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EFECTO BIOCIDA IN VITRO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE
INFLORESCENCIAS Y PLANTAS DE Piper tuberculatum jacq. "MATICO” SOBRE
LARVAS DEL 111 ESTADIO DE Aedes aegypti Y TOXICIDAD SOBRE Artemia salina

IN VITRO BIOCIDE EFFECT OF ETHANOL EXTRACTS AND PLANTS INFLORESCENCES
OF Piper tuberculatum Jacg. "MATICO" ON 3" INSTAR LARVAE OF Aedes aegypti AND
TOXICITY TO Artemia salina

Déavila Campos Carlos Omar?, Chavez Saldafia Angel Wilfredo™®, Vergara Espinoza Martha Armindal2®,
Vasquez del Castillo Ana Maria'®, Carpio Montenegro Wilmer¢

RESUMEN

Determinar el efecto biocida in vitro de los extractos etanolicos de inflorescencias y plantas de Piper
tuberculatum Jacq. "Matico” sobre larvas del III estadio de Aedes aegypti y, evaluar la toxicidad del extracto
etanolico de inflorescencias y plantas sobre Artemia salina. Investigacion experimental. Disefio de estimulo
creciente. Las dosis de ambos extractos fueron 0,007815; 0,015630; 0,031260; 0,062520 y 0,125040 mg/mL
usadas en las cepas Salvaje (Motupe) y control (Rockefeller). La mortalidad larvaria se evalué a las 1, 2, 3, 4,
18 y 24 horas post exposicién. Las DLso y DLgo Se analizaron con Probit 1.5. La dosis de los extractos para la
prueba de toxicidad fueron: 150, 300, 600, 1,200 y 2,400 ug/mL (CYTED). Las DLsp (mg/mL) a las 01 y 24
horas del extracto de inflorescencias de P. tuberculatum respectivamente, fueron 0,041 y 0,001 (cepa
Rockefeller) y, 0,049 y 0,003 (cepa Salvaje); del extracto de plantas fueron 0,225 y 0,002 (cepa Rockefeller) y
0,344 y 0,002 (cepa Salvaje). La DLgo tuvo la misma tendencia. En la prueba de toxicidad, las DLso (mg/mL)
fueron 2215,936 y 3736,350 y las DLgo fueron 3803,033 y 6418,254 para los extractos de inflorescencias y
plantas respectivamente. Se concluye que los extractos etandlicos de inflorescencias y plantas de Piper
tuberculatum Jacg. tienen efecto biocida in vitro sobre larvas del 111 estadio de Aedes aegypti siendo mayor el
efecto del extracto de inflorescencias respecto al de plantas, tanto para la cepa salvaje como para la cepa
Rockefeller y, Piper tuberculatum Jacq. no tuvo toxicidad frente a Artemia salina.

Palabras clave: Aedes aegypti; Artemia salina; Efecto biocida en Aedes aegypti; Extracto etandlico de matico;
Piper tuberculatum Jacg. (Fuente: DeCS BIREME)

ABSTRACT

To determine the in vitro biocidal effect of ethanol extracts of inflorescences and plants of Piper tuberculatum
Jacqg. "Matico" on the third instar larvae of Aedes aegypti and evaluate the toxicity of ethanol extract of
inflorescences and plants on Artemia salina Research design growing experimental stimulus doses of both
extracts were 0.007815, 0.015630 ; 0.031260;. 0.062520 and 0.125040 mg/mL used in wild strains (Motupe)
and control (Rockefeller). Larval mortality was assessed at 1, 2, 3, 4, 18 and 24 hours postexposure. The LDsp
and LDgo were analyzed by Probit 1.5. The doses of both extracts in test toxicity were 150, 300, 600, 1,200 y
2,400 ug/mL (CYTED). The LDso (mg/mL) at 01 and 24 hours extract of P. tuberculatum inflorescences were
respectively 0.041 and 0.001 (Rockefeller strain) and 0.049 and 0.003 (wild strain); the plant extract were 0.225
and 0.002 (Rockefeller strain) and 0.344 and 0.002 (wild type) The DLgo had the same trend. In test toxicity,
the LDso (mg/mL) were 2215.936 and 3736.350 and, the DLy were 3803,033 y 6418,254 for inflorescences
and plant extracts respectively. In conclusion, the ethanol extracts of inflorescences and plants of Piper
tuberculatum Jacg. have biocidal effect in vitro on 111 instar larvae of Aedes aegypti being greater the effect of
the extract of the plant inflorescences respect both to the wild type strain and for Rockefeller and Piper
tuberculatum Jacg. He had no toxicity towards Artemia salina.

