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Glosario

Bioproducto: cualquier producto util derivado de organismos vivos o sistemas derivados de
organismos vivos.

Insecticida: que sirve para matar insectos

Biocida: que destruye seres vivos, particularmente los perjudiciales para el ser humano

Dosis diagnéstica: Dosis de un insecticida que resulta en la mortalidad del 100% de los zancudos

en un periodo de tiempo determinado.
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Resumen

Titulo: Formulacion de un bioproducto insecticida a base de metabolitos secundarios de plantas
medicinales para el control de Aedes aegypti"

Autor: Paula Andrea Rodriguez Villalba, Jonny Edward Duque Luna®’, Stelia Carolina Méndez
Séanchez*".

Palabras Clave: Actividad adulticida, insecticida, Aedes aegypti, bioproducto, metabolitos
secundarios.

Aedes aegypti es el principal vector de distintos arbovirus como dengue, Zika y chikunguna y su
control presenta un desafio para la salud publica debido a la resistencia del vector y al impacto
ambiental de los insecticidas sintéticos. Ante esta problematica, se buscd desarrollar una
alternativa de origen natural basada en metabolitos secundarios de plantas medicinales. El
objetivo de este estudio fue formular un bioproducto con actividad adulticida sobre Aedes aegypti
y analizar su eficacia bioldgica junto con su caracterizacion fisicoquimica.

Para ello, se determinaron experimentalmente las concentraciones letales de los metabolitos
1,8-cineol y eugenol mediante bioensayos adulticidas siguiendo el protocolo CDC. El eugenol
presentd la mayor actividad, alcanzando un 100% de mortalidad a 500 ppm tras 15 minutos de
exposicion, lo que se correlaciona con una inhibicion del 47,52% de la acetilcolinesterasa, en
ensayos in vitro. Con base en estos resultados, se formul6 un gel semisélido a base de agar-agar
incorporando eugenol como compuesto activo. El formulado mostré una evidente actividad
insecticida manteniendo su efecto durante al menos cuatro semanas.

Los resultados confirmaron el potencial del eugenol como molécula adulticida y evidenciaron
que la matriz en gel constituye un vehiculo adecuado para su proteccion y liberacion controlada.
Este estudio presenta una estrategia innovadora para el control del vector en su estadio adulto y
destaca el valor de los metabolitos secundarios en el desarrollo de bioproductos insecticidas
eficaces y ambientalmente sostenibles.

" Trabajo de Grado

?* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Pregrado en Quimica. Director: Jonny Edward
Duque Luna. Doctor en Ciencias Biologicas con énfasis en Entomologia Médica. Codirector:
Stelia Carolina Méndez Sanchez. Doctora en Ciencias con énfasis en Bioquimica.
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Abstract

Title: Formulation of a bioproduct with insecticidal activity based on secondary metabolites from
medicinal plants against Aedes aegypti'”

Author(s): Paula Andrea Rodriguez Villalba, Jonny Edward Duque Luna®**, Stelia Carolina
Méndez Sanchez**

Key Words: Adulticidal activity, insecticide, Aedes aegypti, bioproduct, secondary metabolites

Aedes aegypti is the main vector of several arboviruses such as dengue, Zika, and chikungunya,
and its control remains a major challenge for public health due to the vector’s resistance and the
environmental impact of synthetic insecticides. In response to this issue, a natural alternative
based on secondary metabolites from medicinal plants was explored. The aim of this study was to
formulate a bioproduct with adulticidal activity against Aedes aegypti and to evaluate its
biological efficacy along with its physicochemical characterization.

To this end, the lethal concentrations of the metabolites 1,8-cinecole and eugenol were
experimentally determined through adulticidal bioassays following the CDC protocol. Eugenol
exhibited the highest activity, achieving 100% mortality at 500 ppm after 15 minutes of exposure
and showing 47.52% inhibition of acetylcholinesterase. Based on these findings, a semisolid
agar-based gel incorporating eugenol as the active compound was formulated. The gel
demonstrated evident insecticidal activity, maintaining its effect for at least four weeks.

