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Resumen

Aedes aegypti, vector de los virus dengue, fiebre amarilla, zika y chikungunya, ha sido combatido
en Argentina principalmente mediante insecticidas quimicos; los que producen impacto
ambiental por contaminacién y generacion de resistencia en esta plaga. Como alternativa se
buscan insecticidas naturales que no presenten esas desventajas como los aceites esenciales y
sus componentes principales, los terpenos. Para aumentar la eficacia de estos compuestos se
utilizan sinergistas como el piperonil butéxido (PBO) que inhibe el complejo de monoxigenasas
CP450 implicado en el metabolismo de xenobidticos en insectos. El presente trabajo evalua el
efecto adulticida de siete terpenos, asi como el sinergismo de los mas téxicos con PBO a dosis
subletal, sobre Ae. aegypti. Para ello se realizaron bioensayos de fumigacién en frascos de vidrio
con un hilo de algodén en su tapa, donde se colocd la solucidn de los terpenos a distintas dosis
con y sin PBO. Los ensayos duraron 30 minutos donde diez mosquitos adultos machos y hembras
se tomaron del criadero y se colocaron en cada frasco. Se utilizaron 5 dosis de cada terpeno y de
cada combinaciéon con PBO, realizando tres réplicas de cada una. Con esos valores se calcularon
las concentraciones letales 50 (CLsy) de cada terpeno y el indice de combinacion (IC) de las
mezclas. Los siete terpenos resultaron activos, sin embargo solo se detectaron diferencias
significativas para pulegona, citronelal, linalool y eucaliptol, en ese orden de toxicidad. Los
primeros dos presentaron los menores valores de ClLsy (0,02 y 0,03 mg/| respectivamente). La
dosis subletal de PBO utilizada fue 19,43 mg/| resultando sinergismo significativo solo para una
dosis de eucaliptol (IC=0,9). Se recomienda explorar el uso de pulegona como terpeno base para
insecticidas naturales contra Ae. aegypti.

Abstract

Aedes aegypti, vector of dengue, yellow fever, zika and chikungunya viruses, has been fought in
Argentina, mainly by chemical insecticides which produce environmental damages like
contamination and resistance generation in this plague. As an alternative, there is a quest on
botanical insecticides that lacks of those disadvantages like essential oils or its mainly component:
terpenes. To enhance their efficacy, sinergistic compounds like piperonyl butoxide (PBO) are
used to inhibit the CP450 monoxygenase complex implied in insect xenobiotic detoxification. This
work analyzes adulticide effect from seven terpenes and the most toxic ones synergism with PBO
on sublethal doses against Ae. aegypti. For that, fumigation bioassays were carried on glass jars
with a pendant cotton thread inside the cover, where different doses of the terpene solution
with and without PBO were impregnated. Ten male and female mosquitoes were tested per jar;
assays lasted 30 minutes. Five doses were used for each terpene or PBO mixture and three
replicates of each were carried out. With those values lethal concentration 50 (LCsy) of each
terpene and combination index (Cl) were calculated. All seven terpens were active, but statistical
differences were appreciated only for, in toxicity order, pulegone, citronellal, linalool and
1,8-cineol. The first two presented the lowest LCsyvalues (0.02 and 0.03 mg/| respectively). PBO
sublethal dose in use was 19.43 mg/I resulting in significant synergism for just one 1,8-cineol
dose (CI=0.9). We recommend pulegone as base terpene for Ae. aegypti insecticide formulations.



Introduccion

Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) es un insecto de gran importancia sanitaria al
ser vector de distintos arbovirus como fiebre amarilla, dengue, chikungunya vy zika
(Contigiani et al., 2016). En los ultimos afios este mosquito se ha distribuido por una
amplia region del territorio Argentino; segun los registros se lo encuentra en todo el
centro y norte del pais (Rossi, 2015). Estos dipteros se desarrollan en ambientes
urbanos, donde han encontrado el hdbitat adecuado, cridndose en recipientes
artificiales como frascos, floreros, cubiertas de neumaticos u otros posibles
contenedores de agua donde las hembras oviponen (Grech et al., 2016). Los huevos
eclosionan para dar lugar a larvas acudticas, que pasan por cuatro estadios hasta
transformarse en pupas (exaradas) de las que emergeran los adultos reproductivos.
El ciclo completo, desde huevo a adulto, oscila entre 15-28 dias segun las
condiciones ambientales. Los adultos se alimentan de jugos vegetales, pero la
hembra debe ademas ingerir sangre para adquirir las proteinas necesarias para la
produccion de huevos, teniendo particular preferencia por la sangre humana

(Dominguez et al., 2000).