Key words: Aedes aegypti; Artemia salina; biocide effect on Aedes aegypti; Matico ethanol extract; Piper
tuberculatum Jacq. (Source: MeSH NLM)
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1.

Introduccion

El mosquito hembra Aedes aegypti es el vector del virus causante del Dengue, enfermedad
infecciosa aguda y reemergente cuya incidencia ha aumentado por el incremento de la pobreza,
las poblaciones urbanas y el mal saneamiento, los que promueven la propagacion del mosquito
por su facilidad para desovar en agua estancada, sumado a esto su tenacidad para picar al
humano. La enfermedad amenaza al 40% de la poblacién mundial y 2.5 mil millones de personas
viven en paises endémicos'. En el Per(, el Dengue esta en la selva y costa norte del pais
(Tumbes, Piura'y Lambayeque), con circulacion de los 4 serotipos; en el 2011 se notificd 27 474
casos siendo la mayor epidemia reportada desde 19914, Actualmente se calcula que casi el 50%
de los habitantes en las areas afectadas han tenido infeccidn primaria por el serotipo 1 o 2 del
virus. En la Region Lambayeque, en el mismo afio, 18 distritos reportaron presencia del vector
con indices aédicos entre 1.0 y 12.50%; en el 2012 se notificaron 1460 casos, de los cuales 831
fueron confirmados, 237 por LARESA y 594 por nexo epidemiol6gico®.

El control del mosquito y sus criaderos se realiza con organofosforados (Abate), organoclorados
y carbonatados®® que actGan sobre el estadio larval Il del vector, sin embargo su uso
indiscriminado ha provocado mecanismos de resistencial® especialmente frente al Abate o
Temepho!! ademas causa evasion del vector y destruccion de otras formas de vida, también es
de elevado costo. Todo esto conduce a buscar nuevas alternativas como los extractos vegetales
para el control de insectos!? entre ellos los de Piper tuberculatum, “matico” “cordoncillo” o
pimienta longa, a los que se les atribuye propiedades insecticidas sobre insectos de Diatraea
saccharalis y Sopodoptera frugiperda “cogollero”**4, Heliothis virescens y estadio adulto de
Dysdercus peruvianu®™ y también sobre larvas de Aedes aegypti y Anopheles
pseudopunctipennis’®. Sin embargo es necesario incrementar y optimizar el uso de una
alternativa natural, evitando los efectos colaterales, en tal sentido es importante evaluar la
toxicidad de dichos extractos sobre organismos simples como Artemia salinal”® para establecer
una relacion de toxicidad en el humano lo que permitiria su utilizacién sin correr riesgo de dafio
a nivel celular.

Por ello el presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto biocida in vitro de los
extractos etandlicos de inflorescencias y plantas de Piper tuberculatum jacgq. "matico” sobre
larvas del iii estadio de Aedes aegypti y toxicidad sobre Artemia salina

Material y métodos

El estudio es experimental con disefio de contrastacion de hipétesis de estimulo creciente®®. Las
variables independientes fueron los extractos de inflorescencias de las plantas de campo y el
extracto de plantas in vitro y, las variables dependientes la mortalidad de larvas del 111 estadio
de Aedes aegypti y de nauplios de Artemia salina.