The results confirmed the potential of eugenol as an adulticidal molecule and revealed that the gel
matrix serves as a suitable vehicle for its protection and controlled release. This study proposes
an innovative strategy for vector control at the adult stage and highlights the value of secondary
metabolites in the development of effective and environmentally sustainable insecticidal
bioproducts.

" Degree Work

> Faculty of Sciences. School of Chemistry. Undergraduate Program in Chemistry. Advisor:
Jonny Edward Duque Luna, Ph.D. in Biological Sciences with emphasis in Medical Entomology.
Co-Adpvisor: Stelia Carolina Méndez Sanchez, Ph.D. in Sciences with emphasis in Biochemistry.
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Introduccion

El mosquito antropofilico Aedes aegypti es el principal vector de arbovirus como el Zika
(ZIKV), dengue (DENV) y Chikunguna (CHIKV) y representa una amenaza a la salud publica
mundial. Hasta la semana 39 de 2025, en Colombia se ha registrado un acumulado de 105,467
casos de dengue, de los cuales el (62,5 %) corresponde a casos sin signos de alarma, el (36,5 %) a
casos con signos de alarma y 1,0 % (1,022) a dengue grave (INS, 2025). La distribucion de Ae.
aegypti abarca 24 de los 32 departamentos del territorio Colombiano con una estimacion de area
ocupada del 70% (Jurado et al., 2023). Tradicionalmente, el control del vector en su fase adulta se
ha realizado predominantemente mediante el uso de insecticidas sintéticos, como los
organofosforados (ej., malation), piretroides (ej., permetrina y deltametrina), dinitrofenoles,
organotinos y pirazoles. Sin embargo, los insecticidas convencionales usualmente empleados para
el control de este vector en su estadio adulto presentan problematicas graves como la persistencia
y acumulacion en los ecosistemas, riesgos para la salud humana y aumento de la resistencia en
poblaciones del vector (Chen et al., 2020; Fagbohun et al., 2022; Pathak et al., 2022).

Estas limitaciones evidencian la necesidad de alternativas sostenibles y seguras que
contribuyan al control del vector sin comprometer la salud humana ni el equilibrio ambiental. En
este sentido, los metabolitos secundarios de plantas, han despertado un interés creciente por su
actividad insecticida y su caracter biodegradable (Borrero-Landazabal et al., 2020; Duque et al.,
2023; Pavela et al., 2019; Ware, 2004). No obstante, a pesar del progreso en la identificacion de
moléculas vegetales con potencial insecticida aun persiste la necesidad de profundizar en la
formulacion de productos efectivos que integren estas moléculas vegetales en sistemas practicos,

estables, asequibles y de facil aplicacion orientadas al control del vector en su estadio adulto.


https://paperpile.com/c/1dqTqR/h28D
https://paperpile.com/c/1dqTqR/AbOVN
https://paperpile.com/c/1dqTqR/oodAR+llg1y+ihQkj
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Z5cAt+9oeCG+SpRSm+zVOGu
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Z5cAt+9oeCG+SpRSm+zVOGu
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En este contexto, el presente estudio propone un gel semisélido a base de un metabolito
secundario con actividad adulticida incorporado como compuesto activo. Los resultados
evidenciaron que es posible formular un gel capaz de inducir mas del 75% de mortalidad en
zancudos adultos en un periodo menor a dos horas de exposicion, mantener la biodisponibilidad
del metabolito por al menos cuatro semanas e inducir la liberacién controlada de sus
componentes volatiles. Este bioproducto constituye una alternativa ecologica frente a los
insecticidas sintéticos convencionales, al emplear compuestos biodegradables y de baja toxicidad
ambiental, ademas de contribuir al avance del conocimiento sobre sistemas innovadores de

administracion de moléculas naturales con potencial insecticida.

