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RESUMEN

Introduccién: por el constante desarrollo de resistencia a los grupos de insecticidas
comercializados a nivel mundial, en agricultura y ganaderia, se ha tenido la necesidad
de buscar nuevas alternativas para el control de insectos que ademas sean seguros
para el ecosistema, los animales y el hombre. Desde la medicina popular se
reconocen varias plantas con efecto insecticida, pero no se han estudiado por
completo.

Objetivos: determinar el efecto insecticida de los extractos etandlicos de 5 plantas
Ambrosia cumanensis Kunth, Bidens pilosa L., Brugmansia arborea (L.) Lagerh.,
Sambucus nigra L. y Nicotiana tabacum L. sobre la mosca adulta Haematobia irritans.
Métodos: los extractos se obtuvieron por el método de extraccion Soxhlet y
concentrados por medio de un rotoevaporador Buchi; de modo adicional se
identificaron los metabolitos secundarios responsables del efecto insecticida con
evaluaciones preliminares cualitativas y confirmandose mediante cromatografia en
capa fina. Las moscas se capturaron de bovinos parasitados naturalmente.
Resultados: después de asperjar los extractos diluidos sobre las moscas, se encontré
mayor actividad insecticida con Nicotiana tabacum, con un porcentaje de mortalidad
de 100, 96,6, 80 y 60 %, con diluciones de 5:10; 2,5:10; 1,25:10y 0,62:10,
respectivamente; seguida por Brugmansia arborea y Sambucus nigra. Los extractos
que mostraron menor efectividad resultaron Bidens pilosa y Ambrosia cumanensis.
Conclusiones: bajo las condiciones propuestas en este estudio se demuestra que las
5 plantas tienen accion sobre la mosca Haematobia irritans aunque con diferentes
grados de eficacia.
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ABSTRACT

Introduction: the constant development of resistance to several groups of
insecticides marketed worldwide in the fields of agriculture and livestock breeding has
led to the urgent search of new alternatives to control insects in a safe way for the
ecosystem, the animals and the man. Several plants with insecticidal effect have been
recognized in herbal medicine, although they have not been fully studied.
Objectives: to determine the insecticidal effect of ethanolic extracts from five plants,
that is, Ambrosia cumanensis Kunth, Bidens pilosa L., Brugmansia arborea (L.)
Lagerth., Sambucus nigra L. and Nicotiana tabacum L. on the adult fly Haematobia
irritans.

Methods: the extracts were obtained using the Soxhlet extraction methods and then
concentrated by the rotoevaporator Buchi; additionally, the secondary metabolites
responsible for the insecticidal effect were identified with preliminary qualitative
evaluations and confirmed through thin-layer chromatography. The flies were
captured from cattle having natural parasites.

Results: after sprinkling the flies with the diluted extracts, the highest insecticidal
activity was found in Nicotiana tabacum, with a mortality rate of 100, 96.6, 80 and 60
% at dilution ratios of 5:10; 2.5:10; 1,25:10 and 0.62:10 respectively, followed by
Brugmansia arborea and Sambucus nigra. The extracts from Bidens pilosa and
Ambrosia cumanensis showed the lowest effectiveness.

Conclusions: under the suggested conditions in this study, it was proved that the
five plants had some insecticidal effect on fly Haematobia irritans, but at different
levels of effectiveness.

Key words: Ambrosia cumanensis, Bidens pilosa, Brugmansia arborea, Sambucus
nigra, Nicotiana tabacum, insecticide.