En 1947 se lanzé el programa continental de erradicacidén de Ae. aegypti, después de
una gran epidemia de fiebre amarilla (Salvatella-Agrelo, 1996). Pero a mediados de la
década del “80, en Argentina, se registra su reingreso desde el norte (Beceyro, 2009).
Al detectarse su presencia se emplean para su manejo insecticidas sintéticos,
inicialmente organoclorados, luego organofosforados y actualmente piretroides, sin
embargo las poblaciones fueron desarrollando resistencia a estos grupos quimicos
(Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013). Por otro lado, los insecticidas sintéticos
tienen consecuencias negativas para el ambiente y la salud humana, porque se
bioacumulan y biomagnifican de un eslabdn tréfico a otro y producen un impacto
letal o subletal sobre distintas clases de organismos benéficos (Devine & Furlong,

2007).



Bajo este panorama, existe un interés creciente en estrategias alternativas de
manejo, como la busqueda de insecticidas naturales, particularmente los insecticidas
botanicos (Isman, 2000; Valladares et al., 2003). Las plantas producen sustancias
para defenderse de los herbivoros y microorganismos, generando compuestos
quimicos conocidos como aleloquimicos o metabolitos secundarios. Estos pueden
ser compuestos nitrogenados (como alcaloides, aminoacidos no proteicos,
glucésidos cianogénicos, etc.), terpenoides (limonoides, curcubitacinas, mono vy
sesquiterpenos, etc.), fendlicos (flavonoides, quinonas, etc.) entre otros (Harborne &
Williams, 2000), productos muy costosos para las plantas ya que constituyen menos
del 10% de su peso seco. Estas substancias pueden tener efecto toéxico,
antialimentario, repelente, interfieren en el crecimiento y desarrollo o bien pueden
afectar el comportamiento de artrépodos regulando asi sus poblaciones (Koul et al.,

2008).

Los aceites esenciales (AE) que producen distintas plantas aromaticas, son liquidos
volatiles, solubles en solventes organicos y de baja densidad, que se sintetizan en
diversos érganos como raiz, yemas, tallo, frutos, hojas, semillas o corteza y se
almacenan en células secretoras, epidérmicas o tricomas (Bakkali et al., 2008). Los
componentes de los AE determinan sus propiedades bioldgicas, siendo dos o tres los
compuestos mayoritarios que se encuentran en concentraciones del 20 al 70%
(Daferera et al., 2000). Se presentan en dos grupos principales segln su origen
biosintético: terpenos o terpenoides, y compuestos aromaticos y alifaticos, ambos

de bajo peso molecular (Bakkali et al., 2008).

Estos productos han sido utilizados tradicionalmente como insecticidas y repelentes
para proteger granos almacenados (Koul et al., 2008), y tienen la ventaja de
degradarse rapidamente por tratarse de moléculas simples y de alta volatilidad. No
presentan riesgos genotdxicos a largo plazo y en muchos casos son antimutagénicos
(Bakkali et al., 2008). Ademas, se probd su efectividad como insecticida fumigante y
de contacto sobre numerosas plagas de importancia econémica (Isman, 2000). Se
demostré que algunos AE tienen efecto ovicida, larvicida, adulticida y repelente
sobre varias especies de mosquitos, entre ellas Ae. aegypti (Prajapati et al., 2005;

Waliwitiya et al., 2008). Los AE obtenidos de algunas especies de verbendceas y



asteraceas de la regidn central de Argentina mostraron efecto larvicida (Gleiser &

Zygadlo, 2007) y repelente sobre esta especie de diptero (Gleiser et al., 2011).

Algunos terpenos aislados de AE han resultado téxicos para larvas de Ae. aegypti,
entre ellos eucaliptol, alfa-pineno, pulegona, timol y citronelal. Sin embargo no es
bien conocido el modo de accidén de estos compuestos. Su rapido efecto es indicio de
gue actlan como neurotdxicos, quizds inhibiendo las acetilcolinesterasas y el
sistema octopaminérgico en insectos (Lucia et al., 2007; Waliwitiya et al., 2009).
Poco se ha indagado en relacién al efecto que estos compuestos tienen sobre

adultos de Ae. aegypti.

El complejo de monoxigenasas asociados al citocromo P450 (CP450) es un sistema
metabdlico de enzimas que actua sobre diversos compuestos exdgenos y enddégenos
(Feyereisen, 1999). En insectos cumple distintas funciones sobre el crecimiento,
desarrollo y proteccion contra xenobidticos, como asi también detoxificando
aleloquimicos generados por plantas (Scott & Wen, 2001). La detoxificacion de
compuestos exdgenos se realiza en dos fases. En la primera se genera un producto
primario por oxidacion, reduccion o hidrélisis del sustrato; donde actua
predominantemente el CP450. En algunos casos este producto puede excretarse. A
veces no alcanza con las primeras transformaciones y es necesario que se dé la fase
Il donde ocurren otros cambios, mediados por otras enzimas que lo vuelven soluble
en agua (por ejemplo por adiciéon covalente de azucares, aminoacidos, sulfatos, etc.),
para posteriormente eliminarlo a través de los tubulos de Malpighi (Chahine &

O'Donnell, 2011).

