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Resumen
En el campo de la salud pública, los programas de control de vectores priorizan el uso de insecticidas 
químicos, excluyendo métodos alternativos ecoamigables derivados de plantas. Se sabe que Annona 
muricata exhibe una actividad biológica insecticida que altera las etapas de desarrollo, los procesos 
fisiológicos y la mortalidad de insectos transmisores de enfermedades, pero los principios activos 
y las proteínas de esta especie de Annonaceae requieren validación entomotóxica en un modelo 
biológico de culícidos. Se evaluó la actividad de los extractos etanólico (ExtEtOH) y de alcaloides 
(ExtAlc) y de las fracciones proteicas (FP) de semillas de A. muricata en larvas del IV estadio 
temprano de Culex quinquefasciatus empleando un abordaje comparativo. El análisis cualitativo 
de metabolitos en ExtEtOH reveló la presencia de alcaloides, aminoácidos, lactonas, taninos, 
cardenólidos, acetogeninas y flavonoides. Mediante cromatografía de exclusión molecular se 
separaron cinco fracciones proteicas de las cuales se evaluó la tercera (FP3), la cual exhibió mayor 
letalidad larval (33 % con 0,5 mg/ml) y potencia revelada en la concentración letal media (CL50) 
(0,66 mg/ml, p: 0,166). ExtAlc mostró valores de mortalidad cercanos a los de la FP3 (30 %) y su 
CL50 (0,74 mg/ml, p: 0,754), en tanto que ExtEtOH confirió máxima mortalidad (100 %) y una CL50 
inferior (0,03 mg/ml, p: 0,976). Se observaron dos reacciones tóxicas: una respuesta inmediata en 
ExtEtOH (97 % en 12 h) y una respuesta aguda mediata en FP y ExtAlc extendida hasta finalizar el 
ensayo (72 % en 72h). 
Palabras claves: Enfermedades transmitidas por vectores; Toxicidad; Proteínas de plantas; Extractos 
vegetales; Control de vectores.

Abstract
In public health, vector control programs prioritize the use of chemical insecticides and exclude 
alternative eco-friendly plant-derived methods. Annona muricata exhibits bioinsecticidal activity 
that can modify developmental stages, physiological processes, and lethality in disease-transmitting 
insects. However, Annonaceae species’ active principles and proteins require entomotoxic validation 
using a Culicidae biological model. Ethanolic (ExtEtOH) and alkaloid (ExtAlc) extracts and (PF) 
protein fractions from A. muricata seeds were evaluated on 4th instar larvae of Culex quinquefasciatus 
using a comparative scheme. The qualitative chemical analysis of ExtEtOH revealed alkaloids, 
amino acids, lactones, tannins, cardenolides, acetogenins, and flavonoids. Protein extract molecular 
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exclusion chromatography allowed the separation of five protein fractions. PF3 exhibited larval 
mortality of 33% with 0.5 mg/ml, LC50 0.66 mg/ml (p: 0.166), and ExtAlc showed 30% with LC50 
0.74 mg/ml (p: 0.754) while ExtEtOH conferred 100% mortality and LC50 0.03 mg/ml (p: 0.976). 
We observed immediate larvicidal reactions by ExtEtOH of 97% in 12 h and mediate reactions by 
PF and ExtAlc of 72% in 72 h.
Keywords: Vector-borne diseases; Toxicity; Plant proteins; Vegetable extracts; Vector control.

Introducción
La incidencia y la prevalencia de enfermedades transmitidas por vectores (ETV) en Perú 
van de la mano con el incremento de los índices de pobreza y se combaten siguiendo 
las políticas sanitarias de primera línea de acción que recomiendan el uso de insectici-
das químicos (World Health Organization-WHO, 2014). En los programas de salud 
pública, frecuentemente se aplican organofosforados, organoclorados, neonicotenoides 
y piretroides durante los brotes de ETV, con una notoria disminución de los índices de 
morbimortalidad por dengue, Zika, chikungunya y malaria (Instituto Nacional de Salud 
(Perú), 2024). Sin embargo, el aumento inesperado de ETV en el primer trimestre de 2024 
sugiere una asociación con el incremento poblacional de vectores primarios transmisores 
como Aedes aegypti y especies de Anopheles spp. (Centro Nacional de Epidemiología, 
Prevención y Control de Enfermedades, 2024). Aunque tal diseminación podría verse 
incentivada por el cambio climático, otra causa documentada es la adquisición de mecanis-
mos de resistencia del vector debido, en parte, al poco control de emisión de insecticidas 
de origen agrícola, doméstico o comercial, que alteran el esquema químico impuesto por 
los sistemas de salud (Richards et al., 2020). Además, el empleo aislado de insecticidas 
se contrapone a las directrices del manejo integrado de vectores (MIV) que recomiendan 
la integración de métodos complementarios (físicos, biológicos o de ordenamiento de 
hábitats), así como el uso de productos naturales (Rajput et al., 2023).

