produjo una CLso de 138 ppm (IC: 121-157) (Sukhthankar, Kumar, Godinho y
Kumar, 2014); mientras que las extracciones de Ageratum houstonianum utilizando hexano
y etil-acetato produjeron concentraciones letales medias de 8889.13 ppm y 1952.12 ppm
respectivamente (Tennyson, Ravindran, Eapen y William, 2015).

Dentro del género Ambrosia, existe apenas un reporte de actividad larvicida contra
A. aegypti aparte del presente estudio, en el cual se emplea el extracto etéreo de las partes
aereas de Ambrosia confertifolia, dando como resultado una CLso de 185.6 ppm
(IC: 152.3-207.4) (De La Torre, Martinez, Flores, De Torres y Salazar, 2013).
Evidentemente, la concentracion letal media del extracto de A. confertifolia es menor en
comparacion al de A. arborescens, sin embargo es necesario nuevamente tomar en cuenta la
mayor eficiencia de extraccion con compuestos organicos en comparacién con la extraccion
acuosa. Aunque no existen estudios comparables que utilicen extractos acuosos dentro de
este género como larvicidas de A. aegypti, existe un reporte de la actividad del extracto
acuoso obtenido a partir de las hojas de Ambrosia maritima contra larvas de Culex colectadas
en el campo, en el cual la CLso obtenida fue de 1349 ppm (Eisa, 2010), es decir, 1.36 veces
menor a la de A. arborescens obtenida en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos con la extraccion acuosa de S. mammosum y A. arborescens
demuestran que ambas plantas poseen compuestos quimicos con actividad larvicida. El tipo
de solvente escogido para realizar la extraccion fue el agua y si bien produce mortalidad en
concentraciones entre 1 y 100 veces mas altas en comparacion con la extraccién organica,

es una alternativa sustancialmente méas econdémica, simple y amigable con el ambiente.
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A pesar de que se considera que la accion biologica de los diferentes metabolitos
secundarios es la principal razon que explica la eficacia de los extractos botanicos para matar
a las larvas, se considera también que la formacion de una delgada capa oleosa sobre la
superficie del agua producto de los diferentes compuestos extraidos puede reducir el
suministro de oxigeno para la larva del mosquito, pudiendo producir sofocacion (Benelli,
2016).

6.3. AgNPs DE SOLANACEAS UTILIZADAS COMO LARVICIDAS DE
A. aegypti Y OTRAS ESPECIES DE MOSQUITOS DE IMPORTANCIA
MEDICA

Una gran cantidad de AgNPs sintetizadas a partir de extractos vegetales han sido
probadas para determinar su potencial bactericida, antifungico, citotoxico, anticancerigeno,
antiviral, antidiabético, antiparasitario y acaricida, entre otros (Rajan, Chandran, Harper,
Yun, & Kalaichelvan, 2015). Dentro de la rama de interés de este estudio, existen varios
reportes de AgNPs utilizadas como ovicidas, larvicidas, pupicidas y adulticidas contra
especies de mosquito de importancia médica y/o veterinaria (Marimuthu et al., 2011;Raman,
Sudharsan, Veerakumar, Pravin, & Vithiya, 2012; Dinesh et al., 2015; Ramanibai &
Velayutham, 2015). En la mayoria de casos, las concentraciones letales medias de estas
AgNPs son extremadamente bajas, fluctuando entre 1 y 30 ppm. Por ejemplo, las AgNPs
fabricadas utilizando el extracto vegetal de la semilla de Sterculia foetida (Malvaceae)
produjeron valores de CLsgp menores de 4.5 ppm contra las larvas de A. stephensi,
C.quinquefasciatus y A. aegypti (Rajasekharreddy & Rani, 2014).

Al igual que con los extractos vegetales, no existen muchos estudios sobre la
actividad larvicida de AgNPs sintetizadas a partir de solanaceas. En 2013, Rawani, Ghosh,
& Chandra emplearon el extracto acuoso del fruto de S. nigrum para sintetizar AgNPs y
probaron su toxicidad contra las larvas L3 de C. quinquefasciatus y A. stephensi, obteniendo
como resultado una CLso de 2.44 y 1.54 ppm respectivamente. Por otra parte, las AgNPs
obtenidas a partir del extracto foliar de Datura metel alcanzaron una CLso de 4.288 ppm (IC:
3.630-4.840) contra las larvas de A. stephensi (Murugan, Dinesh, Kumar, et al., 2015).
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Hasta donde tenemos conocimiento, existe un unico estudio anterior que explora el
uso de AgNPs contra larvas de A. aegypti. En él, AgNPs sintetizadas a partir de las hojas de
Nicandra physaloides mostraron una CLso de 13.61 ppm (IC: 12.26-14.83) (Govindarajan,
Khater, Panneerselvam y Benelli, 2016). La concentracion letal media de las AgNPs
obtenidas a partir de S. mammosum contra A. aegypti es, por lo tanto, la més baja reportada
para la familia Solanaceae, siendo entre 25 y 200 veces menor en comparacion a los estudios

anteriormente sefialados.