La resistencia a insecticidas puede considerarse como el principal obstaculo para el
control continuo de muchos vectores de enfermedades como los mosquitos.
Sistemas metabdlicos de detoxificacion como CP450 o glutation-S-transferasas se
han mostrado como los responsables de la generacidn de resistencia a insecticidas
en varias especies plaga (Schuler, 1996). El butdoxido de piperonilo (PBO) ha sido
utilizado como sinergista para aumentar la eficacia de ciertos insecticidas; esto se
logra dada su capacidad para inhibir la actividad metabdlica de estos dos sistemas

particulares (CP450 y esterasas no especificas) (Jones, 1998). Los insectos expuestos



a este compuesto se vuelven mas “sensibles” a ciertos compuestos de sintesis
(Bingham et al., 2011) como también a productos naturales (Palacios et al., 2009;

Rossi & Palacios, 2013).

En el presente trabajo se propone analizar la efectividad de diferentes terpenos
presentes en AE de plantas medicinales y comestibles como posibles alternativas
para el manejo de Aedes aegypti y determinar si existe sinergismo cuando se

combinan con PBO.

Objetivo general

Medir el efecto adulticida de terpenos presentes en aceites esenciales de plantas

sobre Aedes aegypti al utilizarlos solos o combinados con butéxido de piperonilo.

Objetivos especificos

1. Determinar la Concentracidon Letal 50 (CLso) de siete terpenos mediante ensayos

de fumigacién sobre adultos de Ae. aegypti.
2. Definir la dosis subletal de PBO para esta especie de mosquito.

3. Determinar el efecto de los terpenos mas activos en solucion conjunta con PBO

y cuantificar si tienen actividad sinérgica.

Predicciones

*De acuerdo al efecto observado con los AE completos (Cavalcanti et al 2004;
Prajapati et al 2005; Gleiser & Zygadlo, 2007; Lucia et al 2007; Gleiser et al.,
2011), se espera que adultos de Ae. agegypti sean afectados por los terpenos

puros de manera dosis-dependiente, en ensayos de fumigacion.



*Asi como el PBO sinergiza insecticidas sintéticos como los piretroides (Rose et
al.,, 1995; Bingham et al., 2011; Joffe et al., 2011; Fazolin et al., 2016), se
considera que combinado con un terpeno puro generara la misma respuesta

bioquimica en Ae. aegypti.

Materiales y Métodos

1. Crianza de los individuos

Se establecié un criadero de mosquitos Ae. aegypti en el laboratorio de la Catedra de
Entomologia, de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (UNC). Para
iniciar la colonia se buscaron larvas en distintos tipos de recipientes contenedores de
agua tales como cubiertas de vehiculos en gomerias y floreros de cementerios,
ademads se colocaron ovitrampas en patios-jardines de distintas viviendas ubicadas
en la ciudad de Cérdoba. Las ovitrampas consistian en recipientes oscuros con agua
(declorada) y restos vegetales, éstos ultimos sirven como atrayentes para la
oviposicion. El volumen de agua de las ovitrampas fue de aproximadamente la mitad
del recipiente, de forma tal que quede una parte de la superficie interna del mismo
libre para que las hembras cementen los huevos, por tratarse de “mosquitos de
inundacion” (Fischer, 2016). Una vez detectadas las oviposturas se trasladaron las
ovitrampas al laboratorio, las que fueron inundadas para estimular el desarrollo de
los embriones. Cuando se observaron las larvas, estas fueron transferidas a bandejas
de cria de 9 x 9 cm de lado y 5 cm de profundidad. Estas bandejas contenian, ademas
del agua los detritos extraidos de las ovitrampas, aun asi fueron suplementadas con
higado en polvo y alimento para peces, de ese modo las larvas contaban con
alimento suficiente para completar su desarrollo. Una vez alcanzado el estado de
pupa, las mismas fueron retiradas de las bandejas de cria utilizando una pipeta
plastica y se colocaron en vasos plasticos con agua declorada dentro de jaulas
entomoldgicas hasta la emergencia de los adultos (Gerberg et al., 1994). Las jaulas
son cubos de madera de 30cm de lado y cerradas con voile para contener a los

adultos emergidos (Figura 1.a). La alimentacion de los adultos se realizé con



algodones embebidos en una solucidn azucarada al 10%, ubicados en vasos plasticos
dentro de las jaulas, y se renovaron cada tres dias. A las hembras adultas se les
ofrecid, ademas, como fuente de sangre, un raton de laboratorio, inmovilizado con
una malla metdlica y colocado dentro de la jaula en sesiones de una hora, para asi
complementar su alimentacién y desencadenar la produccién de huevos. Dentro de
las jaulas se ubicaron recipientes pldsticos para colectar nuevas oviposturas. La
temperatura se mantuvo controlada en 27 + 2 2C mediante un radiador eléctrico con
termostato. Para los bioensayos se emplearon individuos tomados al azar del

criadero, pertenecientes a cualquier generacioén.