Para el efecto biocida, la poblacion fue Aedes aegypti obtenidos del Distrito de Motupe. La
muestra fue 200, resultado de la interaccion de los factores: Inflorescencias y plantas in vitro de
Piper tuberculatum?, 5 concentraciones del producto (0,007815; 0,01563; 0,03126; 0,06252 y
0,12504 mg/mL) y larvas del Il estadio de Aedes aegypti?®. Con las repeticiones® se obtuvieron
600 unidades experimentales. Se trabajé con la cepa patrén Rockefeller (600 unidades
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experimentales). En la evaluacion de toxicidad se us6 340 nauplios (organismos recién nacidos)
en estado de instar Il de Artemia salina y 5 concentraciones de Piper tuberculatum (0,15; 0,3;
0,6; 1,2y 2,4 mg/mL)

La investigacion tuvo una fase de campo y una de laboratorio. En el campo se recogieron
inflorescencias de Piper tuberculatum y larvas de Aedes aegypti. Las primeras se obtuvieron de
plantas crecidas a orillas del rio Cumbil (Chota-Cajamarca). Las larvas se recolectaron en
Motupe de criaderos domiciliarios y peridomiciliarios como tanques, llantas, floreros y otros,
conteniendo agua retenida. En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Recursos Genéticos
(Facultad Ciencias Bioldgicas-UNPRG) se obtuvo plantas in vitro de Piper tuberculatum y los
extractos etandlicos de inflorescencias y plantas y, en el Laboratorio Referencial de Salud de
Lambayeque Area de Entomologia (LARESA) se obtuvo el estadio larval 111 Aedes aegypti y se
realizo el bioensayo. Las plantas in vitro de Piper tuberculatum Jacg. procedieron del Banco de
Germoplasma (Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Recursos Genéticos). Las larvas Rockefeller
de A. aegypti fueron proporcionadas por el INS a través del LARESA-Lambayeque, dichas
larvas poseen sensibilidad confirmada a concentraciones determinadas del Abate (Temephos).

Para obtencion de plantas cultivadas in vitro de Piper tuberculatum, se utilizé explantes (apices
caulinares y segmentos nodales) de plantas de cultivo axénico in vitro, de 7-9 meses de edad
inoculados en medio MS (Murashige y Skoog) e incubados a 24°C, 10Wm-2 y fotoperiodo 16/8
h.

Las inflorescencias y plantas se desecaron a temperatura ambiente bajo sombra, se trituraron y
se maceraron utilizando el doble de volumen de etanol al 96%, por tres veces durante 48 horas.
Las fracciones de extraccion, se filtraron y colocaron en placas Petri a temperatura ambiente para
su evaporacion, el producto se coloc6 en placas de peso conocido. El extracto obtenido de plantas
in vitro alcanz6 mayor rendimiento (7,925%), que el de inflorescencias (5,698%). Las
concentraciones del extracto se obtuvieron de una solucion madre (SM) preparada con 30 mg de
extracto disuelto en 3 mL de etanol. Para, T1 se us6 0,094 ml de SM y 119,906 mL de agua
destilada (AD) obteniéndose la concentracién de 0,007815 mg/mL; T2 0,188 ml de SM y
119,812 mL de AD (0,01563 mg/mL); T3, 0,375 ml de SM y 119,625 mL de AD (0,03126
mg/mL); T4, 0,750 ml de SM y 119,250 mL de AD (0,06252 mg/mL) y T5, 0,500 ml de SMy
118,500 mL de AD (0,12504 mg/mL). El volumen total para cada concentracién fue 120 mL el
cual se distribuyé a razén de 20 mL por vaso con sus respectivas repeticiones y para cada tipo
de cepas de Aedes aegypti (Motupe y Rockefeller).