INTRODUCCION

Haematobia irritans es un diptero hematéfago de la familia Muscidae conocida como
"mosca brava" o "mosca de los cuernos". Su presencia se reporté en EE. UU. a finales
del siglo pasado procedente de cargamentos de ganado traidos de Europa. Al poco
tiempo, era comun en las islas del Caribe, donde fue reconocida en 1937 en
Venezuela y Colombia.' Su importancia en produccion bovina es econémica y sanitaria
y se basa en la transmisién de enfermedades, altos niveles de estrés causados por las
multiples picaduras, disminucién del apetito, anemia y endurecimiento de la piel, con
lo que se altera la calidad del cuero.? Por lo anterior, se ha creado la necesidad de
buscar alternativas de control del ectoparasito, utilizando moléculas con actividad
antiparasitaria de origen natural, que a partir del conocimiento popular, exigen la
demostracion cientifica de su eficacia.®

En el departamento de Boyaca (Colombia) algunas de las plantas reportadas como
insecticidas a través de estudios etnobotanicos son: Bidens pilosa L. (*chipaca" o
"amor seco"), a la que se le atribuyen diversas acciones farmacolégicas por la
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presencia de alcaloides y taninos, principalmente;* Brugmansia arborea (L.) Lagerh.
("borrachero™) de la familia de las solanaceas que posee como principal componente
la escopolamina y variados alcaloides del grupo tropano.® Nicotiana tabacum L.
(tabaco), es utilizada en diferentes regiones del pais gracias a su accion fungicida,
insecticida, repelente y acaricida; propiedades atribuidas a su principal componente,
la nicotina, metabolito que actia como una sustancia téxica de contacto e ingestion;
también se han aislado otros constituyentes como N-cafeoliputrescina, tricloroetanol.

Ambrosia cumanensis Kunth, empleada sobre todo para el control de pulgas, chinches
y mosquitos. Dentro de sus principales componentes, se encuentran los taninos,
inulina, cumarinas, y aceites esenciales producidos en sus partes aéreas. La planta se
ha empleado para el control de insectos y plagas en granos almacenados.® Por tGltimo,
Sambucus nigra L. se ha reportado como laxante, diurético y estimulante de las
defensas del organismo, se dice popularmente que actia como agente insecticida.
Algunos estudios fitoquimicos sefialan la presencia de flavonoides, esteroles y
alcaloides, al igual que aceites esenciales como &cido cafeico y clorogénico.’

Partiendo del uso que por tradiciéon cultural se ha dado a algunas plantas en ciertas
zonas del departamento de Boyaca, con este estudio se buscé determinar su efecto
sobre moscas del género Haematobia irritans.

METODOS

La fase experimental del trabajo se compuso de 3 etapas, la colecta de las plantas y
elaboraciéon de los extractos, la colecta de las moscas y el mantenimiento en el
laboratorio, asi como las pruebas de eficacia insecticida de los extractos diluidos.

Captura de las moscas H. irritans y mantenimiento

Se capturaron empleando una red entomoldgica, colocandola sobre animales
parasitados naturalmente,® que pastan en la granja la Maria de la Universidad
Pedagégica y Tecnolégica de Colombia, la cual esta ubicada a una altura de 2 690 m
sobre el nivel del mar, con una temperatura promedio de 13 °C, y precipitacion anual
de 600 mL. Luego de ser capturadas las moscas se llevaron a jaulas entomologicas
bajo condiciones controladas. Una vez ubicadas dentro del microambiente, se
alimentaron con sangre de bovino tratada antes con 5 000 mg de citrato de sodio
(anticoagulante) disuelto en 5 mL de agua destilada, con una solucién compuesta por
25 mL de agua + 250 000 unidades de nistatina (grado oral) + 0,05 mg de sulfato de
kanamicina en polvo, para prevenir el crecimiento de microorganismos.® Para facilitar
el suministro de alimento a las moscas, la sangre se impregnd en toallas higiénicas,
las cuales se cambiaron todos los dias, con la comprobacion previa de que las moscas
aceptaban el alimento asi suministrado y sobrevivian bajo esas condiciones el tiempo
necesario para la realizacion del estudio.