2. Ensayos de fumigacion

Para realizar los ensayos se contd con terpenos puros, provistos por el Laboratorio
de Quimica Fina de la Universidad Catdlica de Cdérdoba. Se eligieron terpenos
presentes en AE de plantas comestibles y medicinales: eucaliptol (1,8-cineol)
(Eucalyptus cinerea, Laurus nobilis, Artemisa annua y Mentha piperita), limoneno
(Citrus aurantium, C. limon, C. paradise, C. reticulata y C. sinensis), pulegona
(Minthostachys verticillata y Hedeoma multiflora), B-cariofileno (Syzygium
aromaticum), y-terpineno (Citrus limon y C. reticulata), citronelal (Cymbopogon
nardus y C. winterianus) y linalool (Coriandrum sativum y Laurus nobilis) (Palacios et
al., 2009a, 2009b; Gleiser et al., 2011) comprados a la empresa Sigma—Aldrich (St.
Louis, MO, USA); se empled como compuesto sinergista piperonil butéxido y acetona
como solvente. Su aplicacidn se realizd mediante microjeringas Hamilton de 5, 10,
100 y 250 microlitros. Los ensayos de fumigacion se realizaron en frascos de vidrio
de un litro, cuyas tapas tenian adherido un hilo de algoddn de 10 cm, que al cerrarse
guedaba colgando en el interior del frasco (Figura 1.b). De esta forma, la fumigacion
se produce al aplicar el compuesto en el hilo y éste se evapora a temperatura

ambiente.



Figura 1: a) Jaula entomoldgica de cria de adultos y b) Frascos de vidrio para bioensayos.

2.1. Efecto adulticida de los terpenos. Se aplicaron soluciones de cada
terpeno diluido en acetona en al menos cinco concentraciones diferentes, realizando
tres repeticiones de cada una, en dias diferentes. En el control se aplicaron las dosis
mas altas del solvente (acetona) y se realizé el mismo nimero de repeticiones. En
todos los casos en cada frasco se ubicaron 10 individuos adultos y la experiencia se

dio por terminada a los 30 minutos.

2.2. Evaluacion de Piperonil butéxido (PBO). Se realizaron ensayos de
fumigacién para determinar la concentracién subletal del PBO, para ello se aplico el
compuesto en distintas concentraciones (diluido en acetona) hasta encontrar una
dosis donde sobrevivan mas del 90% de los adultos de Ae. aegypti después de 30
minutos de iniciada la experiencia. Se emplearon 10 insectos por frasco, realizandose
tres repeticiones de cada concentracion.

2.3. Efecto de terpenos combinados con PBO. Se eligieron los terpenos cuyas
CLso fueron las mas activas para combinarlos con la dosis subletal de PBO encontrada
previamente. Para el bioensayo se aplicaron conjuntamente ambos compuestos,
diluidos en acetona, después de 30 minutos, se registré el numero de individuos
muertos para el calculo de mortalidad. Se emplearon 10 individuos por frasco y tres

repeticiones de cada concentracion.



En todos los ensayos propuestos, el conteo de los individuos muertos pasado el
tiempo estipulado, se realizé utilizando el criterio establecido en las pruebas de
deteccion de resistencia en mosquitos, empleando el método del bioensayo de la
botella CDC (World Health Organization, 2016), donde se consideran individuos
intoxicados por el tratamiento aquellos inmdéviles (muertos) y los que se dejan

arrastrar al rotar suavemente el frasco sin tomar vuelo (noqueados).
3. Andlisis de los resultados
3.1. Curvas dosis respuesta y CLsp

Los datos de dosis-respuesta fueron analizados con el software CompuSyn (Chou &
Martin, 2007) que ajusta una curva sigmoidea sobre la distribucion de los puntos
observados, para las variables dependiente (respuesta) e independiente (dosis),
basado en la ecuacién de efecto mediano (Ec. 1) (Chou, 2006) donde D es la
concentracion del terpeno, fa es la fraccidon afectada y fu la no afectada. Dm es la
concentracion de efecto medio (CLsg) y m es el coeficiente que muestra la forma de
la relacién dosis-efecto, con valores m=1, m>1 y m<1 para forma hiperbdlica,

sigmoidal o sigmoidal plana respectivamente.

fa/fu=(D/Dm)m (1)

De las que pueden aislarse la dosis (Ec. 2) y el efecto (Ec. 3).