Un aspecto desatendido en los programas de gestión de las ETV y vigilancia vec-
torial es la aparición de enfermedades asociadas con Culex quinquefasciatus Say. Las 
reacciones de hipersensibilidad a las molestas picaduras del adulto hematófago resultan 
en una respuesta distorsionada de los servicios de salud local, que anteponen el alivio 
de signos y síntomas en detrimento de la mitigación de los criaderos del agente vector 
(Vander Does et al., 2022). En efecto, en estudios sobre el crecimiento poblacional 
de C. quinquefasciatus se predice un escenario a corto plazo de marcada distribución 
geográfica del insecto y de enfermedades como la filariasis linfática (FL), la encefalitis 
japonesa (VEJ) y la fiebre del Nilo occidental en nuevas áreas de dominio en Perú y Chile 
(Figueroa et al., 2020; Shocket et al., 2020). Este escenario epidemiológico parece 
ya confirmarse en ciertos países de Suramérica que revelan en C. quinquefasciatus 
la adquisición y transmisión del virus del oeste del Nilo (VON) y en la capacidad de 
albergar el virus Zika, lo que lo convierte en un doble propagador de la enfermedad 
junto con A. aegypti (Reis et al., 2023). Dichos hallazgos, sumados a la presencia de 
hábitats condicionantes de alta diseminación del vector (aguas estancadas, plantación 
de arrozales y sistemas inadecuados de tratamiento de aguas residuales), constituyen 
indicadores de alerta epidemiológico-ambiental que ameritan un replanteamiento de 
las medidas preventivas de ordenamiento del medio y vigilancia poblacional de C. 
quinquefasciatus. (Ha et al., 2021) mediante estrategias ecoamigables como el uso de 
insecticidas botánicos. 

Los insecticidas botánicos incluyen los plaguicidas derivados de plantas con algún 
efecto biológico en organismos (Ayilara et al., 2023). La obtención y procesamiento de 
la materia prima vegetal, la extracción y biodegradabilidad de los principios activos y la 
nula generación de resistencia son factores de creciente aceptación internacional ante los 
exigentes criterios de elección de nuevas categorías de insecticidas (Seiber et al., 2014; 
Pant et al., 2016). Además, la creación de estándares químicos para su validación y control 
de calidad (Heng et al., 2013) ha incentivado la permanente innovación de insecticidas 
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botánicos de nueva generación (micro o nanoemulsiones, formulaciones de liberación 
controlada o en espiral, etc.), cuya potencia supera, incluso, la de los insecticidas sintéticos 
(Bhandari et al., 2016).

Un buen prospecto de insecticida botánico es la especie Annona muricata L., la graviola 
o guanábana, por su amplia bioactividad derivada de acetogeninas, alcaloides, diterpenos, 
flavonoides y compuestos fenólicos (Riley-Saldaña et al., 2017, Durán-Ruiz et al., 
2023). Las virtudes asociadas al control de las fases del desarrollo acuático y terrestre de 
los insectos holometábolos del orden Diptera son de especial interés en salud pública, dado 
el amplio espectro de acción del vegetal en varios niveles (repelencia, efecto disuasorio de 
la oviposición por contacto y digestivo), y los cortos periodos y baja concentración de los 
principios activos que requiere (Rodrigues et al., 2019). 

Aunque los modos de acción antivectorial señalados son habituales en moléculas 
sintetizadas a partir de una vía metabólica secundaria, el descubrimiento de proteínas 
tóxicas en semillas de A. muricata (lectinas, inhibidores de proteasas, proteínas inhibidoras 
de ribosomas (PIR) y ciclopéptidos), abre una ruta metabólica adicional de control de 
vectores (Kocyigit et al., 2023). Las propiedades citotóxicas y de defensa frente al 
ataque de insectos de las proteínas vegetales son propias de varias familias (Dang & 
Van Damme, 2015). Sin embargo, en especies del género Annona la entomotoxicidad 
larvicida se da únicamente en A. muricata y en la acción de las lectinas de sus semillas en 
C. quinquefasciatus (Parthiban et al., 2020a; Parthiban et al., 2020b). En Perú no se ha 
hecho ninguna investigación de referencia que ilustre dicho efecto en la misma especie 
vegetal y el mismo vector. 