1. Marco referencial y antecedentes
1.1 Aedes aegypti

Pertenece al orden Diptera, familia culicidae y subfamilia culicinae, ha sido objeto
durante décadas de investigaciones debido a su papel destacado como vector en la propagacion
de arbovirus, representando una amenaza constante para la salud publica. Seglin datos reportados
por la organizacién panamericana de la salud (OPS, 2024), hasta la semana epidemiologica (SE)
32 de 2025, se reportaron 3,634,587 casos sospechosos de dengue, de los cuales 1,470,971 fueron
confirmados (40.5%), con una letalidad del 0.050%. Esta cifra representa una disminucion del
69% en comparacion con el mismo periodo del 2024 y 10% con respecto al promedio de los
ultimos cinco afos. Dado que para el afio 2024, en la SE 36 se reportd un acumulado de
11.732.921 casos de dengue, lo que representd6 mas del doble de los casos registrados durante
todo el 2023 (4.594.823 casos).

En Colombia, hasta la semana 33 del presente afio (2025) se han notificado 97,705 casos

de dengue, de los cuales 930 corresponden a dengue grave. El departamento de Santander, se


https://paperpile.com/c/1dqTqR/4EWB4
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encuentra entre los tres departamentos con mayor nimero de casos (8% del total del pais) con un
acumulado de 8,394. Adicionalmente, el nimero de casos de dengue en el pais se ubico en
situacion de alerta, lo que indica que los datos reportados fueron mayores a los esperados con
base en el comportamiento historico (INS, 2025) (Figura 1). Las crecientes preocupaciones a
nivel mundial frente a los arbovirus se evidencian en la rdpida expansion geografica del vector y
en el incremento de la carga de morbilidad asociada (Kraemer et al., 2015).

Figura 1.

Canal endémico de dengue en Colombia para las semanas epidemiologicas 01 a 33 de 2025.
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Nota. El grafico muestra la comparacion entre el nimero de casos de dengue notificados, el valor
de casos esperados y los limites superior e inferior, calculados a partir del promedio de los cinco
anos anteriores. Tomado del Instituto Nacional de Salud-INS, Direccion de Vigilancia y Analisis
del Riesgo en Salud Publica,; publicacion en linea/2025. (p. 33)
1.2 Ciclo de vida de Ae. aegypti

Se desarrolla en cuatro etapas metamorficas: huevo, larva, pupa y adulto. Durante las
etapas de larva y pupa, el individuo se encuentra en un entorno acuatico, pero en su etapa final
(adulto) su ambiente es aéreo. Esto sin duda es un aspecto notable de su compleja biologia y se ve

influenciado por factores ambientales como temperatura, humedad relativa y accesibilidad a


https://paperpile.com/c/1dqTqR/h28D
https://paperpile.com/c/1dqTqR/mzHzR

FORMULACION DE UN BIOPRODUCTO INSECTICIDA 14

fuentes hidricas. Los huevos presentan una superficie alargada y lisa. Una sola hembra de esta
especie puede poner 100 huevos a la vez. Estos eclosionan después de ser fecundados y
sumergidos en agua. Ademas, estos pueden ser viables hasta ocho meses, al adherirse a las
paredes de un recipiente (Tokachil & Yusoff, 2018). La etapa larval comprende cuatro estadios
que representan fases de desarrollo distintas donde se aprecian notables cambios de elongacion y
maduracion. Estas se alimentan de materia orgénica disuelta en el agua. Luego del cuarto estadio
larval, entra en un estado de metamorfosis entre larva y el insecto adulto, llamado pupa.
Finalmente, termina el ciclo desarrolldndose como un adulto con alas de aproximadamente 4 a 7
mm. Se ha reportado que el ciclo de vida completo de Ae. aegypti toma 29 dias (Anoopkumar et
al., 2017).
1.3 Ciclo de transmision de enfermedades