6.4. AgNPsDE ASTERACEAS UTILIZADAS COMO LARVICIDAS DE A. aegypti
Y OTRAS ESPECIES DE MOSQUITOS DE IMPORTANCIA MEDICA

Los reportes del uso de AgNPs sintetizadas a partir de asteraceas como larvicidas
también son escasos. En multiples casos, se prueban tanto el extracto vegetal como las
AgNPs sintetizadas a partir del mismo; tal es el caso de Eclipta prostrata, cuyo extracto y
AgNPs probados contra las larvas L4 de C. quinquefasciatus obtuvieron CLso de
27.49 ppm (IC: 24.36-31.03) y 4.56 ppm (IC: 4.16-5.80) respectivamente (Rajakumar y
Rahuman, 2011).

Un solo estudio, aparte del presente, evalla la actividad larvicida contra A. aegypti;
en este, el extracto (en este caso, etandlico) vegetal de las hojas de Artemisia vulgaris y las
AgNPs obtenidas a partir de este extracto producen una CLsp de 288.252 ppm (IC: 262.988-
312.967) y 8.273 ppm (IC: 6.705-10.021) respectivamente (Nalini, Lena, Sumathi y
Sundaravadivelan, 2017). Estas concentraciones letales son al menos 15 veces mayores en
comparacion con las obtenidas utilizando las AgNPs sintetizadas a partir del extracto de A.
arborescens, por lo tanto estas Ultimas son también las mas efectivas dentro de su respectiva

familia (Asteraceae).
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6.5, CONSIDERACIONES EN CUANTO A LA APLICABILIDAD DE
NANOPARTICULAS PARA CONTROL DE VECTORES

El uso de distintos extractos y compuestos botanicos como agentes reductores y
estabilizadores se ha probado como un método eficiente para producir nanoparticulas
metalicas de diferente tamafio y forma. Mas importante aun, se ha encontrado que este
proceso aporta al desarrollo de propiedades toxicas contra las larvas de mosquitos (Benelli,
2016). Este fendmeno se puede observar también en el presente estudio, ya que las AgNPs
desnudas no son tan efectivas como aquellas que son sintetizadas a partir de un extracto

vegetal larvicida.

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de publicaciones sobre la aplicacion de
nanoparticulas sintetizadas a partir de extractos vegetales en el control poblacional de
mosquitos vectores, existe un gran vacio entre la teoria y la aplicacion practica de esos
conceptos, ya que muy poco esfuerzo se ha empleado en explicar el mecanismo de toxicidad
que produce la mortalidad en las larvas expuestas a este tipo de nanoparticulas
(Murugan et al., 2016).

Una de las pocas hipotesis sugiere que la toxicidad en larvas esta relacionada a la
habilidad de las nanoparticulas para penetrar a través del exoesquelto y dentro de las células,
donde interfieren con procesos fisiolégicos como la muda (Arjunan, Murugan, Rejeeth,
Madhiyazhagan, & Barnard, 2012). Otras hipdtesis sugieren que dentro del espacio
intracelular, las nanoparticulas se unen al azufre de las proteinas o al fésforo del DNA,
produciendo una rapida denaturacion de moléculas y organelas. Este fendmeno es capaz de
aumentar la permeabilidad de la membrana (tanto celular como mitocondrial) y alterar la
fuerza protén-motriz, produciendo una pérdida de las funciones celulares y potencialmente,

la muerte celular (Subramaniam et al., 2015).