D=Dm([fa/(1-fa)]1/m (2)

fa=1/[1+(Dm/D)m] (3)

Sobre esta nueva distribucién el programa realiza una regresién definiendo una recta
en la cual a cada valor de dosis le corresponde una probabilidad de respuesta. Se
obtiene asi el parametro “m” que representa también la pendiente de regresion, la

o, n
r

Clsg con su rango vy el coeficiente de ajuste de la correlacion linear. Los valores de
respuesta utilizados fueron corregidos utilizando la formula de Abbott para incluir lo
observado en los controles (Abbott, 1987). Para comparar las ClLsg se utilizo el
método de superposicion de rangos, que establece diferencias estadisticamente

significativas entre aquellos terpenos cuyo rango de valores no se superponen



(Wheeler et al., 2006). Utilizando las variables obtenidas en CompuSyn para las
formulas de Chou (2006), se reconstruyeron los graficos con el software Microsoft

Excel.
3.2. Sinergismo Terpeno+PBO

Para analizar el sinergismo se utilizé el indice de Combinacién (IC) (Ec. 4) que refleja
el sinergismo entre los compuestos 1y 2 para cada dosis ensayada.

D, D,

C= + (4)
Dm[fa/(l- fa)]“™ Dm,[ fa/(1— fa)]'™

Sus valores muestran sinergismo si se encuentran entre 0 y 1, aditividad en 1, y
antagonismo para valores mayores a 1 (Chou, 2006). Este autor describe el
sinergismo por rangos de IC como: sinergismo muy fuerte (<0,1), fuerte (0,1-0,3),
normal (0,3—-0,7), moderado (0,7-0,85), leve (0,85—-0,90) y casi aditivo (0,90-1,10);
de la misma forma para el antagonismo: leve (1,10-1,20), moderado (1,20-1,45),

normal (1,45-3,3), fuerte (3,3-10) y muy fuerte (>10).

Resultados

Efecto adulticida de los terpenos

De acuerdo a los resultados obtenidos, los terpenos mas activos fueron pulegona y
citronelal, donde con concentraciones muy bajas, respecto al resto de los terpenos,
se obtuvo una mortalidad media (Figura 2.a). En el caso de Linalool se necesitaron
2,7 veces mas del compuesto para obtener la misma respuesta (Figura 2.b) y para el

resto de los terpenos se necesitaron entre 2-3,7 mg/l mas (Figura 2.c).
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Figura 2: Curvas Dosis-Respuesta (mortalidad) para los terpenos: a) Citronelal y Pulegona; b)
Linalool y c) y-terpineno, Eucaliptol, Limoneno y B-cariofileno; los puntos indican la respuesta
registrada experimentalmente.
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El efecto fumigante de los terpenos sobre Ae. aegypti se comparéd mediante los
valores de Clso (Tabla 1), donde pulegona mostré ser el mas téxico seguido por
citronelal. Las CLso de linalool fue 4,96 veces mas alta que la de citronelal y el resto
de terpenos evaluados mostraron valores de CL50 que fueron entre 23,36 y 78,33

veces mas altas respecto a los dos terpenos mds activos.

Por método de superposicién de rangos, se observaron diferencias significativas
entre la Clsg de los cuatro compuestos que mostraron mayor letalidad: pulegona,
citronelal, linalool y eucaliptol. Los restantes terpenos (limoneno, y-terpineno y

B-cariofileno) no difirieron significativamente entre ellos.

Tabla 1. Actividad fumigante de siete terpenos presentes en AE sobre adultos de Ae. aegypti.

1

Compuesto CLso LC m r
Pulegona 0,02 (0,0197-0,0203) 1,66 0,96
Citronelal 0,03 (0,0249-0,0352) 0,74 0,89

Linalool 0,15 (0,1458-0,1538) 3,7 0,98
Eucaliptol 0,7 (0,6496-0,8063) 1,82 0,96
Limoneno 1,22 (1,3419-3,0398) 2,74 0,98

y-terpineno 1,8 (1,3388-5,6587) 4,77 0,91
B-cariofileno 2,35 (1,0726-1,4604) 2,11 0,95

Concentracion Letal expresada en mg/l de aire. LC: limites de confianza, 1: Pendiente de
regresion

Las regresiones calculadas a partir de las curvas dosis-respuesta dieron valores de
ajuste superiores a 0,85 en todos los casos.

Piperonilbutoxido

Cuando se calculé la toxicidad del compuesto empleado como sinergista
piperonilbutéxido (PBO) la curva dosis-respuesta se ajusté a una sigmoidal (Figura 3),

la pendiente de regresion fue m=3,75. La CL50 obtenida fue de 77,46 mg/l y la dosis
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subletal, aquella que afecta a menos del 10% de los individuos, la CL10 fue de 43,12

mg/|, para los bioensayos de combinacién empleamos 19,43 mg/I.