En este contexto, nuestro estudio partió de la premisa de que el uso de extractos y 
fracciones proteicas de las semillas de guanábana en determinadas concentraciones y 
tiempos de exposición tiene un efecto larvicida y exhibe distintas respuestas tóxicas frente 
a un culícido modelo de amplia distribución, lo que promete escenarios positivos de un 
posible empleo de A. muricata como insecticida botánico para la disminución poblacional 
del insecto. En este sentido, se evaluó la actividad de los extractos etanólico y de alcaloides 
y de las fracciones proteicas de semillas de A. muricata en larvas de C. quinquefasciatus 
empleando un abordaje comparativo.

Materiales y métodos 
Material vegetal
Los frutos de A. muricata se adquirieron en el mercado de Quillabamba - Cusco, situado a 
1.050 m de altitud. Se separaron las semillas de 5 kg de frutos y se lavaron con hipoclorito 
de sodio (0,5 %) para su desinfección; posteriormente se secaron en estufa a 40 °C durante 
10 h. Las semillas se molieron hasta obtener un polvo uniforme (Alegre, 2017).

Procesamiento de extractos y fracciones proteicas
Extracto etanólico (ExtEtOH). Las semillas pulverizadas (200g) se maceraron en 400 mL 
de etanol al 96 % en un recipiente de vidrio color ámbar herméticamente cerrado mantenido 
en oscuridad a 22 °C. El procedimiento incluyó la remoción continua del sistema durante 
una semana. El extracto etanólico filtrado se concentró en un rotaevaporador (LabTech 
EV311VA) a 370 mbar de presión y 40 oC (Bobadilla, 2005). 

Extracto de alcaloides (ExtAlc). La harina de semillas así obtenida se desengrasó 
durante 8 horas con 2-propanol; luego, 100 g se homogeneizaron con 400 mL de ácido 
tricloroacético al 5 % en agitación constante durante 12 horas. La mezcla se centrifugó 
(6000 rpm x 15min) y el sobrenadante se alcalinizó con 10 mL de hidróxido de sodio 10 M 
en un embudo de separación. Los alcaloides se extrajeron con diclorometano (3 x 50 mL), 
se recuperó la fase orgánica y se evaporó en un rotaevaporador a 40 °C (Zamora-Natera 
et al., 2005).

Fracciones proteicas (FP). Las semillas pulverizadas (20g) se desengrasaron con 
2-propanol (proporción 1:4 p/v a 15 °C por 4 h). Una doble filtración al vacío eliminó 
la interferencia de contaminantes grasos. El material desgrasado y seco se extrajo en 
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solución salina de NaCl 0,15 M (proporción 10:90 p/v) a 4 °C durante 4 h (Brandão-
Costa et al., 2018). El extracto acuoso se centrifugó a 5000 rpm durante 15 min y el 
sobrenadante se filtró por jeringa Minisart® (0,22 µm). Las proteínas se separaron por 
cromatografía de exclusión molecular con Sephadex G-75, utilizando como eluyente el 
tampón Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0. La columna se equilibró y se colocaron 
las muestras con elución de 0,25 mL/min. Las fracciones recuperadas se leyeron por 
BioSpectrometer® Kinetic Eppendorf (Germany) a 280 nm. La concentración proteica 
se determinó por el método del ácido bicinconínico (BCA, sensibilidad entre 0,02 a 1,0 
mg/mL). Para esto, una alícuota de 200 µl de BCA: CuSO4 (50:1) se agregó a 25 µl de 
la muestra proteica y se incubó a 37 °C (en oscuridad durante 25 min en placa) y se leyó 
en el espectrofotómetro a 562 nm (Brousett-Minaya, 2013). Por último, los extractos 
etanólico y de alcaloides y las fracciones proteicas purificadas liofilizadas en un equipo 
Labconco (2,5 L) se almacenaron a 4 oC.

Tamizaje fitoquímico. El vegetal triturado (20g) fue macerado en diclorometano 
(CH2Cl2), etanol (EtOH) y agua de grado analítico durante cinco días. Para la marcha fito-
química se empleó la técnica del Instituto Nacional de Salud (INS, 1999), que consiste en 
un conjunto de reacciones específicas de coloración y precipitación para detectar los tipos 
de metabolitos secundarios presentes.

Con los reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner se determinaron los alcaloides 
(Coy, 2014;), en tanto que con el reactivo de Liebermann-Burchard se rastrearon los 
esteroides y triterpenos (Ardila, 2014). Con las soluciones de Fehling, Baljet, Kedde y 
Shinoda se detectaron, respectivamente, azúcares reductores, lactonas, cardenólidos, 
acetogeninas y flavonoides (Ardila, 2014;). El hidrato de tricetohidrindeno (ninhidrina) 
reaccionó a la presencia de aminoácidos y con el ensayo de espuma se reconocieron las 
saponinas, en tanto que el viraje de color del cloruro férrico (FeCl3) indicó la presencia de 
taninos (Valencia, 2005). El gradiente de presencia o ausencia de metabolitos se expresó 
como muy abundante (++++), abundante (+++), moderado (++), leve (+) o ausente (-).