A pesar de este vacio en el conocimiento sobre las nanoparticulas, existe evidencia
la cual sugiere que la toxicidad de las AgNPs sintetizadas utilizando extractos vegetales no
se extiende a otras especies que pueden compartir el ambiente de las especies-objetivo. Por
ejemplo, Rawani y colaboradores (2013) demostraron que las AgNPs sintetizadas utilizando

el extracto del fruto de S. nigrum no eran toxicas contra larvas de tres especies del género
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Toxorhynchites (especie de culicido cuyas larvas se alimentan de, y compiten con otras
larvas de mosquito), Diplonychus annulatum (especie de hemiptero de la familia
Belostomatidae conocido como “chinche de agua”) y las larvas de Chironomus circumdatus
(especie de diptero de la familia Chironomidae), ya que al exponer a estas especies a las
concentraciones letales medias encontradas para A. stephensi y C. quinguefasciatus, no se

evidencid mortalidad ni alteraciones fisicas.

De la misma manera, Haldar, Haldar, & Chandra (2013) no detectaron toxicidad
utilizando AgNPs sintetizadas a partir del fruto de Drypetes roxburghii (Putranjivaceae)
sobre individuos de Poecilia reticulata (especie de pez depredadora de larvas de mosquito)
luego de ser expuestos durante 48 horas a la CLso (de AgNPS) necesaria para matar larvas

L4 de A. stephensi y C. quinquefasciatus.

En algunos casos, se ha encontrado que dosis subletales de AgNPs son capaces de
reducir la motilidad de larvas de mosquito, facilitando asi que estas se vuelvan presa de sus
enemigos naturales (Benelli, 2016). Por ejemplo, la aplicacién de AgNPs sintetizadas a partir
de Bruguiera cylindrica (Rhizophoraceae) en una dosis subletal para larvas L3 de A. aegypti
aumenta la eficiencia de depredacion del pez dorado Carassius auratus de un 50.43 % (en
ausencia de AgNPs), a un 76.81 % en un ambiente tratado con AgNPs (Murugan et al.,
2015).

Finalmente, es importante reconocer que falta mucho por explorar y definir dentro
de esta area de investigacion, sobre todo en cuanto a los mecanismos de accién de las
nanoparticulas ya que ninguna de las hipétesis ha sido probada hasta el momento. Asimismo,
es vital evaluar la utilidad de las nanoparticulas contra las larvas de culicidos en condiciones
de campo, y los efectos colaterales y residualidad en el ambiente de las mismas. Esto
permitird determinar las ventajas, desventajas y potenciales riesgos de aplicar nanoparticulas
a gran escala, ya que el objetivo de su creacion es poder incluirlas como una alternativa
dentro de los programas de manejo de vectores a nivel nacional, regional, continental, etc.
En cuanto al uso de nanoparticulas para el control de otros artropodos de importancia
médica, no existen estudios al respecto hasta donde tenemos conocimiento, sin embargo se
considera que es necesario primeramente conocer cual es el mecanismo de accion de este
potencial larvicida, su modo de ingreso o penetracién al organismo y los tejidos blanco, para

determinar el tipo de aplicacion correspondiente a cada especie.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos vegetales acuosos de S. mammosum y A. arborescens poseen actividad
larvicida contra A. aegypti, siendo mas efectivo el extracto de S. mammosum ya que presenta

una menor concentracion letal media.

Las AgNPs sintetizadas a partir de extractos vegetales acuosos de S. mammosum y
A. arborescens poseen actividad larvicida contra A. aegypti, siendo las AgNPs sintetizadas
a partir del extracto de S. mammosum las mas efectivas ya que presentan una menor

concentracion letal media.

El potencial larvicida de las AgNPs sintetizadas con los extractos vegetales acuosos
de las dos especies es mucho mayor al de los extractos vegetales. Sin embargo, las AgNPs
desnudas no son tan efectivas como las combinadas con los extractos de las plantas. Estos
resultados apoyan a la hipotesis de que la presencia de componentes vegetales en las

nanoparticulas aporta significativamente en el desarrollo de propiedades toxicas.
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9. FIGURAS