Las larvas colectadas en Motupe se identificaron, entre otras, por la forma del sifon y la
disposicién de las escamas del peine. Se criaron a 75y 80% HR y 23 y 26 °C obteniéndose la
fase adulta entre las 24 a 72 horas®*??, esta se caracterizd por el aspecto de mosaico en patas,
cabeza, torax y abdomen; la “lira” en la parte dorsal del torax y las manchas plateadas en la parte
lateral del abdomen; el macho se diferenci6 por poseer antenas plumosas mas notorias y visibles.
La oviposicion se hizo en recipientes oscuros de plastico con papel kraft y agua. Los huevos, al
inicio blancos, se tornaron negros y llegaron a medir 1 mm de longitud. Se conservaron y luego
se expusieron al agua hasta la obtencién de los estadios larvales. El periodo desde eclosion hasta
el 1V estadio larval fue de 7 a 10 dias. Las larvas del estadio | se caracterizaron por ser
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blanguecinas incluyendo el sifon, después de la muda el sifon se tornd oscuro. Desde el estadio
Il el sifon no cambid de tamafio pero el térax y el abdomen crecieron considerablemente. Las
larvas presentaron movimiento serpenteante y fotofobia. El estadio larval Il tuvo un tamafio
entre 3y 5 mm.

Se ejecuto con larvas del 111 estadio de Aedes aegypti de las salvaje y Rockefeller. En cada vaso
se coloco 20 mL de cada concentracion de extracto etandlico de inflorescencias y plantas in vitro
de P. tuberculatum por separado, luego se agregd 20 larvas de insectos mantenidas en agua
destilada. Los recuentos de mortalidad larvaria se midieron a las 1, 2, 3, 4, 18 y 24 horas. Se
consideraron larvas muertas aquellas que no reaccionaron al ser tocadas en la region cefélica;
larvas moribundas las que se mantuvieron por debajo del agua o las que no tuvieron reaccién
caracteristica de sumergirse.

Para obtener la concentracién de 0,15 mg/mL de los extractos de Piper tuberculatum se mezclé
0,45 mL de la solucién madre (SM) y 29,55 mL de agua de mar (AM); para 0,30 mg/mL se
utiliz6 0,90 de SM y 29,10 de AM; para 0,60 mg/mL, 1,80 de SM y 28,20 de AM; para 1,2
mg/mL, 3,6 de SM y 26,40 de AM. Estas concentraciones estuvieron en los rangos de 1-10
pug/mL (extremadamente toxico) y >1500 pg/mL (relativamente inocuo) establecidos por el
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED).

Para cada test se incubaron 100 mg de cistos de Artemia salina en 10 mL de agua de mar artificial
o natural (35°C) en placa petri, se expusieron a una fuente luminosa de 1000-4000 lux por 1
hora, luego se incubaron a 25 °C por 24 horas en oscuridad, después las larvas en estado instar |
se transfirieron a depdsitos con agua limpia. Se incub6 a 25°C por 24 — 48 horas en oscuridad,
hasta que los nauplios alcanzaron el estado instar Il. A las 24 horas se seleccionaron 340 nauplios
para el bioensayo. Los nauplios y los controles (agua de mar y etanol) se sometieron a los
extractos de P. tuberculatum a diferentes concentraciones; se llenaron las placas con 10mL de
agua de mar y se agregé 1mL de cada concentracién. Con pipeta se agregaron 10 nauplios y se
incubd a 25°C por 24 horas en oscuridad. Se evalu6 el nivel de mortalidad por la movilidad de
las larvas. Se contd las larvas vivas y muertas.

Se calcularon los pardmetros CLso ¥ CLgo. Los datos de mortalidad se corrigieron segun la
mortalidad de los controles (férmula de Abbott). Se uso el software EPA Probit analisis program
15.

3.  Resultados
Efecto biocida del extracto etanélico de Piper tuberculatum sobre larvas del 111 estadio de
Aedes aegypti de cepas Rockefeller y Salvaje.

a. Efecto del extracto de inflorescencia de Piper tuberculatum.