Material biológico. Las larvas y pupas de C. quinquefasciatus procedían de estanques 
artificiales del margen rural del distrito de La Yarada-Los Palos (Tacna, Perú) (Figura 1). 
Las larvas se mantuvieron hasta la emergencia de adultos dentro de cubetas de plástico 
protegidas con tela de tul, según el protocolo estándar (Kauffman et al., 2017). En el 

Figura 1. Mapa de ubicación del sitio de recolección de larvas de C. quinquefasciatus
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laboratorio las variables abióticas registradas fueron las siguientes: temperatura de 20 a 
23 oC, humedad relativa de 67 a 70 %, fotoperiodo de 12:12 h (claro: oscuro). Se criaron 
300 larvas de mosquito en bandejas de plástico de 30,3 x 22,1 x 7,5 en un volumen de 3L 
alimentadas con el suministro diario de detrito vegetal mezclado con alimento estéril para 
peces en proporción de 1:1. La determinación taxonómica incluyó el análisis morfológico 
de las cerdas, el tamaño del sifón y la papila anal en larvas, los tergitos abdominales, la 
morfología y el color de las patas, y la disposición de las escamas cefálicas en las hembras 
adultas (Consoli & Oliveira, 1994).

Ensayo de mortalidad. Este se adecuó a partir de un modelo de bioensayo estándar 
para evaluar la potencia de sustancias derivadas de plantas (Karunarathne et al., 2022; 
Ahmad et al., 2023). Dado que se trataba de un estudio de base con el propósito de 
suministrar evidencias primarias de mortalidad de metabolitos proteicos, nuestro proce-
dimiento no incluyó protocolos estrictos de vigilancia de la susceptibilidad con alguna 
cepa de referencia para detectar la resistencia a los insecticidas convencionales (Grossman 
et al., 2020). La revisión bibliográfica de reportes sobre el estado local del agua medido 
por estándares peruanos de calidad hídrica, demostró que esta es apta para el consumo de 
animales y humanos previa cloración (pH, coliformes, metales disueltos y otros) (Chino, 
2019). Sin embargo, la ausencia total de reportes sobre la afectación ambiental por insec-
ticidas se contrapone a la gran extensión de áreas agrícolas que al 2020 (Alvarado et 
al., 2020) se dedicaba a actividades económicas demandantes de cantidades considerables 
de agroquímicos debido al alto riesgo de que estos penetren los reservorios hídricos y, 
por ende, afecten a los invertebrados acuáticos. En ese contexto, en la evaluación de la 
mortalidad se emplearon larvas f1 libres de insecticidas provenientes de la generación 
parental recolectada en campo (WHO, 2005). 

La unidad experimental del ensayo consistió en un vaso de plástico estéril que contenía 
una solución bioinsecticida y 20 larvas del IV estadio temprano. En un volumen final de 
150 ml, cada unidad experimental recibió tres réplicas de 0,05; 0,1; 0,3 y 0,5 mg/mL de 
ExtEtOH, ExtAlc y FPs, respectivamente, además de controles de agua potable sin cloro. 
Las concentraciones se determinaron con base en las experiencias previas con las semillas 
de la especie frente a A. aegypti (Bobadilla, 2005). La mortalidad registrada a las 24, 36, 
48, 60 y 72 h fue acumulativa y se confirmó por inamovilidad corporal de los individuos al 
punzar el mesotórax con un estilete de extremo romo. 

El porcentaje de mortalidad se corrigió empleando la fórmula de Abbott cuando la 
mortalidad en el control se situó entre el 5 y el 10 % (Abbott, 1925).

% mortalidad en tto - % mortalidad en grupo control
100 - % mortalidad grupo control ×100% mortalidad corregida =

Análisis estadístico
Los datos transformados a función probit evidenciaron al linealizarse la naturaleza sig-
moidal de la respuesta (relación dosis-respuesta) para estimar la concentración letal media 
(CL50) y comparar la bioactividad (Robertson, 2017). El valor de probabilidad (p) del 
ajuste (p>0,05) o del ajuste no adecuado (p<0,05) de los datos se confirmó con la prueba 
de bondad de ajuste de ji al cuadrado (X2)

