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SINTESIS

Los aceites esenciales de Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch, Citrus
aurantium L., Curcuma longa L., Curcuma aureginosa, Eucalyptus globulus Labill
Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake, Ocimum basilicum L., Piper aduncum subsp
ossanum(C. DC.) Saralegui, aceite de trementina (AT) y aceite de trementina
modificado (ATM) evidenciaron significativa actividad larvicida con
concentraciones letales medias (CLso) inferiores a 100 mg/L en las poblaciones
evaluadas de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus. Los aceites de
M. quinquenervia, C. aurantium y ATM provocaron un efecto inhibidor de la
emergencia de los adultos de Ae. aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus, lo que
sugiere que la aplicacion de la CLs en el estado de larva, logra un control efectivo
de las poblaciones de mosquitos adultos. Se observéd una disminucion de a-
esterasas, P-esterasas, P450 monooxigenasas y un aumento no significativo de la
actividad Glutation transferasa en larvas de la poblacion SMP2011 (Ae. aegypti)
expuestas a ATM, aspecto que sugiere que estas enzimas detoxificadoras no estan
relacionadas con los valores superiores de CLso y CLo de la poblaciéon SMP 2011 en
relacion a las cepa susceptible. La actividad adulticida de los aceites evaluados,
excepto para C.aurantium se demostrd por las metodologias de las botellas y
papeles impregnados. Se informa por primera vez para la region de las Américas,
la actividad adulticida de los aceites de B. graveolens, C. longa, C. aeruginosa, P.
aduncum subsp ossanum y O. basilicum sobre las especies de mosquitos evaluadas.
La formulacién de aceite de M. quinquenervia al 20 % en dipropilenglicol (M20D)
como repelente manifestd mayor tiempo de proteccion (4,5 horas) que ambas
formulaciones de C. aurantium las que oscilaron entre 1,5-2,5 horas. Se informa
repelencia a la ovipuesta de los aceites evaluados lo que favorece su utilizaciéon en
recipientes donde pueda ocurrir la oviposicion de estos vectores.



GLOSARIO

Ache: acetilcolinesterasa

AT : Aceite de trementina sin tratamiento fotoquimico

ATM: Aceite de trementina con tratamiento fotoquimico

CDC: Centers for Disease Control and Prevention por sus siglas en inglés Centro para
la Prevencion y el Control de Enfermedades por sus siglas en espafiol
CENPALAB: Centro para la Produccion de Animales de Laboratorio, Bejucal,
Mayabeque, Cuba.

CENSA: Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria, San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba.

CG-EM: Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masa

CLso y CL90: Concentraciones letales de la sustancia que provocan el 50 y 90 % de
mortalidad de los organismos tratados la poblacion respectivamente

DEET: dietil toluamida

DENV-1: Virus dengue 1

DENV-2 : Virus dengue 2

DENV-3: Virus dengue 3

DENV-4 : Virus dengue 4

DMSO: Dimetil sulféxido

EST:a y 3 carboxilesterasas

FR: factor de resistencia

GABA: Gamma amino-butyric acid por sus siglas en inglés, acido gamma-
aminobutirico por sus siglas en espatiol

GST: Glutation-S-transferasa

HJ: Hormona juvenil

IFAL: Instituto de Farmacia y Alimentos

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

MFO: Mixed Function Oxidases por sus siglas en inglés, también conocida como
Monooxigenasas dependiente de Citocromo P450

M15A (M. quinquenervia al 15 % +aceite mineral



M20A (M. quinquenervia al 20 %+ aceite mineral

M15D (M. quinquenervia al 15 %+dipropilenglicol

M20D (M. quinquenervia al 20 %+dipropilenglicol

OIBS: Organo de Integracion para el Bienestar Social

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

PP: porcentaje de proteccion

PMD: 3.8-diolparamentano

RSI: Reglamento Sanitario Internacional

RO: receptores olfatorios

ROs: receptores olfatorios especificos

RGN: receptor gestatorio neuronal

SMP2011: poblacion San Miguel del Padrén 2011

TD: tiempo diagnostico

TRPAT: (transient receptor potential ankyrin 1 por sus siglas en inglés ,potencial
receptor transitorio de anquirina 1, por su siglas en espafiol)

TMBZ: tetrametilbenzidina

TDso y TDoo: Tiempo de letales que provocan el derribo del 50 y 90 % de la
poblacion respectivamente

WSMol (lectina soluble en agua obtenida de Moringa oleifera

30PI formulacion del aceite de Citrus aurantium al 30 % en propilenglicol
30PII formulacion del aceite de Citrus aurantium al 30 % en propilenglicol +
vainillina
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INTRODUCCION

Las crisis generan oportunidades y los cambios por lo general son vistos como
adversidades, pero estos son bendiciones



INTRODUCCION

Dentro de la fauna entomoldgica, los mosquitos, constituyen uno de los grupos de
mayor importancia médica por su papel preponderante en la transmision de
enfermedades al hombre (WHO, 2017) y a los animales (O'Meara, 1992; de
Carvalho et al.,, 2013). Entre las enfermedades transmitidas por estos insectos se
encuentran las arbovirosis como la fiebre amarilla, virus del Nilo occidental
(Shepard et al., 2011), chikungunya (Corrales, 2015) y zika (Fauci y Morens, 2016) y
dengue (PAHO, 2016), las que han incrementado su incidencia en los ultimos
anos, (PAHO, 2017).

El dengue constituye una virosis endémica en mds de 100 paises distribuidos en
Africa, las Américas, el Mediterrdneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico
Occidental (OMS, 2009). A nivel mundial, es la arbovirosis mas comun, con un 40%
de la poblacién expuesta en zonas de transmision. Segun estimacion de la
Organizacion Mundial de la Salud se producen 390 millones de infecciones por
dengue cada afio, de los cuales 96 millones (67 a 136 millones) se manifiestan
clinicamente (Bhatt ef al., 2013; WHO 2016).

La propagacion de este virus se atribuye a la expansion geografica de Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762), el mosquito mas importante implicado en la transmision de los

cuatro serotipos del dengue que afectan a numerosos paises en las Américas (OPS,



2016). Hace algunos afos, Aedes albopictus (Skuse, 1895) se consideré como un
vector de menor importancia en la transmision del virus del dengue en areas
donde ambas especies son simpatricas (Chan, 1985). Investigaciones realizadas
anos después se detectd la presencia de Ae. albopictus naturalmente infectado con
DENV-1 y DENV-2 en el Valle del Cauca, (Méndez et al., 2006) y en Medellin
Colombia con DENV-2 (Goémez-Palacio et al., 2017), en Ceard, Brasil por DENV-2 y
DENV-3 (Martins et al., 2012), por lo que su participacion en la dindmica de
transmision del dengue a los humanos no puede descartarse.

En Cuba, la epidemia de dengue ocurrida por el arribo del DENV-2 en 1981,
totalizo 344 203 casos notificados, de los cuales 10 312 fueron graves, con 158
defunciones (Guzman et al.,, 1988). En el afio 2000, se reportd la circulacion del
DENV-3 y DENV-4 en La Habana (Guzman y Kouri 2002). Posteriormente, en 2006
ocurrié un incremento de la transmision (OPS, 2006), detectandose casos de
dengue en 8 provincias del pais (Camagiiey, Ciego de Avila, Cienfuegos, La
Habana (antes de la division en Artemisa/Mayabeque), Guantanamo, Villa Clara,
Las Tunas y la Ciudad de La Habana, donde se aislaron los serotipos 3 y 4. A pesar
de los esfuerzos para controlar la transmision del dengue en Cuba, durante la
ultima década se detectd la co-circulacion de diferentes serotipos en el pais (Diaz
2014). Del 2014 al 2016, aunque los datos reflejan una disminucién en el tiempo
(OPS, 2016), la incidencia de la enfermedad es auin elevada en nuestro pais.
Chikungunya constituye otra virosis de importancia médica trasmitida por Ae.
aegypti. En el 2014, las autoridades sanitarias de Cuba confirmaron 13 casos de
fiebre por chikungunya, todos ellos en personas provenientes de paises con
incidencia de esta enfermedad o paises endémicos (OPS, 2014), sin ningtin caso
nuevo hasta el momento.

Zika, ha sido el virus de mas rapida introduccion y propagacion en la region de las
Américas. El primer caso confirmado de transmision local de este virus en Cuba
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ocurrié en la semana epidemiologica 11 de 2016. La Oficina Cubana para el
Registro Sanitario Internacional (RSI) inform¢ a la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) de 21 casos de esta enfermedad importados en ese mismo afio
(OPS, 2016), para el afio 2017, este virus se propagd a varios municipios del pais
(OPS, 2017).

El virus del Nilo occidental desde su introduccion en 1999 en los Estados Unidos,
se propago y establecié desde Canada hasta Venezuela relaciondndose los sitios de
aparicion de los brotes con las principales rutas de las aves migratorias (OMS,
2011). En Cuba el primer caso en humano y equinos de este virus, se documenté en
el afio 2005 (Pupo-Antunez et al .,2006). Hasta el afio 2018, no se informaron casos
confirmados de este virus.

Otra virosis de importancia médica y de nueva reemergencia en las Américas lo
constituye la fiebre amarilla. Entre enero de 2017 y noviembre de 2018, Bolivia,
Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa y Pert informaron casos de esta
enfermedad (OPS, 2018).

La no existencia de una vacuna efectiva para el combate de estas enfermedades
arbovirales excepto para la fiebre amarilla, hace que la disminucién de su
incidencia sea a través del combate de los vectores utilizando como primera opcion
los plaguicidas sintéticos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca,
dentro de sus Estrategias para el Control de Vectores 2017-2030, el importante
papel de la implicacion de la comunidad y el estudio de las nuevas herramientas
de control, sin desechar la utilizaciéon de plaguicidas en los picos epidémicos
(WHO, 2016).

El Programa Nacional de Control de Ae. aegypti y Ae. albopictus en nuestro pais,
desde sus inicios en el afno 1981, tiene establecido la vigilancia regular y
destruccién de los criaderos, ademas de la utilizacion de los insecticidas quimicos.
En muchos casos, esto se complementa con otros métodos de control como; el
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fisico, el biologico, las campanas educacionales y la participacion de la comunidad
(DNVLA, 2012). A partir de la década de los 90 se produjo la reinfestacion y
expansion de Ae. aegypti en varias provincias del pais. El déficit en algunos
servicios publicos basicos, como el abasto de agua y la recoleccion de desechos
sOlidos y el deterioro en las actividades de saneamiento ambiental ocasiono el
aumento del namero de criaderos en esta década (Marquetti, 2006), situacion que
se mantiene a intervalos (Castillo et al.,2014).

El control de vectores a nivel mundial, se enfrenta a cambios en las poblaciones de
mosquitos como resultado de la exposicion directa o indirecta a plaguicidas
(WHO, 2017). En Cuba, este fendmeno, no es diferente. Se report6 con anterioridad
resistencia a varios grupos de insecticidas sintéticos en condiciones de laboratorio
(Rodriguez et al., 2009, 2010), un aumento de la longevidad en Ae. aegypti y Culex
quinquefasciatus (Say, 1823) (Suarez et al, 1999, 2002) y por consiguiente la
inferencia de que individuos mas longevos poseen mayor capacidad vectorial
debido a su mayor oportunidad de picada (Suarez et al., 2002). Estos estudios de
laboratorio (Rodriguez et al., 2009, 2010, 2016; Bisset et al., 2011, 2016) aunque
informan resistencia, las evaluaciones efectuadas en condiciones de campo
muestran que la mayoria de los plaguicidas utilizados, atn presentan efectividad
contra Ae. aegypti (Bisset et al., 2011; Montada et al., 2012, 2013).

No obstante la busqueda incesante de nuevas formas de control, es de vital
importancia para los programas integrados de plagas.

Las plantas, por sus antecedentes en el combate de insectos, constituyen una
alternativa, que pretende retomarse e insertarse dentro de los nuevas politicas de
control; por su actividad bioldgica sobre numerosas especies de mosquitos
(Pitarokili et al., 2011; Noleto et al., 2013, 2015) y porque en muchos casos
demuestran ser una fuente promisoria y sostenible ecolégicamente para el control

plagas (Masetti, 2016; Preedy, 2016).



Dentro de los productos de origen botdnico, los aceites esenciales actian como
ovicidas, larvicidas, adulticidas y reguladores del crecimiento sobre varias especies
de insectos (Isman, 2016). Estos compuestos tienen una utilidad demostrada y/o
potencial, ya sea como aditivos de alimentos, farmacos o plaguicidas de origen
natural y con mayor aceptacion por su probada eficacia y baja inocuidad al medio
ambiente (Isman, 2016).

Nuestro pais posee una extensa y variada flora, de la cual Roig (1965) destacd
diversas especies vegetales biosintetizadoras de sustancias con actividad
plaguicida. Algunas se han estudiado desde el punto de vista quimico y como
fuente de fitosanitarios potenciales, sobre plagas agricolas Sanchez et al., (2012);
Infante et al., (2013); Duarte et al., (2013) aunque no lo suficiente (Pino et al., 2013).
En menor cuantia se comprob6 en vectores de importancia médica como Blatella
germanica (Linnaeus 1767) y Musca domestica (Linnaeus 1758), (Leyva et al., 20072®
2008). En la caracterizacion estructural de muchas de estas plantas se identifican
una gran variedad de compuestos, que potencialmente se responsabilizan con
actividad bioplaguicida en insectos (Lucia et al., 2007; Santos et al., 2010 »*; Barbosa
et al., 2012).

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos queda implicito que es necesario
continuar, ampliar y profundizar las investigaciones con aceites esenciales para el
control de vectores de importancia médica. Debido a esto nos trazamos la siguiente

hipotesis de trabajo:

HIPOTESIS

Los aceites esenciales de algunas plantas cubanas, constituyen una fuente de
materia prima para la produccion de formulados botdnicos con utilidad en el

control de mosquitos de importancia médica.



Para corroborar esta hipdtesis nos trazamos los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL: Determinar las potencialidades como insecticida de diez

aceites esenciales sobre Ae.aeqypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus como

contribucion a la busqueda de nuevas alternativas para el control de vectores de

importancia médica

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar la actividad larvicida de diez aceites esenciales sobre Ae. aegypti, Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus.

Determinar la influencia de la Concentracién Letal 90 (CLw) de los aceites
esenciales mas promisorios, en el desarrollo de larvas de Ae.aegypti, Cx.
quinquefasciatus y Ae. albopictus

Evaluar la actividad de enzimas detoxificadoras en larvas de la poblacion de
Ae. aegypti mas resistente a insecticidas y expuesta a la (CLw) del aceite
esencial con valores mas altos y homogéneos de Factores de Resistencia
(FR).

Determinar la actividad adulticida de aceites esenciales sobre Ae. aegypti, Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus mediante las metodologias de botellas y
papeles impregnados.

Evaluar la actividad ovicida y repelente a la oviposicion de aceites
esenciales utilizados sobre Ae. aegypti 'y Ae. albopictus.

Evaluar la actividad repelente sobre piel humana de formulados de aceites

esenciales sobre Ae. aegypti.



Importancia tedrica

La tesis traza la estrategia de trabajo para la evaluacion de productos naturales
que podrian ser tutiles en el control de vectores de importancia médica. Se aportan
ademas, conocimientos bdsicos para continuar estudios con aceites esenciales de
plantas cubanas, que al menos se infieran posean propiedades insecticidas por su
composicion estructural y que pudieran en un futuro formar parte de los
expedientes de registros de nuevas formulaciones a base de productos naturales.

El estudio y obtencién de candidatos con vista a la elaboracion de formulados
naturales para el control de vectores puede repercutir en el bienestar y la salud de
la poblacion, debido a que pueden ser mejor aceptados si estos parten de plantas

conocidas y con actividad medicinal y/o condimenticias.

Importancia practica

El aporte practico de este estudio es que avala cientificamente la posibilidad de
explotar la bioactividad de aceites esenciales de plantas medicinales como
candidatos naturales para el control de vectores. La introduccion de alternativas
naturales sustentables y biodegradables permite; reducir los gastos generados por

el control y alternar el uso de insecticidas sintéticos.

Novedad cientifica

Estos estudios son los primeros que se realizan en el pais para determinar la
potencialidad como insecticidas de un grupo de aceites esenciales de plantas
contra tres especies de mosquitos de importancia médica.

Se informa por primera vez para la region de las Américas la actividad adulticida
de cinco aceites esenciales sobre Ae. aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus

mediante las metodologias de botellas y papeles impregnados. Los resultados de



este trabajo forman parte de 6 publicaciones (1 nacional y 5 internacionales,
incluyendo un capitulo en un libro) (Anexo 1).

Parte de estos resultados fueron presentados por la autora en 24 eventos cientificos
nacionales e internacionales. Dentro de los mas representativos se encuentran; el
Forum de Ciencia y Técnica del afio 2014 (destacado provincial) y en la edicion del
2017 (destacado municipal), en un Resultado Relevante Institucional del IPK en el
ano 2016 y en las ediciones de las jornadas de Maestrantes y Doctorandos 2017 y
2018 donde fueron premiados (Anexo 2).

Estos resultados permitieron ser la tutora principal de una tesina de técnico medio,
de una tesis de diploma con la Universidad de la Habana y cotutora de una tesis de
diploma con la Universidad de Granma en el afio 2017, asi como la asesorar una
tesis de Maestria conjunta con el Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL).
Publicaciones de la autora, han sido citadas por diferentes autores en revistas

extranjeras (Anexo 3), lo que confirma la novedad de la propuesta.



REVISION BIBLIOGRAFICA

No se equivoca el hombre que ensaya por distintos caminos, alcanzar sus metas, solo lo
hace aquel, que por temor a equivocarse no defiende sus ideas. ..



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos ecologicos de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex
quinquefasciatus

Enfermedades virales reemergentes de gran importancia médica como dengue,
chikungunya, fiebre amarilla, zika, son trasmitidas por Ae. aegypti y Ae. albopictus.
(Shepard et al., 2011; Corrales, 2015; Fauci y Morens, 2016). Otras como las
encefalitis equinas del este y el virus del Nilo occidental son trasmitidas por Cx.
quinquefasciatus. La posibilidad de transmisidén y expansion de estas enfermedades
se debe a diversos factores entre los que se encuentra la ecologia de estos vectores.
Ae. aegypti es una especie de mosquito cuyo origen se ubica en la region etiope.
Trabajos taxondmicos realizados en el afo 2004 reubicaron esta especie en el
género Stegomyia por lo que actualmente se conoce como Stegomyia (Stegomyia)
aegypti Linnaeus 1762 (Reineri et al., 2004). En Cuba, al igual que en el resto del
planeta se le contintia llamando Aedes aegypti ya que esta nomenclatura no se ha
generalizado entre el personal implicado dentro de los programas de manejo y
control de esta especie, por lo que decidimos seguir utilizando la nomenclatura
anterior.

Este mosquito se encuentra sobre todo en los sitos urbanizados de Cuba (Marquetti

et al., 2008, 2009, 2010). Una caracteristica que distingue Ae. aegypti es su habilidad



para desarrollar su fase acudtica en un gran numero de recipientes, que son
generados por la actividad humana, lo que le garantiza una disponibilidad
permanente de criaderos potenciales (Marquetti et al., 2009, 2010).

Estudios realizados en Cuba describen mas de 50 tipos diferentes de depdsitos
utilizados por Ae. aegypti para su oviposicion (Marquetti et al., 2006). En afios
posteriores se encontré un aumento del tipos de deposito utilizado para su cria
(Marquetti et al., 2009, 2010; Peraza et al., 2015). La presencia en el ecosistema
urbano, de este mosquito en depdsitos artificiales y tanques bajos se debe
primeramente a la insuficiente recogida de desechos, a los bajos niveles de
implicacion de la comunidad en el reordenamiento del medio y a la inestable
frecuencia en el abasto de agua. En el caso particular de los tanques receptores de
agua, el deterioro y el mal tapado de los mismos por el uso de tapas inadecuadas o
por ausencia de las mismas, constituye una via de entrada a las hembras para
realizar la oviposicion contribuyendo a la presencia permanente del mosquito
(Marquetti et al., 2007).

Reineri et al., (2004) ubicaron también Ae. albopictus en el género Stegomyia y se le
conoce actualmente como Stegomyia (Stegomyia) albopicta Skuse (1894). Al igual
que Ae. aegypti seguiremos utilizando la nomenclatura anterior. La presencia de
esta especie en Cuba se detectd por primera vez en 1995 (Gonzalez y Marro, 1999).
A pesar de las medidas de control empleadas, paulatinamente se dispersé a varias
regiones del pais (Castillo et al., 2014; Pérez et al., 2014). Esta especie posee la
habilidad para colonizar nuevos ambientes y muestra una alta adaptabilidad a
recipientes que le sirven como sitios de cria en habitats domésticos y peri
domésticos, por lo que se le ha encontrado compartiendo estos recursos con Ae.
aegypti (Marquetti et al., 2012).

Culex (Culex) quinquefasciatus Say (1823) es una especie cosmopolita, con gran
potencial diseminador de su descendencia y predominantemente doméstico. Suele
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compartir nicho con Ae. aegypti y en etapas de control intensivo ocurre un
reemplazo interespecifico (Bisset et al., 1985; Castillo et al, 2014) cuando
disminuyen las poblaciones del vector del dengue. De esta forma se convierte de
forma indirecta en el blanco de acciones de control lo que ha provocado un

incremento de su resistencia y tolerancia fisioldgica a los insecticidas.

1.2 El papel de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex
quinquefasciatus como vectores de enfermedades de importancia
médica

Ae. aegypti es un eficaz vector de diversas arbovirosis. Su mayor importancia
epidemioldgica esta ligada a su papel como transmisor de fiebre amarilla y dengue
(Pérez-Vigueras 1956; OPS, 2016) y en los ultimos afios se incorpora su rol como
vector de Zika (OPS, 2016).

La reinvasion de la mayor parte de la América Tropical por Ae. aegypti, la falta de
medidas eficaces para combatir los mosquitos, la creciente urbanizacion y el
aumento de los viajes dieron lugar a la hiperendemecidad dengue y el aumento de
la incidencia de esta enfermedad (Kouri et al., 2006). A pesar de que los virus del
dengue circulan en la region desde hace mas de treinta afios (Anderson ef al., 1956,
Russell et al., 1966) la enfermedad hemorragica no se manifest6 hasta 1981 en Cuba,
motivada por el arribo de DENV-2 (Guzman 1988). Después de 15 afios sin
transmision, en enero de 1997 se detectd un brote por virus DENV-2 en el
municipio de Santiago de Cuba y en junio de 2001 un brote por DENV-3 en La
Habana (Guzman et al., 2012). En anos posteriores ocurrieron sucesivos brotes, en
nuestro pais (OPS, 2016) aunque los datos muestran una disminucion de los casos,

la incidencia de la enfermedad es atin elevada en nuestro pais.
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Ae aegypti también se ha asociado con la trasmisiéon de Zika. Luego de su
introduccion en el pais en el ano 2016, durante el 2017, este virus se propagd a
varios municipios del pais (OPS, 2017).

Ae. albopictus es susceptible a la infeccion de 26 arbovirus diferentes y es capaz de
transmitir al menos 24 de ellos. Hasta el momento se encontrd susceptible a la
infeccion oral y capacidad de transmitir por picadura de arbovirus como: dengue,
encefalitis equina del este, potosi, chikungunya, la Crosse, orungo, fiebre del valle
de Ritf, encefalitis San Luis, nilo occidental, fiebre amarilla entre otros (Gerhardt et
al., 2001; Turell et al., 2001; Holick et al., 2002; Sardelis et al., 2002). Ademas es
vector de Dirofilaria immitis (Leydis) y Dirofilaria repens (Railliet & Henry) (Cancrini
et al., 2007).

En Asia se le considera responsable de mantener el ciclo selvatico del dengue y se
ha implicado en algunas epidemias concretas de esta enfermedad (Gratz, 2004). En
Europa en el afio 2010 se informo el primer caso de dengue autoctono en Francia
(La Ruche et al., 2010) y pocos dias después en Croacia (Schmidt-Chanasit et al.,
2010). Se vinculd con los brotes de chikungunya en Isla Reunioén, Republica
Francesa (Pialoux et al., 2007) en el ano 2003 y en el brote del ano 2007 en el norte
de Italia (Seyler, 2008) y en Espafa (Sanchez-Seco et al., 2009), relacionando los
sucesivos brotes, con la invasion y expansion acaecida de Ae. albopictus desde
principio de los afios 2000 en estos paises.

Cx. quinquefasciatus es el principal vector de las encefalitis equina del este, del oeste
y equina venezolana (Mesa et al., 2005). El virus del Nilo occidental, también es
transmitido por mosquitos pertenecientes al complejo Culex (Dohm et al., 2002).
Estos contraen la infeccidn al picar aves infectadas con este virus, transmitiéndolo
de la misma forma a personas u otros animales como los equinos (Huhn et al.,
2003). En 1999, el virus del Nilo occidental que circulé en Tunez e Israel fue
importado a Nueva York donde produjo un brote epidémico que se propagd por
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todo el territorio de los Estados Unidos. La epidemia en ese pais (1999-2010) puso
de manifiesto que los sitios donde se producen los brotes se encuentran a lo largo
de las principales rutas de las aves migratorias. Desde su introduccion en 1999 en
los Estados Unidos, se propago y establecié desde Canada hasta Argentina (OMS,
2011; Kramer, 2015). En Cuba el primer caso en humano y equinos de este virus, se
documento en el afio 2005 (Pupo-Anttunez et al .,2006). En estudios mas recientes en
dos localidades de La Sierpe, Sancti Spiritus Cuba, de 304 muestras de suero
humano evaluadas, el 0,65% mostrd positividad a este virus y 20,4% de las aves
estudiadas evidenciaron también la presencia del virus (Pupo-Anttnez et al., 2018).
Cx. quinquefasciatus se encuentra implicado también en la transmision de las filarias
Whuchereria bancrofti (Cobbald) y D. immitis (Leydis) (Ludlam et al., 1970, Brito et al.,
1999) parasitosis responsables de la filariasis en humanos y caninos

respectivamente.

1.3. Control de vectores.

1.3.1 Lucha antivectorial.

El control de vectores requiere un conocimiento exhaustivo de aspectos
bioecoldgicos de las especies responsables de la transmision, comportamiento,
preferencias alimenticias, horario de picada entre otras (Marquetti et al., 2009).
Durante los ultimos 40 afios, el control de mosquitos se realiza principalmente por
métodos quimicos. La aplicacion de insecticidas adulticidas, por el Programa
Nacional de Control de Ae. aegypti y Ae. albopictus tanto en tratamientos intra como
extra domiciliarios provee de una reduccién rdpida de las poblaciones de
mosquitos. Esta medida es transitoria y solo es sostenible si se aplica unido a la

utilizacion de temefos (Abate) como larvicida, ademas de eliminar o destruir todo
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recipiente que la especie utilice para su oviposicion y no sea “abatizable”(Bisset et
al., 2011; DNVLA, 2012).

La aplicacion de dosis subletales debidos a factores operacionales o de insecticidas
ineficaces en dosis incrementadas y reiterativas, es en gran medida algunas de las
causas de la resistencia encontrada en mosquitos. Este aspecto genera grandes
pérdidas a cualquier campanfa de control debido a las grandes cifras que se erogan
por el concepto de nuevas compras de insecticidas en si, ademas de combustible,
equipamiento y pago de salario a trabajadores (Baly et al., 2011, 2012).

En la altima década del siglo pasado, en el departamento de Control de Vectores
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) se realizaron
investigaciones en condiciones de laboratorio, con vistas a determinar los niveles
de susceptibilidad y/o resistencia de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus a los
insecticidas en uso por el Programa de Control (Bisset et al., 1990; Aguilera et al.,
1995; Bisset et al., 2000; Rodriguez et al., 2000). El primer informe en Cuba de
resistencia a temefos en Ae. aegypti se realizd en 1997 (Rodriguez et al., 1999). La
resistencia se relaciond con un incremento de la actividad de enzimas esterasas A4.
En estudios posteriores se demostrd resistencia cruzada a piretroides y
organofosforados inducida por seleccion con temefos en poblaciones de Ae. aegypti
(Rodriguez et al., 2002), resistencia cruzada a piretroides inducida por seleccién
con malatién (Rodriguez et al., 2003) y resistencia a piretroides inducida por

seleccidon con deltametrina (Rodriguez et al., 2005).

En el 2001, en estudios con una poblacion de Ae. aegypti del municipio Playa, La
Habana a pesar de la presion de seleccion ejercida en etapa intensiva, la poblaciéon
se mantuvo susceptible a cipermetrina, lambadacialotrina y a clorpirifos (Montada
et al., 2005). Posteriormente en este mismo municipio se detecto alta resistencia en

Ae. aegypti para fention, temefos y propoxur; moderada resistencia a fenitrotion y
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susceptibilidad al clorpirifos, malation y pirimifos metil en condiciones de

laboratorio (Bisset et al., 2004).

Como parte de un estudio realizado en el municipio Santiago de Cuba, las larvas
mostraron ser susceptible a los insecticidas lambdacialotrina, clorpirifos y
cipermetrina; mientras que en el estadio adulto, resultaron ser susceptibles al
insecticida clorpirifos y moderadamente resistente a los insecticidas
lambdacialotrina y cipermetrina (Montada et al., 2007). Sin embargo, en larvas del
mismo municipio, colectadas durante el ano 2009 al compararlos con los estudios
realizados en 1997; se encontr6 susceptibilidad a malation, pirimifos metil y
fenitrotion; moderada resistencia a fention y alta resistencia a temefos y clorpirifos,
por lo que se manifesté un incremento de la resistencia a tres insecticidas en el
periodo 1997-2009 (Rodriguez et al., 2010). En poblaciones de Ae. aegypti de los 15
municipios de La Habana colectadas durante el 2008 se obtuvo un 100% de
mortalidad con clorpirifos y cipermetrina seguido de lambdacialotrina con un 98%
de mortalidad en los adultos evaluados (Bisset et al., 2011).

A pesar de la variabilidad de los resultados en cuanto a los estudios de
susceptibilidad y/o resistencia en condiciones de laboratorio, a través de los afos se
continta la aplicaciéon de insecticidas. El uso sostenido del control quimico se
justifica debido a la eficacia de las formulaciones comerciales (Montada et al., 2012,
2013, Rodriguez et al., 2016, Bisset et al., 2016) y la disminucién de las poblaciones
de mosquitos posterior a la aplicacién de insecticidas y por tanto la incidencia de

las enfermedades.