Figura 1. Voucher de Solanum mammosum L. depositado en el Centro de
Investigacion para la Salud en América Latina.
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Figura2.  Voucher de Ambrosia arborescens Mill. depositado en el Centro de
Investigacion para la Salud en América Latina.
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Figura3.  Esquema de bioensayo para determinar la concentracion letal media de
extractos vegetales o nanoparticulas de plata en las larvas de Aedes aegypti. Cada
bioensayo consta de una unidad experimental por cada concentracion y un grupo control.
Se realizaron cinco réplicas de cada bioensayo. La unidad experimental consiste de cuatro
réplicas; cada réplica consta de 25 larvas en estadio L3, ubicadas en un contenedor y
expuestas a la solucidn de prueba. EI grupo control es similar a una unidad experimental,
pero esta expuesto Unicamente a agua destilada.
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Figura 4. Actividad larvicida de extractos vegetales acuosos obtenidos a partir de
Solanum mammosum y Ambrosia arborescens contra Aedes aegypti. SmEA, extracto
acuoso de Solanum mammosum; y AaEA, extracto de Ambrosia arborescens. Los resultados
representan las medias de cinco bioensayos independientes (t-test, *** p <0.001). Las barras
de error representan el error estandar
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Figura5. Actividad larvicida de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los
extractos vegetales de Solanum mammosum, Ambrosia arborescens y nanoparticulas
control contra Aedes aegypti. SmMAgNPs; nanoparticulas de plata (AgNPs) obtenidas a
partir de S. mammosum; AaAgNPs; AgNPs sintetizadas a partir de A. arborescens; GAgNPs,
AgNPs control obtenidas a partir de d-glucosa y almidon. Los resultados representan las
medias de cinco bioensayos independientes (ANOVA, seguido de una prueba de
significacion de Tukey; los valores de las medias que comparten la misma letra no son
significativamente diferentes). Las barras de error representan el error estandar.
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Figura 6. Actividad larvicida de extractos vegetales y nanoparticulas de plata

obtenidas a partir de Solanum mammosum y nanoparticulas control contra Aedes
aegypti. SmEA, extracto acuoso de S. mammosum; SmAgNPs, nanoparticulas de plata
(AgNPs) sintetizadas a partir de S. mammosum; GAgNPs, AgNPs control obtenidas a partir
de d-glucosa y almidon. Los resultados representan las medias de cinco bioensayos
independientes (ANOVA, seguido de una prueba de significacion de Tukey; los valores de
las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes). Las barras
de error representan el error estandar.
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Figura 7. Actividad larvicida de extractos vegetales y nanoparticulas de plata
obtenidas a partir de Ambrosia arborescens y nanoparticulas control contra Aedes
aegypti. AaEA, extracto acuoso de A. arborescens; AaAgNPs, nanoparticulas de plata
(AgNPs) sintetizadas a partir de A. arborescens; GAgNPs, AgNPs control obtenidas a partir
de d-glucosa y almidon. Los resultados representan las medias de cinco bioensayos
independientes (ANOVA, seguido de una prueba de significacion de Tukey; los valores de
las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes). Las barras
de error representan el error estandar.
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Valores probit de extractos vegetales y nanoparticulas de plata obtenidas a

partir de Solanum mammosum, Ambrosia arborescens y nanoparticulas control contra las

larvas de Aedes aegypti.

Tratamiento CLso (ppm) | Intervalo de confianza (95%0)
Solanum mammosurm Extracto vegetal acuoso | 1559.37 827.09 - 2036.18
AgNPs 0.06 0.05 -0.063
Ambrosia arborescens Extracto vegetal acuoso | 1836.97 1255.70 -2036.18
AgNPs 0.28 0.26 -0.29
Glucosa- almidon AgNPs 266.95 252.34 -280.78

AgNPs, nanoparticulas de plata; CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas

expuestas.
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Registro de mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes

concentraciones de extracto vegetal obtenido a partir de Solanum mammosum vy

concentraciones letales medias calculadas por bioensayo.

No. de larvas muertas en 24 horas Concentraciones letales
Extracto vegetal Control calculadas
Fecha Réplica
1500 | 3000 | 4500 | 6000 dH20 ClLso To
ppm | ppm | ppm | ppm (Ppm)
1 16 20 22 24 0
2 14 20 23 23 0
19/08/2016 3 9 22 22 23 0| 1402.45 | 1060.43-1685.89
4 13 21 22 25 0
Subtotal 1 52 83 89 95 0
5 13 19 22 25 0
6 11 16 23 24 0
09/09/2016 7 10 18 19 23 0| 1717.26 | 1385.78-1998,32
8 11 20 20 23 0
Subtotal 2 45 73 84 95 0
9 13 22 22 25 0
10 11 19 21 25 0
08/10/2016 11 15 23 25 25 0| 1491.03 240.08 —2221.37
12 13 17 23 25 0
Subtotal 3 52 81 91| 100 0
13 12 21 22 24 0
14 9 18 21 25 0
26/12/2016 15 13 19 22 24 0| 1621.94 | 186.09 — 2455.07
16 14 18 20 25 0
Subtotal 4 48 76 85 98 0
17 14 20 23 24 0
18 10 18 22 24 0
27/12/2016 19 11 21 23 24 0| 1564.85 | 1263.05 —1820.23
20 14 19 22 25 0
Subtotal 5 49 78 90 97 0
TOTAL 246| 391| 439| 485 0 ”(‘:efs': sD
% mortalidad | 49.20| 78.20| 87.80 | 97.00 0.00| 1559.37 120.50
SD 2.9 4.0 3.1 2.1 0.0] CV (%) 7.73

CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas expuestas; IC, intervalo de confianza (95%);
SD, desviacion estandar (representada a partir de cinco bioensayos); CV, coeficiente de variacion.
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Registro de mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes

concentraciones de extracto vegetal obtenido a partir de Ambrosia arborescens y

concentraciones letales medias calculadas por bioensayo.

No. de larvas muertas en 24 horas Concentraciones letales
Extracto vegetal Control calculadas
Fecha Réplica
1500 | 3000 | 4500 | 6000 dH20 CLso IC
ppm | ppm | ppm | ppm (ppm)
1 9 17 24 25 0
2 16 14 23 20 0
26/08/2016 3 13 20 19 23 0| 1614.44 | 1198.93- 1953.12
4 11 18 16 23 0
Subtotal 1 49 69 82 91 0
5 10 18 21 24 0
6 12 15 22 25 0
23/09/2016 7 9 13 20 23 0| 1929.51 | 1580.14 —2228.49
8 11 18 17 21 0
Subtotal 2 42 64 80 93 0
9 9 18 22 25 0
10 11 14 19 25 0
08/10/2016 11 8 17 21 23 0| 2032.81 | 1734.39 —2297.94
12 8 19 20 21 0
Subtotal 3 36 68 82 94 0
13 12 16 21 23 0
14 11 18 18 24 0
26/12/2016 15 9 17 22 22 0| 1854.32 | 395.53 - 2733.58
16 12 14 20 25 0
Subtotal 4 44 65 81 94 0
17 10 18 22 21 0
18 14 16 20 23 0
27/12/2016 19 12 18 20 24 0| 1753.75 | 1369.47 —2073.69
20 10 15 19 24 0
Subtotal 5 46 67 81 92 0
TOTAL 217| 333| 406| 464 0 rgefs': SD
% mortalidad |43.40|66.60 | 81.20| 92.80 0.00| 1836.97 160.98
SD 49 21| 08| 13 0.0| CV (%) 8.76

CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas expuestas; IC, intervalo de confianza (95%);
SD, desviacion estandar (representada a partir de cinco bioensayos); CV, coeficiente de variacion.
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Registro de mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes

concentraciones de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Ambrosia arborescens y

concentraciones letales medias calculadas por bioensayo.

No. de larvas muertas en 24 horas | Concentraciones letales
AgNPs Control calculadas
Fecha Réplica
0.05 | 0.06 | 0.07 | 0.08 dH20 ClLso Ic
ppm | ppm | ppm | ppm (ppm)
1 4 18 17 25 0
2 3 14 19 20 0
15/03/2017 3 7 12 20 23 0| 0.06 0.058 — 0.062
4 6 11 16 23 0
Subtotal 1 20 55 72 91 0
5 13 18 18 0
6 6 13 15 24 0
21/03/2017 7 5 9 18 25 0| 0.061 | 0.059-0.063
8 5 15 16 22 0
Subtotal 2 19 50 67 89 0
9 4 15 19 24 0
10 2 9 20 25 0
22/03/2017 11 5 13 18 24 0| 0.06 0.053 - 0.066
12 6 11 18 25 0
Subtotal 3 17 48 75 98 0
13 6 12 19 24 0
14 3 16 17 21 0
28/03/2017 15 4 14 20 25 0| 0.06 0.058 — 0.062
16 6 11 15 23 0
Subtotal 4 19 53 71 93 0
17 6 15 15 25 0
18 2 10 21 24 0
29/03/2017 19 7 11 19 25 0| 0.06 0.058 — 0.062
20 5 13 20 22 0
Subtotal 5 20 49 75 96 0
TOTAL 95| 255| 360 467 0 ”(‘:efs'f SD
| 9% mortalidad | 19.00| 51.00| 72.00| 93.40 0.00 0.06 0.0004
SD 1.2 2.9 3.3 3.6 0.0| CV (%) 0.74

AgNPs, nanoparticulas de plata; CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas expuestas;
IC, intervalo de confianza (95%); SD, desviacion estandar (representada a partir de cinco

bioensayos); CV, coeficiente de variacion.
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Tabla 5. Registro de mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de Ambrosia arborescens y

concentraciones letales medias calculadas por bioensayo.