La mortalidad larval se evaluó en seis ocasiones (hora) en función de la concentración 
y el tipo de sustancia larvicida. Estos criterios fundamentaron la elección del análisis de 
varianza de medidas repetidas (RM-ANOVA) para determinar las diferencias significativas 
(p<0,05) y no significativas (p>0,05) en las concentraciones de FP, ExtEtOH y ExtAc 
(variable independiente) y la mortalidad (variable dependiente) (Hothorn, 2014). Los 
supuestos del RM-ANOVA incluyeron la verificación de la normalidad de los datos con el 
test de Shapiro-Wilk (p>0,05, se acepta la H0 de distribución normal de datos inferior a 50 
sujetos por unidad experimental) (l) y la prueba de esfericidad de Mauchly para la igualdad 
de varianzas (Ohba et al., 2013). El paquete “rstatix” en la librería (rstatix) del RStudio 
sirvió para desarrollar el test de bondad de ajuste de X2 (función chisq_test()), además de 
aplicar el RM-ANOVA (funcion anova_test()), el test de Shapiro-Wilk (función shapiro.
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test(x), donde x es un vector numérico con datos, y la prueba de esfericidad de Mauchly, la 
cual se reportó automáticamente con la función anova_test() (Kasaambara, 2023). Todo 
el análisis estadístico se procesó con el software libre RStudio, ver. 4.3.1, para Windows 
(R Project for Statistical Computing).

Resultados
Fracciones proteicas
El cromatograma reveló la separación de cinco fracciones proteicas (FP) (1 – 5) (Figura 2). 
La FP1 (0,5 mg/ml), la FP2 (0,3 mg/ml) y la FP3 (0,5 mg/ml) mostraron concentraciones 
aceptables y se eligieron para la evaluación larvicida.

Análisis fitoquímico 
Se observó un mayor número e intensidad de metabolitos en la fracción correspondiente 
a ExtEtOH (Tabla 1), características relevantes para su elección en las pruebas larvicidas, 
al igual que en el extracto de alcaloides. La extracción orgánica con CH2Cl2 reveló una 

Tabla 1. Tamizaje fitoquímico de las semillas de A. muricata

Solvente Metabolitos Intensidada Reactivos

EtOH Alcaloides + + + + Dragendorff
+ + + + Mayer
+ + + + Wagner

Lactonas + Baljet
Flavonoides + + Shinoda
Aminoácidos + + + Ninhidrina
Cardenólidos/acetogeninas + + Kedde
Azúcares reductores + Felhing

CH2Cl2 Esteroides/triterpenos - Liebermann-Burchard
H2O Saponinas - Espuma

Taninos/fenoles + FeCl3

a (++++) muy abundante, (+++) abundante, (++) moderado, (+) leve, (-) ausente.
EtOH: etanol al 96 %; CH2Cl2.: diclorometano

Figura 2. Cromatograma de exclusión molecular de semillas de A. muricata que revela cinco 
fracciones proteicas: 1.FP1; 2.FP2; 3.FP3; 4.FP4 y 5. FP5
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intensidad nula de esteroides y triterpenos, o cualquier otro metabolito, y, juntamente 
con la extracción acuosa asociada con una débil o nula presencia de saponinas y fenoles, 
determinaron su exclusión de los ensayos larvicidas.

Actividad larvicida 
La FP3 mostró control larval a 0,5 mg/ml (7 %) en 12 h, en contraste con las FP1 y FP2, 
las cuales produjeron una mortalidad menor a 3 % entre las 24 y las 36 h. Si bien estas 
dos fracciones evidenciaron un control lento y progresivo hasta la finalización del ensayo 
(FP1: 25 % y FP2: 23 %), la FP3 tuvo un mayor efecto (70 %) en 72 h. La toxicidad de 
ExtEtOH (96 %) se evidenció en las primeras 24 h, con un patrón de control similar en 
potencia con la mínima concentración de 0,05 mg/ml, la cual indujo mortalidad desde el 
inicio del ensayo (12 %) hasta las 48 h (100 %). La mortalidad larval producida por ExtAlc 
fue, en general, inferior a la de ExtEtOH y la FP3 (Tabla 2).

El modelo probit ajustó los datos para el cálculo de las CL50 (p>0,05, X2) (Tabla 3). 
La disminución gradual de los valores de la CL50 fue inversa al incremento de los tiempos 
de exposición del bioensayo. Esto significa que mantener el patrón de mortalidad larval 
al 50 % requerirá de menor concentración de FP a medida que los tiempos de exposición 
aumentan. Al comparar las CL50 de las tres FP, la menor demanda gradual de FP3 entre 
las 36 h (0,66 mg/ml, p=0,166) y las 72 h (0,28 mg/ml, p=0,227) reveló mayor potencia 
larvicida con respecto a las CL50 de FP1 y FP2. Sin embargo, la CL50 de ExtEtOH (0,03 
mg/ml, p=0,976) demostró un control larval superior a las 36 h que el de la FP3 y el ExtAlc 
(0,74 mg/ml, p=0,754). El 100 % de mortalidad producida por ExtEtOH entre las 48 h y las 
72 h imposibilitó el procesamiento de las CL50, restricción que coincidió con las CL50 de FP 
y ExtAlc entre las 12 y las 24 h debido a la nula o baja mortalidad vectorial.