1.3.2 Problemas medioambientales ocasionados por el uso de plaguicidas.
Los productos sintéticos destinados a controlar plagas por su falta de especificidad

afectan el medio ambiente, acumuldndose por bioconcentracién en los distintos
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eslabones de la cadena alimenticia, suelo y agua, sin restarle importancia a la
destruccion de la fauna acompanante e integrante del ecosistema que ve afectado
su normal comportamiento (Pastor, 2002; Soares y Porto, 2012). La sucesion y el
reemplazo de especies, resistencia y cambios de conducta de los vectores (Starez et
al., 1998, 2002) y la eliminacion de agentes de control biologico natural, son
ejemplos del dano ecoldgico que trae consigo el uso de los plaguicidas (Aliferis et
al., 2011)

Lamentablemente, la reduccion del uso de los plaguicidas no es un objetivo facil de
lograr a pesar de los dafios que provoca. El manejo de las plagas es un problema
complejo, en el cual participan un conjunto de factores sociales, politicos,
econdmicos, cientificos y personales que interactian entre si y hacen dificil
modificar el sistema (Bisset et al., 2002).

Como consecuencia de estos factores en los ultimos afos se experimenta un
creciente interés en la utilizacion de productos naturales para el control de plagas
de insectos, como una alternativa a los insecticidas de amplio espectro lo que hace
indispensable que la comunidad cientifica se enfoque en explorar, investigar,

evaluar y utilizar la tecnologia en aras de producir alternativas bioldgicas inocuas

y sustentables (Cardero, 2011).

1.4 Utilizacion de plantas en el control de plagas.

1.4.1 Resena historica sobre el control de plagas utilizando plantas.

Las plantas poseen gran importancia para el hombre, ya que nos proveen a través
del proceso de fotosintesis, el oxigeno que respiramos y constituyen fuentes de
alimento y medicinas. Una caracteristica de las plantas, quizas menos explorada es
su utilizacion como insecticidas a través de los tiempos por diferentes culturas

(Ware y Whitacre 2004).
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Wadley et al., (2011) en estudios arqueolodgicos, encontro la evidencia mas antigua
de un colchdn hecho de Crytocarya woodii (Engl.) que se infiere fue utilizado para
dormir y a la vez repeler los insectos. Historicamente, el polvo presente en el suelo
fue utilizado como repelente de insectos por algunos pueblos primitivos,
probablemente, copiando el comportamiento de mamiferos y aves, que
regularmente toman "bafios de polvo" para deshacerse de insectos y acaros
(Ebeling, 1961). Los primeros casos documentados sobre el empleo de Polvos
Inertes datan de alrededor del afio 2000 A.C. y se refieren al control de plagas con
tierra de diatomeas (Diatomita) en China (Allen, 1972). En el antiguo Egipto (1500
A.C.), se utilizé carbonato sodico y cenizas para el control de plagas en granos
almacenados (Panagiotakopulu et al., 1995). Alrededor del 1000 A.C. historiadores
reflejan en sus escritos la quema de azufre como fumigante. Plinio el Viejo, registro
en su Historia Natural la mayoria de los primeros usos de insecticidas como
fueron; extractos de pimiento, agua jabonosa, aguacal, vinagre, trementina, aceite
de pescado, salmuera, cenizas, azufre, compuestos arsenicales, tabaco molido,
cianuro de hidrégeno y lejia entre otras (Ware y Whitacre, 2004).
En la época del imperio romano se utilizaban extractos y plantas pulverizadas
como insecticidas. Existen antecedentes de que en el afio 400 A.C., en Persia, para
el control de piojos se espolvore6 la cabeza de los nifios con el polvo obtenido de
flores secas de Tanacetum cinerariaefolium ((Trevir.)Sch.Bip). del cual posteriormente
se originaron los insecticidas piretroides sintéticos (Silva, 2002).
En el siglo XVII, se demostrd que la nicotina, obtenida de hojas de tabaco, producia
un efecto letal para algunos escarabajos plaga de una especie de ciruelo (Silva,
2002). Posteriormente, se identifico a la nicotina como un alcaloide que imita a la
acetilcolina (ACh) en la uniéon neuromuscular de los mamiferos, dando como
resultado contracciones, convulsiones y muerte en los insectos (Ware y Whitacre,
2004).
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El Verde de Paris o Verde-Paris es el nombre del acetoarsenito de cobre.
Inicialmente se comercializé como un mero pigmento para tintas, debido al color
verde intenso que presentaba. En 1867, el Verde de Paris comenzd a emplearse
como pesticida, siendo el principal insecticida empleado en Estados Unidos, para

combatir el escarabajo de la papa (Mann, 2013).

En 1850 se introdujo la rotenona obtenida de las raices de Enterolobium
contortisiliguum ((Vell.) Morong) de la familia Fabaceae, ampliamente utilizada por
indigenas como ornamento y en la fabricacién de canoas y otros utensilios (Silva,
2002). La rotenona o los rotenoides actiian por ingestion y por contacto en insectos

provocando falla de las funciones respiratorias (Ware y Whitacre, 2004).

Con posterioridad se utilizaron plantas como Schoenocaulon officinale (Schlencht. &
Cham). y Myrocarpus frondosus (L.) DC) para ejercer accion repelente. Azadirachta
indica (A.Juss.) y Quaisa amara (L) se utilizaron también como controladoras de

insectos (Silva, 2002; Ware y Whitacre, 2004).

1.4.2 Aceites esenciales: aspectos generales y composicion quimica de los
mismos

Los aceites esenciales son el resultado de una mezcla de sustancias organicas
almacenadas dentro de glandulas secretoras, cavidades, células epidérmicas o
tricomas glandulares de la planta que se extraen por medio de algin proceso de
destilacion (Hyldgaard et al., 2012). Pueden obtenerse de la raiz como es el caso de
Curcuma aromatica (Salisb), del tallo Cedrus sp, de la corteza Cinnamomun zeylanicum
(Blume), de las hojas Eucalyptus citriodora ((Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson), de
las flores Matricaria recutita (L.), de los frutos Citrus aurantium (L.) Osbeck; de las
semillas como Pimpinela anisum (L.), asi como de la totalidad de la planta

(Rosmarinus officinalis (L.)) (Preedy, 2016). Generalmente se evaporan al contacto
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con el aire, por lo que también son conocidos como aceites volatiles y le confieren
los olores y sabores caracteristicas de las plantas (Hyldgaard et al ., 2012).

Dentro de la composicion quimica de los aceites esenciales se destacan un gran
numero de compuestos llamados metabolitos secundarios. Estos se clasifican en
mono y sesquiterpenos (Ej: 1,8 cineol, limoneno, timol, 4-terpineol). Posteriormente
con la identificacion de otros compuestos como alil e isoalifenoles, esta definicion
cambid. No obstante la mayoria de las esencias descritas reflejan una composicion
totalitaria dividida en mono y sesquiterpenos hidrocarbonados y oxigenados
(Chamorro et al., 2012). Las esencias que continen derivados del alil o isoalilfenol
(trans-anetol, eugenol, estragol) son mas escasas por lo que esta clasificacion es
muy selectiva. Existen otros compuestos que pueden estar presentes en las
escencias como lactonas y glicdsidos derivados de sesquiterpenos las cuales
pueden transformarse en compuestos volatiles en dependencia del método de
extraccion (Rios, 2016). Muchos de estos compuestos no intervienen en las
funciones vitales de la planta, pero son sintetizados para la interaccion de las
plantas con su entorno (Cavoski et al., 2011). Se vinculan estrechamente con la
actividad defensiva y protectora de las plantas (Croteau et al., 2000; Schmidt, 2010).
La sintesis puede ser inducida y mejorada por condiciones de estrés bioldgicos,
tales como heridas o infeccion (Wink, 2006; Dayan et al., 2009). Si la planta detecta
que esta siendo atacada por insectos, modifica rdpidamente su metabolismo
induciendo una cascada de sefiales que terminan en la sintesis de diversos
compuestos defensivos. Estos compuestos, entre otros factores, hacen a algunas

plantas candidatas para ser utilizadas en el control de plagas.

1.4.2.1 Consideraciones sobre toxicidad vegetal.
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Un tdéxico es una sustancia ajena a un organismo, capaz de producir efectos
nocivos sobre el. El concepto actual de toxicidad tiene un caracter relativo:
cualquier sustancia puede tener efectos tdxicos por encima de cierto umbral de
concentracion en contacto con cualquier organismo. El considerar a los productos
de origen vegetal como productos inocuos solo por ser naturales y no sintetizados,
se incurre en un error conceptual. La toxicidad de una molécula se debe a la
naturaleza de su estructura quimica, su dosis y no a su origen (Silva, 2002).

Lo que es tdxico en materia vegetal para un insecto, no necesariamente, lo es al ser
humano, pero lo que es toxico al ser humano, por ser una dosis mucho mayor, si lo
es para el insecto. El andlisis de todo el contexto medioambiental es importante.

Si bien se considera la posibilidad de incluir las plantas como alternativas de
control vectorial, es importante incorporar en nuestro pensamiento, la idea que su
bipotencialidad, en este caso, seria como insecticida y no terapéutico. La estrecha
relacion de los vectores y el hombre, hace necesario tener en cuenta, que estos
compuestos o sus formulados, pudieran anadirse en aguas de consumo humano,
inhalarse mediante espirales repelentes, potes fumigenos o aplicarse en repelentes
para la piel. Es importante que los aceites y sus formulados estén elaborados en
dosis adecuadas, de acuerdo a su proposito para que estos no causen dafios al ser
humano.

Ejemplos de plantas que pueden ser tdxicas al ser humano, por ingestién, aun
siendo medicinales, son citados por Mahan y Scout (2000) y Larson et al ., (2010).
Estos autores plantean que el uso excesivo (> 15 g/dia) de Panax ginseng (C AMey
(Ginseng)) puede causar hipertension, efectos estrogénicos, hemorragia vaginal,
insomnio, erupciones cutaneas y diarrea. El jengibre (Zingiber officinale (Roscoe)) a
las dosis altas (mds de 6 gramos de polvo de jengibre desecado) aumentan la
exfoliacion de las células epiteliales del estbmago con dolor gastrico y formacién
de tlcera. La atropina presente en Mandragora autumnales (Bertol) en caso de altas
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dosis provoca depresion del sistema nervioso central, coma y pardlisis bulbar
(Cano et al., 2009).

En todos los ejemplos que se pudiesen mencionar, las fracciones responsables de
estos sintomas, son metabolitos secundarios. Sin embargo, todo extracto, aceite
esencial y/o aislamiento puede encontrar su propdsito (medicinal o insecticida) con
la dosis correcta, ejemplo de esto es el efecto gastroprotector del 1,8 cineol (Rocha
et al., 2015) o los resultados prometedores del 4-terpineol contra infestaciones
oculares de Demodex folliculorum (Acari: Demodecidae) en personas de avanzada
edad (Tighe et al., 2013).

Los candidatos con que se pretendan elaborar formulados para el control larval en
aguas de consumo humano, deben realizarse estudios toxicoldgicos con el
propdsito de evaluar los efectos dafiinos que se deriven de su aplicacion (Da Silva
et al.,2016). También se deben efectuar bioensayos ecotoxicologicos por los efectos
de estas sustancias, en el ambiente natural de cria de los mosquitos, especialmente
en poblaciones, comunidades y ecosistemas acudticos (Iannacone, 2002, Fontes et

al., 2012)

1.4.3 Modo de accion insecticida de plantas.

Larvicida: La mayoria de las plantas, que se infieren, tengan actividad insecticida
contra mosquitos al menos presentan, actividad larvicida (Noleto et al., 2013, 2015;
Ebadollahi, 2013).

Segun Cantrell et al., (2010) un compuesto larvicida acttia por ingestion a través del
tracto gastrointestinal y por absorciéon a través de la cuticula o el tracto
respiratorio. Una vez en el interior de la larva, el toxico alcanza el sitio de acciéon
causando un efecto sistémico por difusiéon en los diferentes tejidos (Souza et

al.,2012). En algunos casos, la intoxicacion neurotoxica en los insectos inducida por
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las plantas, es similar a la producida por los insecticidas organofosforados y
carbamatos, mediante la inhibicién de la acetilcolinesterasa (Zarrad et al. ,2015).
Adulticida: En los insectos adultos, los andlogos de metabolitos secundarios
interactlan con una serie de enzimas vitales que participan directamente en la
sintesis y almacenamiento de neurotransmisores, comprometiendo la activacion de
receptores y liberacion de enzimas responsables de las senales de transduccion
(Wink, 2006). Los insectos mueren debido al efecto neurotoxico producido, donde
predominan los sintomas de hiperactividad e hiperexitabilidad (Enan, 2001).
Repelente: La utilizacion de plantas con actividad repelente es basicamente la mas
antigua de las practicas plaguicidas. Con el surgimiento de las moléculas sintéticas,
la mayoria de los formulados repelentes se producen con dietil toluamida (DEET).
Algunos estudios, unos con mayor profundidad que otros, documentan los
mecanismos que intervienen en la repelencia de mosquitos con esta molécula. En
este contexto se describe que el DEET basa su efecto repelente, en Ae. aegypti,
mediante el bloqueo de los receptores olfatorios (RO) (Ditzen et al., 2008) para
sustancias atrayentes como el CO2 y el acido lactico (Davis et al., 1976), por lo que
se produce un desorden de los mensajes recibidos por las células neurosecretoras
provocando la desorientacion del insecto y asi la disociacion de la picada (Dickens
et al., 2013). Xia et al., (2008) plantean que los receptores olfatorios especificos (ROs)
se activan selectivamente, segun sea el caso y Lee et al,(2010) plantean la
intervencion de receptores gustativos. Estudios realizados a nivel de células de los
sensilios en el labellum de Ae. aegypti demostraron la presencia de un receptor
gestatorio neuronal (RGN) que responde a la disuasion de DEET y otros repelentes
incluyendo Picaridin, IR3535 y citronelal (Sanford et al., 2013). La conclusion es que
a pesar de la profundidad de los estudios, en los mecanismos de accion de los
repelentes sintéticos, intervienen diversos factores fisiologicos de las especies de
artropodos estudiadas y que los estudios deben seguir profundizandose.
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La busqueda de plantas con actividad repelente es uno de los acdpites de mayor
interés en la actualidad (Isman 2016). En cuanto a los mecanismos de accién
implicados en la actividad repelente de formulados botanicos, los estudios son de
escasa representatividad. Se pueden mencionar los evaluaciones realizados por
Kwon et al., (2010) con Anopheles gambiae (Giles, 1902) y Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830). Ellos plantean que la repelencia producida por citronela, median
dos vias moleculares: el co-receptor olfativo Orco y los canales TRPA1 (por sus
siglas en inglés; potencial receptor transitorio de anquirina 1, PTRA1 por su siglas
en espanol).

El 3.8-diolparamentano (PMD) obtenido de Corymbia citriodora (Hook.)K.D. Hill &
L.A.S.Johnson) (Barasa et al., 2002) es el ejemplo material de que una especie
vegetal puede ser utilizada para la produccion de repelentes. Los resultados
muestran que este formulado tiene su efecto muy similar al DEET (Carroll et al.,
2006; Zielinski-Gutiérrez et al., 2010; Colucci et al., 2018). La comprension del modo
de accién de los repelentes de insectos y cémo estos productos quimicos
interacttian, nos permitira disefiar potentes formulaciones botdnicas dirigidas a
interferir con la sefalizacion sensorial de insectos.

Reguladora del desarrollo: Otro aspecto descrito en la literatura plantea la

existencia de plantas con actividad reguladora de crecimiento en insectos. Los
procesos de muda y metamorfosis en los insectos estan regulados por 2 hormonas
efectoras: la 20-hidroxiecdisona (ecdisona) y la hormona juvenil (H]J). La ecdisona
inicia y coordina cada muda y regula cambios que ocurren durante la
metamorfosis. La hormona juvenil previene los cambios en expresion génica
inducidos por la ecdisona, cambios que son necesarios para que tenga lugar el
transito en las larvas de mosquitos por los cuatro estadios larvales. Esta hormona,
impide que la larva se desarrolle antes de tiempo y permite que ocurran las mudas
necesarias para el crecimiento. Si durante la etapa de desarrollo se aumenta
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artificialmente los niveles de la hormona, la emergencia del imago o adulto se ve
interrumpida (Frederik, 1994). En el ultimo estadio larval, la produccién de
hormona juvenil, se inhibe. Esta respuesta estimula la sintesis de ecdisona que, en
ausencia de niveles altos de hormona juvenil, induce a las células a desarrollar la
pupa (Frederik, 1994).

Algunos metabolitos de plantas provocan un desequilibrio hormonal en los
insectos, impidiendo su desarrollo normal al igual que los inhibidores del
crecimiento sintéticos. Dicho desequilibrio genera mudas prematuras o tardias y la
muerte de los individuos que no emergen de las pupas (Céspedes et al., 2004,
Burgueno-Tapia et al., 2008, Hincapié et al., 2011). Especies enmarcadas en los
géneros Pteridium, Polypodium y Osmunda constituyen fuentes de ecdisteroides.
Algunos como la ciasterona y ecdisterona pueden ser aislados de las hojas y raices
de Ajuga remota (Benth), (William, 1970). La azadirachtina es un limonoide de los
mas estudiados para el control de plagas de la agricultura. Se encuentra presente
en diferentes especies de Melidceas tales como Azadirachta indica (A.Juss) y Melia
azederach (L) y actia como regulador del crecimiento y esterilizante (Zanno et al.,

1975).

1.4.3.1 Mecanismos de accion en insectos de los aceites esenciales y sus

constituyentes.

Independientemente del modo en que pueden actuar los aceites esenciales como
insecticidas, se ha demostrado en estudios realizados, que en el insecto , el efecto
toxico de los mismos y sus constituyentes se produce al interactuar con varios
blancos moleculares (Rattan et al., 2010; Blenau et al., 2014). Los modos de accién de
fitoquimicos responden a mecanismos de accion presentes en los insectos como:

a) la inhibicion de la acetilcolinesterasa (Zarrad et al., 2015; Jankowska et al., 2018)
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b) la inhibicion del canal de cloro del sistema GABA (Priestley et al., 2003;
Bloomquist et al., 2008; Jankowska et al., 2018)

c) afectacion de los receptores octopaminérgicos (Enan 2005 »° Jankowska et al.,
2018)

La inhibicién de Acetil colinesterasa (AChe) en insectos causa acumulacion del
neurotransmisor acetil colina en la sinapsis neuro-muscular, quedando la
membrana post-sindptica en un estado de permanente estimulacion y como
resultado causa una descoordinacion del sistema neuromuscular con ataxia
pudiendo causar eventualmente la muerte del insecto (Aygun et al., 2002;
Houghton et al., 2006). Alcaloides aislados de Haloxylon salicornicum (Moq.) Bunge
ex Boiss y Stemona japonica (Blume) Miquel, se conocen como fuertes agonistas de
los receptores nicotinicos de acetil colina (Tang et al., 2008). Los flavonoides
karanjacromeno, pongaroteno, pongamol y acido oleico presentes en Millettia
pinnata (L.)(Fabaceae) fueron potentes inhibidores de AChe en Ae. aegypti

(Perumalsamy et al., 2015)

El dcido gamma-aminobutirico (GABA) tiene funciones tanto inhibitorias como
excitatorias en insectos, mediando la activacion muscular en las sinapsis entre los
nervios y las células musculares (Bloomquist, 2003). Los receptores GABAa,
forman parte de un complejo de canal idnico regulado por ligandos y los
receptores metabotropicos GABAs que se acoplan a proteinas G que abren o
cierran los canales ionicos por medio de proteinas G intermediarias. Cuando el
flujo neto de iones cloruro es hacia el exterior, su funcion es
excitatoria/despolarizante (diferencia de voltaje menos negativa). Si el flujo neto es
hacia el interior de la célula, GABA funge como inhibidor/hiperpolarizante
(diferencia de voltaje mas negativa). Portero et al., (2012) plantea que la actividad

antialimenticia en insectos del sesquiterpenoide silfine es atribuible a su accion a
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nivel de los receptores GABA. Tong y Coast (2010) en trabajos realizados con timol,
pulegona y carvacrol evidenciaron su actividad moduladora alostérica positiva de
los receptores GABA en insectos y la tuyona como modulador alostérico negativo

(Bloomquist, 2008).

La octopamina esta presente en el sistema nervioso de todos los insectos. Actua
como neurohormona, neurotransmisor y neuromodulador (Enan 2005°) Es mas
abundante en el sistema nervioso de los insectos que la norepinefrina, sugiriendo
una funcion similar a la epinefrina y norepinefrina en los vertebrados. Varios
estudios sefialan que constituyentes como el eugenol o el timol acttian por bloqueo
de los receptores octopaminergicos y/o potenciando los receptores en cascada de la
tiramina (Enan, 2005 #*). La cocaina debe su actividad insecticida a la potenciacién
de la neurotrasmision octopaminérgica (Nathanson et al., 1993), al igual que el
acido linoleico (Perumalsamy et al., 2015). Utilizando acoplamiento molecular se
demostrd que el carvacrol, el eugenol y el eucaliptol son capaces de interactuar en
el sitio de union del receptor oamb de la octopamina en Ae. aegypti (Khanikor et al
.,2013). Debido a la falta de receptores de octopamina en los vertebrados, el sistema
octopaminérgico representa un objetivo para el control de insectos, lo que haria
que estos compuestos resulten relativamente no toxicos para los mamiferos.

Estudios mas recientes informan un sitio de accion a nivel de los tubos de Malpighi
(estructura del sistema excretor de los insectos), a través de los canales
rectificadores de K. La inhibicién de estos canales con moléculas pequenas, inhibe
la secrecion de K + y fluidos transepiteliales en los tiibulos de Malpighi, lo que
provoca una alteracion del K+ de la hemolinfa y la homeostasis de los liquidos en
hembras adultas, causando un dafo en el sistema excretor que impide la
desintoxicacion de desechos metabdlicos y xenobidticos en la hemolinfa

(Piermarini et al ., 2017)
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1.4.4 Consideraciones sobre la evaluacion de actividad insecticida de
plantas sobre mosquitos

A nivel global sobre la década del 40 del siglo pasado se describieron
aproximadamente 1 200 especies de plantas con valor insecticida (Roark et al.,
1947). Sukumar et al., (1991) notificé alrededor de 344 especies vegetales con
actividad especifica sobre larvas de mosquitos. En trabajos realizados por Shallan
et al., (2005) se describi6 una amplia informacién, que incluye la actividad
larvicida, ovicida, reguladora del crecimiento de sustancias de origen botanico, el
efecto de mezclas de aceites, accion residual de los mismos y su toxicidad en
organismos no diana de control. Ghosh et al., (2012) referencié 150 plantas con
actividad insecticida sobre diferentes especies de mosquito y clasificé los efectos
por estadio larvario utilizado, informé valores de concentraciones letales y tipos de
disolventes empleados. Noleto y Fernandez (2013) reunieron informacion sobre
269 especies de plantas con actividad larvicida de las cuales mas del 60 % poseen
una CLso < 100 mg/L. Andrade-Ochoa et al., 2017 en revision realizada especificaron
la actividad biologica de 81 aceites esenciales y 68 de sus componentes sobre las
larvas de tres géneros de mosquitos.

Todas estas investigaciones abarcan estudios generales y algunos muy particulares
en diferentes regiones del planeta. La evaluacion de plantas como alternativa de
control vectorial en nuestro continente es escasa (Leyva et al.,2017) Es un camino
largo y para algunos puede no ser atractivo. No siempre existen los incentivos
necesarios para la investigacion e introduccion de resultados y los recursos
financieros suelen ser escasos. Los grandes brotes epidémicos de enfermedades
trasmitidas por vectores ocurren en paises pobres o en vias de desarrollo. Para el
control quimico principalmente se destina un determinado financiamiento que

nunca es monto considerable como para poder adquirir las nuevas, mejoradas y
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perfeccionadas formulaciones de insecticidas, por lo que se recurre a las antiguas y
baratas trayendo como consecuencia problemas medioambientales y de resistencia.
Los decisores deberan pensar en como invertir en el estudio e insercion de nuevas
alternativas de control que a la larga garanticen la sostenibilidad de este proceso.
Una posibilidad es el estudio y explotaciéon de los recursos vegetales que se
encuentra dentro de cada ecosistema sin conllevar a la deforestaciéon u otros
fendmenos ambientales (ONU, 1987). Esto pudiera proporcionarles a las personas
que habitan en paises pobres o en vias de desarrollo un medio natural y accesible
de control y en algunos casos, hasta fuentes de empleo si se implican en la
produccion de formulados naturales.

Los estudios referentes a la busqueda, identificacion y caracterizacion de plantas
con vista a su biopotencialidad antivectorial son insuficientes. Vargas et al., (2012)
resalto la preocupacion de que, de los 358 articulos consultados, solo 24
correspondian a autores latinoamericanos. América es el segundo continente mas
grande del planeta, con 35 paises. América del Sur abarca una gran variedad de
regiones biogeograficas, donde la mayor extension es en selvas y bosques
lluviosos, los que poseen una inmensa y rica flora practicamente sin explotar.
Existen mas de 30 especies de plantas invasivas y nocivas con peligro para los
ecosistemas en donde se encuentran establecidas (Oviedo et al., 2015) las que
pudiesen estudiarse para valorar su utilizacion para el control de plagas.

No es menos cierto que existen factores que afectan negativamente. El principal
conflicto en la introduccion de resultados en cuanto a la actividad larvicida e
inhibidora del desarrollo de plantas radica, en la dificultad en afadir
formulaciones de aceites o sus extractos en todo tipo de sitios de cria de mosquitos,
sin cambiar la textura, el sabor del agua o sin afectar a la fauna acompafnante en el
caso de criaderos naturales. Ejemplos de estudios alentadores se realizaron por De
Lima Santos et al., (2013) y Cordeiro et al., (2013) al evaluar una lectina obtenida de
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Moringa oleifera(Lam), soluble en agua, atrayente a la oviposicion y con accion
ovicida.

En cuanto a la actividad adulticida se han estudiado unas pocas plantas. Los
estudios mas avanzados consideran la utilizacion de la microencapsulacion de
aceites para la impregnacion de tejidos y como repelentes para la piel (Krimer et
al., 2016). Microencapsulados de citronela evidenciaron una mayor perdurabilidad
que con soluciones etandlicas del aceite esencial (Specos et al., 2010; Solomon et al.,
2013). Investigaciones realizadas por Sakulkua et al., (2013) con aceite encapsulado
preparado a diferentes cantidades de surfactante y glicerol, mostraron que se
liber6 mas lentamente el aceite, a partir de altas cantidades de glicerol que con
bajas cantidades, lo que resultdé en un tiempo de proteccion prolongado y
sostenido contra mosquitos.

Evaluaciones de suma importancia y que escasean en este tipo de trabajo, son los
bioensayos de toxicidad en modelos de animales y en organismos no objeto de
control (lannacone, 2002; Souza et al., 2011; Fontes et al., 2012). Los estudios casi
siempre, se encuentran realizados con formulados botanicos de interés medicinal y

no como complementos de estudios de actividad insecticida de plantas.

No es posible pensar que los productos naturales reemplacen completamente a los
insecticidas sintéticos, los cuales son necesarios, para disminuir las poblaciones de
vectores en momentos de brotes o epidemias. Los estudios mas completos sobre
plantas permitiran contar con alternativas naturales dentro de las estrategias del

control por medio de la inclusion de los mds activos y sostenibles.
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MATERIALES Y METODOS

El fracaso estd, cuando eliges no seguir probando alternativas. ..



2. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

El estudio realizado es experimental, en condiciones de laboratorio.
Horizonte temporal: El estudio abarca un periodo de 6 afios, desde el 1ro de enero

de 2012 al 31 de diciembre de 2017.
Poblacion y muestra

Para el estudio se utilizaron tres especies de mosquito: Ae. aegypti, Ae. albopictus y
Cx. quinquefasciatus.
Para Ae. aegypti se utilizo:

o cepa Rockefeller: cepa de referencia susceptible a insecticidas, suministrada
por el Centro para el Control y la Prevencidon de Enfermedades (CDC), San
Juan, Puerto Rico, 1996.

e poblacion San Miguel del Padrén 2011 (SMP2011): colectada en los estados
de larva y pupa (27 individuos), en lavadero conteniendo temefos,
municipio San Miguel del Padrén, area de salud Bernardo Ponce, La
Habana, Cuba, en el afio 2011, durante una etapa intensiva de control

vectorial.
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e poblacion Marianao 2013: colectada en los estados de larva y pupa, (35
individuos) en tanque bajo conteniendo temefos, municipio Marianao, area
de salud Finlay, La Habana, Cuba, en el ano 2013 durante una etapa
intensiva de control vectorial.

Para Ae. albopictus

e poblacion Fraga 2012: colectada en estado de larva y pupa en larvitrampa
(dispositivo de vigilancia) del reparto Juan de Dios Fraga, drea de salud
Pulido Humaran La Lisa, La Habana, Cuba ano 2012.

Para Cx. quinquefasciatus

e poblacion Baraca 2014: especie colectada en estado de larva y pupa (=150
individuos) en zanja del municipio La Lisa, area de salud Pulido Humaran,
La Habana, Cuba, ano 2014.

El estado de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas se evalu6 utilizando las
metodologias de la WHO, (2005) como paso previo al comienzo de los bioensayos

con aceites esenciales (Anexo 4).

Cria y mantenimiento de las poblaciones de mosquitos en el

insectario

Las poblaciones de mosquitos utilizadas se criaron en el insectario del
Departamento de Control de Vectores del IPK siguiendo la metodologia descrita
en el Manual de Indicaciones Técnicas del Insectario (Pérez et al., 2004). La
temperatura de los locales durante el periodo de estudio se mantuvo en 26 °C +2y
la humedad relativa de 75% + 2 y un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad.