La mortalidad larvaria de A. aegypti aumentd en relacion directa a la concentracion y al tiempo
de exposicion de los extractos de inflorescencias (mg/mL). Con la concentracion 0,125 mg/mL
se obtuvo 100% de mortalidad para ambas cepas. A la concentracion 0,0078 mg/ la mortalidad
fue 20% para la cepa Salvaje y 23,33% para la Rockefeller (Tabla 1).

b. Efecto del extracto de plantas in vitro de Piper tuberculatum
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La mortalidad larvaria de A. aegypti fue directamente proporcional a la concentracién y tiempo
de exposicién de los extractos de plantas in vitro. El efecto del extracto a la concentracion de
0,125 mg/mL fue 98,33% para la cepa Salvaje, mientras que para la Rockefeller fue 100%. El
porcentaje de mortalidad larvaria mas bajo para el grupo Salvaje fue 41,67% a la concentracion
de 0,031 mg/mL y para la cepa Rockefeller fue 3,33% a la concentracién de 0,015 mg/mL (Tabla
2).

Dosis Letal (DLso ¥ DLgo) de los extractos de inflorescencia y plantas in vitro de Piper
tuberculatum sobre larvas de A. aegypti de las cepas Salvaje y Rockefeller.

a. Dosis Letal (DLsoy DLgo) del extracto de inflorescencias de P. tuberculatum sobre
larvas de A. aegypti de las cepas Salvaje y Rockefeller

La cepa Rockefeller fue mas susceptible que la salvaje al extracto de inflorescencia; para la cepa

Rockefeller se obtuvo una DLso= 0,041 mg/mL en la primera hora 'y 0,001 mg/mL a las 24 horas

y, para la cepa Salvaje DLso= 0,049 mg/mL a la primera hora y 0,003 mg/mL a las 24 horas.

Para la DLy, esta fue de 0,107 y de 0,050 mg/mL con la cepa Rockefeller y, con la cepa Salvaje

de 0,117 y 0,054 mg/mL a las 01 y 24 horas respectivamente (Tablas 3y 4).

b. Dosis Letal (DLsoy DLgo) del extracto de plantas in vitro de P. tuberculatum sobre larvas

de A. aegyti de las cepas Salvaje y Rockefeller
Frente al extracto de plantas in vitro y compararlas a nivel de dosis letal media (Tablas 5y 6), la
cepa Rockefeller tuvo una mayor susceptibilidad, obteniéndose para la 01 hora una DLs=0,225
mg/m|L y para el grupo salvaje una DLso=0,344 mg/mL. A las 24 horas se reportd la misma
DLso=0,002 mg/mL para los dos tipos de cepas. A la DLy se observé mayor susceptibilidad en
las larvas de la cepa Rockefeller, resultando en la 01 hora una DLg,=0,383 mg/mL y para la cepa
Salvaje una DLg = 0,528 mg/mL. A las 24 horas se obtuvo la misma DLg=0,097 mg/mL para
las cepas.
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Tabla 1. Porcentaje de mortalidad larvaria de A. aegypti (Motupe y Rockefeller) a diferentes concentraciones y tiempos de exposicién del extracto
de inflorescencias de P. tuberculatum Jacq. (mg/ mL) y sus respectivos controles (Agua destilada y Etanol 96°)

cone. ARVAS OLHORA 02 HORAS 03 HORAS 04 HORAS 18 FORAS 24 HORAS
(mg/m)  —JAS6  ToT  SAL __ROC __SAL __ROC ___SAL __ROC___SAL __ROC __SAL __ROC___SAL ___ROC
AoeA 20 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
BT 20 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.007815 20 60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 166 166 166 1333 2333 20 23,33
0.01563 20 60 166 166 10 11,67 20 3167 3833 40 88,33 95 91,67 95
0.03126 20 60 1667 3833  3L67 70 61,67 7833 90 90 100 100 100 100
0.06252 20 60 7167 9333 95 9833 100 100 100 100 1000 100 100 100
0.12504 20 60 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Leyenda: Concent: Concentraciones, Tot: Total, Sal: Grupo Salvaje, Roc: Grupo Rockefeller, Dest: Destilada

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad larvaria de A. aegypti (Motupe y Rockefeller) a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion del extracto
de plantas in vitro de P. tuberculatum Jacq. (mg/ ml) y sus respectivos controles (Agua destilada y Etanol 96°)