Análisis de la respuesta larvicida frente a FP, ExtEtOH y ExtAlc 
Factores de variación como la concentración, las fracciones proteicas y los extractos a lo 
largo de los seis tiempos de exposición implicaron respuestas larvicidas significativamente 
distintas (p<0,05) (Tabla 4). Con ciertas excepciones en las que los valores de R2 no se 
calcularon en FP1 y FP2 (Figura 3a-c), ni en ExtEtOH (Figura 3d-f) debido a registros 
extremos de mortalidad nula o total, el ajuste del modelo de regresión se explicó con el 
50 % (R2>0,60) de la variabilidad total. A lo largo del ensayo las sustancias ejercieron dos 
patrones de toxicidad: la asociada a la letalidad larval inmediata en ExEtOH y la mediata 
en FP y ExtAlc. En el primer caso, la respuesta larvicida iniciada a las 12 h (R2=0,75) 
se incrementó hasta las 48 h (R2=np), momento que se refleja en la línea horizontal 
indicadora de máxima mortalidad (Figura 3d-f). En contraste, las respuestas larvicidas 
bajas y similares de FP y ExtAlc (R2: 0,50-0,89) a partir de las 12 h tuvieron una evolución 
escalonada hasta un máximo a las 48 h (R2: 0,65-0,84), con tendencia a la estabilización 
del control larval dentro de las 72 h (R2: 0,66-0,78) (Figura 3d-f).

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de C. quinquefasciatus entre las 12 y las 72 horas de exposición al extracto etanólico (ExtEtOH), 
el extracto de alcaloides (ExtAlc) y las tres fracciones proteicas (FP1, FP2 y FP3) 

Tiempos (h) 12 24 36 48 60 72

Concentraciones 
(mg/ml)

0,05 0,1 0,3 0,5 0,05 0,1 0,3 0,5 0,05 0,1 0,3 0,5 0,05 0,1 0,3 0,5 0,05 0,1 0,3 0,5 0,05 0,1 0,3 0,5

ExtEtOH 12 32 42 97 53 68 83 100 92 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

ExtAlc 0 0 3 3 0 12 15 18 0 23 25 30 0 30 32 38 0 32 37 42 0 32 37 43

FP1 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 3 5 0 5 12 10 0 12 22 18 0 12 25 25

FP2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0 7 8 8 0 17 15 15 0 17 18 23

FP3 0 0 0 7 0 0 3 15 0 15 18 33 7 30 35 52 12 43 45 63 12 50 50 70

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 3. CL50 (mg/ml) del extracto etanólico (ExtEtOH), el extracto de alcaloides (ExtAlc), y las 
fracciones proteicas (FP1, FP2 y FP3) de semillas de A. muricata en C. quinquefasciatus

Tiempos 
(h) 

Extractos Fracciones proteicas

ExtEtOH X2 (p)* ExtAlc X2 (p) FP1 X2 (p) FP2 X2 (p) FP3 X2 (p)

12 0,25 0,231 np np np np np np np np

24 0,02 0,169 0,97 0,351 np np np np np np

36 0,03 0,976 0,74 0,754 1,05 0,500 1,12 0,764 0,66 0,166

48 np** np 0,60 0,708 1,17 0,106 1,55 0,135 0,47 0,140

60 np np 0,54 0,336 0,91 0,098 1,40 0,054 0,34 0,241

72 np np 0,52 0,389 0,73 0,113 0,88 0,075 0,28 0,227
* X2 (p): valor de probabilidad del test de bondad de ajuste de ji al cuadrado
** np: valor de ji cuadrado no procesado

Tabla 4. ANOVA de medidas repetidas de concentraciones (Cc.) extractos (Extr.) y fracciones 
proteicas (FP) en seis tiempos de exposición (12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas). Se muestran las 
diferencias significativas (p<0,05) en cada factor de variación.