Los mosquitos adultos se mantuvieron en jaulas ctibicas de 60 cm, forradas de tela
doble para impedir el escape de individuos a través de los orificios. La

alimentacion en el estado adulto para los machos consistié en; aztcar en granos.
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Para las hembras se colocé ratones BalB/c de 6 a 10 semanas de edad con un peso
entre 18 y 22 gramos procedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), Cuba. Los ratones se ubicaron en cepos
individuales dentro de las jaulas durante dos horas, dos veces a la semana. Para la
recogida de huevos, en el caso de Ae. aegypti y Ae. albopictus, en cada jaula se colocd
un recipiente con agua con una tira de papel en su borde interior que garantizo la
posterior recoleccion de los huevos y en el caso de Cx. quinquefasciatus solamente
un recipiente con agua

Las tiras con huevos se colocaron en bandejas sobre una superficie humeda
durante 24 horas, para garantizar el correcto desarrollo de la embriogénesis. Al
retirarse de las bandejas, las tiras de huevos se dejaron secar y se almacenaron
durante cortos periodos de tiempo (no menos de 3 meses) para su posterior
utilizacion.

Para garantizar la eclosiéon de los huevos, las tiras conteniendo los mismos, se
colocaron en cubetas plasticas (35 x 25 x 15 cm) con un volumen de 2 L de agua
declorinada a 26°C. Las larvas emergidas se alimentaron con harina de pescado
1g/L, que contiene mayoritariamente aminoacidos esenciales y bajas cantidades de

iones calcio, fosfato, carbohidratos y lipidos, producida por CENPALAB.

Aceites esenciales utilizados en el estudio.

Los criterios que se tomaron en cuenta para la seleccion de las plantas fueron los
siguientes:
e especies botdnicas pertenecientes a géneros y/o familias reconocidas como
productoras de aceite esencial
e con antecedentes de haber sido evaluadas como fuente de sustancias con

actividad insecticida
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poseer un uso complementario (aromaticas, condimenticia y/o medicinal)
que conllevaria a la mejor aceptacion de formulados naturales por parte de
la poblacion

y/o especies cuyo uso, como materia prima para la obtencion de productos
naturales pudiera ser sostenible en nuestro contexto, criterio que incluye
especies silvestres abundantes, taxones no categorizados como amenazados
por su estado de conservacion y/o plantas que sean o puedan ser

cultivables.

Para el estudio se seleccionaron los aceites esenciales de las siguientes plantas:

Aceite de trementina (AT) se obtuvo por destilaciéon de la resina de Pinus
tropicalis (Morelet) (nombre comun: pino) Lote: 2-03-09-002. La resina de
pino en forma bruta (500 g-5,0 Kg), se colectd en los pinares de la Estacion
Forestal de Vinales, Alturas Serpentinitas, Cajalbana, Pinar del Rio. La
resina se almacené a temperatura ambiente (25-30°C) protegida de la luz
solar hasta el comienzo del proceso de destilacion segin NC 581:2008.
Aceite de trementina modificado con tratamiento fotoquimico (ATM): Se
obtuvo por tratamiento de fotoizomerizacion del AT, recién destilado Lote:
2-03-09-001. EI AT se sometio en presencia de luz solar ambiental durante 2-
3 horas en condiciones cataliticas heterogeneas acidas (pentdxido de
divanadio, V205, pentdéxido de diniobio, Nb20s agitacion (> 600 rpm).
(Informe final de proyecto, 2011)

Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch. (Burseraceae) Nombre comun:
sasafras. Se recolectd en La Lisa, La Habana, afio 2014. Se tom6 como
referencia la herborizacion realizada por Monzote et al., (2012), por ser

muestra, de la misma fuente.
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Citrus aurantium L. (Rutaceae), nombre comtn: naranja dulce. El aceite se
obtuvo de forma industrial en el Combinado Citricola Victoria de Girdn,

Jagtiey Grande, Matanzas (Lote 13700, afio 2016).

Curcuma longa L. (Zingiberaceae) nombre vulgar: circuma. Se recolectd en
canteros pertenecientes al Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad de Granma, afio 2016. Se herborizd un ejemplar representativo
que se depositd en el Departamento de Ingenieria Forestal de la Facultad de
Ciencias Agricolas de la Universidad de Granma con la identificacion UDG
H 012.

Curcuma aeruginosa (Roxb) (Zingiberaceae) nombre comun: Flor de abril Se
recolectd en la Sierra Maestra, municipio Bartolomé Maso en el ano 2017. Se
herboriz6 un ejemplar representativo que se depositd en Jardin Botanico de
Cupaniyu, Granma con la identificacion VO: 3012.

Eucalyptus globulus Labill (Myrtacaeae) Nombre comun: eucalipto. Se
recolectd, entre los meses de noviembre y diciembre del afio 2014 en el
IFAL. Se herborizé un ejemplar representativo que se depositd en el
Instituto de Ecologia y Sistematica HB 88667.

Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake (Myrtaceae) nombre comun:
melaleuca. Se recolect6 en la Laguna del Tesoro, Ciénaga del Zapata, afio
2011. Se herborizé un ejemplar representativo que se depositd en el Instituto
de Ecologia y Sistematica con la identificaciéon HB 42678.

Ocimum basilicum L. (Lamiacaeae), nombre comun: albahaca. Se recolecto,
entre los meses de diciembre del afio 2014 en el IFAL. Se herborizé un
ejemplar representativo que se depositd en el Jardin Botdnico Nacional

HEC-087057.
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e Piper aduncum subsp ossanum (C. DC.). Saralegui (Piperaceae) nombre
comun: platanillo. Fue colectado, entre los meses de septiembre del afio 2013
en la provincia Artemisa. Se herborizd un ejemplar representativo que fue
depositado en el Jardin Botanico Nacional HFC-87641.

La informacion botdnica mas amplia de estas plantas se presenta en el Anexo 5.
Los aceites esenciales de B. graveolens, E. globulus, O. basilicum y P. aduncum subsp
ossanum fueron suministrados por el Instituto de Farmacia y Alimentos de la
Universidad de la Habana (IFAL). Todos estos aceites se extrajeron por
hidrodestilacion de las hojas segtin lo establecido en la norma cubana ISO 65-71:
84.
El aceite esencial de M. quinquenervia fue proporcionado por el Organo de
Integracion para el Bienestar Social (OIBS). El aceite se extrajo por el método de
destilacion por arrastre con vapor de las hojas segin lo establecido en la norma
ISO 65-71: 84.
Los aceites de C. longa y C. aeruginosa se extrajeron por el mismo método a partir de
las raices y fueron proporcionados por el Centro de Estudio de Quimica Aplicada,
de la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Granma.
El aceite de C. aurantium, obtenido por expresion, a partir del pericarpio de la fruta
segun lo establecido en la norma ISO 65-71: 84 y fue suministrado por el Centro
Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA).
Los aceites esenciales se mantuvieron a 4°C hasta la preparacion de las soluciones
para los bioensayos correspondientes. La composiciéon quimica (Anexo 6) se
determind por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM), en un cromatdgrafo de gases de la serie Agilent 6890 con un inyector del tipo
“split splitless” (relacion de split 20:1) acoplado con un espectrometro de masas de
la serie Agilent 05973 (ambos provenientes de la firma Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). Se utilizd una columna capilar SPB-5 (L=15m; DI=0,25mm;
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f=0,10um) con una inyeccion de 2 pl. La temperatura del horno se programé a 60°C
(2 min isotérmicos), seguido de una rampa de calentamiento hasta 100 °C a razén
de 4 °C.min-1 y otra rampa de 10 °C.min-1 desde 100 °C hasta 250 °C, donde
finalmente permanecié durante 5 min isotérmicos. Se utilizo Helio como gas
portador con un flujo constante de 1,0 ml/min. El espectrometro de masas trabajo
en modo scan de adquisicion a 70eV. Se utilizé un analizador cuadrupolar a 150 °C
de temperatura del cuadrupolo, el detector trabajé en un rango de masas de hasta
800 uma, las temperaturas de la interfase y de la fuente fueron 280 °C y 230 °C,
respectivamente. La identificacion de los compuestos se llevd a cabo mediante el
uso combinado de las bases de datos automatizadas NBS-NISTASCI y Wiley 275 y

el Atlas Registry of Mass Spectra Data (Anexo 6).

Reactivos utilizados en los estudios de laboratorio

Los reactivos utilizados de forma general fueron; acetona y metanol EMSURE®,
Etanol absoluto EMPROVE®, H:0:, todos provenientes de la firma comercial
Merck, Alemania. El 1cloro-2,4-dinitrobenceno, a-naftilacetato y B-naftilacetato, de

de la firma comercial Sigma, USA.

2. Determinacion de la actividad insecticida de los aceites esenciales

sobre Aedes aegypti, Aedes albopictus 'y Culex quinquefasciatus

2.1. Determinacion de la actividad larvicida de los aceites esenciales sobre
Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus

Para la evaluacion de la actividad larvicida de los aceites esenciales utilizados en el
estudio se utilizé la metodologia de la OMS (WHO, 2005). De cada aceite se
prepararon diferentes concentraciones etandlicas de manera que al anadir 1 mL en

99 mL de agua declorinada, se lograron concentraciones finales que oscilaron entre
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8 y 150 mg/ L. Por cada concentracion evaluada, se utilizaron 125 larvas de tercer
estadio tardio o cuarto temprano distribuidas en un control y cuatro réplicas a
razén de 25 larvas por recipiente. Se utilizo como control positivo temefos grado
técnico y como control negativo 1ml de etanol en 99 mL de agua. Trancurridas 24
horas de afadir las concentraciones se determind la mortalidad. Se tomo como
criterio de mortalidad; la ausencia de nado, incapacidad para flotar, movimientos
muy lentos o la inmovilidad de las larvas ante el estimulo de un alfiler
entomologico. Las concentraciones letales 50 (CLso) y 90 (CLs) se calcularon
utilizando la prueba Probit del programa estadistico SPSS (version 11 para
Windows), teniendo en cuenta el numero de individuos muertos por
concentracion.

Segun criterios de Kiran et al.,, (2006) se consideraron los aceites con actividad
larvicida en los que se evidencidé CLs0<100 mg/L. Como criterio de similitud entre

CLso se tuvo en cuenta el solapamiento de los limites de confiabilidad.

2.2 Determinacion de la influencia de las CLs de los aceites esenciales mas
promisorios en el desarrollo de larvas de Aedes aegypti, Aedes albopictus'y

Culex quinquefasciatus

Para la seleccion de los aceites bioactivos mas promisorios se tomaron en cuenta
varios aspectos; aceites con CLs< 50 mg/L, respuesta homogénea de los mismos en
todas las poblaciones y sostenibilidad en nuestro contexto. Para evaluar la
actividad inhibidora del desarrollo se utilizo la metodologia de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2005).

Se utilizaron 2700 larvas de tercer estadio por especie de mosquito, distribuidas en
18 recipientes a razén de 150 larvas por depodsito. De cada aceite seleccionado, se

prepard una solucion madre. Se anadio 5 mL de dichas soluciones en 495 mL de
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agua declorinada a 25°C, exponiendo las poblaciones a sus respectivas CLao
calculada con cada aceite. Las larvas fueron expuestas durante 24 horas. Fueron
consideradas muertas y desechadas, las que evidenciaron ausencia de nado,
incapacidad para flotar, movimientos muy lentos o inmovilidad ante el estimulo
de un alfiler entomoldgico. Las sobrevivientes se mantuvieron en el agua de
exposicion hasta alcanzar el estado de pupa. Para su alimentacion se le anadio 0,05
g de harina de pescado. La mortalidad de larvas y pupas se registré diariamente.
Las pupas sobrevivientes se separaron por sexo en tubos de cristal independientes
taponeados con algodon hasta la emergencia o muerte de los adultos. Como
controles negativos se utilizaron 150 larvas expuestas a 5 mL de etanol en 495 mL
de agua declorinada de cada poblacion. Como controles positivos larvas de las tres
especies fueron sometidas a las formulaciones comerciales de Sumilarv 0,5G
(piriproxifen juvenoide) producido por la firma comercial japonesa Sumitomo y
Mosquiron MR G2 (novaluron ecdisoide) producido por la firma comercial
israelita Makhteshim Agan Ind. Ltd, ambos a 100 mg/L dosis maxima sugerida
por los fabricantes. Se calculd el porciento de inhibicion de la emergencia (IE%)
segin metodologia (WHO, 2005):

1E(%) = 100 — 222

Donde T = porciento de sobrevivientes o adultos emergidos en los recipientes
tratados y C = porciento de sobrevivientes o adultos emergidos en los controles.

Se comprobo la distribucion normal de los datos por Shapiro Wilk y para la
comparacion de la mortalidad diaria en todos los estadios se utilizé6 un ANOVA
Multifactorial considerando diferencia estadisticamente significativa para una
p<0,05 utilizando el programa Statistica version 7.

2.3 Determinacion de la actividad de enzimas detoxificadoras en larvas de

la poblacion de Aedes aegypti mas resistente a insecticidas y posterior a la
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exposicion a la CLsw de un aceite esencial seleccionado dentro de los

promisorios

El estado de susceptibilidad ante insecticidas sintéticos en la fase de larva, se
comprobd en las poblaciones SMP2011, Marianao 2013 y la cepa Rockefeller. De
esta manera se determind los factores de resistencia (FR) para ambas poblaciones

con respecto a la cepa de referencia (Anexo 4).

CL50 en poblacion problema _ CL99 en poblacion problema

FR50 = 99 =
CL50 en cepa Rockefeller CL99 en cepa Rockefeller

La poblacion con factores de resistencia mas elevados se escogié como la mas
resistente a insecticidas.

Para realizar la determinacion de la actividad de enzimas detoxificadoras, se partié
de los aceites seleccionados en el acdpite 2.2. Con la poblacién seleccionada se
calcularon los FRso y FRoo para cada aceite con respecto a la cepa Rockefeller de
igual forma que para los insecticidas sintéticos. Se eligid el aceite con los factores
de resistencia mas elevados para la poblacion escogida.

Larvas de esta poblacién de Ae. aegypti se expusieron a la CLso del aceite
seleccionado. Se utilizaron, como control larvas de ambas poblaciones que no
fueron expuestas al aceite y a las que solamente se aplic6 1 mL de etanol. La
mortalidad se determino a las 24 horas; las larvas sobrevivientes se lavaron con
abundante agua destilada y posteriormente, se colocaron en un volumen de 500
mL de agua por 24 horas mas.

Preparacion de la muestra. Para cada ensayo de actividad enzimatica se selecciono
una muestra aleatoria de 200 individuos sobrevivientes de cada poblacion; larvas
no expuestas o control y larvas sobrevivientes a la exposicién al aceite. Se
colocaron, individualmente, en placas de 96 pocillos para la realizacion de las

pruebas bioquimicas. Se maceraron en 50 puL de Na2POs (0,01 mol/L, pH=7,5) con
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el empleo de un homogenizador de placas sobre una bolsa de hielo. Se complet6 a
un volumen de 300 pL de tampodn fosfato. Se determind la actividad de las
siguientes enzimas:

Citocromo P450 mono-oxigenasas (MFO). Para la determinacion de la actividad de

las enzimas citocromo P450 mono-oxigenasas se utilizo la metodologia descrita por
Brogdon et al, (1998) y modificada por French et al., (2013). Se utilizaron 80 uL de
macerado, 200 pL de sustrato 3,3",5,5-tetrametilbenzidina (TMBZ) a wuna
concentracion de 12 mmol/L, y 25 pL de H20: (3%). Se utilizé como control
negativo una mezcla de Na:POs, TMBZ y H2O:. La reaccion transcurrié durante 10
min a 25°C para garantizar que no hubiera variaciones entre los valores de
actividad enzimatica (French et al., 2013). La absorbancia se midio a 620nm, a 25°C,
en un espectrofotdmetro cinético (Versa Max, EE.UU). La actividad enzimatica se

determin6 mediante la siguiente ecuacion:

_AAbs | Vensayo

AE = x V total

X=x
At ¢ V muestra

Donde la actividad enzimatica es expresada en NmolTMBZ/min Abs/t: variaciéon
de absorbancia en el tiempo; &: coeficiente de extincion molecular del sustrato
3,3',5,5'- tetrametilbenzidina (TMBZ), 5,9 x 10* L/mol/cm; Vensayo: volumen
utilizado en el ensayo; Vmuestra: volumen de homogenato utilizado el ensayo;
Vtotal: volumen del homogenato

Glutation-S-transferasas (GST). Para la determinacién de la actividad de las

enzimas Glutation-s-transferasas se utilizo la metodologia descrita por Rodriguez
et al., (2001). De cada una de las muestras se tomé 20 uL y se afiadieron a una placa
de microtitulacién de 96 pocillos. Seguidamente se afiadieron 200 pL del sustrato
[mezcla: 1 mL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (50 mmol/L) diluido en metanol y 20
mL de glutation reducido (20 mmol/L) diluido en tampon fosfato]. La reaccion se

dejé transcurrir durante 3 min a 25 °C para garantizar que no hubiera variaciones
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entre los valores de actividad enzimatica. La absorbancia se ley6 a 340nm, a 25°C,
en un espectrofotdmetro cinético. La actividad enzimatica se determind mediante
los valores de densidad oOptica a esta longitud de onda. Esta se calculo segun la

siguiente formula:

_ DOx1 Vmezcla

AE txk x Vmuestra

Donde la actividad enzimatica es expresada en mM de sustrato
transformado/ml/min; k coeficiente de extincién (9,6 mM'/cm), DO densidad
optica medida a 340 nm, V mezcla (Volumen de la mezcla) 20 pL y V muestra
(Volumen de la muestra) 220 pL.

a y B carboxilesterasas (EST). Para la determinacion de la actividad de las enzimas

ay B carboxilesterasas se utilizé la metodologia descrita por Rodriguez et al., 2001.
De cada una de las muestras maceradas se tomaron 20 uL y se afiadieron a una
placa de microtitulacion de 96 pocillos. Seguidamente, se afadieron 200 puL de a o
[ naftil acetato (diluido 1:100 a partir de una solucion madre de a o B-naftil acetato
70 mmol/L). Se dejé transcurrir la reaccion durante 10 min para garantizar que no
hubiera variaciones entre los valores de actividad enzimatica. Posteriormente, se
anadieron 40 pL del colorante Fast Blue B Salt (0,03g en 10 mL de la mezcla H2O y
SDS 5 %, 3:7 (v/v)). La absorbancia se calculdo a 570 nm, a 25°C, en un
espectrofotometro cinético.

La actividad enzimatica se determind mediante la siguiente ecuacion:

AAbs AAbs 1 Vensayo
AE = [( ) control — ( ) muestra] —x——dil
At At e V muestra

Donde la actividad enzimatica es expresada en pmol de sustrato
transformado/min mL); V ensayo: volumen total del ensayo (mL); Vmuestra:
volumen de muestra utilizado en el ensayo (mL); &: Tangente de curva patron de «

y B-naftol acetato
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Se analiz6 la distribucion normal de los datos mediante Shapiro-Wilk. La
diferencia estadisticamente significativa para una p<0,05 de los valores de
actividad enzimatica en los grupos en estudio se determiné mediante Mann

Whitney (Statistica version 7).

2.4 Determinacion de la actividad adulticida de aceites esenciales

sobre Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus
24.1 Determinacion de la actividad adulticida mediante botellas

impregnadas con soluciones de aceites esenciales

Los bioensayos se realizaron siguiendo el protocolo de las botellas impregnadas
(CDC, 2010), modificado por la utilizacion de botellas de vidrio de 250 mL de
capacidad con tapa esmerilada (Rodriguez et al., 2017). El tiempo diagnostico (TD)
se establecio para 30 minutos segin metodologia CDC, (2010). Se aplicé 1 mL de
las soluciones de los aceites a diferentes concentraciones a cada botella y se roto6
hasta la total evaporacion del disolvente. El control se impregnd con un 1mL de
acetona. Las botellas se cubrieron con papel de aluminio culminada la
impregnacion y se taparon transcurridas 24 horas. Se utilizé un control y cuatro
réplicas por concentracion a evaluar.

Para los bioensayos se colocaron 15 hembras de uno a tres dias de edad en cada
botella, comenzando por el control. Durante 1 hora los individuos se observaron y
contabilizé el nimero de derribados cada 5 minutos. Transcurrido 60 minutos, se
consideraron muertos aquellos mosquitos que no pudieron volar cuando se movia
la botella con suavidad o los que se mantuvieron inmoviles en el fondo de la
botella.

Con los valores del numero de individuos derribados cada 5 minutos, a la dosis
minima de cada aceite que provocd el 100 % de derribo a los 30 minutos se

calcularon, los tiempos de derribo que provocaron el 50 y el 90 % de derribo (TDso
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y TDw) para cada poblacion. Estos parametros se obtuvieron mediante la prueba

Probit del programa estadistico SPSS (version 11 para Windows)

2.4.2 Determinacion de la actividad adulticida mediante papeles
impregnados con soluciones de aceites esenciales

Para la realizacion de los bioensayos se impregnaron papeles de filtro (12x15cm)
con soluciones cetonicas a igual concentracion que las utilizadas con las botellas. Se
impregndé con 2 mL de solucién, de forma manual utilizando una pipeta
volumétrica de 1 mL. A cada tubo se le colocaron en su interior 20 hembras de 3
dias de edad, sin alimentar, comenzando por el control. Cada concentracién tuvo
un control y cuatro réplicas por poblacion utilizada en el estudio. Se expusieron
por un periodo de 1 hora segiin metodologia WHO, (2016). Al final del periodo de
exposicion, los mosquitos adultos se transfirieron a tubos de reposo y mantenidos
en posicion vertical por 24 horas. Los tiempos de derribo que provocaron el 50 y el
90 % de derribo (TDso y TDw) para cada poblacion se calcularon con el nimero de
individuos derribados cada 5 minutos, a la dosis minima de cada aceite que
provocd el 100 % de derribo a los 30 minutos. Estos pardmetros se calcularon
mediante la prueba Probit del programa estadistico SPSS (version 11 para
Windows)

Como controles positivos para ambos bioensayos se utilizaron papeles
impregnados con malation al 5% por ser la dosis diagndstico mas alta que

describen los informes de 1la OMS.

2.5 Determinacion de la actividad ovicida y repelencia a Ila
oviposicion en las poblaciones de Aedes aegypti y Aedes albopictus

ante soluciones de aceites esenciales
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2.5.1 Determinacion de la actividad ovicida de soluciones de aceites
esenciales sobre las poblaciones de Aedes aegypti y Aedes albopictus.

La determinacion de la actividad ovicida se realizo siguiendo metodologia de
Prajapathi et al., (2005). Se utilizaron huevos de una semana de ovipositados, cada
tira contenia como promedio 300 huevos, previamente observados bajo el
estereoscopio para confirmar la presencia de embrion. Las tiras con huevos se
expusieron a la CLw (1 mL en 99 mL de agua declorinada) de cada aceite por 24
horas. Se utilizé un control, el cual consistio en exponer las tiras de huevos a 1 mL
de etanol en 99 mL de agua declorinada. Por cada aceite se utilizd 1 control y tres
réplicas. Posteriormente las tiras con huevos se extrajeron del medio, se colocaron
a secar en una bandeja a 25 °C y se procedié a contar el total de huevos
eclosionados bajo un estereoscopio.

Para la distribucion normal de los datos se utilizo el test Shapiro Wilk y un

ANOVA Multifactorial (p<0,05). Se utilizé el programa Statistica version 7.

2.5.2 Determinacion de la repelencia a la oviposicion en las poblaciones de
Aedes aegypti'y Aedes albopictus ante soluciones de aceites esenciales

Para determinar la repelencia a la oviposicion ante soluciones de aceites se
utilizaron 3 réplicas por cada poblacién y por cada aceite. En cada jaula se
colocaron 25 hembras y 25 machos, tres recipientes conteniendo 500 mL de agua
declorinada, 500 mL de agua declorinada con 20 larvas de segundo estadio para
simular criadero y otro recipiente conteniendo 1 mL de solucion de aceite en 499
mL de agua declorinada. Se les suministré alimentacién con ratones Balb/C por 3
horas 2 veces en la semana. A los recipientes se le coloco una tira de papel para
recoger la ovipuesta. Las tiras de huevos se extrajeron y se ubicaron sobre una

superficie humeda en bandejas durante 24 horas para permitir el correcto
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desarrollo de la embriogénesis y luego fueron puestas a secar a 25 °C sobre una
bandeja. Posteriormente, se colocaron en agua declorinada con 0,1 g de harina de
pescado para favorecer la eclosion. A las 24 horas, bajo un estereoscopio se registro
el total de huevos puestos como fecundidad y la fraccion de huevos eclosionados
como fertilidad. Se aplicé la prueba “T de Student” para comparar la media de los
huevos puestos y eclosionados para cada especie (p<0,05), utilizando Statistica 7.0.

2.6 Determinacion de la actividad repelente de formulaciones de aceites

esenciales sobre Aedes aegypti

Para el estudio se seleccionaron los aceites esenciales que fueron escogidos en el
acapite 2.2, con vistas a evaluar la mas completa actividad insecticida y su posible
uso en todas las fases del ciclo bioldgico del mosquito.

El efecto de las formulaciones de aceites esenciales sobre la conducta de Ae. aegypti
se determino utilizando la metodologia WHO, (2009). Las formulaciones utilizadas
para los bioensayos de repelencia se elaboraron en el OIBS y el CENSA. Se
preparararon formulaciones al 8, 10, 15, 20% (8A, 10A, 15A, 20A ) utilizando aceite
mineral como disolvente y en dipropilenglicol al 8, 10, 15, 20% (8D, 10D, 15D, 20D).
Tambien se prepararon al 30 % en propilenglicol; 30PI y 30PIL. En el formulado 30
PII se afiadid vainillina con vista a evaluar su efecto potenciador.

Para los bioensayos, las manos de cada voluntario se cubrieron con guantes de
goma. Se traté un antebrazo con 1 mL de formulacion y el otro antebrazo con 1mL
de la formulacion control. Como control positivo (C+) se utilizd6 Punto Verde
repelente con DEET (dietil toluamida) al 20 % y el repelente natural comercial; Bug
Shield (3,8 diol paramentano) y como control negativo (C-) los disolventes
utilizados en cada formulacion. Cada antebrazo fue expuesto 3 minutos cada 30

minutos (WHO, 2009). Las picaduras de cada mano de los voluntarios se
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cuantificaron y el porcentaje de proteccion (PP) se calculé de acuerdo con la

férmula:

~ Nc— Nt
Nc

PP x100

Donde:

Nc=ntimero de picaduras en el brazo control en determinado periodo de tiempo,
Nt=ntimero de picaduras en la brazo tratado en el mismo periodo (Rueda et al.,
1998; Frances & Wirtz 2005). Para Nc se tuvo en cuenta el placebo o disolvente

Se tom¢ en cuenta el criterio de tiempo de proteccion al primer tiempo después de
aplicado el tratamiento, donde se observa una picada seguida de otra
confirmatoria en el mismo periodo o en el periodo de exposicion siguiente.

Para el andlisis de la distribucion normal de los datos se utilizé Shapiro Wilk. Se
utiliz6 un ANOVA Multifactorial para el andlisis del nimero de picadas por
voluntarios y por tratamientos considerando diferencia estadisticamente

significativa para una p<0,05

Consideraciones éticas

El documento de tesis estuvo aprobado por el comité de Etica Institucional y el
estudio experimental estuvo avalado por un Proyecto Asociado a Programa
(Anexo 7). Durante todo el proceso experimental se tuvieron en cuenta las normas

éticas y cientificas para realizar estudios biomédicos.

La colecta de plantas se realizo por personal con experiencia en la labor y con los
cuidados requeridos para no destruir la biomasa vegetal, ni afectar otras especies
animal o vegetal del entorno. Los aceites esenciales se obtuvieron mediante
destilacién siguiendo las normas ISO 65-71:84 en los laboratorios de las
instituciones asociadas en este proyecto donde se estudian sus propiedades

medicinales y/o plaguicidas.
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Para la alimentaciéon de mosquitos se utilizaron ratones de la linea BalB/C. Los
animales se mantuvieron bajo las condiciones sanitarias convencionales en
régimen de 12 horas luz-12 oscuridad. Recibieron como alimento dieta comercial
pelletizada EMO (Alyco®, CENPALAB) con su correspondiente certificado de
calidad. El agua suministrada fue de calidad apta para consumo humano

siguiendo las normas éticas para el uso de animales de experimentacion.

Los bioensayos para evaluar la actividad insecticida de plantas se realizaron segun
metodologias de la OMS, en locales designados para estos objetivos, los que se
encuentran disefiados para no permitir el escape de vectores. El material bioldgico
sobrante fue eliminado mediante calor (100°C) o por congelacién por espacio de 2

horas a -70 °C.

En el caso de los bioensayos para determinar la actividad repelente se utilizaron
los aceites esenciales que presentaron estudios previos de toxicidad en humanos.
Las evaluaciones se realizaron en condiciones de laboratorio. La participacion de
los sujetos partid del principio de voluntariedad, con pleno conocimiento de los
objetivos y particularidades del estudio ademas de la firma del consentimiento

informado (Anexo 7).
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RESULTADQOS

Al final del camino, el hombre no serd premiado por lo que encuentre, sino por aquello
que haya buscado honestamente. ..



3. RESULTADOS

3. Actividad insecticida de los aceites esenciales sobre Aedes aegypti,
Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus

3.1 Actividad larvicida de aceites esenciales sobre Ae.aegypti, Ae.

albopictus y Cx. quinquefasciatus

En las Tablas 1 y 2 se muestran los resultados de la actividad larvicida de 10 aceites
esenciales sobre las especies Ae.aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus. Las
diferentes concentraciones evaluadas provocaron entre un 10 y 100 % de
mortalidad, lograndose calcular, las CLso y CL9%, pendientes de la recta de regresion
(b) y sus respectivos ;2. Todos los aceites evaluados evidenciaron una actividad
larvicida significativa, al presentar CLso inferiores a 100 mg/L sobre las cinco
poblaciones de las tres especies de mosquitos estudiadas, a excepcion del aceite de
C. aeruginosa sobre la poblacion Marianao 2013 que sobrepaso este valor
ligeramente (126 mg/L).