01 HORA 02 HORAS 03 HORAS 04 HORAS 18 HORAS 24 HORAS

LARVAS % % % % % %

CONC.
(mg/ml) VASO TOT SAL ROC SAL ROC SAL ROC SAL ROC SAL ROC SAL ROC

AGUA DEST. 20 20 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0 0.00
ETANOL 96° 20 20 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0 0.00

0.007815 20 60 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
0.01563 20 60 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 333
0.03126 20 60 0.00 11,67 5 18,33 11,67 36,67 16,67 4667 3833 8167 41,67 86,67
0.06252 20 60 5 8,33 5 25,00 16,67 40 30 50 71,67 8833 73,33 90
0.12504 20 60 833 2333 2667 3833 4167 65 65 78,33 9833 100 9833 100

Leyenda: Concent: Concentraciones, Tot: Total, Sal: Grupo Salvaje, Roc: Grupo Rockefeller, Dest: Destilada
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Tabla 3. Analisis Probit del efecto del extracto de inflorescencias a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de P. tuberculatum Jacq. sobre el estadio larval 11l de A. aegypti de cepa

Salvaje
irﬁrg:gggni?a Cepa Tiempos Pendiente DLso ngj}: °  DLa Izgg(i;)e)s
1 Hora (112831?2053) 0,049 8:822 0.117 (1%,01%%)
e SO ot 9% owe 5%
i 4Hora  Locyayy 0005 Goog 0122 (5466)
G o O om0
Hora (i 0% oois 0% (oo

Tabla 4. Analisis Probit del efecto del extracto de inflorescencias a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de P. tuberculatum Jacg. sobre el estadio larval 11l de A. aegypti de cepa

Rockefeller.
thoa O oon 002 owr OO
shora  JATEL oy D01 gy 008
P. Rockefeller o ({2}‘:1{529) . 02%1)9: - (izof?;;jl)
tuberculatum 4 Hora (124,907) 0,004 0,’027 0,119 (101,063)
18Hora (S0P 0001 0O 0050 god
srors 29 om0 oo 000

Tabla 6. Analisis Probit del efecto del extracto de plantas in vitro de P. tuberculatum Jacg. a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion sobre el estadio larval 111 de A. aegypti de cepa
Rockefeller.

Extracto planta in . . Limites Limites
vitro Cepa Tiempos Pendiente DLso 95% DLgo (95%)
6,066 0,201 0,040
1THora 77000 O34 o306 0528 (40 080)
12,582 0,152 0,021
ZHora  igagg) 0181 gh1p 0283 45049
10,444 0,136 0,021
. . 3 Hora @555 010 gi7e 0279 g o)
Piper tuberculatum  Salvaje 13.363 0.091 0.015
4 Hora ' 0,107 ’ 0,211 '
(+8,945) 0,124 (£0,031)
12,903 0,027 0,010
18Hora o300y 0047 gog7 0146 (£0,021)
13,515 -0,016 0,007
24Hora (o6 a0py 0002 gnpp 0097 g 014y
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Tabla 5. Andlisis Probit del efecto del extracto de plantas in vitro de P. tuberculatum Jacg. a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion sobre el estadio larval 111 de A. aegypti de cepa

Salvaje.
Extracto plantas . . Limites Limites
in vitro Cepa Tiempos Pendiente DLso 95% DLgo (95%)
8,095 0,199 0,007
LHora 6105 0225 o251 038 o014
6,822 0,156 0,028
ZHora (g aaqy 0186 o517 0374 (40 056)
SHora  oaes 0098 gl0 0243 0l
P. tuberculatum Rockefeller e ' -
4 Hora 10,007 0.066 0045 .o, 0,014
(+11,583) ’ 0,087 ' (£0,028)
13,822 -0,012 0,007
18Hora 7435y 0005 gpa 009 5014
13,515 -0,016 0,007
24Hora (ogappy 0002 oo 00976014

Toxicidad comparativa de los extractos de inflorescencia y plantas in vitro de Piper
tuberculatum sobre nauplios de Artemia salina
a. Toxicidad del extracto de inflorescencias sobre nauplios de Artemia salina segun la
DLsoy DLoo
La concentracion de 150 pg/ml del extracto de inflorescencias causé la muerte de sélo el 3% de
nauplios; mientras que a concentracion de 2400 pg/ml mat6 al 53% (Tabla 7). Por otro lado, la
Tabla 6 muestra que los valores de la DLso (2215 pg/mL) y de la DLy (3803 pg/mL) son

considerados por el CYTED como relativamente inocuos.