® PBO
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Figura 3: Curva Dosis-Respuesta (mortalidad) para piperonilbutoxido; los puntos indican los
datos observados experimentalmente.

Combinaciones Terpeno+PBO

Las combinaciones se plantearon con aquellos terpenos que mostraron mayor
toxicidad sobre adultos de Ae. aegypti: pulegona, citronelal, linalool y eucaliptol. Se
observd sinergismo para citronelal+PBO a la menor dosis (Tabla 2) con un valor

considerado casi aditivo y a medida que aumenté la dosis se tornd antagonista.

Tabla 2. Actividad sinérgica entre citronelal+PBO

_ ) Indice de
Citronelal (mg/l) PBO (mg/l1) Mortalidad (%) o
Combinacién

0,01 19,43 32,2 0,97

0,03 19,43 43 1,6

0,04 19,43 48,1 1,72

0,06 19,43 53 1,7

0,07 19,43 58,9 1,5
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Eucaliptol en cambio mostré un indice de Combinacién considerado como
sinergismo leve a 0,31 mg/l y antagonismo leve a moderado para el resto de las

concentraciones (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad sinérgica entre eucaliptol+PBO

. . Indice de

Eucaliptol (mg/l) | PBO (mg/l) | Mortalidad (%) o
Combinacién
0,15 19,43 11,7 1,09
0,31 19,43 35 0,9
0,7 19,43 49,2 1,25
0,93 19,43 59,2 1,29
1,39 19,43 83 1

En cambio para linalool+PBO y pulegona+PBO los valores del indice de Combinacién

nunca fueron inferiores a uno para ninguna de las dosis probadas (Tablas 4 y 5).

Linalool en las dosis evaluadas presenté valores de IC ligeramente mayores a uno, lo

rondando un antagonismo moderado (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad sinérgica entre linalool+PBO

] ] Indice de
Linalool (mg/I) PBO (mg/l) Mortalidad (%) o
Combinacion
0,07 19,43 14,8 1,17
0,15 19,43 40,5 1,36
0,22 19,43 46 1,78
0,29 19,43 58,4 1,99
0,43 19,43 76,2 2,31
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Pulegona en cambio presentd valores crecientes de IC a medida que aumento la

dosis utilizada, alcanzando un valor que indicaria un efecto antagonista fuerte (Tabla

5).
Tabla 5. Actividad sinérgica entre pulegona+PBO
Pulegona (mg/l) | PBO (mg/l) | Mortalidad (%) Indi.ce d.e
Combinacion
0,01 19,43 12,5 1,68
0,02 19,43 25,7 2,55
0,05 19,43 29,1 4,32
0,08 19,43 344 6,06
0,16 19,43 44,2 9,26
Discusion

Desde la antigliedad el hombre empled productos vegetales para resolver diferentes
aspectos de la vida cotidiana. Sin embargo, su uso contra las plagas disminuyd
cuando se desarrollaron los insecticidas de sintesis. Fue durante las ultimas décadas
gue comenzd una marcada preocupacion por los efectos de estas sustancias sobre Ia
salud publica y la seguridad ambiental, y nuevamente se consideré a los productos
botanicos como una alternativa para el manejo de insectos plagas (Amer &
Mehlhorn, 2006). Algunas plantas comestibles y medicinales son conocidas por la
produccién de metabolitos secundarios (Gandhi et al., 2014). Particularmente, los
aceites esenciales son uno de los componente principales de estos aleloquimicos,
con propiedades terapéuticas como la actividad antibacteriana, antiparasitaria,
insecticida, antifungica, antitumoral, entre otras (Bakkali et al., 2008; Tavares et al.,
2008). Estos aceites son mezclas volatiles de diferentes sustancias orgdnicas
liposolubles, constituidas, entre otros compuestos, por terpenos considerados el
mayor grupo de productos naturales que las plantas liberan al medio ambiente

(Ormeno et al., 2007). Los terpenos purificados pueden llegar a ser moderadamente
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toxicos para mamiferos por via oral, es el caso de eucaliptol, pulegona, y-terpineno y

linalool sobre ratas (Koul et al., 2008).

Al ser este trabajo una de las primeras investigaciones donde se evallan terpenos
puros sobre adultos de Ae. aegypti para obtener su Clsg, nos vemos obligados a
comparar nuestros resultados con otros donde se probd el efecto fumigante de
terpenos y/o AE cuyos componentes principales son algunos de los aqui
considerados, los que fueron aplicados particularmente sobre estados inmaduros de

ésta y otras especies de mosquitos y sobre otros dipteros.