Sobre Ae. aegypti, para la cepa Rockefeller (Tabla 1) todas las CLso calculadas
presentaron valores inferiores a 50 mg/L, excepto para C. aeruginosa. En la
poblaciéon SMP2011, con los aceites de P. aduncum subsp. ossanum, C. longa y aceite

de Trementina (AT), se obtuvieron valores de CLso superiores al valor sefialado
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Tabla 1.Valores de concentraciones letales y otros parametros calculados posterior a la exposicion de los aceites
esenciales en estudio sobre la cepa Rockefeller y las poblaciones SMP 2011 y Marianao 2013 (Aedes aegypti)

Aceites Rockefeller SMP2011 Marianao 2013
b +DE CLso(LC) CLoo(LC) x2(p) b +DE CLso(LC) CLoo(LC) x2(p) b +DE CLso(LC) CLso(LC) x2(p)
Bursera graveolens 2,9 10,1 27,4 2,17 2,5 15,0 48,7 0,8 43 32,5 64,3 54
(1.1 (9,2-18,3) (9,2-33,7) 0,0) (0,44) (9,8-18,7) (41,2-65,3) (0,65) (0,39) (29,6-37,5) (60,1-66,3) (0,00)
Ocimun basilicum 4,7 46,9 87,6 31 3,8 46,9 1014 32,6 4,3 47,5 93,3 30,5
(0,35) (23,0-71,7) | (60,7-95,7) (0,000) (0,30) (17,0-82,3) (64,7-230,8) (0,00) 0,32) (22,7-74,6) (63,1-70,1) (0,000)
Melaleuca quinquenervia 12,8 47,2 59,2 1,0 13,9 47,8 60,8 74 12,6 47,1 140 20,4
(1,0) (45,0-48,4) | (56,4-62,8) (0,40) (2.11) (45,6-52,6) (58,3-66,5) (0,97) (0,26) (18,7-90,2) (75,5-155,3) (0,000)
Eucalyptus globulus 55 27,6 81,8 10,2 51 10,35 18,4 0,6 52 13,1 15,5 18,5
(0,52) (23,6-30,6) | (86,2,-92,2) (0,17) (0,73) (9,7-29,5,) (16,1-26,4) (0,07) (0,36) (12,1-13,9) (14,7-17,2) (0,001)
Piper aduncum subsp. 51 35,3 63,5 2,8 3,5 60,2 117,7 9,4 5,0 36,0 64,8 0,8
ossanum (0,67) (30,2-39,5) | (60,4-75,5) (0,41) (0,45) (49,4-76,1) (88,7-231,9) (0,024) (0,60) (30,9-40,1) (59,8-71,6) (0,08)
Citrus aurantium 8,6 13,5 19,5 0,5 15,1 14,7 17,9 8,9 8,1 15,5 22,3 1,3
(1,0) (12,2-14,7) | (18,5-21,5) (0,090) (1,1) (13,7-15,7) (16,7-20,6) (0,0) (1,0) (14,9-16,1) (20,4-25,6) (0,050)
Curcuma longa 6,6 25,3 39,6 3,0 59 60,1 99,4 3,3 55 46,4 86,4 52
(0,95) (22,3-26,4) | (36,2-44,2) (0,021) (0,59) (56,3-65,2) (93,7-110,2) (0,80) (0,63) (40,2-66,3) (81,7-92,9) 0,97)
Curcuma aeruginosa 11,4 53,2 68,1 49 52 41,4 71,6 1,2 49 126,1 230,1 6,1
(0,81) (51,0-54,2) 66,5-71,7 (0,42) (0,09) (28,2-49,4) (68,4-78,6) (0,53) (0,65) (106,2-220,4) | (158,9-398,6) (0,10)
Aceite de trementina 12,1 21,5 27,8 2,8 54 70,4 120,7 0,5 44 58,5 114,2 0,5
(1,00) (20,3-22,6) | (25,4-29,3) (0,76) (0,79) (65,3-75,8) (114,8-125,9) (0,09) (0,48) (53,9-63,5) (99,3-140,2) (0,09)
Aceite de trementina 6,3 23,6 38,2 3,1 53 57,6 99,7 9,5 4,7 81,3 152,0 2,6
modificado (0,62) (24,5-28,9) | (34,1-43,5) (0,79) (0,87) (53,-61,2) (93,2-110,5) (0,46) (0,60) (74,7-91,1) (126,7-204,2) | (0,045)
Temefos 2,15 0.00535 0.0162 1,5(0,23) 1,44 0,024 0,18 391 2,55 0,018 0,256 1,8
(0.46) (0,00500- (0,0158- 0,17) (0,020-0,032) (0,17-0,20) 0,72) 0,1) (0,015-0,020) (0,23-0,28) (0,24)
0,00550) 0,0175)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE(desviacion estandar) CLso y CL9o (concentraciones de la sustancia toxica que provocan el 50 y el 90 por ciento de mortalidad

respectivamente expresada en mg/L) ; LC (limite de confiabilidad 95%); %2 (chi cuadrado y su probabilidad)




Tabla 2. Valores de concentraciones letales y otros parametros calculados posterior a la exposicion de los aceites
esenciales en estudio sobre las poblaciones Ae. albopictus (Fraga 2012 ) y Cx. quinquefasciatus (Baraca2014).

Aceites Ae.albopictus( Fraga 2012 ) Cx. quinquefasciatus( Baraca 2014 )
b+DE | CLso(LC) | CLao(LC) x2(p) | b+DE | CLs(LC) CLso(LC) x2(p)
Bursera graveolens 4,84 31,8 58,5 11,4 5,55 31,5 53,7 13,54
(0,54) (18,5-38,1) | (46,5-171,3) | (0,010) | (0,43) (23,9-38,2) (43,2-93,6) | (0,004)
Ocimun basilicum 2,83 9,5 27,0 12,7 | 6,17 31,4 50,7 11,81
(0,27) (4,1-13,9) (17,8-30,5) | (0,005) | (0,46) (25,2-37,1) (42,0-76,9) | (0,008)
Melaleuca quinquenervia 4,92 49,5 89,4 41 4,39 66,0 120 5,20
(0,73) | (43,7-54,5) (84,3-94,2) (0,87) | (0,44) (60,3-68,2) (95,2-130,2) | (0,902)
Eucalyptus globulus 8,57 91,2 128,7 7.5 4,19 20,9 42,4 11,85
(0,88) | (42,6-108,7) | (108,6-3283) | (0,023) | (0,32) (14,8-26,6) (32,2-76,8) | (0,008)
Piper aduncum subsp. ossanum 8,22 57,3 82,3 2,5 7,99 59,5 86,0 8,36
(0,61) | (55,2-63,1) (76,2-84,3) | (0,002) | (0,59) (53,1-66,8) (74,8-113,9) | (0,039)
Citrus aurantium 5,42 30,5 52,5 18, 8,07 14,2 20,4 25,01
(0,44) (21,9-40,9 (39,8-143,1) | (0,00) | (0,83) (3,3-17,3) (16,9-33,5) (0,00)
Curcuma longa 7,63 49,2 72,2 2,9 5,48 46,2 79,0 16,54
(0,80) | (43,2-54,1) (69,2-75,2) 0,77) | (0,46) (33,6-58,5) (61,4-160,3) | (0,001)
Curcuma aeruginosa 6,82 40,2 70,1 12,4 5,17 43,1 76,5 19,63
(0,08) | (35,6-44,3) (67,3-72,1) | (0,001) | (0,42) (28,5-56,4) (57,8-120,8) | (0,00)
Aceite de trementina 4,88 49,2 90,1 0,3 3,93 46,3 98,3 14,3
(0,65) (44,5-53,2 (88,2-93,2) 0,17) | (0,34) (42,3-49,5) (93,2-100,1) | (0,002)
Aceite de trementina modificado | 9,33 443 61,2 8,5 3,88 43,1 92,4 4,24
(1,9) (40,2-52,3) (55,2-63,4) (0,98) | (0,39) (39,2-45,6) (87,7-96,3) (0,12)
Temefos 4,92 0,020 0,042 5,20 4,39 0,017 0,035 41
(0,73) | (0,016-0,023 | (0,035-0,050) | (0,902) | (0,44) | (0,014-0,023) | (0,029-0,041) | (0,87)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacién estandar) CL50 y CL90 (concentraciones de la sustancia toxica que provocan el 50 y el 90 por ciento de

mortalidad respectivamente expresada en mg/L); LC (limite de confiabilidad 95%); @2 (chi cuadrado y su probabilidad)




anteriormente, asi como, para la poblacion Marianao 2013 con el aceite de C.

aeruginosa y ambos aceites de trementina.

Citrus aurantium, E. globulus y B. graveolens resultaron ser las plantas con mayor
actividad sobre las larvas de las poblaciones estudiadas de Ae. aegypti. El aceite de
C. aurantium evidencio tener la mas alta actividad larvicida con los valores de CLso
mas bajos y homogéneos para las tres poblaciones de Ae. aegypti (cepa Rockefeller
(13,5 mg/L), SMP2011 (14,7 mg/L) y Marianao 2013 (15,5 mg/L)). La mayor
sensibilidad al aceite de E. globulus se evidencié para las poblaciones de SMP2011
(10,3 mg/L) y Marianao 2013 (13,1 mg/L). Por su parte, frente al aceite de B.
graveolens resultaron ser mas sensibles la cepa Rockefeller (10,1 mg/L) y la
poblacién Marianao 2013 (15,0 mg/L) que la poblacion SMP2011 (32,5 mg/L). Por
su parte M. quinquenervia, presentd concentraciones similares (47,2; 47,8; 47,1 mg/L)
para Rockefeller, SMP2011, Marianao 2013 respectivamente. De forma general las
CLso calculadas en la mayoria de los aceites para las poblaciones Marianao 2013 y
SMP 2011 fueron muy similares al compararlos con la cepa Rockefeller. Esto nos
permite inferir que la pérdida de susceptibilidad a los insecticidas de estas
poblaciones dado por sus FR entre 5 y 10 (Anexo 4) no ejerce una fuerte influencia

en la respuesta insecticida de estos aceites.

Aedes albopictus (Tabla 2) mostrd alta sensibilidad al aceite de O. basilicum (9,5
mg/L), que no se destaco entre los aceites de mayor actividad larvicida sobre Ae.
aegypti; mientras que, para Cx. quinquefasciatus la respuesta a este aceite se triplico
(31,4 mg/L). Culex quinquefasciatus presento la mayor sensibilidad con los aceites de
C. aurantium y E. globulus 14,9 mg/L y 20,9 mg/L respectivamente. El aceite de C.

aurantium evidencié una actividad larvicida superior sobre Ae. aegypti comparado
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con Ae. albopictus. El valor de la CLso de la poblaciéon Fraga 2012 fue el doble que los
valores obtenidos para Rockefeller, SMP2011 y Marianao2013.

3.2 Influencia de las CLs de los aceites esenciales mas promisorios en el
desarrollo de larvas de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex
quinquefasciatus

Melaleuca quinquenervia y C. aurantium fueron aceites con CLso <50 mg/L que
mostraron similares niveles de toxicidad entre poblaciones. E1 ATM, se incluy6 por
haber sido modificado por la fotosensibilidad de los aceites esenciales. Los tres
aceites seleccionados se producen en Cuba, son cultivables o de elevada
abundancia y su uso para el desarrollo de nuevos insecticidas podra ser sostenible

en nuestro contexto.

3.2.1 Influencia de las CLoo de ATM en el desarrollo de larvas de Aedes

aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus

En las figuras 1 A, B, C, D se muestran las curvas de supervivencias obtenidas para
las cuatro poblaciones de mosquitos en estudio luego de ser expuestas a las CLw de
ATM. En todas las poblaciones, el nimero de individuos vivos disminuye respecto
al valor inicial de sobrevivientes segun transcurren los dias del experimento. Se
observo diferencia significativa, al comparar las mortalidades obtenidas entre el
control y los individuos expuestos de las poblaciones Rockefeller (F(9,19)=2792,8);
SMP2011 (F(9,19)=3357,5); Fraga 2012 (F(9,19)=5912,5) y Baraca 2014
(F(9,19)=3814,9) p=0,00001.
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(F(9,19)=3814,9) p=0,0000. Grafico obtenido posterior al analisis estadistico
mediante un Anova Multifactorial(p>0,05). Letras iguales no ofrecen diferencias
significativas.
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Ademas de los efectos letales en el estado larval provocados por la exposicion de
las larvas al ATM, las pupas desarrolladas a partir de las larvas expuestas fueron
afectadas y el numero de adultos que emergieron fue inferior al del control no
tratado. De forma general la mortalidad fue mucho mas elevada en la fase larval
dada por la escasa sobrevivencia de los individuos en este estado (Fig. 2). En la fase
pupal y en la fase adulta de cada poblacion se observd escasa sobrevivencia
(F(73,15)=2326,2 p=0,00001).

No se encontr6 diferencias en el comportamiento entre los controles negativos de
las poblaciones de Rockefeller y SMP2011 (Ae. aegypti). Los individuos de estas
poblaciones se comportaron muy similar, sobre todo en la formacion de pupas y
adultos, alcanzando el pico maximo al tercer dia, posterior al experimento (Fig. 2
A, B). Sin embargo, en la poblacion Fraga 2012 (Ae. albopictus) la formacion de
pupas en el control fue mas baja y paulatina (Fig 2C).

En el caso de Cx quinquefasciatus la mortalidad obtenida en la fase de larva fue dos
veces mayor con respecto a la fase de pupa al inicio del estudio (F (42,89)=6,25;
p=0,00001). La formacion de pupas se desplazd hacia el cuarto y quinto dia lo que
evidencia que el ciclo bioldgico de esta especie es mas lento (Fig 2D).

De forma general en la Tabla 3 se muestra, que la exposicion a la CLso de ATM en
de las poblaciones de mosquitos en estudio, inhibi¢ la emergencia de los adultos,
en porcentajes similares a los inhibidores comerciales.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de la emergencia de las poblaciones de
mosquitos expuestas a la CLso ATM.

Poblaciones % IE % IE %IE
ATM/ ATM/ ATM/
Control negativo | Sumilarv | Novalorun

Rockefeller 97,98 100 100

SMP 2011 99,0 100 100

Fraga 2012 98,19 100 100

Baraca 2014 97,19 100 100
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En los individuos muertos se observaron anomalias morfoldgicas; las larvas y
pupas murieron distendidas y con evidencia de necrosis y los adultos con tarsos

adheridos a la exuvia (Fig. 3)

>

Figura 3. Anomalias morfologicas observadas en los individuos muertos de Ae.
aegypti al ser expuestos a los aceites de ATM; A, C, E; Larvas, pupas y adulto
control; B,D larvas y pupas muertas con necrosis respectivamente, F: adulto
muerto con tarsos adheridos a la exuvia.

3.2.2. Influencia de las CLso de Melaleuca quinquenervia en el desarrollo de
larvas de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus

En las figuras 4 A, B, C, D se muestran las curvas de supervivencias para las 4
poblaciones de mosquitos en estudio luego de ser expuestas a las CLs de M.
quinquenervia. Se observa diferencia significativa, al comparar las mortalidades
obtenidas entre el control y los individuos expuestos de las poblaciones Rockefeller
(F(7,15)=2759,8); Marianao 2013 (F(7,15)=2915,5); Fraga 2012 (F(7,15)=3932,2) y
Baraca 2014 (F(7,15)=2535,5) p=0,00001.

Al analizar la mortalidad en los estadios inmaduros, el porciento de sobrevivencia
obtenida difieren entre larvas y pupas y entre la fase de pupa y la adulta por

especies de mosquitos F (45,11)=1101,5 p=0,00001 (Fig. 4). La mortalidad fue mucho
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mas elevada en la fase larval con respecto a la fase pupal y a la fase adulta de cada
poblacion. El mayor efecto letal se produjo en larvas de Ae. albopictus
(F(12,13)=11,90 p=0,00001) con la consiguiente baja formacion de pupas seguido de
Cx. quinquefasciatus (F(12,13)=4,29 p=0,000001) y Ae. aegypti (F (14,15)=8,19
p=0,00001 (Fig 5 C, D).

En la Tabla 4 se muestra que la exposicion a las CLoo de M. quinquenervia de las
poblaciones de mosquitos en estudio, inhibio la emergencia de los adultos, en
porcentajes similares a los inhibidores comerciales. El 4 % de los individuos de Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus que emergieron fueron adultos machos.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de la emergencia de las poblaciones de
mosquitos expuestas a la CLsw de Melaleuca quinquenervia

Poblaciones % IE % IE %IE
M.quinquenervial | M.quinquenervial | M.quinquenervial
Control negativo | Sumilarv Novalorun

Rockefeller 98,39 100 100

Marianao 2013 | 98,48 100 100

Fraga 2012 95,48 100 100

Baraca 2014 95,99 100 100

Anomalias morfologicas en los individuos muertos de Ae. aegypti se observaron al
ser expuestos a los aceites de M. quinquenervia principalmente en el proceso de
metamorfosis o transicion de larva a pupa. En la figura 6C se observan pupa a
medio transformar con estructuras respiratorias sin desprenderse cabeza y exuvia
de larva de cuarto estadio. En la figura 6 D se observa la muerte de la pupa con

extructuras fuera del pupario.
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Figura 6. Anomalias morfoldgicas observadas en pupas de Aedes aegypti con
aceite de M. quinquenervia: A, B ; larva y pupa control respectivamente C: larva
muerta en proceso de metamorfosis a pupa, D prepupa

3.2.3 Influencia de la CLo de Citrus aurantium en el desarrollo de larvas de

Aedes aegypti.

Al someter larvas de las poblaciones de Rockefeller y Marianao 2013 (Ae. aegypti) a
las CLo calculadas para el aceite de C. aurantium, se evidencié que la mortalidad
ocurre de forma drdstica los primeros dias, al igual que con los aceites anteriores
para luego estabilizarse en el tiempo (Fig 7 A, B). Con la concentracion utilizada, la
mortalidad entre poblaciones evaluadas se comportd de forma similar, aunque con
diferencias entre el control y los expuestos (F(33,15)=57,72 p=0,00001).El mayor
efecto letal ocurre en la fase de larva, seguido del estado de pupa y adulto. Se
encontraron diferencia significativa cuando se comparé la mortalidad obtenida por
estado en cada poblacién (Fig. 7 C, D) (Marianao 2013;(F(2,32)=120,7 p=0,0001);
Rockefeller (F(2,10)=548,10 p=0,00001)).
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La inhibicion de la emergencia se comportd de forma analoga en ambas
poblaciones, ya que se inhibid la emergencia de los adultos, en porcentajes

similares a los inhibidores comerciales.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de la emergencia por poblacion expuesta al
aceite de Citrus aurantium

Poblaciones % IE % IE %IE
C.aurantium / C. aurantium/ C. aurantium/
Control negativo | Sumilarv Novalorun

Rockefeller 99,6 100 100

Marianao 2013 | 100 100 100

La muerte de las larvas ocurri6 durante la transformacion de larvas a pupas, en
ocasiones resultando un estado de prepupa. La mayor mortalidad en esta fase
correspondi6 a individuos adheridos a sus exuvias o a medio emerger. En la

Figura 8, se observan ejemplos de individuos muertos en los tres estados.

Figura 8. Anomalias morfologicas observadas en los individuos muertos de Ae.
aegypti al ser expuestos a C. aurantium; A, B, C larva, pupa y adulto control,D:
larva muerta en proceso de ecdisis a pupa, E :pupas muertas distendidas, F:pupa
decolorada con necrosis y con exuvia de larva adherida, G: macho con tarsos
adheridos a la exuvia
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3.3 Actividad de enzimas detoxificadoras en larvas de las poblaciones de
Aedes aegypti SMP 2011 y Rockefeller expuestas a la CLy de ATM

La actividad de las enzimas evaluadas, fue mas elevada en la poblacion SMP2011
que en la cepa Rockefeller, al comparar tanto entre los controles de estas
poblaciones como entre los individuos tratados con ATM (Fig. 8 y 9); excepto para
P450 monoxigensas.

En la poblaciéon SMP2011 la actividad de carboxilesterasas (a y ) disminuy® en los
sobrevivientes a la exposicion a ATM con respecto al control. En la cepa
Rockefeller en los individuos expuestos, disminuyé la actividad de a-
carboxilesterasa, mientras que 3-carboxilesterasa se incremento ligera aunque no
significativamente en los expuestos con respecto al control (Fig. 9).

Para citocromo P450 monooxigenasas, se encontrdé en la poblacion SMP2011 una
disminucién dréstica en los individuos sobrevivientes a la exposicién al ATM; con
valores similares a los observados en la cepa Rockefeller, tanto para los individuos
expuestos como no expuestos, los que no muestran una diferencia significativa
(Fig. 10). La actividad de GST se incrementd ligera aunque no significativamente
(U=2005; p=0,168) en las larvas expuestas con respecto al control en la poblacién
SMP 2011, mientras que ocurrié lo contrario en la cepa Rockefeller. De forma
general, en los individuos sobrevivientes a la exposiciéon al ATM se observd una
disminucién de las enzimas de acciéon metabdlica con excepcion de glutation-S-
transferasa (GST) que evidencié un incremento no significativo de su actividad en

la poblacion SMP2011.
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3.4. Actividad adulticida de aceites esenciales sobre Ae. aegypti, Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus mediante las metodologias de las
botellas y papeles impregnados

En las Tablas 6-10 se muestran los resultados obtenidos para las poblaciones Ae.
aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus, en botellas y papeles.

Para la cepa Rockefeller, E. globulus mostrd la mayor actividad adulticida con la
dosis de 10 mg/mL seguido de P. aduncum subsp. ossanum con 30 mg/mL,
utilizando botellas impregnadas. Bursera graveolens, O. basilicum, M. quinquenervia,
ATy ATM lograron el 100 % de derribo a los 30 minutos con 40 mg/mL y ambas
curcumas a 50 mg/mL (Tabla 6). Citrus aurantium no provoco derribo ni mortalidad
de ninguno de los individuos expuestos durante una hora con ambos métodos
utilizados. Los papeles impregnados con AT y ATM mantuvieron actividad
adulticida a la misma dosis que con botellas, al igual que ambas curcumas. Sin
embargo, para P. aduncum subsp. ossanum, E. globulus, B. graveolens y O. basilicum se
incremento la dosis a 50 mg/mL y en el caso de M. quinquenervia a 60 mg/mL.

La actividad adulticida con la poblaciéon SMP2011 difiere de los resultados con
Rockefeller, para los aceites de E. globulus, O. basilicum, M. quinquenervia se logrd
con 40 mg/mL, seguido de C. longa, C. aeruginosa, B. graveolens con 50 mg/mL, sin
embargo, para P. aduncum subsp. ossanum, AT y ATM se incrementd a 60 mg/mL
(Tabla 7). En el caso de los papeles impregnados se observd un incremento en la
dosis (50 mg/mL) para O. basilicum y 60 mg/mL para los aceites de E. globulus y M.
quinquenervia. Para el resto de los aceites las dosis se mantienen iguales en ambas
metodologias.

Para Marianao 2013 (Ae. aegypti) (Tabla 8) E. globulus presentd al igual que las

anteriores poblaciones, la menor dosis adulticida al utilizar la metodologia de las
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Tabla 6. Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y

papeles impregnados, con los aceites esenciales en estudio sobre Ae. aegypti (cepa Rockefeller).

Rockefeller
Aceites Botellas impregnadas Papeles impregnados
Dosis b TDso(h) TDoo(h) %2(p) Dosis b +DE TDso(h) TDoo(h) %2(p)
(mg/mL) +DE (LO) (LO) (mg/mL) (LO) (LO)
Bursera graveolens 40 4,31 0,21 0,43 15,14 50 4,27 0,32 0,57 3,90
(0,40) (0,15-0,27) (0,33-0,82 (0,004) (0,30) (0,31-0,35) (0,48-0,64) (0,41)
Ocimun basilicum 40 5,11 0,20 0,36 5,87 50 3,89 0,18 0,53 23,59
(0,46) (0,18-0,21) (0,32-0,40) (0,21) (0,21) (0,10-0,25) (0,36-1,37) (0,00)
Melaleuca quinquenervia 40 3,86 0,21 0,47 15,66 60 2,86 0,17 0,50 11,97
(0,35) (0,15-0,28) (0,34-0,99) (0,004) (0,26) (0,12-0,22) (0,12-0,22) (0,035)
Eucalyptus globulus 10 4,95 0,18 0,34 8,79 50 3,27 0,23 0,56 12.2
(0,45) (0,14-0,22) (0,28-0,46) (0,006) (0,40) (0,12-0,29) (0,41-1,52) (0.016)
Piper aduncumsubsp 30 459 0,15 0,29 3,90 50 2,34 0,10 0,37 15,0
ossanum (0,41) (0,14-0,17) (0,26-0,34) (0,41) (0,25) (0,036-0,15) (0,25-1,07) (0,005)
Curcuma longa 50 4,33 0,35 0,55 7,63 50 3,35 0,39 0,60 17,07
(0,32) (0,30-0,39) (0,48-0,70) (0,010) (0,23) (0,33-0,45) (0,51-0,84) (0,002)
Curcuma aeruginosa 50 4,21 0,35 0,53 21,9 50 4,01 0,34 0,58 10,75
(0,22) (0,26-0,42) (0,44-0,91) (0,000) (0,22) (0,28-0,38) (0,49-0,79) (0,002)
Aceite de trementina 40 2,37 0,13 0,45 7,34 40 3,87 0,13 0,41 12,02
(0,28) (0,007-0,17) | (0,32-0,93) (0,11) (0,65) (0,08-0,17) (0,30-0,70) (0,3)
Aceite de trementina 40 2,60 0,13 0,41 12,02 40 3,95 0,13 0,45 7,34
modificado (0,26) (0,08-0,17) (0,30-0,70) 0,3) (0,45) (0,09-0,17) (0,32-,93) (0,11)
Malation 5% 5,64 0,50 0,41 1,76(0,41)
(0,70) (0,43-0,56) (0,38-0,47)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacion estandar) TDso y TDo (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h))
respectivamente LC (limite de confiabilidad 95%); %2 chi cuadrado y su probabilidad
Con Citrus aurantium no se obtuvo derribo ala concentraciéon maxima permisible de 60 mg/mL

Malation se utilizé como control positivo




Tabla 7. Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y

papeles impregnados, de los aceites esenciales en estudio sobre Ae.aegypti (poblaciéon SMP2011).

SMP2011
Aceites Botellas impregnadas Papeles impregnados
Dosis b +DE TDso(h) TDoo(h) x2(p) Dosis b +DE TDso(h) TDoo(h) x2(p)
(mg/mL) (LC) (LO) (mg/mL) (LO) (LO)

Bursera graveolens 50 2,10 0,10 0,41 11,9 50 3,44 0,25 0,56 11,0
(0,28) (0,002-0,15) (0,26-1,84) (0,018) (0,16) (0,17-0,28) (0,48-0,60) (0,010)
Ocimun basilicum 40 5,30 0,29 0,51 13,43 50 4,5 0,22 0,61 18,74
(0,53) (0,23-0,35) (0,40-0,92) (0,009) (0,21) (0,15-0,29) (0,43-1,08) (0,002)

Melaleuca quinquenervia 40 4,36 0,07 0,36 3,24 60 2,99 0,22 0,59 14,3
(0,63) (0,02-0,14) (0,32-0,43) (0,51) (0,28) (0,16-0,28) (0,44-1,1) (0,014)

Eucalyptus globulus 40 5,15 0,16 0,41 6,05 60 5,54 0,28 0,49 18,3
(0,60) (0,13-0,20) (0,37-0,47) (0,19) (0,49) (0,21-0,35) (0,39-0,86) (0,001)

Piper aduncumsubsp 60 4,87 0,16 0,42 11,18 60 4,23 0,32 0,49 8,0
ossanum (0,59) (0,01-0,23) (0,33-0,68) (0,025) (0,27) (0,26-0,38) (0,41-0,76) (0,044)
Curcuma longa 50 4,25 0,41 0,66 2,64 50 4,13 0,48 0,90 11,48
(0,32) (0,38-0,43) (0,59-0,76) (0,0045) (0,15) (0,45-0,51) (0,79-1,09) (0,008)

Curcuma aeruginosa 50 4,15 0,43 0,75 2,89 50 4,60 0,40 0,66 3,33
(0,29) (0,41-0,46) (0,68-0,88) (0,0075) (0,25) (0,38-0,42) (0,61-0,74) (0,005)
Aceite de trementina 60 2,22 0,05 0,21 4,8 60 3,34 0,13 0,41 12,02
(0,35) (0,031-,007) (0,17-0,26) (0,30) (0,17) (0,08-0,17) (0,30-0,70) (0,03)

Aceite de trementina 60 4,32 0,13 0,41 12,02 60 4,12 0,09 0,21 4,8
modificado (0,33) (0,08-0,17) (0,30-0,70) (0,03) (0,19) (0,10-0,15) (0,17-0,26) (0,30)
Malation 5% 4,75 1,50 2,80 0,027
(0,39) (1,40-1,59) (2,76-2,86) (0,98)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacion estandar) TDso y TDo (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h))
respectivamente LC (limite de confiabilidad 95%); %2 (chi cuadrado y su probabilidad)

Con Citrus aurantium no se obtuvo derribo a la concentraciéon maxima permisible de 60 mg/mL

Malation se utilizé como control positivo




Tabla 8. Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y

papeles impregnados, de los aceites esenciales en estudio sobre Ae. aegypti (poblacion Marianao 2013)

Marianao 2013
Aceites Botellas impregnadas Papeles impregnados
Dosis b +DE TDso TD9o x2(p) Dosis b +DE TDso TDoo x2(p)
(mg/mL) (LC) (LO) (mg/mL) (LO) (LO)

Bursera graveolens 40 4,96 0,20 0,36 6,41 50 4,21 0,28 0,47 9,87
(0,45) (0,18-0,22) (0,33-0,41) (0,16) (0,25) (0,25-0,32) (0,40-0,53) (0,15)

Ocimun basilicum 40 4,80 0,24 0,44 10,32 50 3,01 0,24 0,59 13,95
(0,45) (0,19-0,28) (0,36-0,68) (0,040) (0,31) (0,18-0,29) (0,40-1,85) (0,016)

Melaleuca quinquenervia 50 4,00 0,22 0,46 9,9 60 2,85 0,21 0,60 10,90
(0,36) (0,17-0,27) (0,36-0,74) (0,041) (0,27) (0,16-0,28) (0,45-1,03) (0,053)

Eucalyptus globulus 20 4,78 0,20 0,38 11,54 60 7,04 0,27 0,41 13,6
(0,44) (0,15-0,25) (0,31-0,59) (0,21) (0,57) (0,21-0,33) (0,34-0,68) (0,003)

Piper aduncumsubsp 60 3,65 0,19 0,43 7,67 60 1,48 0,026 0,19 0,13
ossanum (0,34) (0,15-0,23) (0,34-0,65) (0,10) (0,38) (0,003-0,53) (0,13-0,30) (0,93)
Curcuma longa 50 4,35 0,39 0,68 13,99 50 2,89 0,43 0,70 21,29
(0,28) (0,31-0,47) (0,55-1,22) (0,007) (0,30) (0,35-0,52) (0,57-1,29) (0,000)

Curcuma aeruginosa 50 4,48 0,45 0,76 2,80 50 4,04 0,37 0,57 13,94
(0,21) (0,43-0,48) (0,69-0,88) (0,0059) (0,36) (0,32-0,42) (0,49-0,76) (0,007)

Aceite de trementina 60 3,89 0,08 0,35 7,28 60 4,10 0,10 0,43 9,89
(0,18) (0,03-0,13) (0,25-0,79) (0,12) (0,27) (0,05-0,16) (0,25-1,42) (0,042)

Aceite de trementina 60 2,12 0,10 0,43 9,89 60 2,87 0,08 0,35 6,28
modificado (0,28) (0,03-0,15) (0,28-1,40) (0,042) (0,15) (0,05-0,17) (0,22-0,80) (0,16)

Malation 5% 5,94 1,60 2,63 1,21
(0,47) (1,50-1,68) (2,58-2,7) (0,54)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacion estandar) TDso y TDs (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h)
respectivamente) LC (limite de confiabilidad 95%); %2 (chi cuadrado y su probabilidad)

Con Citrus aurantium no se obtuvo derribo ala concentraciéon maxima permisible de 60 mg/mL
Malation se utilizé como control positivo




botellas (20 mg/mL). En orden decreciente de susceptibilidad, los aceites mas
efectivos fueron O. basilicum y B. graveolens con 40 mg/mL, M. quinquenervia, C.
longa 'y C. aeruginosa con 50 mg/mL y P. aduncum subsp. ossanum, AT, ATM con 60
mg/mL. Utilizando los papeles impregnados, para los aceites de E. globulus, M.
quinquinervia, O. basilicum y B. graveolens se evidencié un aumento de la dosis de
aceite para derribar el 100 % de los adultos de esta poblacion.

