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RESUMEN

Aedes aegypti es el principal vector del dengue
en el continente americano, una de las arbovirosis de
mayor impacto en Venezuela, debido a su alta morbilidad y
mortalidad. La ausencia de una vacuna contra este virus ha
llevado al uso indiscriminado de insecticidas provocando la
resistencia del vector, dafios al medio ambiente y reacciones
adversas en personas susceptibles. En un esfuerzo por
encontrar formas eficaces y asequibles para el control,
surge como una alternativa el uso de extractos vegetales
que proporcionen menos riesgo ambiental y bajo costo. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto larvicida
de extractos metandlicos obtenidos a partir de semillas y
hojas de Persea americana (aguacate) sobre Ae. aegypti
[cepas Rockefeller y Mario Bricefio Iragorry (MBI)]. El mayor
efecto toxico se observé con el extracto metandlico obtenido
a partir de las semillas con 100% de mortalidad a 25 mg/L
para la cepa Rockefeller y 50 mg/L para la cepa MBI, 24
horas post-exposicion. Las concentraciones letales (CL)
fueron las siguientes: a) extracto metandlico preparado
a partir de las semillas CL, = 5,7mg/L para Rockefeller y
CL,,=9,9 mg/L para MBI; b) extracto metanolico de las hojas
CL,,=22,8mg/L para Rockefeller y para MBI CL, = 26,2 mg/L.
Los resultados muestran el efecto téxico de los extractos
metandlicos preparados a partir de la semilla y de la hoja del
aguacate, sobre Ae. aegypti y sugieren la potencialidad de
estos productos como agentes de control quimico.
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INTRODUCCION

Pese a los esfuerzos realizados por diferentes
entes gubernamentales [Direccion de Epidemiologia del
Ministerio para el poder popular para la Salud (MPPS),
Corporacion de Salud (CORPOSALUD), Laboratorio
Regional para el Diagnostico del Dengue y otras

SUMMARY

Aedes aegypti is the main vector of dengue in
the Americas. This disease is one of the most important
arboviruses in Venezuela due to the high morbidity and
mortality it produces. The absence of a vaccine against
this virus has led to the indiscriminate use of insecticides
causing vector resistance, environmental damage and
adverse reactions in susceptible individuals. The search for
effective and inexpensive ways to control dengue has led
to the evaluation of plant extracts as a low environmental
risk, economical alternative. The aim of this study was to
assess the larvicidal effect of methanol extracts obtained
from the seeds and leaves of Persea americana (avocado)
on Ae. aegypti [Rockefeller and Mario Bricefio Iragorry (MBI)
strains]. The methanol extract obtained from the seeds
proved to be the most toxic for Ae. aegypti, producing 100%
mortality 24 hours post-exposure, at concentrations of 25
mg/L (Rockefeller strain) and 50 mg/L (MBI strain). The lethal
concentrations (LC,) were: a) methanol seed extract LC,,=
5.7 mg/L (Rockefeller strain) and 9.9 mg/L (MBI strain), b)
methanol leaf extract LC,, = 22.8 mg/L (Rockefeller strain)
and 26.2 mg/L (MBI strain). These results demonstrate
the toxicity of methanol extracts from avocado seeds and
leaves for Ae. aegypti and suggest that these products have
potential as chemical controls of this vector.
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Enfermedades Virales (LARDIDEV)] el dengue sigue
siendo la arbovirosis de mayor impacto en la salud de los
venezolanos. Para el afo 2013 se registr6 un incremento
de 36,4% en los casos de dengue a nivel nacional (63.726
en 2013 vs 46.708 en 2012) mientras que la tasa promedio
nacional de incidencia fue 211,3/100.000 habitantes la
cual fue superada por 12 estados entre los que figuran
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los estados Aragua, Carabobo y Guarico. Se mantiene la
circulacion de los cuatro serotipos del virus dengue con
predominio del serotipo DEN-2 (MPPS, 2013).