No. de larvas muertas en 24 horas Concentraciones letales
AgNPs Control calculadas
Fecha Réplica
0.2 0.3 0.4 0.5 dH20 CLso To
ppm | ppm | ppm | ppm (ppm)
1 3 14 24 25 0
2 5 15 21 22 0
22/12/2016 3 4 11 18 23 0 0.29 0.27-0.31
4 3 16 16 24 0
Subtotal 1 15 56 79 94 0
5 3 15 21 23 0
6 6 17 21 24 0
07/01/2017 7 3 16 21 24 0 0.28 0.26 - 0.29
8 4 15 23 24 0
Subtotal 2 16 63 86 95 0
9 5 16 21 24 0
10 5 14 20 25 0
08/01/2017 11 6 16 22 24 0 0.27 0.25-0.29
12 7 13 19 24 0
Subtotal 3 23 59 82 97 0
13 4 15 21 23 0
14 3 17 18 25 0
14/01/2017 15 5 15 23 25 0 0.27 0.26 - 0.29
16 4 17 22 25 0
Subtotal 4 16 64 84 98 0
17 5 16 20 25 0
18 3 17 20 24 0
15/01/2017 19 5 15 21 24 0 0.28 0.26 —0.29
20 5 13 21 25 0
Subtotal 5 18 61 82 98 0
TOTAL 88| 303| 413| 482 0 ”(‘:efs'f sD
% mortalidad | 17.60| 60.60 | 82.60 | 96.40 0.00 0.28 0.007
SD 3.2 3.2 3.1 1.8 0.0 CV (%) 2.67

AgNPs, nanoparticulas de plata; CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas expuestas;
IC, intervalo de confianza (95%); SD, desviacion estandar (representada a partir de cinco
bioensayos); CV, coeficiente de variacion.
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Tabla 6. Registro de mortalidad de larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata control sintetizadas a partir de d-glucosay almidén

y concentraciones letales medias calculadas por bioensayo.

No. de larvas muertas en 24 horas | Concentraciones letales

AgNPs Control calculadas
Fecha Réplica
200 | 300 | 400 | 500 dH20 CLso To
ppm | ppm | ppm | ppm (ppm)
1 3 18 22 25
2 6 12 24 25
15/03/2017 3 4 15 21 25 266.78 | 252.40 — 280.43
4 6 19 20 25
Subtotal 1 19 64 87| 100
5 3 16 23 25
6 7 19 22 25
21/03/2017 7 4 14 21 25 257.73 | 243.05 - 271.46
8 8 20 22 25

Subtotal 2 22 69 88| 100
9 2 18 20 24
10 5 14 23 25

22/03/2017 11 4 16 23 25 276.33 | 261.63 —290.39
12 5 13 18 25
Subtotal 3 16 61 84 99

13 7 12 19 25
14 3 17 23 25

28/03/2017 15 4 15 24 25 268.86 | 253.45 —283.37
16 6 19 18 24
Subtotal 4 20 63 84 99

17 6 16 21 25
18 5 18 25 25

OO0 |0 OO0 |0|0 |00 |O0|0 |0 |00 |0O|0O|O |0l |0 |O|O

20/03/2017 19 2| 19| 23] 25 265.04 | 251.17 — 278.24
20l 5| 13| 20| 25
Subtotal 5 18| 66| 89| 100
TOTAL 05| 323| 432| 498 0 rgef;f SD
% mortalidad | 19.00 | 64.60| 86.40| 99.60|  0.00| 266.95 6.71
SD 221 30| 23] 05 0.0 CV (%) 252

AgNPs, nanoparticulas de plata; CLso, concentracion letal que mata el 50% de las larvas
expuestas; IC, intervalo de confianza (95%); SD, desviacion estdndar (representada a partir de
cinco bioensayos); CV, coeficiente de variacion.
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Tabla7. Porcentaje de mortalidad en larvas de Aedes aegypti expuestas a diferentes

concentraciones de extracto vegetal acuoso y nanoparticulas de plata obtenidos a partir

de Solanum mammosum y Ambrosia arborescens.