Nuestros resultados muestran una respuesta adulticida dosis-dependiente de los
terpenos segun lo predicho, siendo pulegona y citronelal los compuestos mads téxicos
para esta especie de insecto ya que su CLsg fue de un orden de magnitud menor que
el resto de las Clsp obtenidas. Ademas de estos dos ultimos terpenos, también

linalool y eucaliptol mostraron diferencias significativas.

El AE de Mentha longifolia tiene como componente principal pulegona. Al evaluarse
la actividad de este aceite mediante ensayos de fumigacién sobre Culex pipiens, se
observaron porcentajes de mortalidad maximos (Al-Sarar, 2014). El mismo terpeno
fue el mas toxico, entre 14 evaluados, sobre larvas de Ae. aegypti (Waliwitiya et al.,
2009). Los altos valores de mortalidad que encontramos generados por pulegona
coinciden con los hallados por Rossi y colaboradores (2012) para Musca domestica.
Trabajando con el AE de peperina (Minthostachys verticillata), cuyo componente
principal también es pulegona, obtuvieron una LCsy 3,4 veces menor respecto al
terpeno aislado empleado en ese trabajo. Los autores sefialan que, junto a mentona,
fueron transformados por accidon de CP450 en un compuesto aun mas toxico para el
insecto: mentofurano. Considerando lo extendido que esta este sistema metabdlico
en insectos, es posible que en Ae. aegypti se genere el mismo producto resultando

altamente tdxico para este insecto.

Otro de los terpenos estudiados en este trabajo fue citronelal, que al ser evaluado
por Waliwitiya y colaboradores (2009) se observd que redujo la oviposicién y tuvo
diferente efecto larvicida, segun el estadio considerado, sobre Ae. aegypti. Mas

conocido es el efecto de este terpeno, y de AE que lo contienen, como repelentes
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tanto en Ae. aegypti (Amer & Mehlhorn, 2006; Gleiser et al., 2011; Hsu et al., 2013)
como para Cx. pipiens (Kim etal., 2005; Amer & Mehlhorn, 2006). Makhaik y
colaboradores (2005) sefalan que el AE de Eucalyptus citriodora fue activo como
fumigante sobre Ae. aegypti y Culex quinquefasciatus debido posiblemente a la alta
proporcién de citronelal (0,46). Por otro lado, este terpeno resultd ligeramente
toxico para hembras de Ae. aegypti, empleando la metodologia de vapor (Vartak &

Sharma, 1993).

En larvas de Ae. aegypti, tratadas con el AE de Cananga odorata, donde linalool es el
componente mayoritario (15,8%), resultd ser el aceite mas efectivo de los testeados
por Mufioz y colaboradores (2014). Sin embargo linalool era uno mas entre varios
compuestos activos del AE de Rosmarinus officinalis, esto podria indicar que otros
compuestos del aceite pueden producir el efecto observado sobre las larvas de este
mosquito, o bien linalool podria actuar como sinergista de otro/s componente/s del
AE (Waliwitiya et al., 2009). Al evaluarse linalool sobre adultos fue reportado como
activo sobre mosca doméstica por Palacios y colaboradores (2009a) y para Cx.
pipiens por Kang y colaboradores (2009), aunque en ningun caso fue uno de los
terpenos mas efectivos. El extracto de Ocimum basilicum donde linalool es uno de
sus compuestos mayoritarios generd efecto adulticida sobre Cx. pipiens, indicando
gue este terpeno actua inhibiendo la acetilcolinesterasa, lo que provocaria la muerte

de los mosquitos (Torres & Roldan, 2015).

La bibliografia presenta a eucaliptol como un larvicida de baja actividad sobre Ae.
aegypti (Lucia et al., 2007; Silva et al., 2008; Waliwitiya et al., 2009). Los resultados
del presente trabajo lo muestran como un adulticida importante, resultados que se
relacionan con el encontrado para mosca doméstica (Palacios et al., 2009b; Rossi &
Palacios, 2014). En ensayos donde se emplearon mosquitos adultos de Culex
quinquefasciatus (Ramar et al., 2014) y Ae. aegypti (Castro et al., 2013) se utilizd AE
de eucalipto (Eucalyptus globulus), encontrandose en ambos estudios que este
aceite tuvo poco efecto respecto a los otros evaluados. Por su parte, Lucia y
colaboradores (2009) analizaron qué tiempo necesitan los principales terpenos de
los AEs de distintas especies de eucalipto, para producir la respuesta de “noqueado”

y sefialan que 1,8-cineol es el mas efectivo para hembras de Ae. aegypti y que los
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AEs con alta proporcion de este terpeno resultan mas efectivos. Sugieren, ademas,

qgue el rapido efecto de eucaliptol se debe a su accién neurotdxica.