FV SC gl CM Razón F p

12 h Cc. 12,60 11 1,15 2,694 0,010

Extr./FP 84,83 4 21,21 49,891 0,000

Error 18,70 44 0,43   

Total 116,13 59    

24 h Cc. 20,37 11 1,85 4,302 0,000

Extr./FP 141,92 4 35,48 82,412 0,000

Error 18,94 44 0,43   

Total 181,23 59    

36 h Cc. 29,14 11 2,65 7,822 0,000

Extr./FP 232,94 4 58,23 171,952 0,000

Error 14,90 44 0,34   

Total 276,98 59    

48 h Cc. 24,02 11 2,18 9,729 0,000

Extr./FP 202,23 4 50,56 225,217 0,000

Error 9,88 44 0,22   

Total 236,14 59    

60 h Cc. 30,20 11 2,75 10,658 0,000

Extr./FP 180,01 4 45 174,723 0,000

Error 11,33 44 0,26   

Total 221,54 59    

72 h Cc. 34,09 11 3,10 11,803 0,000

Extr./FP 173,84 4 43,46 165,487 0,000

Error 11,56 44 0,26   

Total 219,49 59    

FV: fuente de variación; SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM: cuadrados medios
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La evaluación independiente de cada sustancia indicó la tendencia de las larvas a 
responder diferencialmente a la potencia tóxica, con una mortalidad completa en ExtEtOH 
antes de las 48 horas (Figura 4a) en contraste con ExtAlc (Figura 4b) y FP3 (Figura 
4c). Esta última, tomada como referente de mayor toxicidad de las fracciones proteicas, 
proporcionó, además, un esquema general de discreta respuesta inicial que se amplió 
gradualmente sin alcanzar la mortalidad total (72 h).

Figura 3. Actividad larvicida basada en la concentración (log) del extracto etanólico (ExtEtOH), el 
extracto de alcaloides (ExtAlc) y tres fracciones proteicas (FP1, FP2 y FP3) Vs. mortalidad (probit) 
de C. quinquefasciatus. La mortalidad larval observada a las 12 h (a), 24 h (b), 36 h (c), 48 h (d), 60 
h (e) y 72 h (f) se muestra en comparación con ExtEtOH y ExtAlc (líneas discontinuas), así como 
FP1 (línea sólida negra), FP2 (línea sólida anaranjada) y FP3 (línea sólida verde). Los coeficientes 
de determinación (R2) se indican en el extremo de las líneas de tendencia y su no procesamiento se 
denota por np 

Figura 4. Diferencial tóxico del extracto etanólico ExtEtOH (a), el extracto de alcaloides ExtAlc (b) 
y la fracción proteica FP3 (c) en seis tiempos de exposición (12h, 24h, 36h, 48h, 60h y 72 h) 
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Discusión
Los distintos valores de mortalidad de las sustancias (ExtEtOH, ExtAlc y FP) sugieren 
dos mecanismos de toxicidad larval: la respuesta inmediata y la respuesta mediata. En 
la respuesta inmediata, las concentraciones, la parte vegetal y el solvente de extracción 
(etanol al 95 %) revelaron que el ExtEtOH ejerció un efecto temprano adverso sobre las 
larvas del culícido. La respuesta en las 12 h iniciales (12 - 97 %) fue total a las 48 h 
(Tabla 2), resultados que son congruentes con las pruebas de insecticidas en A. aegypti y 
Anopheles sp., incluso a partir de los 60 minutos de iniciado el bioensayo (Bobadilla et al., 
2002; Bobadilla et al., 2005). 

Una explicación del potente control larval se debería a los principios activos detec-
tados en el tamizaje fitoquímico (Tabla 1). ExtEtOH se compone mayoritariamente de 
alcaloides, cardenólidos o acetogeninas y compuestos que contienen grupos aminos libres 
(aminoácidos, péptidos), como se ha reportado en trabajos previos (Neglo et al., 2021; 
Zubaidi et al., 2023). La intensa reacción observada en alcaloides puede indicar un mar-
cado contenido de los clasificados como isoquinoleínicos, aporfínicos y protoberberínicos 
(Moghadamtousi et al., 2015). A pesar de que su acción insecticida no ha sido completa-
mente esclarecida en A. muricata, la citotoxicidad de estos compuestos en líneas celulares 
y el efecto inhibitorio a la acetilcolinesterasa encargada de la correcta transmisión neuro-
muscular (Iranshahy et al., 2014), son hallazgos que sugieren la acción larvicida en C. 
quinquefasciatus.

La reacción positiva al reactivo de Kedde puede responder a la presencia de anillos 
α-β-insaturados o gamma-lactona saturados, los cuales revelan la presencia de acetogeninas 
(ACG) (Aguilar-Hernández et al., 2020), lo que se relacionaría con la fuerte actividad 
larval en ExtEtOH, tal como se ha revelado en otro estudio (Al Kazman et al., 2022). Por 
otro lado, la ninhidrina detectó una relativa intensidad de aminoácidos, aunque también 
demuestra su especificidad para péptidos y proteínas (Friedman, 2004). La presencia de 
estas moléculas sugiere la acción insecticida en ExtEtOH mediada por fitopéptidos tóxicos 
(orbítidos) inhibidores de proteasas (PIR ciclohexapéptido), lo que también se ha revelado 
en la extracción etanólica o metanólica de semillas de A. muricata (Fisher et al., 2019).