Tratamiento Dosis Mortalidad a las 24 h
(ppm) (%) +SD
1500 492 +29
Extracto 3000 7.2 £4.0
vegetal acuoso 4500 878 +3.1
6000 97.0 £2.1
Solanum Control 0 0 £0.0
mammaosum 0.05 19 £1.2
0.06 51 +2.9
AGNPs 0.07 72 +33
0.08 93.4 +3.6
Control 0 0 £0.0
1500 43.4 +4.9
Extracto 3000 66.6 £2.1
vegetal acuoso 4500 81.2 +0.8
6000 928 +1.3
Ambrosia Control 0 0 £0.0
arborescens 0.2 176 £3.2
0.3 60.6 +£3.2
AGNPs 0.4 826 +3.1
0.5 96.4 +1.8
Control 0 0 £0.0
200 19 +2.2
Gluqosa- AgNPs 288 ggi fgg
almidon DN
500 99.6 +0.5
Control 0 00

AgNPs, nanoparticulas de plata; SD, desviacion estandar. Los resultados representan las

medias £ SD de cinco bioensayos independientes.



11. ANEXOS

Anexo 1. Régimen de alimentacion larval de Aedes aegypti desde L1 hasta L3.

48

Dia

1 (alicuota)

2

3

4

Cantidad de alimento (g)

0.03

0.04

0.08

Dia 1 (alicuota), 24 horas después de la eclosion se forman alicuotas de 500 larvas L1 en
250 mL de agua destilada. Modificado a partir de Carvalho et al., 2014,
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Anexo 2. Script para analisis probit en R.

#cargar paquete
>library(MASS)

#ingresar datos

>dosis <- c(concentracion 1, concentracion 2, concentracion 3, concentracion 4, control)
>total <- ¢(100, 100, 100, 100, 100)

>afectados <- c(no. muertos 1, no. muertos 2, no. muertos 3, no. muertos 4, no. muertos en
control)

# crear data frame

>finney71.1 <- data.frame(dosis, total, afectados)

# regresion probit
>fm1 <- glm(afectados/total ~ log(dosis),
+ family=binomial(link = probit), data=finney71.1[finney71.1$dosis != 0, ])

#mostrar resumen de resultados de regresion

>summary(fm1)$coef

#transformar en valores de CLso y determinar intervalo de confianza

>xpl.1 <- dose.p(fm1, p=c(0.5))

>xp.cil.l <- xpl.1 + attr(xpl.1, "SE") %*% matrix(gnorm(1 - 0.05/2)*c(-1,1), nrow=1)
+ CL1.1 <- exp(cbind(xpl.1, attr(xpl.1, "SE"), xp.cil.1[,1], xp.cil.1[,2]))
+dimnames(CL1.1)[[2]] <- c("LD", "SE", "LCL","UCL")

>CL1.1 <- exp(cbind(xpl.1, attr(xpl.1, "SE")) dimnames(CL1.1)[[2]] <- c("LD", "SE"))

#mostrar resultado de CLsp e intervalo de confianza
>CL1.1



Anexo 3. Script para t-test para muestras independientes.

#ingresar datos
>Larvicidal = c(CL1, CL2, CL3, CL4, CL5)
>Larvicida2 = ¢(CL1, CL2, CL3, CL4, CL5)

#t-test

>t.test(Larvicidal, Larvicida2)
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Anexo 4. Script para ANOVA y prueba de significacion (post hoc) de HSD Tukey.

#ingresar datos

> Larvicidal<- ¢(CL1, CL2, CL3, CL4, CL5)
> Larvicida2<- ¢(CL1, CL2, CL3, CL4, CL5)
> Larvicida3<- ¢(CL1, CL2, CL3, CL4, CL5)

#crear dataframe

> Datos<- c(Larvicidal, Larvicida2, Larvicida3)
> Tratamiento<- rep(1:3, each=5)

> Tratamiento<- factor (Tratamiento)

> Tratamiento <- gl(3, 5)

> split(Datos, Tratamiento)

#ANOVA |

> p.aov <- aov(Datos ~ Tratamiento)

#mostrar resumen de resultados de ANOVA

> summary(p.aov)

#cargar paquete

>library(agricolae)

#prueba de significacion de Tukey

>posthoc<- HSD.test(p.aov, "Tratamiento™)

#mostrar resultado de prueba de significacion de Tukey

>posthoc
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