Tabla 7. Porcentaje de mortalidad de nauplios de Artemia salina a 24 horas de exposicion al extracto
de inflorescencias (pug/ml) de P. tuberculatum Jacq.

NAUPLIOS 24

CONCENTRACION HORAS
(ug/mL) POR TOTAL TOTAL %

ENSAYO _ USADOS __ MUERTOS

AGUA DEST. 10 10 00 00
ETANOL 96° 10 10 00 00
150 10 30 01 03
300 10 30 02 07
600 10 30 02 07
1200 10 30 08 27
2400 10 30 16 53

Tabla 8. Analisis Probit del efecto del extracto de inflorescencias de P. tuberculatum Jacq. sobre
nauplios de Artemia salina..

Pendiente Dosis Letal (%) ug/mL
(+SE) DL so Limites 95% DLgo Limites (95%)
Artemia 0,0008 1763,567 2966,365
salina (+0,0003) 2215936 2668,305 3803,033 4639,700

Extracto Inflorescencia Especie

Piper tuberculatum
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Evaluacion de la toxicidad de los extractos de plantas in vitro sobre nauplios de Artemia
salina seguin la DLsp Y DLgo

La tabla 9 muestra que por efecto de los extractos a la concentracion de 150 ug/ml muri6 solo el
3% de nauplios y a la mayor concentracién de 2400 pg/ml murio el 23%. Asi mismo, los valores
de la DLso (3736 pg/mL) y de la DLy (6418 pg/mL) son considerados segun el CYTED como
relativamente inocuos (Tabla 10).

Tabla 9. Porcentaje de mortalidad de nauplios de Artemia salina a 24 horas de exposicion al
extracto de plantas in vitro (ug/ ml) de P. tuberculatum Jacg.

NAUPLIOS 24

CONCENTRACION POR TOTAL TOTAL HORAS
(Mg/ml) ENSAYO USADOS MUERTOS %
AGUA DEST. 10 10 00 00
ETANOL 96° 10 10 00 00
150 10 30 01 03
300 10 30 02 07
600 10 30 02 07
1200 10 30 03 10
2400 10 30 08 23

Tabla 10. Porcentaje de mortalidad de nauplios de Artemia salina a 24 horas de exposicién al
extracto de plantas in vitro (ug/ ml) de P. tuberculatum Jacq.

Dosis Letal (%) mg/ml

Extracto Especie Pendiente Trites
o + L o
in vitro (£SE) DLso Limites 95% DLgo (95%)
Piper Artemia 0,0005 3736,35 2971,929 6418.254 5105,141
tuberculatum salina (+0,0003) 0 4500,771 ! 7731,367