Colecta de las plantas y elaboraciéon de extractos

En razén a que este estudio resulté una continuacion de los trabajos realizados por
otros autores,**° las plantas utilizadas fueron chipaca (B. pilosa), altamisa (A.
cumanensis), borrachero (B. arborea), sauco (S. nigra) y tabaco (N. tabacum). Se
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identificaron en el herbario de la Universidad Pedagdgica y Tecnolégica de Colombia y
después se utilizaron las hojas frescas de cada una de ellas, las cuales se
transportaron en bolsas de papel, al Laboratorio de Control Biolégico de esta
institucion, donde se secaron durante 15 d, bajo cubierta, a temperatura ambiente y
en un lugar ventilado para evitar la putrefaccion de la muestra.** Una vez secas, se
trituraron manualmente en particulas muy finas hasta alcanzar 1 000 mg de material
vegetal.

La obtencidon de los extractos se realizé en el Laboratorio de Control Biolégico de la
Escuela de Posgrados de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia,
mediante una extraccion continua de un sdlido por un solvente en caliente
(Soxhlet).*? En cada equipo se deposité una cantidad aproximada de 30 g de material
vegetal y 120 mL de etanol 96 %, en el balén evaporador, el cual fue calentado para
que los vapores se condensaran encima de la muestra y se iniciara el proceso de
extraccion continua, mediante sifonamiento; proceso en el que la soluciéon cae sobre
el balén evaporador enriqueciendo asi los principios aislados.*® Culminado el proceso
de extraccion de los compuestos, la solucidn se llevé al rotaevaporador con el fin de
separar el etanol del extracto vegetal y obtener un extracto mas puro.™*

Con el objeto de comprobar que la extraccion resulté eficaz y que realmente se
obtuvieron los metabolitos secundarios, responsables del efecto insecticida, se
procedid a realizar la identificacion cualitativa de los metabolitos presentes en cada
uno de los extractos, sometiéndolos a 4 pruebas. Se tomaron 2 mL de cada extracto
que se depositaron en tubos de ensayo ubicados en una gradilla, guardando siempre
el mismo orden. Se inici6 con la prueba de Shinoda para la identificacion de
flavonoides, que se efectud agregando, en forma lenta, magnesio en limaduras y
posteriormente, gotas de acido clorhidrico; después de 2 min, se esperé un cambio de
coloracién verde violeta positivo a flavonas en los extractos expuestos. En relacion
con la identificacion de alcaloides, esta se efectué por medio de la prueba de
Drangendorf, empleando un reactivo de precipitacion de Drangendorf (yoduro de
bismuto y potasio),*® se esperé 2 min, para observar un cambio de coloracién roja
positiva a alcaloides. A continuacion, se procedio a la identificaciéon de cumarinas
mediante la reaccidon de Legal, adicionando una solucién de nitroprusiato de sodio 0,5
% y unas gotas de KOH 2N en cada una de las muestras de extracto, y se esperd un
cambio de coloracién roja, que se interpreta como positiva a cumarinas.*® Por Gltimo,
se efectud la reacciéon de Liebermann Buchard para la identificacion de esteroles,
sometiendo los extractos a la accion del anhidro acético en cloroformo y acido
sulfdrico concentrado. Las gotas del acido sulfdrico se agregaron por el borde del tubo
de modo muy lento para apreciar un cambio de coloracién azul.**

Una vez identificados los metabolitos secundarios, se procedié a realizar una
cromatografia en capa fina, con el fin de confirmar la presencia de los metabolitos
secundarios identificados en las evaluaciones preliminares. El proceso se hizo en 6
pasos basicos, montaje de las placas, eleccidon del eluyente (cloroformo:metanol,
4:1), siembra, desarrollo, revelado, y determinacion del Rf (cociente de la distancia
recorrida por el componente patrén y la recorrida por el extracto).'® Para determinar
el Rf de los extractos se seleccionaron los respectivos patrones de acuerdo con el
metabolito presente en cada extracto;'’ es asi como para las muestras de B. arborea
y A. cumanensis, previa identificacion de alcaloides, se utilizé un patrén de referencia
de cafeina; para los extractos de B. pilosa y S. nigra previa identificacion de esteroles,
se utilizé un patréon de colesterol; y para el extracto de N. tabacum, previa
identificaciéon de cumarinas, se emple6 un patréon de 1-2 benzopirona.'* Por altimo,
las placas se expusieron a revelado por luz ultravioleta para observar manchas
fluorescentes en las zonas en las que hay componentes.
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Exposicion de Haematobia irritans a las distintas diluciones