En cuanto a la actividad adulticida sobre las poblaciones de Ae. aegypti utilizando
ambos métodos, se observo un incremento de las dosis de E. globulus, P. aduncum
subsp. ossanum, AT y ATM en SMP 2011 y Marianao 2013 con respecto a
Rockefeller. Con las botellas impregnadas, los aceites de O. basilicum, C. longa y C.
aeruginosa mantuvieron una respuesta homogénea en las tres poblaciones de Ae
aegypti. Con los aceites de P. aduncum subsp. ossanum, AT y ATM se observa una
respuesta similar en SMP2011 y Marianao 2013. Melaleuca quinquenervia y E.
globulus son los aceites que presentan mayor variabilidad en su respuesta
adulticida en estas poblaciones.

Para Ae. albopictus (Tabla 9) los aceites de P. aduncum subsp. ossanum, E. globulus, O.
basilicum, B. graveolens mostraron actividad adulticida a la dosis de 40 mg/mL con
botellas impregnadas, seguidos de C. longa, C. aeruginosa, M. quinquenervia con 50
mg/mL y ambos aceites de trementina con 60 mg/mL. En el caso de los papeles
impregnados, O. basilicum, B. graveolens, C. longa, C. aeruginosa manifestaron
actividad adulticida a 50 mg/mL y el resto de los aceites a 60 mg/mL.

De forma general, se observé un incremento de la dosis en papeles impregnados
con respecto a las botellas para lograr el 100% de derribo de los individuos
expuestos, excepto en C. longa, C. aeruginosa, AT y ATM, los que lograron la misma

actividad con igual dosis.
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Tabla 9. Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y
papeles impregnados, de los aceites esenciales en estudio sobre Ae. albopictus (poblacion Fraga 2012)

Fraga 2012
Aceites Botellas impregnadas Papeles impregnados
Dosis b *DE TDso TD9o %2(p) Dosis b *DE TDso TD9o x2(p)
(mg/mL) (LC) (LO) (mg/mL) (LO) (LO)
Bursera graveolens 40 4,28 0,19 0,39 14,99 50 4,46 0,21 0,42 6,34
(0,39) (0,13-0,25) (0,30-0,70) (0,000) (0,26) (0,18-0,30) (0,38-0,49) (0,01)
Ocimun basilicum 40 4,57 0,29 0,41 7,80 50 4,12 0,23 0,56 8,34
(0,31) (0,18-0,31) (0,36-0,49) (0,21) (0,13) (0,20-0,38) (0,50-0,64) (0,005)
Melaleuca quinquenervia 50 2,13 0,11 0,44 ( 18,4 60 421 0,28 0,49 14,3
(0,28) (0,008-0,18) | 0,26-0,68) (0,001) (0,18) (0,21-0,35) (0,38-0,72) (0,001)
Eucalyptus globulus 40 4,79 0,20 ( 0,37 10,8 60 4,43 0,21 0,60 14,3
(0,44) 0,15-0,24) (0,30-0,55) (0,029) (0,18) (0,16-0,30) (0,45-0,80) (0,003)
Piper aduncumsubsp 40 3,81 0,19 0,41 5,80 60 4,67 0,24 0,39 10,6
0Ssanum (0,35) (0,17-0,21) (0,36-0,49) (0,21) (0,12) (0,21-0,30) (0,34-0,60) (0,00)
Curcuma longa 50 5,11 0,34 0,67 6,89 50 4,56 0,28 0,49 18,3
(0,31) (0,32-0,37) (0,59-0,79) (0,022) (0,23) (0,20-0,39) (0,39-0,86) (0,001)
Curcuma aeruginosa 50 4,87 0,33 0,55 7,89 50 4,12 0,30 0,37 15,0
(0,20) (0,20-0,36) (0,68-0,88) (0,005) (0,32) (0,036-0,15) (0,25-1,07) (0,005)
Aceite de trementina 60 2,14 0,13 0,42 9,06 60 3,3 0,10 0,21 4,31
(0,34) (0,08-0,17) (0,32-0,68) (0,10) (0,37) (0,08-0,12) (0,17-0,27) (0,36)
Aceite de trementina 60 3,97 0,054 0,21 4,31 60 2,50 0,13 0,42 9,06
modificado (0,11) | (0,030-0,070) | (0,17-0,27) (0,36) (0,26) (0,08-0,17) (0,32-0,68) (0,10)
Malation 5% 3,0 1,52 4,05 0,12
(0,31) (1,48-1,58) (4,0-4,1) 0,9)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacién estandar) TDso y TDe« (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h)
respectivamente) LC (limite de confiabilidad 95%); %2 (chi cuadrado y su probabilidad)
Con Citrus aurantium no se obtuvo derribo ala concentraciéon maxima permisible de 60 mg/mL
Malation se utilizé como control positivo




Tabla 10. Tiempos letales obtenidos y otros parametros calculados posteriores a la exposicion, utilizando botellas y
papeles impregnados, de los aceites esenciales en estudio sobre Cx. quinquefasciatus (poblacion Baraca 2014).

Baraca 2014
Aceites Botellas impregnadas Papeles impregnados
Dosis b +DE TDso TD9o x2(p) Dosis b +DE TDso TDoo x2(p)
(mg/mL) (LO) (LC) (mg/mL) (LO) (LO)
Bursera graveolens 50 4,32 0,23 0,46 8,8 60 4,19 0,17 0,48 8,90
(0,24) (0,16-0,28) (0,36-0,75) (0,001) (0,13) (0,15-0,25) (0,39-0,55) (0,034)
Ocimun basilicum 40 3,2 0,23 0,55 6,89 50 4,05 0,22 0,54 12,36
(0,12) (0,20-0,36) (0,68-0,88) (0,005) (0,32) (0,17-0,28) (0,42-0,86) (0,003)
Melaleuca quinquenervia 30 3,12 0,16 0,43 8,8 60 4,87 0,30 0,66 7,66
(0,31) (0,11-0,21) (0,32-0,76) (0,64) (0,40) (0,27-0,33) (0,58-0,79) (0,017)
Eucalyptus globulus 40 4,1 0,21 0,40 10,02 60 4,65 0,28 0,52 10,0
(0,17) (0,18-0,26) (0,36-0,48) (0,000) (0,34) (0,26-0,30) (0,47-0,59) (0,098)
Piper aduncumsubsp 60 4,35 0,17 0,40 8,06 60 4,25 0,34 0,67 6,89
ossanum (0,18) (0,12-0,19) (0,32-0,68) (0,10) (0,25) (0,32-0,37) (0,59-0,79) (0,022)
Curcuma longa 50 4,56 0,26 0,49 6,13 50 4,32 0,27 0,70 4,04
(0,25) (0,3-0,43) (0,39-0,50) (0,093) (0,26) (0,24-0,30) (0,59-0,87) (0,05)
Curcuma aeruginosa 50 4,23 0,34 0,64 10,32 50 4,89 0,25 0,55 14,47
(0,18) (0,29-0,38) (0,36-0,68) (0,040) (0,18) (0,20-0,31) (0,43-0,87) (0,013)
Aceite de trementina 60 2,36 0,11 0,40 3,88 60 3,12 0,11 0,36 6,55
(0,29) (0,09-0,14) (0,33-0,53) (0,42) (0,28) (0,09-0,13) (0,31-0,46) (0,16)
Aceite de trementina 60 2,59 0,11 0,36 6,55 60 3,81 0,11 0,40 3,88 (0,42)
modificado (0,30) (0,09-0,13) (0,31-0,46) (0,16) (0,21) (0,09-0,14) (0,33-0,53)
Malation 5% 4,03 1,96 4,09 0,12
(0,35) (1,89-2,03) (4,0-4,11) 0,9)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b (pendiente); DE (desviacion estandar) TDso y TDs (Tiempos que provocan el 50 y el 90 por ciento de derribo (h)
respectivamente) LC (limite de confiabilidad 95%); %2 (chi cuadrado y su probabilidad)
Con Citrus aurantium no se obtuvo derribo ala concentraciéon maxima permisible de 60 mg/mL

Malation se utilizé como control positivo




Los estudios con Cx. quinquefasciatus (Tabla 10), mostraron que el aceite de M.
quinquenervia es el de mayor actividad pues solo requirid el uso de 30 mg/mL para
lograr el 100 % de derribo a los 30 minutos con el método de las botellas
impregnadas. Los aceites de E. globulus y O. basilicum requirieron 40 mg/mL, B.
graveolens, C. longa, C. aeruginosa 50 mg/mL, P. aduncu subsp ossanum, AT y ATM
con 60 mg/mL. Con papeles impregnados los aceites de O. basilicum, C. longa, C.
aeruginosa evidenciaron actividad adulticida a 50 mg/mL y el resto d e los aceites a
60 mg/mL. Para M. quinquenervia se observd un incremento del doble de Ia
concentracion (60 mg/mL) en papeles para lograr el mismo efecto que con botellas
y para los aceites B. graveolens, O. basilicum y E. globulus se evidencié un incremento
de 10 mg en las dosis con respecto a las botellas.

En todas las poblaciones estudiadas los aceites de C. longa, C. aeruginosa, AT y
ATM, presentaron actividad adulticida a las mismas dosis tanto en botellas como
en papeles, por lo que se evidencié un comportamiento bastante homogéneo de las
tres especies de mosquito ante estos aceites, excepto la cepa Rockefeller con los

dos ultimos aceites los cuales fueron toxicos a menor dosis.

3.5. Actividad ovicida y repelente a la oviposicion de Aedes aegypti'y
Aedes albopictus ante soluciones de aceites esenciales

3.5.1 Actividad ovicida de aceites esenciales sobre huevos de Aedes aegypti

y Aedes albopictus

Al someter huevos de las tres poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus a las CLao
obtenida en el acapite 2.1 de seis aceites esenciales, se encontrd diferencia
significativa en cuanto al porcentaje de eclosion de los controles con respecto a los

expuestos, excepto en la poblacion SMP2011 con E. globulus (Fig. 11). Aunque la
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eclosion fue superior al 50 %, ninguna larva sobrevivio a las concentraciones

expuestas.
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Figura 11. Actividad ovicida de aceites esenciales sobre huevos de Ae. aegypti (cepa
Rockefeller, poblaciones SMP2011, Marianao 2013 ) y Ae. albopictus (Fraga 2012)
F(10,30)=4,27 p=0,00094. Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p> 0,05).

3.5.2 Repelencia a la oviposicion de Aedes aegypti y Aedes albopictus ante

soluciones de aceites esenciales.

En el estudio realizado se encontr6é diferencia significativa en cuanto a la
oviposicion en las soluciones de los diferentes aceites esenciales (F=06625,
p=1,0000). Las poblaciones utilizadas prefirieron la puesta de huevos en agua
declorinada y en agua declorinada que contenia larvas, antes que colocar la
ovipuesta en soluciones de los aceites esenciales (Fig. 12). Citrus aurantium y P.
aduncum subsp. ossanum provocaron total repelencia a la ovipuesta por parte de las
hembras de ambas especies de Aedes. La oviposicion en los tratamientos con el
resto de los aceites ocurridé con una tendencia creciente con los aceites de B.

graveolens, O. basilicum, E. globulus y M. quinquenervia pero a porcentajes muy bajos
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en su mayoria menores del 8 %. La eclosion de los huevos fue alta y en

correspondencia con la ovipuesta en todos los casos.
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Figura 12 Repelencia a la oviposicion ante diferentes soluciones de aceites sobre huevos
de Ae. aegypti (cepa Rockefeller, poblaciones SMP 2011, Marianao 2013) y Ae.
albopictus (Fraga 2012) utilizadas en estudio. F(21,184)=0,66 p=1,0000. Medias con una
letra comuin no son significativamente diferentes (p <0,05)
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3.6 Actividad repelente de formulaciones de aceites esenciales contra
Aedes aegypti utilizando voluntarios humanos

Al evaluar la actividad repelente de los formulados del aceite esencial de M.
quinquenervia, el mayor porcentaje de proteccion se logré con el aceite al 20 % en
dipropilenglicol en ambas poblaciones (Fig 13 A y B).

El efecto combinado de concentracion del ingrediente activo y solvente, en los
tiempos de proteccion medios con los formulados de M. quinquenervia observados
mostraron diferencias ligeramente significativas p=0.049* con la poblacion
Rockefeller. Existié diferencia entre los solventes, independientemente de la

concentracion, el solvente dipropilenglicol mostré mejores resultados que el aceite
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mineral y una tendencia positiva con respecto al tiempo de proteccion y el
aumento de la concentracion.

Al comparar las dos soluciones que contenian aceite de C. aurantium (30PI; 30PII) y
los repelentes comerciales; Bug Shield y Punto Verde estos proporcionaron mayor
proteccion, alcanzando valores de 7,5 horas. Las soluciones conteniendo C.
aurantium solo protegieron por espacio de 0,5 y 1,5 horas respectivamente en
ambas poblaciones (Fig.13 Ay B). En la medida que transcurri6 el tiempo las
soluciones del aceite de C. aurantium perdieron efectividad rapidamente con
respecto a los formulados comerciales utilizados como control, sin mostrar
diferencias en el comportamiento por poblacion estudiada.

Los tiempos de proteccion de las formulaciones a base de aceite mineral y
dipropilenglicol de M. quinquenervia resultaron bajos si se comparan con Punto
Verde y Bug Shield (Fig 13 A y B). La formulacion de M10A se comport6 de forma
similar que la solucion 30PI y la solucion M8D con similares tiempos de proteccion
en la poblacién Rockefeller. Mientras en la solucién 30PI tuvo resultados similares
con M15A en la poblaciéon Marianao 2013.

Cuando se compararon las formulaciones evaluadas utilizando el numero de
picadas contra el tiempo de proteccion, se produjo una relacién inversamente
proporcional entre estos dos parametros (Fig. 14). En el caso de los formulados a
base de C. aurantium 30PI no proporciond proteccion, ni disuadié la picada,
mientras que 30PII durante el tiempo utilizado protegié y produjo un efecto
disociador de las picadas, por lo que se puede plantear que la vainillina potencid,
aunque no lo suficiente al aceite de C. aurantium en su efecto repelente. De los
candidatos evaluados, solo M20D, evidenci6 propiedades repelentes mientras que

ambas soluciones de C. aurantium, M15A y M20A no presentaron esta propiedad.
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Figura 13. Porciento de proteccion en funcion del tiempo de proteccion (h) de
formulados de C. aurantium (30PI, 30PII) y M. quinquenervia (M15A,M20A,
M15D,M20D) en voluntarios humanos utilizando la cepa Rockefeller (A) y la
poblacion Marianao 2013 (B).
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Figura 14. Tiempo de proteccion (TP) de las formulaciones 30PI, 30PII, M15A,
M15D, M20A, M20D, Bug Shield, Punto verde y Placebo) en funcion del niumero
de picadas en voluntarios humanos utilizando la cepa Rockefeller y la
poblacion Marianao 2013 (Ae. aegypti)



DISCUSION

Nuestro desafio consiste, en convertir nuestros suefios en los baluartes que
defenderemos para manejar las opiniones ajenas desfavorables...



4. DISCUSION

4.1. Actividad larvicida de aceites esenciales sobre Ae.aegypti, Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus

Los paises de la region de las Ameéricas son afectados anualmente por
arbovirosis y parasitosis donde los insectos juegan un papel importante en la
transmision (OPS, 2016). El estudio e introduccion de nuevas, y no tan nuevas
alternativas de control vectorial, representan una necesidad para disminuir la
incidencia de estas enfermedades.

Las plantas ancestralmente se utilizaron por el hombre para el combate de
plagas. Determinados aceites esenciales exhiben, wuna variada actividad
insecticida, en las que se incluye: actividad larvicida, inhibidora del
crecimiento, de la alimentacidén y repelentes sobre insectos adultos (Lambrano
et al., 2015). Esta capacidad, unido a que algunos presentan baja toxicidad en
mamiferos (Herrera et al, 2015) los hace excelentes candidatos como
insecticidas ecoldgicamente promisorios y ecosostenibles.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) no tiene establecido un criterio
estdndar para la determinacion y clasificacion de la actividad larvicida de
productos naturales, debido a la variabilidad de quimiotipos y de compuestos

dentro de una misma especie vegetal. Diversos autores enmarcan la
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bioactividad teniendo en cuenta los valores de concentraciones letales medias.
Komalamisra et al., (2005) planted que los productos con CLs< 50 mg/L son
activos, si la CLso se encuentra entre 50 mg/L < CLs< 100 mg/L son
moderadamente activos, 100 mg/L <CLs0<750 mg/L son efectivos, y CLs> 750
mg /L son inactivos; mientras que, Kiran et al. (2006) considerd que compuestos
con LCs<100 mg/L exhiben un significativo efecto larvicida. Teniendo en
cuenta este ultimo criterio de clasificacion y los resultados obtenidos, todos los
aceites esenciales de plantas medicinales cubanas evaluados en este estudio
evidenciaron un efecto larvicida significativo, excepto C. aeruginosa para la
poblacion Marianao 2013 (Ae. aegypti). Estos niveles de actividad indican un
punto de partida para profundizar en su estudio.

Citrus aurantium presento los valores mas bajos y homogéneos de CLso en todas
las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas (13,5 mg/L Rockefeller; 14,7 mg/L
SMP2011; 15,5 mg/L Marianao 2013). Esta especie al igual que Citrus limon (L.)
Osbeck, Citrus paradise, Macfad ha sido investigada por su actividad insecticida
(Melliou et al., 2009; Michaelakis et al., 2009). En Colombia, Smith et al., (2014)
evaluaron el aceite de C. aurantium en larvas de la poblacion Rockefeller
calculando una CLs=20,61 mg/L (16,5-23,8 mg/L). En Brasil, Araujo et al., (2016)
obtuvieron valores de CLso= 11,9 mg/L (11,7- 12,2mg/L) con esta misma cepa y
con tres poblaciones de campo CLso que oscilaron entre 15,0 (14,7-15,5mg/L);
13,7 mg/L (13,4-14,0 mg/L) y 16,3 mg/L (15,5-17,1 mg/L), por lo que estos
resultados para Ae aegypti son similares a los obtenidos en este estudio. Sin
embargo, extractos etanolicos de C. sinensis evaluados por Murugan et al.,
(2012) mostraron valores de CLso (342,45 mg/L (307,4-382,6 mg/L) para Ae.
aegypti; lo que indica que este aceite esencial es el producto natural con mayor
potencialidad como larvicida para el control de esta especie de mosquito. La
composicion del aceite cubano utilizado en este estudio responde a una
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abundancia relativa del 97,5 % para limoneno (Anexo 6), resultado similar a los
obtenidos en otros analisis de la escencia de C.aurantium. Entre ellos, los
realizados por Hognadottir & Rouseff (2003), que informaron limoneno en un
94,5% en el aceite de C. aurantium de Estados Unidos. Lin et al.,, (2010) y
Giatropoulos et al., (2012), destacaron también este monoterpeno como el
metabolito con mayor presencia en los aceites de Taiwan y Grecia
respectivamente. Smith et al, (2014) en su estudio, identificaron a este
compuesto en un 71,3% para el aceite colombiano. Mientras que Traboulsi et
al., (2005) demostraron la presencia de limoneno en un 40% y el linalol en un
16% en un aceite libanés. La actividad larvicida sobre Ae. aegypti del limoneno,
se inform¢ anteriormente (Park et al., 2011; Santos et al., 2014). La variabilidad
en las concentraciones letales calculadas en otros estudios podria atribuirse a
las diferencias en la abundancia de este compuesto dentro del aceite (Smith et
al., 2014), aunque la contribucién de otros constituyentes también pueden
incidir en la accion larvicida.
La concentracion letal de C.aurantium para la poblacion de Ae. albopictus Fraga
2012 fue similar (30,5 mg/L) a la evidenciada en los estudios de Giatropoulus et
al., (2012) los que evaluaron los aceites de C. aurantium, C. limon y C. paradisi
sobre esta especie y encontraron alta actividad larvicida con valores de CLso de
28,7; 25,0 y 37,0 mg/L, respectivamente. Estudios realizados por Morales-
Saldana et al., (2007) con C. paradisi demuestran una diferencia en la respuesta
toxica de este aceite entre las larvas de Ae. aegypti y Ae. albopictus; ambas
especies se mostraron susceptibles al aceite esencial de toronja pero fue mas
toxico a Ae. aegypti (47,3 mg/L) que a Ae. albopictus (98,9 mg/L). En nuestro
estudio ocurrié de forma similar donde la concentracion de aceite requerida
para provocar el 50 % de mortalidad fue dos veces mayor en Ae. albopictus
(Fraga 2012) que en la cepa Rockfeller y las poblaciones de Ae. aegypti SMP
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2011 y Marianao 2013. Los resultados del presente trabajo para C. aurantium
confirman la menor susceptibilidad de Ae. albopictus para este aceite en
comparacion con Ae. aegypti.

En la literatura consultada no existen antecedentes sobre la accion larvicida del
aceite esencial C. aurantium sobre Cx. quinquefasciatus. En este estudio, la CLso
calculada resulta inferior (14,2 mg/L) a los trabajos encontrados evaluando
Culex sp. Traboulsi et al., (2005) observaron la accion téxica del aceite de C.
aurantium sobre Culex pipiens molestus (CLso=60 mg/L (49,9-72,1mg/L)) y
similares resultados obtuvieron Michaelakis et al.,(2009) sobre Cx. pipiens
(CLs0=51,5 mg/L (48,9-54,4mg/L)). Murugan et al., (2012) evaluaron extractos
etanolicos de C. aurantium sobre Cx. quinquefasciatus e informaron CLso muy
superiores a nuestros resultados (385,3 mg/L (346,3-436,4 mg/L)). Por lo que se
reafirma que la respuesta toxica puede variar por compuestos dentro del aceite
y por especie de mosquito evaluada.

Otra de las especies con alta actividad demostrada en este estudio fue B.
graveolens la que se destacd en el estudio por las bajos valores de CLso sobre la
cepa Rockfeller (10,1 mg/L) y la poblacion SMP2011 (15,0 mg/L) de Ae. aegypti.
Actualmente, Bursera es un género con alrededor de 120 especies distribuidas
desde el sur de Estados Unidos al norte de Sudamérica (Martinez-Habibe et al.,
2013). En el siglo pasado, este género fue sefialado en la literatura por poseer
propiedades insecticidas (Becerra & Venable, 1990; Becerra, 1994).

Por primera vez es informada la actividad larvicida del aceite de B. graveolens
sobre mosquitos, en la region de las Américas segun la literatura examinada. El
aceite esencial de B. graveolens, a partir de la misma fuente utilizada en la
presente investigacion, se caracterizo por la presencia de limoneno (26,5 %), 3-
elemeno (14,1 %), (E)- ocimeno (13,0 %) y mentofurano (5,1 %) (Monzote et al.,
2012). La composicion quimica de la muestra evaluada en los ensayos de
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actividad larvicida fue compleja y también se identificaron como los
compuestos de mayor abundancia relativa el limoneno (21,8 %) y el $-elemeno
(12,5 %) (Anexo 6).
La actividad insecticida detectada en este estudio puede asociarse a la
presencia de compuestos con accion insecticida informada anteriormente sobre
mosquitos como el limoneno (Park et al., 2011; Santos et al., 2014), y de otros
componentes como el (3-elemeno, presente en aceites con un efecto tdxico sobre
larvas de Cx. quinquefasciatus y Anopheles subpictus (Govindarajan et al., 2016)
y/o a la accién aditiva o sinérgica de varios constituyentes de este aceite, como
la pulegona y el 1,8-cineol (Tak y Isman, 2017).
El género Eucalyptus ubicado dentro de la familia de las Myrtaceae ha
demostrado su actividad insecticida no solo sobre Lutzomyia longipalpis, M.
domestica, P. humanus capitis, Sitophilus zeamais, Tribolium confusum (Karemu et
al., 2013; Maciel et al., 2010; Kumar et al., 2012; Russo et al., 2015; Yones et al.,
2016); sino también sobre Ae. aegypti, Ae. albopictus y Culex pipiens pallens (Zhu
et al., 2006; Lucia et al, 2012). La actividad larvicida de 15 especies de
Eucalyptus fue evaluada utilizando como concentracion final 40 mg/L sobre
larvas de Ae. aegypti evidencidndose 100 % de mortalidad a las 24 horas para
algunas especies de Eucalyptus (Lucia et al., 2012)
La CLso calculada para E. globulus con la cepa Rockefeller (CLs0=27,6 mg/L)
resultd inferior a la obtenida por Smith et al., (2014) al evaluar la actividad
larvicida de Eucalyptus citriodora con la misma cepa, donde obtuvo una CLso=
71,2 mg/L (63,9-81,6 mg/L). Yanez et al., (2010) evaluaron E. globulus sobre Ae.
aegypti observando 100 % de mortalidad a 100 mg/L.
En los aceites del género Eucalyptus, dependiendo de las especies, el
componente principal en el aceite puede ser 1,8 cineol, también conocido como
eucaliptol (Preedy et al., 2016). En este estudio (Anexo 6) el eucaliptol y el p-
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cimeno representaron el 63,1 % del aceite, seguido por vy terpineno (16,7 %), 4-
terpineol (6,6 %) y timol (1,4 %). El p-cimeno estuvo presente en un 7,7%
(Ebani et al., 2018) y un 5,1 % (Ait-Ouazzou et al., 2011) en aceites de E. globulus
investigados en Italia y Marruecos, respectivamente. Yones et al., (2016)
identificaron 1,8 cineol (21,4 %), O-cymene (21,4 %) y 4-terpineol (3,9 %).

El 1,8-cineol ha evidenciado actividad bioldgica sobre varias especies de
insectos. Este compuesto provoco inhibicion de la acetilcolinesterasa en adultos
de Sitophilus oryzae (Lee et al., 2001; Abd El Galeil et al., 2009) , causé toxicidad
por contacto y mostro actividad antialimentaria sobre esta especie (Tripathy et
al., 2001). También presentd afectacion de las funciones reproductivas sobre la
tase adulta de plagas agricolas (Lee et al., 2002; Choi et al., 2006; Koul et al.,
2007) y otras especies de importancia médica como M. domestica y B. germanica
(Lee et al., 2003) y Pediculus humanus capitis (Toloza et al., 2006).

Kim et al., (2008) encontraron una significativa actividad larvicida y adulticida
del 1,8 cineol, frente a Cx. pipiens. Autores como Waliwitiya et al., (2009),
Zahran y Abd El Galeil et al., (2011) encontraron actividad larvicida sobre Ae.
aegypti a dosis superiores de 500 mg/L. Silva et al., (2008) calcularon una CLso =
1381 mg/L para larvas de tercer instar de Ae. aegypti. Esto indica que de ser
atribuible la actividad del aceite de eucalipto a este compuesto puede estar
asociada a la existencia de un efecto sinérgico con otros componentes del
aceite. Por otro lado Tak & Isman (2017) plantearon que el 1,8 cineol puede
contribuir a la actividad de otros constituyentes de aceites esenciales
propiciando su penetracion al sitio de accion.

Estudios realizados por Giatropoulos et al., (2018) con p-cimeno sobre Ae.
albopictus calcularon una CLs0=19,4 mg/L (18,2-20,8 mg/L)). Este mismo
compuesto y y- terpineno a una concentracion de 0.05 mg/L provocaron 100 %
de mortalidad sobre Ae. aegypti (Park et al., 2011). El timol se encuentra solo en
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un 1,4 % en el aceite de eucalipto estudiado, pero su presencia pudiera
contribuir a la actividad pues demostré toxicidad sobre larvas de tercero (27,3
mg/L (22 -34 mg/L)) y cuarto estadio (52,5 mg/L (32-90 mg/L)) de Ae. aegypti
(Waliwitiya et al., 2009) y sobre Ae. albopictus (12,9 mg/L (11,6-14,2
mg/L))(Giatropoulos et al., 2018). Tomando en cuenta estos antecedentes, la
accion toxica del aceite de eucalipto evaluado pudiera ser el resultado del
efecto de varios de los componentes presentes en el aceite.