Debido a que atin no se cuenta con una vacuna
que permita proteger a la poblacion susceptible, el
control del mosquito vector continuia siendo la unica
herramienta eficaz para controlar la transmision del
dengue. En este sentido, los unicos métodos para
prevenir y controlar la enfermedad consisten en reducir
el contacto hombre-vector, disminuir las poblaciones
de mosquitos mediante el uso de insecticidas y reducir
el grado de infestacion de los posibles criaderos
utilizando larvicidas (Rose, 2001); aunque estos
métodos de control han demostrado ser eficientes bajo
ciertas condiciones; se ha reportado resistencia a los
insecticidas organofosforados y piretroides, utilizados
para el desarrollo de las estrategias de control
antes mencionadas en diferentes partes del mundo
(Rodriguez et al.,2007; Gémez et al.,2011; Lima et al.,
2011; Grisales et al., 2013) y ademas los insecticidas
sintéticos pueden ocasionar dafos al medio ambiente
y a la salud humana (Yang et al., 2002; Chowdhury et
al., 2008; Kamaraj et al., 2009).

Productos extraidos a partir de las plantas
han mostrado toxicidad frente a adultos y larvas de
mosquitos pertenecientes a la familia Culicidae (Pérez
y lannacone, 2004; Bagavan et al., 2009; Raghavendra
et al., 2009; Kamaraj ef al., 2010; Madhu et al., 2010;
Kamaraj et al., 2011) y por ende tienen gran potencial
para ser utilizados como herramientas en el control
de especies de mosquitos vectores de enfermedades.
Entre ellos destacan los extractos preparados a partir de
Annona squamosa (Annonaceae, guanabana) (George
& Vincent, 2005; Kihampa et al., 2009; Kamaraj et al.,
2010, 2011) los cuales han demostrado importantes
efectos citotoxicos sobre las células epiteliales del
intestino medio de Aedes aegypti (Costa et al., 2014).
Asi mismo, extractos crudos y aceites esenciales
obtenidos a partir de las hojas de chan (Hyptis
suaveolens, Lamiaceae) han demostrado actividades
repelentes e insecticidas sobre mosquitos (Jaenson et
al., 2006; Conti et al., 2012; Kovendan et al., 2012).

El aguacate (Persea americana, Miller)
es una planta originaria de América Central, de un
elevado valor nutricional gracias a su alto contenido
de proteinas y escaso contenido de colesterol. Desde
el punto de vista médico, los productos derivados de
esta planta tienen efectos potenciales contra parasitos
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y bacterias (Abe et al., 2005; Dike et al, 2012;
Jiménez-Arellanes et al., 2013), efectos antioxidantes
(Rodriguez-Carpena et al., 2011) y anticancerigenos
(D"Ambrosio et al., 2011); asi mismo, se ha sefialado
que los extractos acuosos obtenidos de la semilla del
aguacate reducen la presion arterial (Ojewole et al.,
2007) y disminuyen los niveles de colesterol (Lopéz et
al., 1996) y glucosa en sangre (Lima et al., 2012).

Por otra parte, se ha descrito la actividad
larvicida de extractos obtenidos a partir de la semilla
del aguacate sobre larvas de Ae. aegypti (Oberlies et al.,
1998; Ramos et al., 2007; Leite et al., 2009); asi mismo,
esta documentado que extractos obtenidos a partir de este
producto ocasionan dafios histologicos en el intestino
medio de larvas de Anopheles gambiae, principal vector
de la malaria en Africa (Koua ef al., 1998).

El propdsito de la presente investigacion fue
evaluar el efecto larvicida de extractos metanolicos
obtenidos a partir de la hoja y de la semilla del
aguacate (Persea americana, variedad criolla) sobre
larvas de Ae. aegypti.

MATERIALES Y METODOS:
Obtencion del material vegetal

Las hojas y las semillas de aguacate fueron
donadas por el Sr. Eduardo Valera, propietario del
Fundo Valera ubicado en la Carretera Nacional casa 3,
Valle del Tucutunemo, Villa de Cura, estado Aragua.
Tanto las hojas como las semillas fueron lavadas con
agua corriente y entonces se dejo secar a temperatura
ambiente durante, aproximadamente, una semana.
Una vez seco el material se procedio a pulverizar las
hojas y las semillas por separado, el polvo obtenido
de cada parte de la planta se coloco a temperatura
ambiente durante cuatro dias en metanol a razon de
30 g de material vegetal por cada 150 mL de metanol,
agitando dos veces al dia. Una vez concluido el
periodo de maceracion se procedio a filtrar usando
papel de filtro (Whatman N° 1) y posteriormente se
evapord completamente el alcohol en bafio de Maria
a 50°C. El residuo obtenido fue pesado y disuelto
completamente en 20 mL de agua destilada. Una vez
disuelto el residuo se procedid a realizar diluciones
seriadas y cada una de las diluciones fue utilizada en
los bioensayos para comprobar la actividad larvicida
de los extractos sobre larvas de de. aegypti.
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Larvas