Para probar los extractos se utilizé el modelo experimental de minimas-méaximas de
efectividad bioldgica. Debido a que la aplicacién de los extractos se hizo con
atomizador, no se utilizaron los extractos puros por su viscosidad sino que se
realizaron diluciones con agua destilada a partir del extracto puro de cada planta. Se
comenzé con una dilucién de 5:10. Si con esta dilucidon se conseguia una mortalidad
igual o superior a 60 % (tomada como minimo eficaz), se disminuia la concentracion
a la mitad, es decir, 2,5:10, y asi sucesivamente hasta que la diluciéon dejara de
mostrar efectividad. Para realizar la prueba de aspersion, se tomaron 7 grupos, grupo
control positivo tratado con cipermetrina, grupo control negativo tratado con agua
destilada, y 5 grupos tratados con altamisa, chipaca, sauco, borrachero y tabaco,
respectivamente. Cada grupo conformado por 10 moscas y con 3 repeticiones cada
uno, es decir, se trabajé con un total de 30 moscas por prueba. Por ultimo la
mortalidad se determiné a las 24 h posaspersion.

Valoraciones y analisis estadistico

Para establecer la eficacia de los extractos se determiné el porcentaje de mortalidad
utilizando la férmula siguiente:

. Mo, de moscas muertas
Mortalidad= ® 100
Mo. de moscas expuesias

Para el analisis estadistico se empled un disefio completamente al azar, y el método
de comparacion de 2 proporciones, para determinar el intervalo de confianza, usando
la inferencia sobre una proporcién, donde se toma el nimero de casos (moscas
muertas por prueba) sobre el tamafo de la muestra, usando el programa EPIDAT,
programa para el analisis epidemioldgico de datos tabulados version 3.0., el cual
cuenta con un nivel de confianza de 95 %.

RESULTADOS
Obtencién de extractos

Se obtuvieron 60 mL de extracto etandlico por cada planta con caracteristicas
diferentes. Los extractos de altamisa y sauco fueron de color verde oscuro, el primero
con olor mentolado y consistencia liquida y el segundo semiliquida. Borrachero y
chipaca resultaron de color verde claro, de consistencia liquida y de olor agrio y
mentolado, respectivamente. El tabaco fue café oscuro, de olor caracteristico y
consistencia semiliquida.

Analisis preliminar de metabolitos secundarios

En la prueba de Shinoda para la identificacion de flavonas, el extracto de B. pilosa
resulté el Unico que presenté un cambio de coloracién verde violeta. Para la
evaluacion colorimétrica de Drangendorff se presentdé un cambio de coloracién rojo-
marron, positivo a alcaloides, en los extractos de B. pilosa, B. arborea, S. nigray N.
tabacum. En la reaccién de Legal para el andlisis preliminar de cumarinas, la Unica
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muestra positiva fue el extracto etandlico de N. tabacum. En la reacciéon de
Liebermann Buchard se encontraron esteroles en los extractos de B. pilosa y S. nigra.

Resultados cromatografia en capa delgada

Los extractos etandlicos de B. arborea y A. cumanensis tuvieron un Rf de 0,62 y 0,52,
respectivamente, frente a un Rf patron de cafeina de 0,7; lo que indica la presencia
de alcaloides sobre la placa y su proporcién en ella, que para este estudio se
consider6 buena. Para los extractos etandlicos de B. pilosa y S. nigra se obtuvieron Rf
de 0,6 y 0,49, respectivamente, frente a su Rf patron de colesterol de 0.72, indicando
la presencia abundante de esteroles en el extracto de B. pilosa y moderada en el
extracto de S. nigra. Por dltimo, en la cromatografia de N. tabacum se obtuvo un Rf
de 0,59 frente a su Rf patrén de benzopirona de 0,8, lo que confirmd la presencia de
cumarinas en alta proporcién en la placa.