Ocimun basilicum (albahaca) es una hierba aromatica y el aceite esencial puede
usarse fresco o seco como aditivo para el aroma en la comida, cosméticos, o
farmacéuticos (Javanmardi et al, 2002). Esta planta ha demostrado sus
propiedades insecticida sobre Callosobruchus maculatus (Kéita et al., 2000),
Spodoptera littoralis (Pavela, 2005), Tetranychus urticae y Bemisia tabaci (Aslan et
al., 2004). La actividad insecticida sobre Cx. quinquefasciatus fue probada por
Pavela (2008?) y sobre Culex tritaeniorhynchus, Ae. albopictus y An. subpictus por
Govindarajan et al., (2013). En este estudio se obtuvieron valores de CLs0=9,8
mg/L para An. subpictus, seguido de Ae. albopictus (CLs0=12 mg/L (9,8-14,1
mg/L)) y Cx. tritaeniorhynchus (CLso=14 mg/L). Los resultados obtenidos para la
poblacion Fraga 2012 (CLs= 9,5 mg/L) confirman la actividad larvicida del
aceite de O. basilicum sobre Ae. albopictus. Sin embargo, los estudios realizados
por Giatropoulos et al.,(2018), muestran CLso muy superiores a las calculadas
para esta especie de mosquito (107,7 mg/L (98,7-116,2 mg/L) en nuestro
estudio.

Los aceites de O. basilicum se caracterizan por el predominio general de
monoterpenos oxigenados y derivados fenilpropanoides, entre los
componentes mayoritarios mas comunes se encuentran el linalol, estragol
(metilchavicol), anetol, eugenol y metil eugenol, variando por quimiotipo,
condiciones edafoclimaticas, de cultivo extraccion, entre otros factores (Preedy
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et al., 2016). Los estudios realizados a O. basilicum en Nepal destacan el linalol
(47,2 %), el estragol (31,7 %) y la pulegona (4,8 %); en Yemen, el aceite de esta
planta presenta linalol (74,5 %), 1,8-cineol (7,4 %) y estragol (7,2 %) (Sharopov
et al., 2016). Giatropoulos et al., (2018) informan como compuestos mayoritarios
1,8-cineol (7,2%), linalol (35,2, %), metilchavicol (16,3%), [-elemeno (3,5%),
eugenol (2,5%) entre otros.
En la esencia de albahaca, evaluada en el presente trabajo (Anexo 6), se
identificaron como componentes mayoritarios el estragol (50,8 %), linalol (30,3
%) y el 1,8-cineol (6,2 %). El aceite cubano tiene similitudes con los procedentes
de Yemen y Nepal (Sharopov et al., 2016) dadas por la presencia comun de
estos compuestos.
El estragol y el linalol poseen antecedentes de accion insecticida sobre larvas
del mosquito Cx. quinquefasciatus (CLs0=14,0 mg/L, (11,7-16,4 mg/L) y CLs0=42,3
mg/L (35,6-49,2 mg/L) respectivamente) y Ae. aegypti (CLs0=12,7 mg/L, (10,1-
153 mg/L) y CLs= 38,6 mg/L, (30,4-47,0 mg/L) respectivamente)
(Govindarajan,  2010). Sin embargo, en los estudios realizados por
Giatropoulos et al., (2018) la CLso calculada para linalol sobre Ae. albopictus fue
muy superior a los estudios precedentes (169,6 mg/L (157,7- 184,2 mg/L)). De
igual forma, Sousa et al., (2014) demostr6 que el estragol también es toxico a
Anopheles atroparvus (CLs0=56,1 mg/L (52,2-60,0 mg/mL)). La presencia de estos
compuestos en el aceite estudiado pudiera asociarse a la actividad larvicida
encontrada.
Melaleuca quinquenervia constituye una especie perteneciente a las Myrtaceae.
En cuanto a la actividad insecticida contra mosquitos Amer et al., (2006) obtuvo
actividad larvicida sobre Ae. aegypti, An. stephensi y Cx. quinquefasciatus con M.
leucadendron y M. quinquenervia. Resultados similares se obtuvieron en los
trabajos de Park et al., (2011) con Ae. aegypti al utilizar M. quinquenervia. No se
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encontraron antecedentes de la accion de este aceite sobre las larvas de Ae.
albopictus.

Trilles et al., (2006); Silva et al., (2007); Wheeler et al., (2007) demostraron la
presencia de los monoterpenos y sesquiterpenos como el 1,8 cineol y
viridiflorol en el aceite de M. quinquenervia. Morales-Rico et al., (2014),
describieron estos metabolitos, junto al a-pineno, a-terpineol y limoneno.
Diversos autores encontraron en M. quinquenervia otros metabolitos como E-
nerolidol y linalol a los que también pudiera atribuirse la actividad insecticida
(Lee et al., 2008; Barbosa et al., 2013; Tipping et al., 2016).

Especies del género Piper, las mds representativas de las Piperaceae, se
utilizaron durante siglos en la medicina popular tradicional (Parmar et al.,
1997, Oliveira et al., 2013, Picard et al., 2014). La piperina fue la primera amida
aislada de P. nigrum (pimienta negra) (Ahmad et al., 2012, Qiu et al., 2014) y
algunas otras amidas bioactivas fueron estudiadas quimica 'y
farmacoldgicamente (Parmar et al.,, 1998, Ahmad et al., 2012, Bezerra et al.,
2013).

Este género se ha estudiado ampliamente en cuanto a su actividad insecticida
sobre mosquitos (Kumar et al., 2010; Madhu et al., 2011). Piper nigrum, P.
hispidum, P. reticulatum, P. tuberculatum, P. guineense, P. aduncum vy Ottonia
anisum presentan una actividad insecticida significativa contra mosquitos y
otros insectos (Scott et al., 2008; Pino et al., 2011; Marques et al., 2017).

Segun Turchen et al., (2016), P. aduncum presento actividad ovicida, pupicida y
adulticida sobre Euschistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae). Los valores de
CLso obtenidos en el presente estudio (35,3; 60,2; 36,0 mg/L para el aceite P.
aduncum subsp. ossanum sobre las poblaciones de Ae. aegypti, Rockefeller, SMP
2011 y Marianao 2013 respectivamente, son mucho menores que los obtenidos
por Oliveira et al., (2013) para el aceite esencial de esta especie en similares
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condiciones e igual método (CLs0=289,9 mg/L). Sin embargo, Almeida et al.,
(2009) obtuvieron una CLs=54,5 mg/L (51,1-57,8 mg/L) para larvas de Ae.
aegypti a las 24 horas de expuestas, que no difiere de los valores obtenidos para
la poblacion SMP2011 y fue superior a los de la cepa Rockefeller y la poblacion
Marianao 2013. En la mayoria de los trabajos sobre la especie, se le nombra sin
especificar si se trata de una subespecie o variedad, el aceite estudiado es
obtenido a partir de P. aduncum subsp. ossanum, una subespecie endémica en
Cuba occidental (Saralegui, 2004).

La variacidn en los resultados puede estar relacionada por factores entre los
que se incluyen la composicion quimica de los aceites. Aunque la mayoria de
las investigaciones relacionadas con la composicion quimica del aceite esencial
de P. aduncum coinciden con la presencia mayoritaria de dilapiol, este
fenilpropanoide no se identifico, entre los componentes con mayor abundancia
relativa en el aceite evaluado. En Colombia, P. aduncum revela 25,8% de
dilapiol, ademas de 1.8-cineol (20%) y a-pineno (Bottia et al., 2007) y en
Ecuador ademas de a y 3 pineno, 1,8 cineol, 4- terpineol, el 10,3 % corresponde
a E-ocimeno y el 42,9% de dilapiol (Guerrini et al., 2009). Almeida et al., (2009)
plantea como componente mayoritario el dilapiol (86,9 %). El analisis realizado
por Oliveira et al., (2013) arrojoé 1,8-cineol, (53,9 %), ademads, de a-pineno
(12,7%), B-pineno (8,5%) y trans-ocimeno (5,7%). En Cuba, P. aduncum subsp
ossanum muestra en su composicion canfeno, alcanfor, piperitona y el
viridiflorol (Pino ef al., 2011). En estudios posteriores realizados por Gutierrez
et al., (2016) confirma la presencia de canfeno (5,4-7,4%), alcanfor (9,4-13,9%),
piperitona (19,0-20,0%) y viridiflorol (13-18,8%). En nuestro estudio, los valores
son similares a los obtenidos por investigadores cubanos (Anexo 6). Es
probable que las causas de las diferencias en su composicion quimica estén
asociadas a factores genéticos y ambientales que conlleven a variaciones en la
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biosintesis de metabolitos secundarios en esta subespecie y consecuentemente
incidan en la actividad larvicida.

El género Curcuma contiene mds de 70 especies pertenecientes a la familia
Zingiberaceae. De C. aeruginosa se ha descrito la actividad antiparasitica contra
Plasmodium falciparum (Mohd Abd Razak et al., 2014), antiinflamatoria (Hossain
et al., 2015) y antibacteriana de C. longa contra Staphylococcus aureus (Torres et
al., 2014).

El potencial bioactivo de los aceites de circuma y los extractos crudos de estas
plantas contra los mosquitos y sus larvas también ha sido previamente
informado (Tawatsin et al., 2001; Pitasawat et al., 2003). Champakaew et al.,
(2007) evaluaron el aceite de C. zedoaria en larvas de Ae. aegypti obteniendo una
CL5=33,4 mg/L. Zhu et al., (2008) comprobaron la actividad insecticida de
extractos etandlicos y el aceite esencial de C. longa sobre Ae. albopictus, Ae.
aegypti y Cx. pipiens. Singha & Chandra, (2011) mostraron que extractos de esta
planta fueron efectivos a bajas concentraciones sobre larvas de Anopheles
stephensi y Cx. quinquefasciatus. Por su parte Ali et al., (2015) informaron para
Ae. aegypti una CLso para el aceite esencial del rizoma igual a 12,7 mg/L (10,7-
14,9 mg/L), sin embargo, Kalaivani et al., (2012) obtuvieron una CLs muy
superior (115,6 mg/L) al evaluar C. longa en larvas de Ae. aegypti. Todas las
concentraciones mencionadas se encuentran en un intervalo similar a los
obtenidos en el presente estudio (25,3 mg/L- 60,1 mg/L), aunque la poblacion
Marianao 2013 expreso valores ligeramente elevados para C. aureginosa.
Andlisis fitoquimicos de C. longa revelaron la presencia de difenilheptanos,
monoterpenos, sesquiterpenos, siendo la curcumina el metabolito
predominante y el mas activo (ISI Database, 2005; DNP, 2001). Awasthi & Dixit
(2009) plantearon en su estudio que los componentes mayoritarios del rizoma
de C. longa lo constituyeron ar-turmerona (31,7%), a-turmerona (12,9 %) y -
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turmerona (12,0%) y Ali et al., 2015 informan ar-turmenona (36,9%) como
componente principal del aceite de los rizomas de C.longa. Rathaur et al., (2012)
plantearon otros componentes como el a-felandreno y zengibereno con un
25%. Los compuestos mayoritarios que se encuentran en el aceite esencial
utilizado en nuestro estudio son a-turmerona (7,0%) y [-turmerona (42,2
%)(Anexo 6).

Algunos estudios describen dos compuestos fundamentales en C. aureginosa; la
curzerona y 1,8-cineol, seguido de otros metabolitos distribuidos en menor
cuantia como alcanfor, furano-germenona, curcumenol, isocurcumenol,
zedoarol (Jirovetz et al., 2000). En el presente estudio, el compuesto mayoritario
que se encuentran en el aceite esencial del rizoma es la epicurzerona (95,5 %)
(Anexo 6).

Sagnou et al., (2012) evaluaron 6 curcuminoides sobre Cx. pipiens presentes en
C. longa, demostrando que la curcumina era la responsable de la actividad
larvicida encontrada. Ali et al., (2015) calcularon para ar-turmenona una
CLs0=2,5 mg/L (2,2-2,8 mg/L) y para curcumina CLs= 49,3mg/L (43,2-57.2
mg/L) sobre Ae. aegypti.

El aceite de trementina (AT) es obtenido al destilar la resina de especies de
Pinus. Se le atribuyen propiedades como antiséptico, descongestionante,
expectorante, aromatico, detergente y desinfectante (Wren, 1994). Rumiantsev
(1961) y Kumarasinghe et al., (2002) evaluaron el aceite de trementina para el
control de moscas y Schubert et al., (2017) contra la picada de Ixodes ricinus.
Lucia et al., (2007), evaluaron este aceite en larvas de Ae. aegypti y obtuvieron
una CLso =14,7 mg/L la cual fue menor que las calculadas en el presente estudio
(21,5, 70,4, 585 mg/L para Rockefeller, SMP2011, Marianao 2013
respectivamente). Posteriormente, los autores estudiaron de forma conjunta o
y B-pineno como componentes mayoritarios, enfatizando el papel insecticida
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de ambos metabolitos. Las concentraciones calculadas en el presente estudio
(CLs0=29 mg/L) fueron similares a las obtenidas por Fazal et al., (2013).

Los valores calculados de CLso para ATM (23,6; 57,6; 81,3 mg/L para
Rockefeller, SMP2011, Marianao 2013, respectivamente) fueron mads elevados
que los obtenidos para AT, esto corrobora que la alta actividad insecticida del
aceite de trementina (AT) encontrada en estos ensayos se debio a la presencia
de a-pineno y B-pineno y no a otras estructuras que se obtuvieran por
fotoizomerizaciéon, aunque los nuevos compuestos demostraron también
actividad insecticida.

El AT suele encontrarse enriquecido con « y (-pineno mientras que en menor
cuantia pueden encontrase, d-limoneno, a y 3-terpineno, 3-ocimeno, mirceno,
canfeno, sabineno, terpinoleno (Wren, 1994). El AT utilizado en el presente
estudio estuvo constituido mayoritariamente por «-pineno, B-pineno y
canfeno. Durante el proceso de fotoizomerizaciéon (ATM), los componentes
mayoritarios se transformaron a derivados de funciones oxigenadas de
verbenona y pulegona.

a-pineno y B-pineno manifestaron actividad fumigante sobre adultos de T.
castaneum (Lee et al., 2002; Kim et al., 2010), Lycoriella mali (Choi et al., 2006), P.
humanus capitis (Toloza et al., 2006), B. germanica, P. americana y P. fuliginosa
(Yoon et al., 2009), Sitophilus zeamais, Anisopteromalus calandrae (Suthisut et al.,
2011) y repelente contra T. castaneum y S. zeamais (Wang et al., 2009).

En los estudios realizados por Giatropoulus et al., (2012), con una poblacion de
Ae. albopictus, las CLso calculadas para a y - pineno fueron superiores cuando
las compararon con las CLso obtenidos con los tres aceites de citricos de donde
se aislaron. Este resultado demostrd el papel sinérgico de los componentes

dentro de una esencia.
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Los aceites esenciales contienen muchos compuestos diferentes, que pueden
interactuar de forma aditiva, sinérgica e incluso antagénica, aumentando,
disminuyendo o dando como resultado ningin cambio en la actividad
larvicida de los aceites evaluados, cuando se compara con el ingrediente activo
mayoritario purificado (Wekesa et al., 2011; Noleto et al., 2013; Koutsaviti et al.,
2014; Pavela et al., 2015; Masetti et al., 2016).

En el presente estudio no se evaluaron compuestos aislados para correlacionar
la presencia de los compuestos mayoritarios con la actividad insecticida
comprobada de estos aceites contra mosquitos, pero hemos justificado con
investigaciones realizadas por otros autores en cuanto a la bioactividad
demostrada de compuestos mayoritarios. No obstante estudios con sustancias
que se encuentran de forma minoritarias detectadas en los aceites de las
plantas evaluados en este estudio también sustentan bioactividad plaguicida
tales como:

e 4 terpineol Evidencio actividad larvicida y adulticida contra S. oryzae
(Lee et al, 2001) fumigante contra S. zeamais, T. -castaneum,
Anisopteromalus calandrae y Trichogramma deion (Suthisut et al., 2011).
Causo toxicidad por contacto contra adultos de Bovicola ocellatus (Talbert
& Wall, 2011).

e Mirceno Present6 actividad fumigante contra S. oryzae y T. castaneum
(Abd El Galeil et al., 2009; Kim et al., 2010).

e Verbenona Presentd actividad fumigante contra S.oryzae, T. castaneum,
O. surinamensis, M. domestica y B. germanica (Lee et al., 2003).

e Eugenol Caus6 inhibicion de acetilcolinesterasa en adultos de S. oryzae
(Lee et al., 2001); repelente contra P. humanus capitis (Toloza et al., 2006),

larvicida y disuasivo a la oviposicion contra Ae. aegypti (Waliwitiya et
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al., 2009), ademas de causar toxicidad por contacto contra Bovicola
ocellatus (Talbert et al., 2011).
e p-Cimeno, timol, carvacrol actividad larvicida contra Ae. aegypti (Santos
et al., 2010%; Govindarajan et al., 2013).
e Geranial y neral Presentd actividad repelente contra Cx. pipiens
(Michaelakis et al., 2014).
¢ Rotundifolona Evidencio actividad larvicida contra Ae. aegypti (Cardoso
et al., 2014).
De forma general los aceites evaluados evidenciaron una significativa
actividad larvicida para las tres especies de mosquito; C. aurantium M.
quinquenervia, ATM, O basilicum presentaron la respuesta mas homogénea para
Ae. aegypti. El aceite de C. aurantium es el mejor candidato como larvicida para
el control de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus y O basilicum se destaco como el
mas activo sobre Ae. albopictus. La actividad larvicida encontrada es atribuible
a la variada composicion quimica de los aceites y a la posible existencia de
multiples modos de accion. Estudios posteriores con compuestos o fracciones
semipurificadas podran aportar mas informacién sobre los constituyentes con

efecto sobre las larvas de las especies estudiadas.

4.2 Influencia de las CL% de los aceites esenciales mas promisorios en
el desarrollo de larvas de Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex

quinquefasciatus

El efecto letal que pueden generar los compuestos presentes en los aceites
esenciales ha sido descrito para algunos insectos como Cx. quinquefasciatus
(Pérez-Pacheco et al., 2004), B. germanica (Karr & Coats, 1992; Leyva et al., 2007°)

y M. domestica (Palacios et al., 2009). Estos metabolitos secundarios pueden
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presentar actividad reguladora del crecimiento o inhibidora del desarrollo. En
este caso se les suele conocer como “disruptores endocrinos” y son
estructuralmente similares a hormonas. Diversos autores plantean la influencia
de los metabolitos secundarios en el desequilibrio entre la ecdisona y hormona
juvenil generando mudas prematuras o tardias y la muerte de los individuos
(Burguenio-Tapia et al., 2008, Hincapie et al., 2011; Céspedes et al., 2004,2013).

Dicho efecto se refleja también en un retraso del desarrollo del insecto, baja
fecundidad y fertilidad, alargamiento de cada una de las fases de su ciclo de
vida e incluso muerte por no completar su desarrollo y/o no poder
desprenderse de la exuvia (Prophiro et al., 2012). Como punto en comun se
encontré una mayor cantidad de machos que de hembras en los adultos
sobrevivientes, los cuales no fueron significativos para continuar estudios de
sobrevivencia. Este resultado estd relacionado con el desarrollo bioldgico lento
de un sexo u otro. Los machos emergen mas rapidamente, por lo que el tiempo
transcurrido dentro de un medio toxico es menor con respecto a las hembras
que demoran mas en emerger (Clements, 1992). De esto se deriva que la mayor

mortalidad pupal ocurrid en las pupas hembras.

4.2.1 Influencia de las CLy% de ATM en el desarrollo de larvas de Ae.
aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus

En nuestro estudio por los resultados obtenidos, podemos inferir que el aceite
de trementina modificado, se comporté como un regulador del crecimiento,
primeramente, provoco mortalidad larval, pupal y luego los adultos quedaron
adheridos a las exuvias logrando asi mas de un 97 % de inhibicién de la
emergencia en las poblaciones en estudio.

La fotoizomerizacion del aceite de trementina transforma los componentes

mayoritarios en derivados de pulegona y verbenona. Gunderson et al., (1985)
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encontrd que al administrar diariamente pulegona en la dieta de Spodoptera
eridania  (Cramer, 1784) (Lepidoptera: Noctuidae) caus6 actividad anti-
alimentaria logrando afectacion en el peso, la fecundidad y viabilidad de sus
huevos.

En larvas de Ae. aegypti la pulegona mostrd actividad larvicida, repelente e
inhibidora de la oviposicion (Waliwitiya et al.,, 2009), mientras Fettig et al.,
(2012), en un estudio con Pinus ponderosa, encontro actividad repelente de
verbenona contra Dendroctonus brevicomis (Coleoptera:Curculionidae).

En Ae. albopictus se encontrd una respuesta ligeramente mas marcada que con
Ae. aegypti aunque el comportamiento fue similar . Segun los estudios de la
ecologia de Ae. albopictus, esta especie utiliza huecos de arboles y axilas de
plantas para su cria (Gonzalez-Broche, 2006). Esto hace que en su medio
natural pueda exponerse a metabolitos secundarios a muy baja concentracion
provenientes de plantas en descomposicion y esto se traduzca en una
respuesta tolerante y adaptativa a las sustancias toxicas producidas por la
planta como lo hacen otras especies de insectos.

El alto porcentaje de inhibicion de la emergencia en los sobrevivientes puede
estar relacionado con el desequilibrio hormonal que provocan algunos
terpenos, como se menciond con anterioridad (Zahran y Abd El Galeil 2011;
Napoleao et al., 2012; Céspedes et al., 2013). Existen enzimas que ademads de
intervenir en la detoxificacion de los insecticidas sintéticos cumplen un rol
importante en procesos como la reproduccion, digestion y muda (Lassiter et al.,
1995; Shanmugavelu et al., 2000). Un desequilibrio en la funcionalidad de las
mismas pudiera justificar la actividad larvicida y pupicida atribuida a este

aceite.
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4.2.2 Influencia de las CL 9% de M. quinquenervia en el desarrollo de

larvas de Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus y Ae. albopictus

En el caso del aceite de M. quinquenervia la exposicién a dosis subletales
acumulativas tiene un efecto toxico en los individuos expuestos, lo que se
reflejo no solo en la alta mortalidad encontrada en este estado inmaduro, sino
también en los cambios morfoldgicos encontrados en los demas estados (pupas
muertas o deformes y en la inhibiciéon de la emergencia de los individuos
machos que quedaron adheridos a las exuvias). Al igual que el ATM se obtuvo
muy bajo namero de individuos adultos, ocurriendo una desproporcién en el
sexo. No se encontraron estudios especificos sobre esta familia de plantas sobre
mosquitos, que permitan justificar los resultados. Melaleuca quinquenervia
produce quimiotipos distintos, basados principalmente en la proporcion de los
monoterpenos y sesquiterpenos. El 1.8 cineol, el a-pineno, B-pineno, a-—
terpineol, limoneno se encuentran presentes en cantidades superiores al 1%
segun Morales-Rico et al., (2014). A estos metabolitos se les atribuye actividad
antialimentaria (Tripathy et al, 2001) y afectacion de las funciones
reproductivas contra insectos (Koul et al., 2007), por lo que los resultados

encontrados pudieran ser atribuidos a la presencia de estos compuestos.

4.2.3 Influencia de la CLoo de C. aurantium en el desarrollo de larvas de

Ae. aegypti.

El aceite de C. aurantium, mostro un efecto inhibidor del crecimiento sobre la
cepa Rockefeller y Marianao 2013 (Ae.aegypti). Este aceite esencial se evalud
sobre el nematodo Haemonchus contortus provocando una reduccion

significativa de su peso corporal (Squires et al., 2010; Gainza et al., 2015).
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Giatropoulos et al ., (2012) evaluaron la actividad del aceite de C. aurantium
sobre larvas de Ae. albopictus informando una reduccién en el ntiimero de
pupas a partir de las larvas tratadas, pupas deformes, asi como individuos
muertos adheridos a las exuvias.

Seguin Zahran y Abd El Galeil (2011) los monoterpenos geraniol, mentol y
limoneno revelaron elevada toxicidad sobre Cx. pipiens. Ademas, estos autores
plantean que las continuas exposiciones de esta especie de mosquito a dosis
subletales de limoneno y cuminaldehido afectaron el desarrollo de la misma.
Se informo una alta mortalidad larval, baja formacion de pupas, fuerte efecto
en el desarrollo de los insectos y una drastica reduccién de la emergencia de
los adultos. Los resultados obtenidos en nuestro estudio corroboran los de
estas investigaciones, al someter las poblaciones de Rockefeller y Marianao

2013 a una dosis subletal de C. aurantium.

En los estudios realizados de forma general, se obtuvo alta inhibicion de la
emergencia, lo que se concluye que muy pocos individuos lograron emerger de
las pupas. Teniendo en cuenta estas referencias, la utilizacion de dosis
subletales de aceites esenciales puede provocar una influencia negativa en el
desarrollo de las larvas contribuyendo también a un control efectivo de las

poblaciones de mosquitos.

4.3 Actividad de enzimas detoxificadoras en larvas de la poblacion de Aedes
aegypti SMP 2011 y Rockefeller expuesta a la CLso de ATM

En los resultados del presente trabajo, los principales sistemas enzimaticos
responsables de la resistencia metabdlica en los insectos, se encontraron
sobreexpresados en la poblacion SMP 2011 con respecto a la cepa Rockefeller,

sin embargo, cuando se expusieron las larvas a ATM, todas las enzimas
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mostraron inhibicidon de su actividad en ambas poblaciones excepto para GST
que incremento ligeramente aunque no de forma significativa.

El efecto neurotdxico de los aceites esenciales y sus constituyentes se produce
mediante la modulacion de la actividad biologica de sus blancos moleculares,
los cuales incluyen algunos canales ionicos (IRAC, 2012) y a los receptores de
tiramina, octopamina, GABAAa y acetilcolina (Rattan 2010; Napoleao et al., 2012;
Jankowska et al ., 2018).

Una variedad de esterasas, oxidasas y un grupo de transferasas, median la
detoxificacion de aleloquimicos tdxicos en los insectos, mediante su
transformacion enzimatica (Rattan et al.,, 2010; Farag et al., 2016). Estudios
realizados con diversos aceites esenciales han demostrado el papel de estos
como inhibidor de acetil colinesterasa (Ingkaninan et al., 2003). Limoneno, 1,8-
cineol y fenchona (Abd El Galeil et al., 2009), al igual que el carvacrol, a-pineno
y B-pineno son metabolitos que inhibieron la actividad de acetil colinesterasa
en larvas de Ae. albopictus (Seo et al., 2015).

Los estudios realizados evaluando el efecto de los aceites sobre la actividad de
las enzimas detoxificadoras difieren entre si, lo cual pudiera estar relacionado
con el tipo de aceite empleado en cada caso particular. Nuestros resultados
coinciden con los obtenidos por Vasantha-Srinivasan et al., (2017) al enfrentar
poblaciones de Ae. aegypti a especie de las Piperaceae. En su estudio el autor
encontré disminucion de la actividad enzimatica de o y B-esterasas y P450
monoxigenasa y un incremento de GST. Sin embargo, Cordeiro et al., (2013) al
enfrentar una cepa resistente a organofosforados y la cepa susceptible
Rockefeller a WSMol (lectina soluble en agua obtenida de Moringa oleifera),
encontro estimulacion de a-esterasa en la cepa susceptible mientras que en la
cepa resistente no se evidenciaron cambios significativos para esta enzima
luego de ser expuesta a WSMol. De manera similar, al evaluar la actividad de
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esterasas en larvas de Ae. aegypti expuestas a un extracto de Sapindus
emarginatus, encontraron una reduccion de la actividad [—esterasa, mientras
que no se encontrd ninguna variacion en cuanto a la actividad de a-esterasa
(Koodalingam et al., 2011).

El incremento de la actividad de GST en nuestro estudio no fue significativo.
En larvas de Ae. aegypti resistentes expuestas a aceites esenciales, se ha
analizado, como un mecanismo de detoxificacion (Tripathy et al., 2011). Sin
embargo, Che-Mendoza et al., (2009) plantearon que niveles elevados de esta
enzima es un indicador de resistencia secundaria ante niveles elevados de
esterasas y P450 monooxigenasas lo que no coincide con nuestros resultados.
Las enzimas GST no solo tienen como funciéon mediar la detoxificacion de
xenobioticos (Koou et al.,, 2014), también constituye uno de los mecanismos
protectores frente al estrés oxidativo que se genera por la exposicion a toxicos
(Vontas et al., 2001; Zelck et al., 2004). El incremento de la actividad GST en
nuestros resultados, pudiera analizarse entonces como un mecanismo
protector frente al ATM vy justificaria en parte el ligero incremento de la CLso de
SMP2011 con respecto a la cepa Rockefeller, aunque para estudios posteriores
no debe descartarse los resultados obtenidos por Rodriguez et al., (2012) donde
plantea la recuperacion, 48 horas posterior a la exposicion con insecticidas, de
enzimas detoxificadoras inhibidas.

Un efecto colateral de los aceites esenciales sobre la actividad detoxificadora es
que el desequilibrio en algunas de estas enzimas puede producir un
desbalance hormonal, que se traduce en deterioro del crecimiento y finalmente
la induccion de la muerte del insecto (Macedo et al., 2007; Napoleao et al.,
2012). Esto justificaria el efecto pupicida y adulticida encontrada en el acapite

3.2 con este aceite.

83



Cordeiro et al., (2013) en sus resultados plantea que una posible utilizacion de
WSMol seria en poblaciones en las que no se detecten niveles considerables de
GST. En nuestro caso este pudiese ser uno de los empleos del ATM, pero ante
el uso sostenido de temefos en el pais esta utilizacion no es factible, podriamos
crear poblaciones con incrementos de esta enzima, lo cual podria dar al traste
con cualquier aplicacion insecticida en caso de etapa intensiva. Sin embargo,
pudiera emplearse el ATM como un sinergista para potenciar el efecto toxico
de otros insecticidas sintéticos (Waliwitiya et al., 2012).