Para la evaluacion de la actividad larvicida
de los extractos obtenidos se utilizaron larvas de tercer
estadio tardio y cuarto estadio temprano pertenecientes
a la especie Ae. aegypti obtenidas por el “Laboratorio
de Resistencia a Insecticidas de la Direccion de Salud
Ambiental del Ministerio del Poder Popular para la
Salud”; Maracay en colonias establecidas a partir de
material colectado en la comunidad del Sector 4 de Cafia
de Azacar, Municipio Mario Bricefio Iragorry, Estado
Aragua (denominada en adelante MBI) y como cepa de
referencia se utilizo la cepa Rockefeller. Los ejemplares
fueron mantenidos bajo condiciones estandares y a una
temperatura de 27 + 2°C, humedad relativa de 65 + 5%
y fotoperiodo de 12 horas.

Evaluacion de la actividad larvicida

Los bioensayos se realizaron siguiendo las
recomendaciones de WHO (1981). Para el extracto
obtenido de la semilla se probaron ocho diluciones (2-
50 mg/L) mientras que para el extracto obtenido a partir
de la hoja se probaron seis diluciones (10-120 mg/L) y
por cada dilucion se realizaron cinco réplicas. Como
control o testigo se usaron cinco vasos a los cuales no
se agrego el extracto. De cada experimento se realizaron
tres repeticiones.

Las larvas fueron colocadas en una bandeja
plastica con agua de chorro y de alli se seleccionaron al
azar grupos de 20 larvas que fueron colocadas en vasos
plasticos de 150 mL, a los cuales se afiadi6 previamente
90 mL de agua corriente y 10 mL de cada una de las
diluciones del extracto a ensayar (Volumen final=100
mL). Todos los grupos se mantuvieron a una temperatura
de 28 £ 2°C. Los vasos controles de la prueba fueron
preparados con 100 mL de agua de chorro y en ellos se
colocd 20 larvas por vaso.

Evaluacion de la mortalidad larvaria

Las larvas fueron expuestas a los extractos en
estudio durante 24 horas y éstas se consideraron muertas
cuando no reaccionaban al ser tocadas con un puntero
romo en la region cervical. Los ensayos se consideraron
invalidos si mas del 10% de las larvas empupaban y/o si la
mortalidad de los controles superaba el 10% (WHO, 1981).

Andlisis estadistico

Tanto las curvas dosis-respuesta como las
rectas probit-logaritmo y pendientes para hallar los
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niveles de susceptibilidad, se realizaron mediante el
programa Excel for Windows 2007. Asi mismo, las
concentraciones letales 50 (CL,)) y sus respectivos
limites de confianza fueron calculados a partir de los
datos de mortalidad que se obtuvieron en las pruebas
con ambos extractos metanodlicos en forma manual
segun Finney (1971). Finalmente, las diferencias
entre las dos cepas de Ade. aegypti al efecto de los
extractos de P. americana fue evaluada mediante
un analisis de varianza de dos vias y las diferencias
significativas entre los tratamientos y/o entre las cepas
de Ae. aegypti fueron evaluadas usando la prueba de
Tukey.

RESULTADOS

Con el extracto obtenido a partir de las
semilla se obtuvo 100% de mortalidad al exponer las
larvas durante 24 horas a 25 mg/L y a 50 mg/L para
las larvas pertenecientes a la cepa Rockefeller y MBI,
respectivamente; mientras que al usar el extracto obtenido
a partir de las hojas se necesitd exponer las larvas de
ambas cepas a 120 mg/L durante el mismo periodo para
lograr el 100% de mortalidad (Fig. 1). En todos los casos
la mortalidad en el grupo control (larvas no expuestas
pertenecientes a cada cepa) fue igual a cero.