Resultados prueba de aspersion sobre H. irritans

A partir del extracto etandlico de B. arborea ("borrachero"), se prepararon 4
diluciones, 5:10, 2.5:10, 1,25:10 y 0,62:10, con las que se consiguieron mortalidades
de 90, 83,3, 70 y 60 %, respectivamente. Para la dilucién siguiente 0.31:10 se
presentdé un porcentaje de mortalidad de 13,3 %, que se interpreta como ineficaz
(tabla).

Tabla. Porcentaje de mortalidad de la mosca Haematoblz irnitans expuesta a extractos

etandlicos de & plantas medicinales

Porcentaje de mortalidad (%)

Dilucian Erugransia Eidens Sarnbucus Micotiana Ambrosia
arbores pilosa Rigra tabacum cUmanenses

5110 a0 76,6 83,3 100 Fis]

2 5:10 83,3 70 83,2 96,6 60

1,25:10 70 EO 75,6 20 -

0,62 10 G0 - 1n] G0 -

0,31: 10 13,3 - - 13,3 -

En el grupo de moscas expuestas al extracto etandlico de B. pilosa solo las 2 primeras
diluciones mostraron eficacia sobre H. irritans, con una mortalidad de 76,6 y 70 %. En
el caso del extracto de S. nigra en encontré eficacia insecticida con las 3 primeras
diluciones, con mortalidades por encima de 76 % (tabla).

Las diluciones con extracto etandélico de tabaco mostraron los niveles de mortalidad
mas altos contra H. irritans (tabla).
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DISCUSION

Como se dijo antes, en este estudio se demostro la presencia de flavonas en los
extractos de B. pilosa, lo cual concuerda con la literatura, en la que se indica que uno
de los principales metabolitos de esta planta corresponde a estos compuestos y, a
partir de ello, se han identificado algunos efectos medicinales como son
antineoplasicos, antifibroticos hepaticos, antifingicos.*®2°

En este estudio tanto en la prueba preliminares como en las cromatogréficas, se
demostro la presencia de alcaloides en los extractos de B. pilosa, B. arborea, S. nigra
y N. tabacum, resultado esperado, considerando los reportes de la literatura que
indican, como uno de los principales compuestos de estas plantas, diversos tipos de
alcaloides. Los alcaloides se encuentran principalmente en las hojas de la planta
aunque también en otras partes de esta.®>?° Alcaloides tropanicos se encuentran en el
"borrachero", los derivados del &cido nicotinico en el tabaco,?! y la sambucina y
sambucigrina son los alcaloides encontrados en al sauco.?? En la reaccién de Legal
para el analisis preliminar de cumarinas, la Unica muestra positiva fue el extracto
etandlico, de N. tabacum, lo cual concuerda con los reportes de fitofarmacologia que
indican que esta planta posee derivados cumarinicos como aesculetin, trimetil-
naftaquinona, escopoletin y escopolin,?® esto se corroboré en la cromatografia. De
manera concordante a lo indicado en la literatura, en los extractos de B. pilosay S.
nigra se evidencio la presencia de fitoesteroles, que segun la prueba cromatografica
resulté mayor en la primera y menor para la segunda. Estos compuestos
corresponden a esteroides naturales derivados del ciclopentano-perhidrofentantreno
con 24 a 27 carbonos en su estructura, presentes en la membrana celular de algunas
plantas.?*?°

Todos los extractos fueron eficaces en la primera dilucién y ninguno mostré eficacia
en diluciones mayores que 0,31:10; comportamiento que respalda uno de los
principios de la actividad farmacolégica que determina mayor efecto con mayor
concentracion de principios activos.?®2®