Limoneno, B-cariofileno y y-terpineno resultaron activos aunque a concentraciones
mas altas, tal como fue registrado para mosca doméstica (Palacios et al., 20093;
Rossi & Palacios, 2013). Silva y colaboradores (2008) destacan a B-cariofileno y
y-terpineno como efectivos larvicidas y sefialan a éste ultimo como sinergista en AE
de Lippia gracilis y mas potente que el primero. El AE de Citrus sinensis, tiene entre
sus componentes principales a limoneno, este aceite mostrd baja actividad sobre

adultos de Ae. aegypti (Phasomkusolsil & Soonwera, 2011).

La resistencia a los insecticidas puede deberse a una serie de mecanismos, pero las
enzimas metabdlicas de desintoxicacidon son una de las vias por la que los insectos se
deshacen de compuestos tdxicos (naturales o de sintesis), jugando un importante
papel las esterasas, glutatién-S-transferasas (GST) y monoxigenasas. En 1942, se
descubre la importancia de algunas fracciones del aceite de sésamo (sesamin) las
gue agregadas al extracto de piretro se comportan como sinergistas superando la
resistencia metabdlica a insecticidas. Los sinergistas son capaces de inhibir enzimas
implicadas en la resistencia, restaurando asi la susceptibilidad a éstos compuestos.
En 1947 se sintetiza piperonilbutéxido (PBO), que presenta muchas ventajas sobre
otros inhibidores dada su completa miscibilidad en los solventes empleados junto a

los insecticidas (Tozzi, 1998; Bingham et al., 2011).

Los bioensayos donde se empled solo PBO sobre adultos de Ae. aegypti, mostraron
que la respuesta a este compuesto tiene una distribucion dosis-dependiente,

resultando toxico para esta especie de mosquito solo en altas concentraciones.

Esperdbamos que PBO fuese sinergista sobre los terpenos ensayados en
combinacién con éste. Sin embargo para pulegona y linalool no se registrd
sinergismo. Resultados similares observaron Rossi y colaboradores (2012) evaluando
el sinergismo entre pulegona y PBO sobre Musca domestica, observaron que la Clsg
de la combinacion resulté mayor respecto a la del terpeno puro; segun los autores
por acciéon de CP450 sobre el terpeno. El AE de cilantro (Coriandrum sativum) con

74% de linalool, tampoco se sinergiza al combinarse con PBO ni con otros inhibidores
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enzimdticos involucrados en la generacidn de resistencia en insectos, para Cx.
pipiens (Kang et al., 2009) coincidiendo con lo observado en este trabajo cuando se

empled la mezcla linalool+PBO.

En el caso de eucaliptol hallamos sinergismo para solo una de las dosis evaluadas.
Trabajos donde emplean este terpeno junto a PBO sobre M. domestica observaron
gue este compuesto fue sinergizado por PBO mostrando una Cls; menor para la

combinacidn en relacién al terpeno solo (Rossi & Palacios, 2015).

Nuestros resultados muestran que la combinacidn citronelal+PBO se mantuvo
relativamente estable en aditividad. Por su parte Waliwitiya y colaboradores (2012)
combinaron citronelal con PBO y ensayaron ademas otros inhibidores enzimaticos,
en todos los casos aumentd la toxicidad para larvas de cuarto estadio de Ae. aegypti
durante las 24 horas que durd la experiencia. Es posible que en los adultos de esta
especie de mosquito el efecto sinérgico sea observable en periodos de exposicidn

mas largos como ocurre en larvas para el citado trabajo.

*Se recomienda un estudio mas profundo de pulegona y/o el AE donde este terpeno
sea uno de sus compuestos mayoritarios, para el desarrollo de insecticidas botanicos
sobre adultos de Ae. aegypti. A su vez citronelal y linalool se perfilan también como

compuestos prometedores en el manejo de este insecto plaga.

*Se necesita ajustar la metodologia por fumigacién para el empleo de las
combinaciones con PBO. Consideramos que el tiempo de exposicidn a éste
compuesto podria no haber sido el adecuado, en algunos trabajos se los expone
durante una hora (Makhaik et al., 2005; Mufoz et al., 2014; Phasomkusolsil &
Soonwera, 2011). Rossi y Palacios (2013) realizan una aplicacion tépica del sinergista
sobre adultos de M. domestica luego de anestesiarlos. Sin embargo, considerando la
fragilidad de éstos insectos seria adecuada una aplicacion en “spray” como
proponen Umerie y colaboradores (1998) sobre mosquitos y Kang y colaboradores
(2009) en Cx. pipiens. Ademas deberia considerarse la posibilidad de buscar otro
compuesto natural (AE) volatil a temperatura ambiente, como sinergista de los
terpenos evaluados en este trabajo; algunos ensayos de este tipo ya se han realizado

sobre larvas de mosquitos (Benelli et al., 2017).
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