Las concentraciones letales 50 (CL,) vy
sus limites de confianza (CL ,,) muestran que la
efectividad del extracto obtenido a partir de la semilla
del aguacate es superior a la efectividad observada con
el extracto obtenido a partir de la hoja. Asi mismo, se
observo que la CL_ es menor para la cepa Rockefeller
(cepa de referencia) que para la cepa MBI (cepa de
campo) frente a ambos extractos (Tabla I).

La Fig. 2 muestra la mortalidad larvaria en
unidades probit en relacion con el logaritmo de sus
respectivas concentraciones después de 24 horas de
exposicion al extracto metandlico obtenido a partir de
la semilla y de la hoja de P. americana. Las graficas
muestran un patron de respuesta relativamente
homogéneo de ambas cepas de Ae. aegypti frente
a cada extracto, lo cual puede observarse en los
valores obtenidos para las pendientes de las rectas de
regresion (Tabla I).

Las larvas muertas por el efecto toxico del
extracto obtenido a partir de la semilla y de la hoja
del aguacate mostraron abultamiento del torax y
ennegrecimiento de su cuerpo (Fig. 3).
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Fig. 1. Curva dosis respuesta para larvas de Aedes aegypti a diferentes concentraciones del extracto
metandlico obtenido a partir de la semilla (A) y de la hoja (B) del aguacate (Persea americana) después
de 24 horas de exposicion.
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Tabla I. Concentraciones letales 50 (CL,), limites de confianza (CL ), rectas de regresion y valor de r?
obtenidas para los extractos ensayados.
Cepa de Aedes aegypti Semilla Hoja
CL,,=5,7 mg/L CL,,=22,8 mg/L
CL,..=4,5-7,1mg/L CL ..=13,7-37,9 mg/L
Rockefeller 0.5 9 095 g
y=6,196x+1,073 y=4,466x-1,063
r’= 0,97 r’= 0,99
CL,,=9,9 mg/L CL,,= 26,2 mg/L
CL,,.=5,9-16,5 mg/L CL .= 15,2-45,3 mg/L
Mario Bricefio Iragorry 095 g 095 g
y=4,448x+0,571 y=4,172x-0,917
r’= 0,96 r’= 0,97

Fig. 2. Mortalidad Probit versus el logaritmo de las concentraciones del extracto metanodlico obtenido a
partir de la semilla (A) y de la hoja (B) del aguacate (Persea americana) sobre larvas de Aedes aegypti
después de 24 horas de exposicion.
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Fig. 3. Larvas de Aedes aegypti después de 24 horas de exposicion al extracto metandlico preparado
a partir de Persea americana. (A) larva expuesta al extracto preparado a partir de las semillas, (B) larva

expuesta al extracto preparado a partir de las hojas y (C) larva no expuesta, control. Aumento 16x.

=

.. i

El analisis de varianza en el que se evalud
el efecto de cada variable y su interaccion demostrd
diferencias significativas en la mortalidad ocasionada
por el extracto obtenido a partir de las semillas y
de las hojas pero no para los valores de mortalidad
observada para ambas cepas durante su exposicion
al extracto metanodlico obtenido a partir de la hoja
(Tabla II).

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que
ambos extractos tienen efecto letal sobre larvas de Ae.

aegypti; no obstante, el efecto larvicida del extracto
metanolico obtenido a partir de la semilla es superior
al efecto letal ocasionado por el extracto metandlico
obtenido a partir de la hoja; esto, relacionado con
el hecho de que la semilla es un 6rgano de reserva
y donde, muy probablemente, se concentren los
principios activos capaces de causar toxicidad sobre
las larvas en comparacion con la hoja que mostrd
menor toxicidad (Bobadilla et al., 2005).

Los resultados obtenidos con el extracto
metanolico preparado a partir de la semilla son
consistentes con los obtenidos por Ramos et al. (2007),

Tabla Il. Analisis de varianza para la evaluacién de la mortalidad ocasionada por el extracto metanélico
obtenido a partir de semillas y hojas de Persea americana sobre Aedes aegypti.