Considerando el efecto insecticida observado en este estudio, en la B. arbo6rea resulté
concordante con el estudio de Ramirez y otros,® en el que se evaluaron las mismas
plantas pero el extracto se obtuvo por el método de lixiviacién en frio. A pesar de que
en términos generales la eficacia resultoé igual, los porcentajes de mortalidad
alcanzados fueron menores en el presente estudio. El efecto insecticida también habia
sido reportado para esta planta, en otro estudio en el que se utilizé contra Plutella
xylostella, un insecto que ataca ciertos cultivos.'® Se reconoce que por la presencia en
esta planta de alcaloides con accidn en el sistema nervioso central y periférico, hay
efecto insecticida, que puede verse afectado por diferentes razones. Es asi como el
proceso de secado de las hojas parece disminuir la eficacia de esta planta sobre el
diptero Eupalamides cyparissias (Lepodiptera: Castniidae), insecto propio de Sur
Ameérica, que parasita la palma aceitera Elaeis guineensis, como lo demuestran
algunas investigaciones.?®

En el presente estudio se corrobora el efecto insecticida de la B. pilosa sobre la H.
irritans ya reportado en otro trabajo,® en el que utilizaron extracto alcohélico en frio;
aunque para esta planta la eficacia fue notoriamente mayor con el extracto en
caliente, lo cual permite suponer que en este caso, el calor al que es sometido el
material vegetal, favorece la extraccién de los metabolitos activos. Igualmente, el
efecto insecticida aqui encontrado concuerda con la eficacia demostrada de la planta
sobre el gorgojo Stegobium paniceum, parasito del maiz.*° Contrario a lo antes
mencionado, y a diferencia del efecto insecticida encontrado en este estudio, en el
trabajo desarrollado por lannacone y otros, no se encontré accién contra el gorgojo
del maiz, Sitophilus motschulsky y Stegobium paniceum, lo que indica que el efecto
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insecticida demostrado en una especie de insecto no implica que sea eficaz contra
todos; esto hace necesario evaluar cada especie por separado, asi como determinar el
extracto mas eficaz en cada caso.

Comparando la eficacia insecticida del extracto etandlico de S. nigra obtenido en
caliente con el mismo obtenido en frio,® se encontré que esta fue mayor con el
primero, mostrando esta planta un comportamiento similar a la planta anterior, que
se explica con una mejor extraccion de los metabolitos activos bajo condiciones de
mayor temperatura. A pesar de los hallazgos del presente estudio, esta planta suele
reportarse como medicinal, pero para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y
reumatoideas debido a la presencia del alcaloide sambucina y por la presencia de
flavonoides se reporta efecto diurético.®* Es asi como se encuentran pocos reportes de
efecto insecticida.

De las 5 plantas evaluadas en este estudio, la N. tabacum (tabaco) fue la que mostré
mayor eficacia contra la mosca H. iritans, lo cual concuerda con otros estudios, a
través de los cuales se demuestra su efecto no solo insecticida sino también
ixodicida;**° asi mismo se ha demostrado que actta contra Culex quinquefasciatus
say (Diptera:culicidae)®® y contra varias especies de insectos que afectan cultivos.3*33
El efecto antiparasitario del tabaco se debe a la presencia de nicotina, la cual muestra
afinidad por los receptores colinérgicos-nicotinicos, a los que estimula generando
paralisis sostenida y muerte.*?

En consecuencia, en relacion con la eficacia de los extractos alcohdlicos de las 5
plantas evaluadas contra la H. irritans, bajo las condiciones aqui planteadas, se
encontré que esta fue mayor con la N. tabacum, seguida de B. arborea y S. nigra, y
con menor eficacia B. pilosa y A. cumanensis; la eficacia, en todos los casos, resultd
directamente proporcional a la concentracion del extracto. Igualmente se hallé que el
efecto contra la mosca fue mayor con los extractos obtenidos mediante la técnica
Sohxlet que con lixiviacién en frio.
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