Este acercamiento inicial a la actividad de enzimas detoxificadoras posterior a
la exposicion de un aceite, nos muestra el importante rol que estas enzimas
pueden desempeniar en pos o en detrimento de una opcion de control de este
tipo. Diversos metabolitos pueden compartir sitios y mecanismos de accion
con los insecticidas sintéticos (Vasantha-Srinivasan et al., 2017), por lo que
deben realizarse estudios a profundidad, aun cuando infiramos poseer un
candidato promisorio y ecosostenible. Estudios no solo con poblaciones
colectadas en terreno, sino también con poblaciones de referencia resistente a
diferentes insecticidas e inclusive presionar por varias generaciones con una
dosis subletal para constantar la actividad metabdlica de este aceite en dichas

poblaciones.

4.4 Actividad adulticida de aceites esenciales mediante las
metodologias botellas y papeles impregnados sobre Ae. aegypti, Cx.

quinquefasciatus y Ae. albopictus.

En el presente estudio, las concentraciones letales que permitieron determinar
la actividad adulticida, fueron mayores que las calculadas para larvas, lo que

se relaciona directamente con las diferencias fisiologicas entre ambos estadios.
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La biorespuesta ante fitoquimicos puede diferir entre larvas y adultos debido a
que el insecto adulto es fisiologicamente mas fuerte (Clements, 1992).

Para las poblaciones de terreno de Ae. aegypti, algunos de los aceites como los
de E. globulus, P. aduncum subsp. ossanum, M. quinquenervia, presentaron dosis
de derribo superiores a las obtenidas en la cepa Rockefeller. Esto pudiera
deberse a que las poblaciones de terreno estudiadas se colectaron en un
periodo de alta aplicacion de plaguicidas y evidenciaron una respuesta
moderada a algunos grupos de insecticidas (Anexo 4) y en consecuencia podria
causar el incremento de las dosis de los aceites .

El fenomeno de respuesta cruzada de insecticidas sintéticos y botdnicos se ha
descrito en algunos trabajos (Tripathy et al., 2011; Cordeiro et al., 2013). Debido
a esto, la posible implicacion de los mecanismos de acciéon metabdlica sobre la
actividad plaguicida de los aceites esenciales debe estudiarse con mas detalle
ante la posibilidad de seleccion y uso de los candidatos mas promisorios para
el control vectorial. Los trabajos en los que se utiliza el método de las botellas
impregnadas (metodologia CDC) para evaluar la actividad adulticida de
aceites esenciales contra mosquitos son escasos (Da Silva et al ., 2012; El Zayyat
et al., 2017). Los articulos que evaltan este tipo de actividad utilizando esencias
o extractos de plantas, son realizados mediante la impregnacion de papeles
pero la mayoria sin una metodologia uniforme (Kamaraj et al., 2010;
Govindarajan et al., 2012; Elango et al., 2012; Cardenas et al., 2013). Existe
variabilidad en cuanto a volumen utilizado para la impregnacion, disolvente,
tamano de papel, inclusive el modo de expresar las concentraciones. Debido a
esto, se dificulta comparar resultados en cuanto a actividad adulticida.

Al evaluar el aceite de E. globulus, se obtuvieron altos porcentajes de
mortalidad lo que estd en correspondencia con los resultados obtenidos en los
estudios que se han realizado con esta especie vegetal. Para este aceite se
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describi¢ toxicidad por contacto sobre adultos de B. ocellatus (Talbert et al.,
2011), Lutzomyia longipalpis (Maciel et al., 2010); P. humanus (Yang et al., 2004) y
actividad repelente contra adultos de B. germanica, P. americana (Yoon et al.,
2009) y Zabrotes subfasciatus (Franca et al., 2012). Otros autores encontraron
actividad adulticida contra Ae. albopictus, Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti y An.
stephensi (Zhu et al., 2006; Amer & Mehlhorn, 2006 ®; Lucia et al., 2007; 2008;
2009; Park et al., 2011).

Del género Melaleuca, Ko et al., (2009) realizaron estudios utilizando M.
leucadendron y M. quinquenervia en los cuales se evidencid actividad insecticida
por contacto contra S. zeamais y T. castaneum. Pavela et al., (2008°) estudiaron la
actividad fumigante y por contacto contra adultos de M. domestica. Nondenot
et al., (2010) encontrd también este tipo de actividad sobre Callosobruchus
maculatus. Otros autores informaron actividad adulticida en hembras de Ae.
aegypti (Noosidum et al., 2008; Bakar et al., 2012) y Ae. albopictus en aerosoles al
5 % de esta planta (Bakar et al., 2012). La accion adulticida del aceite cubano
sobre las poblaciones evaluadas confirman estos resultados precedentes.

En la literatura consultada no se encontraron estudios que describan la
actividad adulticida de O. basilicum, C. longa, C. aeruginosa 'y B. graveolens sobre
mosquitos en la region de las Américas. Solamente, se informan los resultados
de dos investigaciones en las que se sugiere la utilizacion de este ultimo aceite
en dos formulaciones como repelente (Vacacela, 2012; Torres, 2012). Los
resultados obtenidos son novedosos para estas plantas y aumenta el
conocimiento sobre estas como fuente de sustancias con accidon plaguicida.
Entre los aceites evaluados, el aceite de P. aduncum subsp. ossanum no se
destaco por su efecto letal sobre los adultos de las especies estudiadas, aunque
si se evidencio que por el método de las botellas la dosis de derribo fue 20 mg
menor en la cepa Rockefeller para Ae. aegypti'y Ae. albopictus.
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Misni et al., (2011) observaron que el aceite de P. aduncum formulado (10%) con
keroseno y aplicado en forma de aereosol provoco 74,8% y 72,4% de derribo en
Ae. aegypti y Ae. albopictus, respectivamente, transcurridos 20 minutos. El
analisis de estos resultados y los obtenidos en el presente trabajo utilizando
dos métodos evaluacion (botellas y papel) indicaron que la forma de aplicacion
o exposicion puede influir en la actividad adulticida de este aceite. También,
debe considerarse la posible incidencia en los resultados de la formulacion. La
composicion quimica del aceite cubano es diferente a la de los aceites de P.
aduncum mas estudiados y por ende otro elemento a tomar en cuenta como
causa de las diferentes respuestas biologicas evidenciadas en los dos estudios.
En el presente estudio, C. aurantium no manifesté actividad adulticida,
resultado que difiere de los encontrados por Yang et al., (2005) al evaluar la
accion fumigante del aceite de esta planta sobre Cx. pipiens. El aceite estudiado
por estos autores fue extraido de las hojas y en su composicion predominaron
el citral y el a citral, mientras que el aceite cubano se obtuvo de la corteza de
los frutos y fue rico en limoneno; estos cambios en la composicion pudieran ser
una de las causas de la menor susceptibilidad en los adultos evaluados. Segiin
otros autores el monoterpeno limoneno reveld actividad adulticida sobre Cx.
pipiens, aunque este efecto solo se manifest6 a una dosis de 100 mg/L
transcurridas 48 horas (Zahran y Abd El Galeil, 2011). Las discrepancias
también pudieran a atribuirse a diferencias entre las especies de mosquitos
evaluadas.

La metodologia de las botellas constituye un método sencillo y de facil
aplicabilidad en condiciones de laboratorio. En éste estudio, se aprecia, que las
botellas impregnadas sobrepasan en sensibilidad a los papeles impregnados,

debido a que las concentraciones calculadas para obtener los mismos
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porcientos de derribo fueron menores con las botellas que con los papeles
impregnados para varios aceites.

En las botellas, a pesar de mantenerse destapadas por 24 horas posterior a la
impregnacion, se aprecia, que luego de comenzar a exponer los adultos, se
produce un efecto fumigante debido a la hermeticidad del recipiente. Estudios
realizados por Campli et al., (2012) con aceites esenciales como pediculicidas
confirman esta hipdtesis. El autor plantea que, debido al bajo peso molecular
de los componentes de aceites esenciales, la accion toxica de los mismos puede
atribuirse al efecto combinado en la deposicion directa de aceites esenciales en
la cuticula junto con un efecto indirecto a través de la adsorcion de los vapores.
En el caso de los papeles, la superficie es porosa y absorbe con mas facilidad la
solucion. Dentro de las capas de celulosa queda material insecticida, el cual
permite, que la fase de vapor emerja de forma continua y gradual. Unido a este
factor, podemos adicionar el hecho que los estuches no son herméticos
favoreciendo el intercambio de los vapores.

Debido a esto, inferimos que la toxicidad de los aceites esenciales utilizando
papeles impregnados se logra por la adsorcion a través de los tarsos
produciendo un efecto toxico sistémico mas lento, lo que hace que se necesite
una mayor dosis para provocar el derribo total. En las botellas, la hermeticidad
del dispositivo favorece la potenciacion de efecto fumigante ademads del
adsorbente, razon por la cual las dosis son mds bajas para lograr el efecto
adulticida.

La respuesta de los aceites esenciales en cuanto a la actividad adulticida puede
estar relacionada y variar por la volatilidad de algunos componentes dentro de
las esencias ademds de la metodologia utilizada para la evaluacion. Los
mejores aceites fueron; E. globulus, P. aduncum subsp. ossanum y M.
quinquenervia , lo que puede estar relacionado con la variada composicién
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presentes en los mismos y la presencia de compuestos comunes como el 1,8
cineol. En cuanto a metodologia; las botellas propician por las condiciones del
dispositivo (hermeticidad) la accion fumigante mas que con papeles. Las
botellas presentan el inconveniente que solo pueden ser utilizadas una vez y al
finalizar la exposicion se dificulta la extraccion de adultos debido a que se
adhieren al fondo de la botella. Los papeles pueden ser utilizados en mas
ocasiones y ser conservados en refrigeracion debidamente tapados. Para las
botellas, el almacenamiento en similares condiciones, ocurre la condensacion
de agua en la superficie de las paredes y a temperatura ambiente puede ocurrir
degradacion de los compuestos. Teniendo en cuenta todos estos aspectos se
sugiere que en estudios posteriores para evaluar actividad adulticida con
aceites esenciales en mosquitos deban utilizarse la metodologia de los papeles

impregnados.

4.5. Actividad ovicida y repelente a la oviposicion de Aedes aegypti y Aedes
albopictus ante soluciones de aceites
4.5.1 Actividad ovicida de soluciones de aceites esenciales sobre huevos de

Aedes aegypti'y Aedes albopictus

Los huevos de mosquitos poseen una membrana exterior llamada corién que
confiere proteccién al embrion, la que permite entre otras funciones el
intercambio de gases y agua con el exterior a través de los aeropilos (Russell et
al., 2001; Moreira et al., 2007). La funcion principal de los compuestos ovicidas
es traspasar esta barrera, interrumpir el desarrollo del embrién, perjudicar la
supervivencia de la larva dentro del huevo o bloquear la eclosién del huevo

(Govindarajan et al., 2011).
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Con P. aduncum, B. graveolens y E. globulus, no se encuentran trabajos que
permitan comparar nuestros resultados. Estudios realizados por Warikoo et al.,
(2011) y Valarmathy et al., (2011) muestran que O. basilicum inhibi6 la eclosion
de huevos de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus a diferentes dosis.

La mayoria de los estudios con aceites esenciales evaluando la actividad
ovicida, plantean la bioactividad encontrada, pero no el mecanismo mediante
el cual se provoca este efecto. Solamente los estudios realizados por Jarial et al.,
(2001) demuestra el no desprendimiento del exocorién en los huevos luego de
ser expuestos a extractos de Allium sativum lo que se tradujo en la no eclosion
de los embriones. Otros estudios realizados por De Lima Santos et al., (2013)
proponen la interaccion entre la lectina de M. oleifera con la quitina presente en
los ovocitos y el corion de los huevos como modo de accién ovicida.

La dosis utilizada, con efecto larvicida demostrado para cada aceite, provoco
un alto porcentaje de eclosion de los huevos expuestos y causd la muerte
posterior de las larvas recién eclosionadas.Teniendo en cuenta los escasos
estudios realizados sobre actividad ovicida podemos inferir, que las soluciones
de aceites esenciales estudiadas fueron capaces de traspasar las barreras del
corion provocando que las larvas emergieran, como un mecanismo de
supervivencia ante la toxicidad interna de los huevos. No obstante, la misma
condicion que propicid la emergencia, fue el mismo medio para el cual
emergieron, lo que provocd como un efecto secundario la muerte de los
individuos de primer estadio. Estudios a profundidad deberdn realizarse

posteriormente con dosis mas bajas y su efecto en los embriones.

4.5.2 Repelencia a la oviposicion de Aedes aegypti y Aedes albopictus ante

soluciones de aceites esenciales
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Algunos insecticidas sintéticos y naturales envian sefales quimicas, que son
captadas por los insectos e influyen o no en la oviposicion de los mosquitos
(Olagbemiro et al., 1999; Geetha et al., 2003). Davis y Bowen (1994) demostraron
que los mosquitos pueden detectar varias sefiales quimicas por medio de
receptores sensoriales presentes en sus antenas, lo que les permite seleccionar o

rechazar el sitio de oviposicion.

No siempre una disolucion con una determinada actividad insecticida
probada, puede ser correlacionada positivamente con otro tipo de actividad y
en ocasiones los resultados pueden no ser similares con otros autores. En la
presente investigacion, el aceite de C. aurantium presentd alta actividad
larvicida, pero no presentd actividad adulticida sin embargo, evidencid
repelencia total a la ovipuesta por parte de hembras de Ae. aegypti. Kassir et al.,
(1989) planteé que agua tratada con limoneno fue desfavorable para la
oviposicion de las hembras de Cx. quinquefasciatus. Resultados similares se

encontraron por Araujo et al., (2016) para Ae. aegypti.

En este estudio el aceite de P. aduncum subsp. ossanum mostrd iguales
resultados que C. aurantium. Tawatsin et al., (2006) y Autran et al., (2009)
demostraron que el aceite esencial obtenido de P. nigrum, presenté un grado
moderado de disociacion a la oviposicion (82 %) y P. marginatum aunque
mostro efectividad como larvicida, no interfirid significativamente en la
oviposicion de Ae. aegypti.

Otros aceites muestran una alta disociacion de la oviposicion como C. longa
(94.7%) y M. cajuputi (87.9%) sobre Ae. aegypti (Tawatsin et al., 2006). Warikoo et
al.,(2011) encontré una relacion directamente proporcional entre la

concentracion evaluada de O. basilicum y la repelencia efectiva de Ae. aegypti a
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ovipositar. Del mismo modo, Castillo et al., (2017) encontrd en su estudio que
hembras gravidas de Ae. aegypti manifestaron cierta repelencia a depositar sus
huevos en los tratamientos con los aceites esenciales de Lippia alba ((Mill.)
N.E.Br. ex Britton & P.Wilson), C. citriodora y Cananga odorata ((Lam.) Hook.f. &

Thomson), al compararlos con los controles.

Segin Amer y Melhorn, (2006) M. quinquenervia produjo un efecto repelente y
disociador de la picada, y en nuestros resultados protegié parcialmente el
recipiente de oviposicion. Este resultado coincide con los encontrados por
Prabhu et al., (2011) al evaluar el extracto hexanico de hojas de M. oleifera
donde informaron repelencia a la picada de An. stephensi, mientras de De
Lima-Santos et al.,, (2013) encontraron una disociacion moderada a la

oviposicidn de la lectina aislada de esta planta contra Ae. aegypti.

Las variaciones en las respuestas repelentes pueden estar moduladas
principalmente; por la composicion quimica de los aceites y sus componentes
mayoritarios ademas de la respuesta ante las sefiales quimicas recibidas por los
organos sensoriales que puede variar segin la especie de mosquito evaluada.
La dosis utilizada puede ser efectiva en la proteccion a recipientes que estos
vectores utilicen para su cria ya que disuade a las hembras de continuar la
oviposicion y en el caso que ocurra una ovipuesta en recipientes
desprotegidos, en el momento de la aplicacion sera capaz de lograr la eclosion
de los huevos y eliminar a las larvas recién emergidas. Con el conocimiento de
la conducta de oviposicién de los mosquitos y del modo de acciéon de los
aceites esenciales provenientes de la flora cubana, podrian elaborarse

formulados para disuadir la oviposicion de estos insectos.
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4.6 Actividad repelente de formulaciones de aceites esenciales contra

Aedes aegypti utilizando voluntarios humanos

Los repelentes de mosquitos son una forma efectiva de reducir los contactos
vector-hospedero y asi la incidencia de enfermedades transmitidas por
vectores. Podemos plantear que, en formulados de aceites para lograr un efecto
repelente, influyen varios aspectos dentro de los que se destacan a) especie de
planta y sus componentes mayoritarios, b) metodologia evaluativa, c)
ingredientes inertes del formulado, entre otros.

La actividad repelente de un aceite esencial esté relacionada con la especie
vegetal evaluada, su composicion quimica, las proporciones en las que estan
presentes sus componentes y las interacciones entre ellos (Koul et al., 2013).
Existen familias de plantas que evidencian alta actividad repelente (Gilljj et al.,
2008) dada por compuestos como a-pineno, limoneno, citronelol, citronelal,
alcanfor y timol (Nerio et al., 2010), donde la presencia de los compuestos
activos mayoritarios y minoritarios pueden generar efectos aditivos o
sinérgicos dentro de las formulaciones (Regnault-Roger et al., 2012; Koul et al.,
2013).

En el caso de las dos plantas que se evaluaron en nuestro estudio, la
formulacion de M. quinquenervia al 20 % en dipropilenglicol protegié por
mayor tiempo que la formulacion de C. aurantium al 30 % en propilenglicol
potenciada.

Amer et al., (2006°) evaluaron la actividad repelente de M. quinquenervia sobre
mosquitos con buenos resultados. En el caso del aceite cubano estan presentes
compuestos como el 1,8 cineol y limoneno que evidenciaron repelencia sobre
adultos de Pediculus humanus capitis (Toloza et al., 2006) y el a-pineno sobre B.

germanica 'y P. americana (Yoon et al., 2009).
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Otro aspecto que puede influir es la transpiracion y la actividad metabdlica
derivada de las glandulas sudoriparas de los humanos. Zwiebel y Takken
(2004) senalaron estos aspectos como uno de los factores que influyen en el
comportamiento de la picada al humano y por tanto influyen en la proteccion
o no de las formulaciones repelentes. Cuando se utilizan dispositivos para
evaluar la repelencia, no se tienen en cuenta estos aspectos que estan
inherentes en los ensayos con voluntarios humanos como; la penetracion
percutdnea, el CO, acido lactico, y 1,3 octenol principalmente (Lupi et al.,
2013). Es posible que compuestos que manifiesten actividad repelente con
dispositivos, en ensayos con voluntarios humanos no manifiesten tal actividad.
Los ingredientes del formulado contribuyen también a mejorar la
perdurabilidad de la formulacion. En el presente estudio al ser evaluada otras
formulaciones de M. quinquenervia (cremas, soluciones hidroalcoholicas) no
ofrecieron valores significativos en cuanto a proteccion contra la picada (datos
no publicados). A medida que se mejoraron los formulados, se favorecié6 un
mejor efecto disociador de la picada. El dipropilenglicol, se plantea, es
utilizado en diferentes formulaciones farmacéuticas, sélidas o semisélidas para
acciéon topica, por sus caracteristicas aditivas e inocuas. Por su excelente
solubilidad en agua, aceites e hidrocarburos, junto con su escaso olor, bajo
potencial de irritacion de la piel, baja toxicidad. Este compuesto por sus
caracteristicas, al parecer, es capaz de favorecer la persistencia y la
biodisponibilidad de la mezcla multicomponente del aceite de M. quinquenervia
sobre la piel. Con respecto a las formulaciones de C. aurantium, el
propilenglicol, no ofrecid esta capacidad a pesar del aceite estar en mayor
porciento. Al parecer el limoneno, como compuesto en mayor proporcion en C.
aurantium, es mas volatil que el conjunto de metabolitos del aceite de M.
quinquenervia, y el propilenglicol no logra mantener este compuesto por tiempo
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suficiente sobre la piel. No obstante, en la soluciéon 30PII con la inclusion de
vainillina en la formulacion se observo un efecto potenciador con respecto a la
solucion 30PI, variacion que se ha informado al utilizar esta sustancia (Tuetun
et al., 2005; Choochote ef al., 2007).

Phasomkusolsil y Soonwera (2011) evaluaron la proteccion de C. citratus, C.
nardus, C. odorata, C. aurantium, E. citriodora, O. basilicum y S. aromaticum contra
la picada de Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus y An. dirus a tres concentraciones.
A la dosis maxima evaluada 0,21 mg/cm? solo obtuvieron un 48 % de
proteccidon con C. aurantium contra Ae. aegypti, por lo que el aceite por si solo
tuvo poco efecto repelente, lo que se relaciona con los resultados obtenidos
para la formulacion 30 PI. Sin embargo, en este mismo estudio para Cx.
quinquefasciatus 'y An. dirus se obtuvo una proteccion mayor de 80%
(Phasomkusolsil y Soonwera, 2011), por lo que la especie de mosquito
evaluada también puede influenciar en el efecto observado (Rodriguez et al.,
2015).

El criterio sobre el tiempo de proteccion ideal de formulados naturales no esta
bien establecido. Algunos autores consideran tiempos bajos como efectivos
debido a la amplia disponibilidad de las plantas en estudio, asi como, su
explotacién. Choochote et al., (2007) encontraron con Zanthoxylum piperitum
((L.) Benn. ex DC.), Graveolens anethum (L.) y Kaempferia galanga (L.) tiempos
medios de proteccion 1; 0,5 y 0,25 h, respectivamente contra Ae. aegypti, los que
se incrementaron significativamente con la incorporacién de 10% vainillina y
consideran promisorios los resultados. Sin embargo, Phasomkusolsil y
Soonwera (2011) consideran que los tiempos de proteccion para formulados
repelentes deben ser superiores a 2 horas.

Estos mismos autores (Phasomkusolsil & Soonwera 2011) sugieren que un
tiempo largo de proteccion en combinacién con un bajo porcentaje de
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picadura, indica que el aceite es eficiente para repeler mosquitos y disociar la
picada. Si el tiempo de proteccion es corto y el indice de picadas es bajo, el
aceite actia mas como un disociador de la alimentacion que como un
repelente, como sucede con la formulacion 30PII. A la inversa, si el tiempo de
proteccidn es largo y el indice de picada es alto, el aceite esencial se comporta
mas como repelente que como disociador de la alimentacion (Castillo et al.,
2017). Segun este planteamiento, en el presente estudio, 30PII se comporté mas
como disociador de la picada que como repelente, mientras que 30PI no

manifesto ninguno de los dos comportamientos.

En este estudio el formulado de M. quinquenervia (M20D), protegié por mayor
tiempo que el formulado de C. aurantium (30 PII). Aunque ambas
formulaciones, se encuentran a diferentes porcentajes de aceite y solventes,
pensamos que estudios posteriores utilizando otros solventes, inclusive una
menor concentracion de aceite, se puede obtener un mejor resultado con C.
aurantium dado por los antecedentes de estudio del limoneno. Poco se conoce
de los mecanismos que favorecen la disuasion de la picada utilizando
formulados de aceites esenciales (Dickens et al., 2013), por lo que este aspecto

también debe estudiarse con mayor profundidad.

Consideraciones generales

La amplia disponibilidad de plantas aromaticas en nuestro pais, comparado
con los altos costos de los insecticidas quimicos, hace que sea meritoria la
busqueda de aceites esenciales como alternativas viables a los plaguicidas
convencionales. El presente estudio muestra limitaciones como toda
investigacion primaria. Podriamos citar que al realizarse en condiciones de

laboratorio, no se presentan estudios de semicampo. No se conté con los
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aislamientos de los metabolitos de mayor cuantia de cada aceite para
corroborar la atribucién o no de la actividad insecticida de los mismos. Estos
estudios en un futuro podrian contribuir a una mejor comprension de la
actividad insecticida y su modo de accién sobre algunos blancos moleculares.
En cuanto a la implicacion de las enzimas detoxificadoras, no se efectud el
estudio en cepas de referencia resistente a insecticidas, lo que brindaria una
informacién valiosa para el control, teniendo en cuenta la aplicacion sucesiva
de insecticidas en el combate de esta especie. La actividad repelente no se
amplié a otros candidatos ni se realizd con mas solventes que permitieran
tener una mayor variedad de formulados y alargar el tiempo de proteccion.
Sabemos, que la introduccién de insecticidas vegetales debe enfrentar muchos
inconvenientes entre los que se encuentran que una planta debe ser activa a
bajas concentraciones (<50 mg/L), aunque existen autores que plantean, que se
deben lograrse concentraciones muy inferiores a este indicativo (Masetti, 2016).
La explotacion debera realizarse por debajo de su limite de renovacién por lo
que su utilizacion no debe ser limitada por su biodisponibilidad. Los
candidatos no deben ser tdxicos al humano, ni proporcionar acumulacién a lo
largo de la cadena alimenticia (Isman, 2006; 2011; Chellapandian et al., 2018).
Una alternativa para los que resulten ecotoxicos en ambientes acuaticos, puede
ser la utilizacion en aerosoles, pinturas, potes fumigenos, espirales etc.
Estudios futuros deben incluir, plantas invasivas donde una forma de
controlar su expansion sea su uso como bioplaguicidas (Muema et al., 2017).

El estudio integral de los mejores candidatos permitira obtener formulados
naturales que facilitardn un control efectivo contra especies vectoras de
enfermedades tropicales de forma racional y sistémica, ademads de contribuir a

la proteccion del medio ambiente.
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CONCLUSIONES

Es triste pensar que la naturaleza habla y que el género humano no escucha.....



5. CONCLUSIONES

Todos los aceites evaluados presentaron una significativa actividad
larvicida sobre Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefascitus;
destacandose el aceite de C. aurantium por su elevado espectro de accion
sobre estas especies de mosquito y los aceites de B. graveolens, E.
globulus, O. basilicum, y M. quinquenervia con concentraciones letales
medias significativamente bajas (CLs<50mg/L) en las poblaciones de Ae.
aegypti.

Los aceites de M. quinquenervia, C. aurantium y ATM provocaron un
efecto inhibidor de la emergencia de los adultos de Ae. aegypti, Ae.
albopictus y Cx. quinquefasciatus, lo que sugiere que la aplicacion de la
CLso de estos aceites en el estadio larval logra un control efectivo de las
poblaciones de mosquitos adultos.

La disminucién de o-esterasas, B-esterasas y P450 monooxigenasa
unido al incremento no significativo de la actividad GST, sugiere que

estas enzimas detoxificadoras no estan relacionadas con los valores
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superiores de CLs y CLs de la poblacion SMP 2011 en relaciéon a las
cepa susceptible.

Eucalyptus globulus fue el aceite que evidencié mayor actividad
adulticida por ambas metodologias, seguido de los aceites de C. longa,
C. aeruginosa, P. aduncum subsp ossanum, O. basilicum y B. graveolens, lo
cual constituye para estas cinco plantas, el primer reporte de este tipo de
actividad sobre Ae. aegypti, Ae. albopictus y Cx. quinquefasciatus en la
region de las Américas.

Las soluciones de aceites evaluadas mostraron una baja actividad
ovicida (inferior al 50 %) a la dosis utilizada, sin embargo esta favorecio
la muerte en pocas horas de las larvas emergidas.

Las poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus evidenciaron repelencia a
la ovipuesta ante las soluciones de los aceites evaluados; por lo que
estos podrian ser utilizados como principios activos de formulados que
protejan determinados recipientes que estos vectores utilizan para su
cria.

La formulacién de M. quinquenervia al 20% en dipropilenglicol (M20D)
manifesté mayor efecto protector sobre piel humana que la formulacion
de C. aurantium 30PIl, lo que convierte a esta planta en un candidato

potencial para formulaciones repelentes.
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RECOMENDACIONES

La libertad se alcanza con el conocimiento, el cual es generado en la adversidad. ...



6. RECOMENDACIONES

Desarrollar investigaciones sobre ecotoxicidad con los aceites evaluados
en especies de invertebrados que coexistan en ecosistemas acuaticos
para descartar o no su uso como candidato para el control larval de
mosquitos.

Profundizar en los estudios de toxicidad necesarios con el aceite de M.
quinquenervia para la produccion de un formulado repelente.
Profundizar en los estudios de enzimas detoxificadoras con aceites y
compuestos de los mismos para esclarecer sitios de acciéon de futuros
candidatos.

Realizar estudios sobre actividad inhibidora del desarrollo y repelente
con los aceites de E. globulus, P.aduncun subsp ossanum'y O. basilicum.
Continuar estudios futuros con plantas medicinales que cumplan los
criterios de exodticas e invasivas en los ecosistemas botdnicos como

fuentes de posibles formulados bioplaguicidas.
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ANEXO 4

Estado de susceptibilidad a insecticidas en mosquitos adultos en las poblaciones utilizadas en el

Rockefeller SMP 2011 Marianao Baraca
2013 2014 Fraga 2012
malation 5%
N 500 500 500 500 500
b (+SE) 5,64(0,70) 4,75(0,39) 5,94(0,47)  4,03(0,35) 3,00(0,31)
TLso 0,24 1,50 1,60 1,96 1,52
TLoo 0,41 2,80 2,63 4,09 4,05
X2 (p) 1,76(0,41) 0,027(0,98) 1,21(0,54) 0,12(0,94)  0,248(0,88)
FRs0/FRao - 6,25/6,8 6,66/6,4 - -
bendiocarb
N 500 500 500 500 500
b (£+SE) 6,47(0,53) 4,72(0,38) 3.33(0,34)  3,08(0,33) 3.11(0,34)
TLso(h) 0,49 1,84 0,33 0,61 0.30
TLoo(h) 0,77 3,44 0,81 1,60 0.78
X2 (p) 1,87(0,39) 0,13(0,93) 2,5(0,28) 1,45(0,10) 4.11(0.128)
FRs0/FRoo - 3,7/4,6 0,6/1,05 - -
deltametrina 0.05%,
N 500 500 500 500 500
b (+SE) 4,84(0,42) 4,46(0,39) 2,55(0,34)  2,32(0,17) 2,05(0,23)
TLso 0,33 2,23 0,32 0,52 0,42
TLoo 0,62 4,32 0,82 1,48 1,05
X2 (p) 3,22(0,20) 0,21(0,89) 0,34(0,82) 1,08(0,40) 6,5(0,037)
FRs0/FRao - 6,75/6,96 0,96/1,36 - -
cipermetrina 0,05 cipermetrina 0,1
N 500 500 500 500 500
b (+SE) 7,89(0,73) 5.43(0,43) 4,60(0,50)  3,43(0,34)  4,72(0,86)
TLso 0,47 1,59 0,87 2,42 041
TLoo 0,69 2,74 1,65 571 0,77
X2 (p) 1,6(0,44) 1,23(0,53) 5,19(0,75)  2,22(0,32) 0,88(0,64)
FRs0/FRoo - 3,38/3,97 1,85/2,3 - -
lambdacialotrina 0.05%,
N 500 500 500 500 500
b (+SE) 5,43 4,52(0,44) 3.67(0.31)  3,71(0,35) 2.53(0,46)
TLso 0,34 2,78 1.44 2,31 0.31
TLoo 0,58 5,34 3.23 5,12 1.01
X2 (p) 3,65(0,16) 1,05(0,59) 0.59(0.087)  8,0(0,018) 0.95(0.95)
FRs0/FRoo - 8,1/9,2 4,25/5,56 - -

estudio

FR<5 poblaciéon
susceptible
5<FR<10 vigilancia
estrecha

FR>10 poblacién
resistente

(Hemingway et
al.,1997)



Anexo 4 Cont.
Estado de susceptibilidad a diferentes insecticidas en el estadio de larvas en las
poblaciones de Rockefeller y SMP 2011.