Semilla
Fuente de Variacion F p
Cepa de Aedes (A) 771,75 0,0001*
Concentracion del extracto de la semilla (B) 657,58 0,0001*
A*B 74,68 0,0001*

Hoja

Fuente de Variacion F p
Cepa de Aedes (A) 1,66 0,21
Concentracion del extracto de la hoja (B) 53,36 0,0001*
A*B 0,27 0,923

Significativo al nivel de P<0,05
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y Leite et al. (2009), quienes también observaron el
efecto toxico de un extracto metandlico obtenidos a
partir de la semilla de P. americana, aunque la CL_
obtenida por ellos fue mucho mayor que la obtenida
en este estudio. Las diferencias observadas en la
respuesta inducida por fitoquimicos sobre una especie
particular de mosquito pueden estar influida por una
serie de factores que incluyen la época de recoleccion,
la variedad empleada y el origen geografico de la
planta; asi como también aspectos relacionados con
la poblacion o cepa de mosquito que se estudio y el
método utilizado para evaluar la susceptibilidad del
vector.

Durante el desarrollo del estudio se observo
que lacepa Rockefeller es mas sensible al efecto toxico
de ambos extractos; esto, probablemente se deba al
hecho de ser una cepa de laboratorio no expuesta a
los productos usados en los programas de control,
los cuales pueden generar resistencia cruzada. Asi
mismo, a partir del valor de las pendientes obtenidas
en las rectas de regresion se deduce que ambas cepas
mostraron homogeneidad en su respuesta frente a
ambos productos.

Paralas condiciones en las que se llevo a cabo
los ensayos, el analisis estadistico de los resultados
demostro que el efecto toxico del extracto obtenido a
partir de la semilla depende tanto de la cepa utilizada
como de la dosis a la cual fueron expuestas las larvas;
sin embargo, el efecto toxico del extracto preparado
con la hoja del aguacate depende inicamente de la
concentracion empleada. Estos datos sugieren que el
extracto obtenido a partir de la hoja es menos toxico
y afecta por igual a ambas cepas; por el contrario, el
extracto preparado con la semilla del aguacate mostrd
efecto toxico a concentraciones mas baja y afecto de
manera mas significativa a la cepa de laboratorio.

A pesar de que el extracto metandlico
obtenido a partir de la hoja de P. americana, resulto
ser menos eficiente que el obtenido a partir de la
semilla; que se tenga conocimiento, es la primera vez
que se evalua el potencial larvicida de esta parte de la
planta y los resultados obtenidos sugieren que la hoja
de la planta del aguacate también poseen compuestos
quimicos con actividad larvicida pero, probablemente
en menor concentracion.

Koua et al (1998), describieron que
extractos acuosos de P. americana tienen importantes
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efectos histopatologicos sobre el intestino de An.
gambiae; es posible que los extractos evaluados
durante el desarrollo de esta investigacion ocasionen
también dafios importantes sobre el intestino de
Ae. aegypti los cuales podrian explicar nuestras
observaciones con respecto al abultamiento del térax
y ennegrecimiento del cuerpo de las larvas muertas
por el efecto toxico de los extractos.

Finalmente, aunque durante la realizacion
de este estudio no se realizd6 una evaluacion
fitoquimica a fin de conocer los metabolitos
secundarios presentes en los extractos evaluados;
otros investigadores han sefialado la presencia de
esteroides, triterpenos, sesquiterpenlactonas y acidos
grasos tales como 1, 2, 4 trihidroxi-nonadecane y el
1, 2, 4 trihidroxi-heptadecano (Oberlies et al., 1998;
Ramos et al., 2007) en los extractos obtenidos a partir
de la semilla de aguacate. De acuerdo con Ramos
et al. (2007), la actividad larvicida esta relacionada
con triterpenos y sesquiterpenlactonas presentes
en el extracto metandlico obtenido a partir de la
semilla de P. americana; sin embargo, es probable
que la actividad larvicida se deba a la combinacion
exacta de los diferentes componentes presentes en los
extractos obtenidos a partir de la planta mas que a un
compuesto en particular.

Por lo antes expuesto, se concluye que los
extractos obtenidos a partir de la semilla y la hoja del
aguacate representan una posible alternativa para el
control de Ae. aegypti, el principal vector del dengue
en las Américas.
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