4. Discusion

Se demostré que los extractos etanolicos de inflorescencias y de plantas in vitro de Piper
tuberculatum Jacq. tienen efecto biocida sobre el |11 estadio larval de Aedes aegypti, de las cepas
Salvaje (Motupe) y Rockefeller, esto por la presencia en la planta de los principios activos
piperina, plipartina/ piperlonguminina, 8,9-dihydropiplartina, 4,5-Dyhidropiperina, pyrrolidina
y dihydropyridona que son biocidas, de ellos, la amida isobutilica 45 -
dyhidropiperlonguminina®, tiene actividad bifuncional actuando como inhibidor neurotéxico en
insectos y estadios larvales y como inhibidor de enzimas del citocromo Paso impidiendo la
funcion de desintoxicacion, aun asi, los principios activos son seguros al consumo en
mamiferos?* . Asi mismo ambas cepas fueron mas susceptibles al extracto de inflorescencias,
debido a que los principios activos no se distribuyen uniformemente por toda la planta®, siendo
la semilla (Inflorescencias) la parte de mayor concentracion de ellos'*. A la vez el grupo Salvaje
mostré mayor resistencia que el Rockefeller, se atribuye a que el primero esta en constante
enfrentamiento a factores ambientales y productos quimicos usados para su erradicacion; a
diferencia del segundo que es manipulado y usado solo bajo condiciones de laboratorio.
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Al comparar las DLso de los extractos de inflorescencias y plantas in vitro sobre el estadio larval
I11 obtenidos hasta la tercera hora, 0,041 y 0,098 mg/mL respectivamente, éstos fueron mayores
en relacion a un estudio similar®® en el que se obtuvo 0,015 y 0,019 mg/mL, se explica porque
en el presente estudio se empled como extractor EtOH a fin de disminuir los riesgos de toxicidad
a nivel celular, a diferencia del DCM-MeOH utilizado por los autores, que es un buen extractor
de principios pero es tdxico, por lo que puede afectar directamente al estadio larval alterando los
indices de mortalidad.

La diferencia de resultados también se debe al tiempo de conservacion de la planta puesto que
en ésta investigacion se us6 muestras con un lapso de conservacion, y en el estudio referido se
empled plantas recién colectadas, debiéndose considerar que la concentracion y composicion de
los principios activos varian con la edad, desarrollo y técnicas de cultivo de la planta, lugar y
época de colecta, condiciones de clima y tipo de suelo?. Tampoco se descarta la procedencia,
generacion y época de colecta del estadio larval del mosquito Aedes aegypti ya que el presente
trabajo se realiz6 mucho tiempo después del estudio en mencién y en los Gltimos afios se llevé a
cabo programas de erradicacion, prevencion y control vectorial con uso de quimicos
(INS/MINSA) que predispone el incremento de los niveles de resistencia®®.

La mortalidad larvaria aument6 al incrementar las concentraciones y tiempos de exposicion de
los extractos, debido al refuerzo de estas variables para la actividad de los mecanismos
interdependientes que presenta la accion insecticida de Piper tuberculatum: transporte a través
de la cuticula al sitio de accidn, inhibicidn enzimatica y efecto sobre el sistema nervioso central,
respiratorio u otro sistema involucrado®. Aun asf la DLso obtenida queda ampliamente relegada
de la ofrecida por el Temephos de 0,02 mg/L?"?8, debiéndose esto a que los extractos no son
productos purificados por lo que los principios activos, a diferencia del Temephos, se encuentran
en menores concentraciones, sin embargo la ventaja es el nulo efecto residual y las pocas
probabilidades de desarrollo de resistencia por los insectos®.

Los ingredientes activos del Piper tuberculatum son irritantes sin embargo el riesgo para la salud
humana es muy reducido® lo que ha sido demostrado con la evaluacién de su toxicidad
empleando el bioensayo con Artemia salina®®, en consecuencia las DLso resultantes para los
extractos de inflorescencias y plantas in vitro segun la CYTED los califica como relativamente
inocuos®. Con los resultados favorables de efecto biocida y de no toxicidad de Piper
tuberculatum Jacq. obtenidos en la presente investigacion se propone una alternativa natural con
una buena relacion de costo/efectividad, evitando los efectos colaterales que causan los
compuestos quimicos por acumulacién en dérganos diana como el higado, ademéas de obtener
mayor accesibilidad al producto, brindando una herramienta mas para la erradicacion del
mosquito y asi disminuir las cifras de morbimortalidad causadas por el Dengue.

5. Conclusiones
e Los extractos etanolicos de inflorescencias y plantas de Piper tuberculatum Jacg. tienen
efecto biocida in vitro sobre larvas del Il estadio de Aedes aegypti siendo mayor el efecto
del extracto de inflorescencias con respecto al extracto de plantas, tanto para la cepa Salvaje
como para la cepa Rockefeller.
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Piper tuberculatum Jacg. “Matico” no tuvo toxicidad frente a Artemia salina, segiin el
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED).
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