Rockefeller SMP2011 Marianao 2013 FR<5 poblaciéon
malation susceptible
N 500 500 500 5<FR<10 vigilancia
b (+SE) 1,62(0,28) 1,56(0,31) 5,94(0,47) estrecha
CLso(ppm) 0,00032 0,00036 1,60 FR>10 poblacin
resistente
CLss(ppm) 0,0019 0,00239 2,63 ]
X2 (p) 1,87(0,40) 0,31(0,14) 1,21(0,54) (Hemlqggv;;y et al
FR50/FR99 - 11/12,19 6,66/6,4 ’
bendiocarb
N 500 500 500
b (£SE) 1,52(0,23) 1,55(0,38) 3.33(0,34)
CLso(ppm) 0,0011 0,019 0,33
CLo9(ppm) 0,0080 0,130 0,81
X2 (p) 0,33(0,04) 2,9(0,13) 2,5(0,28)
FR50/FR99 - 17/9,2 0,6/1,05
deltametrina
N 500 500 500
b (+SE) 1,81(0,51) 3,16(0,44) 2,55(0,34)
CLso(ppm) 0,0030 0,0088 0,32
CLoo(ppm) 0,014 0,022 0,82
X2 (p) 0,6(0,19) 0,21(0,1) 0,34(0,82)
FRs50/FRo9 - 29/96 0,96/1,36
temefos
N 500 500 500
b (+SE) 2,15(0.46) 1,44(0,17) 2,55
CLso(ppm) 0.00535 0,024 0,018
CLoo(ppm) 0.0162 0,187 0,256
X2 (p) 1,5(0,23) 3,91(0,72) 1,8(0,24)
FRs0/FRoo - 4.8/6,1 5,1/6,5
lambdacialotrina
N 500 500 500
b (+SE) 2,17(0,22) 2,64(0,43) 3.67(0.31)
CLso(ppm) 0,0014 0,004 1.44
CLoo(ppm) 0,0053 0,014 3.23
X2 (p) 2,25(0,47) 1,70(0,57) 0.59(0.087)

FRs0/FRoo - 33/48 4,25/5,56




ANEXO 5 Descripcion botanica de las familias y especies utilizadas en el estudio
Segun Roig, 1965.

Caracteristicas botanicas de Bursera graveolens (Sapindales: Burseraceae) es una especie
que crece en bosques secos en gran parte de América tropical de la costa pacifica de
Sudamérica. Son arboles, que alcanzan un tamafio de 4-10 m de alto, corteza lisa, gris, no
exfoliante. Hojas pinnadas, de hasta 27.5 cm de largo y 13 cm de ancho, glabras a
pubescentes en el raquis, peciolos y nervios principales de los foliolos, raquis alado;
foliolos 5-9, angostamente ovados a obovados u ovales, apice acuminado a largamente
atenuado (agudo), crenados, méas o menos del mismo color en ambas superficies. Paniculas
hasta 6 cm de largo (6.5-14 cm de largo en fruto); sépalos 4, 1/4-1/3 del largo de los
pétalos; pétalos 4, 2-3 mm de largo. Frutos obovoides a elipsoides, 7-11 mm de largo, 2-
valvados, matizados de rojo al madurar. Nombre popular sasafras o palo santo
Propiedades medicinales se utiliza en caso de neuralgia, menorragia, catarro. Diurético.
Se usa la corteza macerada en alcohol contra el reuma y en cocimiento como sudorifico.
Las hojas se usan en cocimiento como antiespasmddico. También se usan los cogollos
como abortivo.

Caracteristicas botanicas de Ocimun basilicum (Lamiales:Lamiaceae) es una hierba anual,
cultivada como perenne en climas tropicales, de crecimiento bajo (entre 30 y 130 cm), con
hojas opuestas de un verde lustroso, ovales u ovadas, dentadas y de textura sedosa, que
miden de 3 a 11 cm de longitud por 1 a 6 cm de anchura. Emite espigas florales terminales,
con flores tubulares de color blanco o violaceo las cuales, a diferencia de las del resto de la
familia, tienen cuatro estambres y el pistilo apoyados sobre el labio inferior de la corola.
Tras la polinizacion entomofila, la corola se desprende y se desarrollan cuatro aquenios
redondos en el interior del caliz bilabiado. Nombre popular: albahaca  Propiedades
medicinales: estd especialmente indicada en desnutricién, digestiones lentas y pesadas,
espasmos del aparato digestivo, jaquecas y tos convulsiva. Externamente se puede utilizar
en heridas, eccemas y mialgias (dolores musculares). Ademas tradicionalmente la albahaca
se ha utilizado para curar, calambres, rinitis, sinusitis, asma, bronquitis, enfisemas

pulmonares, espasmos intestinales, hipo, nauseas, inapetencia, dolores musculares, hipo-
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tension nerviosa, cabello débil, crecimiento lento del pelo, dispepsia, gota, enfermedades

infecciosas, otitis, reumatismos.

Caracteristicas botanicas de  Eucalyptus globulus (Myrtales:Myrtaceae) Tronco
cilindrico, recto, grueso alcanza hasta 2m. Posee una copa alargada e irregular sobre un
fuste limpio de ramas hasta en 2/3 de su altura total. De corteza de 3 cm. de grosor que
desprende en tiras al madurar dejando una segunda corteza lisa dando al arbol un
aspecto caracteristica en ocasiones expulsa resina. Sus hojas juveniles opuestas, sésiles, de
base cordada, de color gris-azulado, de 8-15 cm. de longitud y 4-8 cm. de anchura. Las
adultas alternas, pecioladas, con la base cuneada, linear-lanceoladas, de 15-25 cm de
longitud, con el dpice acuminado.Las flores axilares, solitarias o en grupos de 2-3, de hasta
3 cm de didmetro, con numerosos estambres de color blanco. El fruto en capsula
campaniforme de color glauco y cubierta de un polvo blanquecino, de 1.4-2.4 cm. de
didmetro.Nombre popular eucalipto. Propiedades medicinales: Las hojas son utilizadas
como anticatarrales, antiinflamatoria, balsamicas y expectorantes, antisépticas y

febrifugas.

Descripcion botanica de Piper aduncum (Piperales: Piperacea) arbusto que oscila entre 1
y 8 metros ampliamente distribuido en los trépicos americanos. De tallos delgado y erecto
d e color amarillento. Las hojas son pecioladas, simples y alternas. Miden entre 12 y 22 cm
de largo, lampinazas, ovaladas o elipticas, dpice acuminado y base redondeada. Color
verde amarillento, peciolo de 2- 5 mm d e largo, presenta nerviaciones pronunciadas,
entre 4 y 6 pares por hoja. Presenta una inflorescencia en forma de espiga floral que nace
del nudo de los tallos principales, de forma opuesta a las hojas. Las flores son de color
blanco y se disponen en forma de espiral a lo largo del raquis, bisexuales aclamideas
Nombre popular: Matico, hierba del soldado, achotlin o cordoncillo. Propiedades
medicinales: Es utilizado como expectorante, antitusigeno, cicatrizante, antiinflamatorio y
antiséptico.

Caracteristicas botanicas de Melaleuca quinquenervia (Myrtales: Myrtaceae) Es un arbol

siempre verde procedente de Australia (Geary et al 1990). Mide 20 m de altura, presenta



corteza gruesa, esponjosa, blanca en la parte exterior y oscura en la interior; ramas
puberulas. Hojas elipticas u oblongas de 5-10 cm de largo, estrechas hacia ambos
extremos, nervadura longitudinal y paralela. Flores blanco cremoso agrupadas en espigas
terminales de 5-15 cm de largo. Fruto capsular, casi esférico, de 3 mm de diametro
Comprende unas 150 especies nativas de Australia y algunas de Nueva Guinea y Malasia,
son escasamente cultivadas en Cuba como ornamental. Su aceite se extrae de las hojas, las
cuales son utilizadas de forma medicinal. Nombres populares; melaleuca, cayeputi,
cayeput, balsamo de cayeput, cajeput-tree. Propiedades medicinales; antiséptico,
expectorante, analgésico, antihistaminico, antiparasitario dérmico y antimicrobiano

(Roig, 1988)

Descripcion botanica de Citrus aurantium (Sapindales:Rutaceae) Arbol que puede
alcanzar hasta los 10 metros . Tallos ligeramente espinosos, hojas coriaceas, elipticas y con
el peciolo provisto de alas estrechas. Flores de color blanco perfumadas. El fruto es un
hesperidio con la corteza lisa. Nombre popular: naranja dulce Propiedades medicinales:

propiedades sedantes , antiespasmddicas, carminativas, antipirética, antioxidantes.

Descripcion botanica de Curcuma longa (L) (Zingiberales: Zingiberaceae) conocida
vulgarmente como “yuquilla” o “raiz de Madras”. Es una hierba erguida con hojas
oblongas o elipticas, acuminadas de 30 -50 cm, inflorescencia en espiga de 10-20 cm,
Bracteas florales aovadas de 3.5-4 cm verde palido, las superiores matizadas de rosado.
Corola amarillo palido y capsula globosa. Nativa de las indias orientales. Ubicada en la
Habana, Oriente. El rizoma contiene un aceite esencial rico en monoterpenos y
sesquiterpenos . Nombres populares; Azafran de la India, rizoma de curcuma, raiz de
curcuma, turmeric, azafrdn cimarrén; yuquilla (Cuba), turmérico Propiedades
medicinales; se le atribuyen propiedades antiesclerdticas, diuréticas, antinflamatorias,

anticoagulante. (Hnos Ledn y Alain, 1957; Kosuge, 1985).



Aceites de trementina:

El aceite de trementina es el término aplicado a numerosas oleorresinas semifluidas,
amarillas o de color pardo, que se obtienen por destilacion de la resina de los arboles de
pino en Asia, Europa y América. Cuando es sometida a un proceso de destilacion produce
la esencia de trementina dejando como residuo la colofonia. Es un liquido incoloro, tiene
una densidad relativa de 0,86 a 0,88 y un punto de ebullicion de 155 °C. Esta compuesto de
una mezcla de terpenos (ca-pineno, [3-pineno) y de aceites esenciales. En estado liquido es
insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol diluido, e insoluble en éter y alcohol
absolutos (Kirk 1983, Encarta, 2006). El a-pineno es el componente mayoritario y mas
reactivo pero el 3-pineno se usa en la produccion de mirceno y geraniol ademas de resinas
terpenicas (Kirk, 1983;Wiley, 1964). Nombre popular: aguarras empleada a gran escala
como disolvente y diluyente para pinturas y barnices, a los que aporta consistencia y
propiedades secantes. Propiedades medicinales la esencia de trementina acttia como un
potente estimulante y se emplea a menudo como antiespasmodica, astringente,
antirreumatica, antialgica, antiséptica, antiparasitaria, catartico y cicatrizante. (Encarta,

2006; www.mailxmail.com )
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Anexo 6. Compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales utilizados
en el estudio.

Contenido %

Compuesto Mg | Ob Pasubo | B.g E.g Cl Ca Cxa | AT ATM

a-pineno 8,9 91

o -cadinol 2,6

o -bergamotene 1,6 22

a -tumerone 7,0

ar-curcumene 2,0

[-pineno 3,3 3,7

[-elemeno 12,5

[-selineno 1,9

[ -tumerone 42,2

carvacrol 1,1

canfeno 1,0

chavicol 2,9

cis-isopulegona 1,4

copaeno 1,5

cis-carveol 1,2

dicumene 2,6

epicurzerona 95,5

globulol 2,2

gamma-terpinen 16,7

globulol 2,2

limoneno 13,6 21,8 97,5 15

linalol 30,3 32,6

L-carvone 3,4

mentona 1,3

mirceno 15

metilchavicol 50,8 43,4
(estragol)

p-cimene 47,6 1,3

pulegona 2,6 38,3

trans-carveol 3,8

thymol 1,4

T-cadinol 1,6 1,6

I-bornyl acetate 11

1,8-cineol 288 | 6,2 59 1,4 15,5

l-alpha-terpineol 18

I-camphor 45

4-terpinen-ol 6,6

viridiflorol 25,3

verbenona 36,7

M.q: Melaleuca quinquenervia; O.b: Ocimun basilicum; B.g: Bursera graveolens; P.a sub o: Piper aduncum subsp ossanum;

E.g: Eucalyptus globulus; C.I: Curcuma longa; C.a: Curcuma aeruginosa; C.s: Citrus aurantium (Estos aceites fueron analizados en el
Centro antidopig); AT: aceite de trementina; ATM: aceite de trementina modificado (Estos dos aceites fueron analizados en el CIIQ)

En la tabla no se incluyeron compuestos con abundancia relativa menor al 1%
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Carta de ética de la tesis
./

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI”
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derivados en tres especies de mosquitos”
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Preside A ™ @Z“‘
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Carta de ética del proyecto asociado a programa que abarco parte del tiempo de
estudio

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL |P(
“PEDRO KOURI"

Ministerio de Salud Publica

Centro Auspiciado por la UNESCO
Centro Colaborador de Ia OMS/0PS Instituro

@ Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica Pedro Kouri
y control biolégico de Vectores y huéspedes intermediarios
Para el estudio de las Enfermedades Viricas
—— En Tuberculosis y Micobacterias

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 02-15

“Actividad insecticida de aceites esenciales como una alternativa natural para el
control de varias especies de nosquitos”

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Ing Maureen Leyva

Después de realizada la valoracion y analisis correspondiente al presente documento por los
integrantes del Comité de Etica de la institucion, siguiendo las guias internacionales de
trabajo de estas comisiones de la Organizacién Mundial de la Salud, emitimos el siguiente;

DICTAMEN

El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de
Helsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos nacionales
de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba.

[

. En el protocolo aparece reflejado de forma clara la forma de proteccion de los derechos
¥ beneficios de los sujetos participantes en la investigacién.

3. Seaprueba el protocolo presentado.

Dado, en el IPK, La Habana, 165 17 dias del mes de Febrero de 2015

f;il, .
Lic. Ana Margarita Montalvo Dr.C.

Sccrcl(\ria p.s.r.

\

1
Dr. René!Gato

Lic. Robertd Fe ,\):indc'/ Llanes

g U

Teléfono (537) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (537) 202 0633; Fax: (537) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccion: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 %, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13



Bioensayos toxicidad realizados

Los informes hacen referencia a la especie Melaleuca leucadendron, porque en un
principio se infirid que era esta especie con la cual se estaba trabajando, luego de la
evaluacion por los especialistas de Ecologia y Sistematica se di6 como conclusion
que la especie era Melaleuca quinquenervia. No obstante los ensayos de toxicidad se
estaban realizando y en los informes quedo el nombre de M.leucadendron. De estos
se anexa ultima pagina con las conclusiones.

Con la especie Citrus aurantium no se realizaron ensayos de inocuidad por este
aceite ser considerado por la FDA (agencia de drogas y alimentos) como
sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) (generalmente reconocido

como seguro) https://www.fda.gov/Food/



https://www.fda.gov/Food/

|

Instituto de Ecologia y Sistematica
Caretera de Varona km. 3/ s, Capdeuvila, Boyeros,
= | abana 19, C.P 11 960, Cludad de La Habana, Cuba.
~ L temas (52T 643-8266. 543-8088, 643-8010 Fax(537) 643-8090
1 E S e-mail- botanica ies@ama. cu
direccion.ies@ama.cu

‘a “Herbario Nacional Onaney Muriiz”
e mail hac@ecologia, cu
HAC

CERTIFICO

|a Hubany. 1% (e septiembre de 2011
A 53 de Lo Revolucian”

CERTIFICO

W o indisiduos revisados en medio natural en los slrededores de I Boca de la Laguna del
lesoro en ta Uienaga de Zaputa y ls muestra botanica colectada y registrada con ¢l numero:
42578 en o) Herbario Nacional de Cuba (HAC), pertenecicnte al Instituto de Ecologia y
Siaiemitics (1ES) del Ministetio de Cienciu Teenologia y Medio Ambiente (CITMA),
comesponde o In especie botdnici: Melalewca quinquenervia (Cav.) 8. T Blacke, de
Familie Mirigecse, A esta especie se le conocen los siguientes sindnimos: Melaleuca

Lencadendron L. Metrogideros gquinguenervia Cay,

P b st eapesie se le canoce generalmente bajo los nombres vulgares de: cayepul,
ielalencn. arkal del corcho. Otros nombres comunes reportados son: pelam (Indonesia}:
Aitouli (Noevs Caledonea). med, sumed y sames (Tailandia); cayeput (Puerto Rico)
melateucs 11loridny; coreho (Costa Rica); cayeput-tree, cayeput-oil-tree, punk-free y paper-

bark-treet ghés ),

Sintesis de desdripeian botianica:

Atbol eredta de crecimiento rapido, de §-12-18 y hastu 25 metros de alto. La corteza presenta
Lariis capas griesis de consistencia sedosd integradas por muchas laminas de liber
psemepante § papel i Hogas perennes, simples. aliemas. verde grsiceas, de 7-10.cm de largo



Hipersensibilidad retardada del aceite de M. quinquenervia

Centro de Estudio de Investigaciones y Evaluaciones Bloldgicas (CEIEB)
Instituto de Farmacia y Alimentos

Unlversidad do La Habana

Laboratorios LIORAD

Ave 23821425 ¢/ 214 y 222 La Coronela, La Lisa
C P 13800, Civdad Habana, Cuba
E-mall. gaston@@ceb 5l0 cu

Fecha: 13/06/2010

Informe de Resultado del Protocolo N, (o / 3) Pagina [5de 12
8. CONCLUSIONES:

1. En los animales (tratados y control), no se apreciaron lesiones en la piel de
indole eritematosa o edematosa.

2. No se encontrd ningGn animal sensibilizado, debido a la aplicacion del
producto en estudio.

3. La aplicacion del Aceite de Melaleuca leucocendron no afects la ganancia

en peso de los curieles sometidos a prueba,

c ION ERALE
El producto, Aceite de Melaleuca leucocendron . no es un alérgeno potencial de

acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo que emplea el curiel como animal
de experimentacién por lo que pasa SATISFACTORIAMENTE la prueba de
SENSIBILIZACION,

9. Documentos aplicables

1. OECD Guideline for testing of chemical. Skin sensitization. Julic 1992,

2. 180 10893. Part 10, Biological evaluation of medical devices, 2007

3. OPPTS 870.2600. Skin Sensitization. EPA 712-C-96-197, June 1996.

4. PNT/TEC/0209. Ensayo de sensibilizacion, CIEB-IFAL-UH,

5. PNT/ANI/009. Pesaje de conejos

6. PNT/ANI/000. Condiciones de alojamiento y alimentacion de los animales de
laboratorio.

7. PNT/ANI005. Alimentacion de rutina.

8. PNT/ANI/006. Suministro de agua.

8. PNT/ANI/O11. Procedimiento de cuarentena



Toxicidad aguda oftalmica M.quinquenervia

Centro de Estudio de Investigaciones y Evaluaciones Bloldgicas (CEIEB)
Instituto de Farmacia y Alimentos

Universidad de La Habana

Laboratorios LIORAD

Ave. 23 #21425 e/ 214 y 222, La Coronela, La Lisa
C.P. 13800, Civdad Habans, Cuba,
E-mall: gastong@eieb ald cu

Fecha: 18/04/2010
Informe de Resultado del Protocalo N, 10523 Pagina 10 de 12

Se obtuvo un Indice de irritacion igual a 18 puntos lo que permite clasificar al
Aceite de Melalueca leucodendron procedente del Organo de Integracion para la
Salud como Ligeramente IRRITANTE.

Desde el punto de vista clinico no se produjeron alteraciones en los animales de
experimentacion

Tabla 1. Resultados del estudio de Irritabilidad Oftalmica del Aceite de
Melalueca leucodendron procedente del Organo de Integracion para la Salud.

L (Conjuntiva + Iris + Cornea)
Animal

1h 24 h 48 h 72h

Conejo 140 52 18 6

8. Conclusiones

Con la aplicacion en la estructura ocular del Aceite de Melalueca leucodendron

procedente del Organo de Integracién para la Salud se obtiene un Indice de
Iritacién de 18 puntos con lo cual se clasifica al mismo como Ligeramente
IRRITANTE, por lo que debe tenerse cuidado con la estructura ocular,

9. Documentos aplicables

1. OECD Guideline for testing of chemical. Acute ocular Irritation. Julio 1992,
2. PNT/TEC/0208. Ensayo de imitabilidad oftalmica. CIEB-IFAL-UH.1896.



Toxicidad aguda dérmica de aceite M.quinquenervia

Centro de Estudio de Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas (CEIEB)
Instituto de Farmacia y Alimentos
- Universidad de La Habana
Laboratorios LIORAD
Ave. 23 % 21425 e/ 214 y 222, La Coronels, La Lisa
C.P. 13800, Clugad Habana, Cuba
E-mall: gaston@ceb.sid.cu
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HISTOPATOLOGIA

Las muestras tomadas de los 6rganos seleccionados no presentaron afectaciones
desde el punto de vista macroscopico, por lo que el patdlogo decidié no efectuar
la toma de las mismas para su estudio histopatelégico.

8. Conclusiones:

1- No se observaron signos clinicos en ninguno de los animales sometidos a
ensayo.

2- Desde el punto de vista de las necropsias efectuadas a los animales no se
presentaron afectaciones en los 6rganos seleccionados.

3- El producto estudiado no afecta la ganancia en peso de los animales en prueba,

4-Cuando se administra de forma aguda EL ACEITE DE MELALEUCA
LEUCODENDRON PROCEDENTE DE LOS ORGANOS DE INTEGRACION
PARA LA SALUD no se producen efectos Toxicos sobre los animales en
prueba.

CONCLUSIONES GENERALES.

EL ACEITE DE MELALEUCA LEUCODENDRON PROCEDENTE DE LOS
ORGANOS DE INTEGRACION PARA LA SALUD no indujo Toxicldad Aguda
Dérmica observable en los animales de experimentacién cuando se uliliza el
ensayo descrito por la OECD TG 402, a la dosis limite (2000 mg/kg) por lo que
el producto se considera practicamente inocuo para los humanos, cuando se
aplica de forma aguda, no siendo necesario entonces estudios de Toxicidad
Aguda a dosis superiores.

9. Documentos aplicados
1. Hayes W. Principles and Methods of Toxicology. Principles and Methods for

Acute Toxicity and Eye Irritancy Ed. Raven Press, Ltd. N.Y., 168-220, 1989
2. ibid, Statistic for toxicologist. 435-483, 1984



Toxicidad aguda oral del aceite M.quinquenervia

Centro de Estudio de Investigaciones y Evaluaciones Biologicas (CEIEB)
Instituto de Farmacia y Alimentos

Universidad de La Habana

Laboratorios LIORAD

Ave. 23 # 21425 e/ 214 y 222 La Coronela, La Lisa

C P 12800, Ciudad Habana, Cuba.

E-mail. gaston@cieb sid cu

Revisado por Ic. Y
Jefe de Aseguramiento de la Calidad
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8. Conclusiones:

1- No se observaron signos clinicos en ninguno de los animales sometidos a
ensayo.

2- Desde el punto de vista de las necropsias efectuadas a los animales no se
presentaron afectaciones en los drganos seleccionados de ninguno de los
grupos sometidos a estudio.

3- El producto estudiado no afecta la ganancia en peso de los animales en prueba.

4- Cuando se administra de forma aguda EL ACEITE DE MELALEUCA
LEUCODENDRON a la dosis limite, no se producen efectos Toxicos sobre los
animales en prueba,

CONCLUSIONES GENERALES.

El ACEITE DE MELALEUCA LEUCODENDRON no produjo Toxicidad Aguda
por la via Oral en los animales de experimentacién cuando se utiliza el ensayo
descrito por la OECD TG 423 y con el empleo de la dosis limite 2000 mg/kg,
clasificandose como Sin clasificar, segun la Unién Europea, por lo que no resulta
necesario estudiar al mismo con dosis superiores.

9. Documentos aplicados

1. Hayes W.,Principles and Methods of Toxicology. Principles and Methods for
Acute Toxicity and Eye Irritancy Ed. Raven Press, Ltd. N.Y., 169-220, 1989

2. Ibid, Statistic for toxicologist. 435-483, 1984

3. Organizacién para la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo. (OECD)
Guidelines for testing of chemical.Paris.423, 2001.

4. Garcla G. Los estudios toxicolégicos de primera barrera y la toxicologia
Alternativa, Tesis para optar por el grado académico de Maestro en
Ciencias. La Habana, junio del 2000.

5. PNT/ANI/008 Peso Corporal de las ratas CIEB-IFAL.



Consentimiento informado

El Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” Habana, en colaboracion con el Organo
de Integracion para el Bienestar Social (OIBS) y el Centro Nacional Sanidad Agropecuaria
(CENSA) estan conduciendo el presente estudio para la evaluacién de formulaciones de
aceites de plantas como posibles repelentes.

Este documento tiene 2 partes:

. Hoja informativa (con informacion minima necesaria sobre el estudio).

o Certificado de consentimiento (donde usted firmard, en caso que acceda a
participar en el estudio).

Parte I: Hoja informativa

Introducciéon

Estamos realizando una investigacion relacionada con la actividad insecticida de plantas
de entorno como una alternativa para el control de mosquitos. Por este medio le estamos
brindando informacién e invitdndolo a participar en la investigacion. Este documento
puede contener palabras que usted no comprenda. Por favor, tome su tiempo para
realizar las preguntas que necesite relacionadas con el estudio. Deseamos que acceda a
participar solo si comprende todo sobre el mismo.

Proposito y descripcion de la investigacion

El propdsito de esta investigacion es evaluar la posible actividad repelente que pudiesen
presentar algunas plantas de nuestro entorno. La evaluacién se realizarda mediante
formulaciones elaboradas con aceites de plantas y solventes como etanol, aceite mineral,
propilenglicol, dipropilenglicol. Este estudio se realiza con vistas a brindar un método
alternativo a los repelentes quimicos para evitar la picadura de mosquitos y el contagio de
enfermedades transmitidas por estos vectores.

Voluntariedad

Usted ha sido seleccionado a participar en el estudio. No obstante, su participacion en el
mismo es totalmente voluntaria. Es su eleccion participar o no. Y si decide hacerlo, puede
retirarse cuando asi lo desee sin perjuicio para usted.

Procedimientos

El estudio se realizara partiendo del principio de voluntariedad y siguiendo metodologia
estandarizada de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2009). Antes de la aplicaciéon
de la formulacién los voluntarios se lavaran los antebrazos con jabon y agua destilada por
10 minutos. A los participantes se le cubrirdn las manos con guantes de latex y sus
antebrazos con mangas de papel, dejando libre un area de exposicion de 30 cm? (parte
interior media del antebrazo) en donde se aplicaran las formulaciones clasificadas y
enumeradas segun el tipo de aceite, solvente y concentraciéon. No debe tener contacto



previo con desodorantes, lociones, perfumes o jabones perfumados 12 horas antes de la
prueba. El antebrazo sera expuesto 3 minutos cada 30 minutos en jaulas ctibicas de 30 cm
que contendran 200 mosquitos hembras sin alimentar. Las picaduras de los voluntarios se
cuantificaran en ese periodo de tiempo. Después de aplicado el tratamiento cuando se
observe una picadura seguida de otra confirmatoria en el mismo periodo o en el periodo
de exposicion siguiente se dard por terminado el bioensayo. Se procedera a retirar el
guante de latex y lavarse la zona aplicada con abundante agua y jabon, con el fin de
eliminar restos de la formulacion.

Privacidad y confidencialidad de la informacion

La informacion que usted brinde sera totalmente confidencial. Solo los investigadores
involucrados en el estudio tendran acceso a ella. A usted se le asignara un niimero como
participante y no se utilizard su nombre en ningin momento. La informacion que usted
ofrezca no se reportard de manera individual sino, de conjunto con la que brinden otros
participantes del estudio.

Beneficios

Su participacion en el mismo no tendra ningin beneficio directo para usted. Los
resultados de la investigacion solo beneficiarian las investigaciones relacionadas con la
tematica con vistas a la elaboracién de un método alternativo menos contaminante contra
las picaduras de insectos vectores y como consiguiente la prevencion de enfermedades.

Posibles riesgos

Los riesgos por participar en el estudio son minimos. Irritacién en la piel por la picada de
mosquitos cuando la formulacién resulte ineficaz. Usted tiene todo el derecho a retirarse
del estudio si es alérgico a la picadura de insectos

Uso de los resultados de la investigacion

Los resultados que se obtengan del presente estudio seran compartidos con usted y su
comunidad antes de hacerse publicos. Esta prevista la publicacion de los resultados de
investigacién en revistas médicas, libros u otros materiales con fines cientificos; asi como
la utilizacion de la informacion con fines educativos.

(Tiene alguna duda o pregunta hasta aqui?

Contactos en caso que le surjan otras dudas o preguntas

Si usted desea hacer alguna otra pregunta posteriormente, puede contactar a la Ing
Maureen Leyva Vicedireccion de Parasitologia, Instituto de Medicina Tropical Pedro
Kouri