El análisis de los principios activos contenidos en ExtEtOH sugiere que hay potencia 
larvicida de acción multiobjetivo en un patrón de interacción por contacto e ingesta. 
Conceptualmente la sinergia alude a valores muy altos de toxicidad en el efecto combinado 
de sustancias vegetales e insecticidas (Mansour et al., 2010), en tanto que el control 
por contacto e ingesta en acetogeninas (Costa et al., 2018;) y la neurotoxicidad de los 
alcaloides (Riley-Saldaña et al., 2017) pueden ser indicadores del efecto combinado e 
independiente por interacción aditiva de los metabolitos (Fong et al., 2017). Las evidencias 
que respaldan preliminarmente este postulado son la rápida mortalidad en ExtEtOH (Tabla 
2), la relación dosis-respuesta (Figura 4a) y los mínimos valores de CL50 (Tabla 3), lo que 
sugiere una eficiente penetrabilidad de principios activos a los órganos blanco de la larva 
y su subsiguiente muerte. Aunque hay una posibilidad de interacción antagónica, como 
sucede en los biopesticidas (Harte et al., 2024), ante el potente control larval de ExtEtOH 
se infiere una posible acción larvicida aditiva contra C. quinquefasciatus si ésta produce 
en concordancia con el modo de acción de los diversos metabolitos, comparada con la sola 
actividad del conjunto de alcaloides en ExtAlc y de las proteínas en FP. Sin embargo, la 
determinación exacta de las posibles interacciones de las sustancias en el extracto queda 
por resolverse en futuros análisis de fraccionamientos biodirigidos y modelamientos 
estadísticos (curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y factor de toxicidad) (Mansour et 
al., 2011) como respaldo de la hipotética respuesta inmediata.

Una posible explicación de la acción mediata de las FP respondería a la bioactividad 
de los inhibidores de proteasas y lectinas en la vía digestiva (Vandenborre et al., 2011). 
Los inhibidores de proteasas pertenecientes a la familia Kunitz y Bowman-Birk (BBI) 
reprimen la bioquímica de la serina, la cisteína, el aspartato o las metaloproteinasas, 
disminuyendo la actividad de proteasas digestivas en el mesenterio de C. quinquefasciatus 
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con el subsiguiente efecto larvicida (Dantzger et al., 2015; Ayana-Gayathri & Evans, 
2018). Según estos antecedentes, los estudios más recientes de BBI extraídos de semillas de 
A. muricata han revelado la capacidad inhibitoria de las cisteína proteasas del mesenterio 
larval de A. aegypti (Aparna et al., 2021), lo que se considera clave para entender el 
modo de acción similar de tales inhibidores en el aparato intestinal del vector en estudio. 
Otro grupo de proteínas circunscritas a lectinas confiere un efecto insecticida debido al 
enlazamiento químico con la membrana de borde en cepillo del epitelio intestinal y la 
membrana peritrófica en insectos (Lagarda-Díaz et al., 2017). La letalidad de larvas de 
A. aegypti por deterioro y desorganización estructural del mesenterio sucede, al parecer, 
por la acción de las lectinas (Parthiban et al., 2020a), en contraste con el control larval 
del contenido de fracciones proteicas. Ambos resultados se explican razonablemente por la 
ingestión de fuentes proteicas de alto peso molecular ya probada en experimentos in vivo 
e in vitro en larvas de culícidos (Al-Mehmadi & Al-Khalaf, 2010), lo cual valida nuestra 
hipótesis de la toxicidad digestiva de proteínas tóxicas que, análogamente, producen 
alteración del mesenterio en C. quinquefasciatus. 

Por consiguiente, el efecto larvicida por ingesta de FP3 desde las 24 h, y en menor 
intensidad de FP1 y FP2 pasadas las 36 h (Figuras 3, 4), podría ser consecuencia de los 
daños en el aparato intestinal que se reflejan en la respuesta larvicida retardada. Mientras 
la alteración de la matriz peritrófica no haya sido evidenciada ultraestructuralmente en C. 
quinquefasciatus, es previsible que ocurra una respuesta enterotóxica muy semejante, tal 
como Parthiban et al. (2020b) lo plantearon en larvas de A. aegypti.

Conclusión
El extracto etanólico y de alcaloides y las fracciones proteicas de las semillas de A. muricata 
produjeron mortalidad en las larvas de C. quinquefasciatus. La letalidad del extracto 
etanólico fue inmediata y total hasta la mitad del tiempo del bioensayo, en contraste con el 
extracto de alcaloides y las fracciones proteicas, cuya toxicidad fue parcial y progresiva, 
extendiéndose al máximo tiempo de evaluación. La respuesta inmediata producida por 
el extracto etanólico puede explicarse por el efecto aditivo de contacto y digestivo de la 
bioactividad del amplio espectro de metabolitos, comparado con la sola acción digestiva 
del extracto de alcaloides y las fracciones proteicas de respuesta mediata.
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