Se ha demostrado que Ae. aegypti tiene una preferencia marcada a alimentarse de sangre
humana por sobre otros mamiferos, tiende a buscar refugio en cercanias urbanas y alimentarse
dentro de ellas. Ademas, se ha observado que prefiere alimentarse de sangre durante el dia y
puede hacerlo en un periodo de tiempo recurrente durante este (Harrington et al., 2001; McBride
et al., 2014; Scott et al., 1993). El ciclo de transmision de enfermedades por parte de esta especie
involucra la interaccion entre el vector, los agentes patogenos y los hospederos. Hay dos formas
mediante las cuales el mosquito puede propagar los diversos arbovirus que lleva consigo. Estas se
conocen como transmision horizontal y vertical. La transmision horizontal tiene lugar cuando una
hembra infectada con los diferentes arbovirus pica a un humano no infectado.Otra forma de
transmision es la vertical, es cuando uno de los zancudos infectados, ya sea hembra o macho,

transmite el virus a su descendencia (Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018).


https://paperpile.com/c/1dqTqR/LeLOK
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Ts31U
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Ts31U
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2OrT5+6kpXw+BLBCj
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2OrT5+6kpXw+BLBCj
https://paperpile.com/c/1dqTqR/dmTGa
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Figura 2.

Ciclo de vida de Aedes aegypti y ciclo de transmision de enfermedades.
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Nota. Ciclo de vida de Aedes aegypti y distintas formas de transmision de patdogenos. Creado con
BioRender.
1.4 Métodos clasicos de control y sus problematicas asociadas

El control vectorial se ejerce principalmente a través de tres enfoques: ambiental,
biolégico y quimico. El control ambiental consiste en la identificacion y erradicacion de criaderos
con el objetivo de detener la reproduccion del vector (de Souza Wuillda et al., 2019). El control
biologico se basa en la introduccion de depredadores naturales como peces, libélulas y aves (Bay,
1967, Priyadarshana & Slade, 2023; Singh & Mohan, 2013). Por su parte, el control quimico
emplea insecticidas sintéticos para controlar el nimero de larvas y adultos de la especie en

determinado lugar.


https://paperpile.com/c/1dqTqR/A4rEO
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Hn2ml+xl0sT+7FTn9
https://paperpile.com/c/1dqTqR/Hn2ml+xl0sT+7FTn9
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Los insecticidas sintéticos, en especial, piretroides y organofosforados se sitian como los
mas eficaces para el control de insectos debido a sus propiedades quimicas y mecanismos de
accion, lo cual, los convierte en la forma de control vectorial predominante en la actualidad.

Los piretroides actiian sobre los canales de sodio del insecto induciendo hiperexcitacion y
paralisis. Sin embargo, debido a su vasto uso, se ha registrado que poblaciones de zancudos en
todo el mundo han desarrollado resistencia a estos compuestos. Hasta ahora, desde el punto de
vista molecular se han detectado mas de una docena de mutaciones en el gen del canal de sodio
en Ae. aegypti (Chen et al., 2020; Fagbohun et al., 2022), lo que constituye una forma de
resistencia adquirida, derivada de cambios estructurales en esta proteina.

Asimismo, se ha informado que la exposicion a piretroides como la permetrina ocasiona
dafio degenerativo en la morfologia ovérica, neuronal, asi como alteraciones en la microbiota
intestinal de mamiferos. También, se reportd bioacumulacion en leche materna humana, siendo
bifenthrin la molécula mas abundante en muestras recolectadas en Brasil, A-cihalotrina en
Colombia y permetrina en Espafa, esclareciendo un riesgo para la salud humana (Carloni et al.,
2012; Corcellas et al., 2012; Kotil & Yon, 2015; Nasuti et al., 2016).

De la misma forma, Insecticidas como el malation y el temefos, compuestos ampliamente
utilizados para el control del vector por su rapido efecto, categorizados como organofosforados,
ejercen su accion insecticida al inhibir la acetilcolinesterasa, una enzima fundamental para la
neurotransmision. No obstante, distintos autores han reportado efectos adversos asociados al uso
de estos insecticidas, incluyendo el estrés oxidativo y la hiperglucemia, tanto en humanos como
en animales. Asimismo, se ha identificado una relacion estrecha entre la exposicion temprana a
estas moléculas y el desarrollo de enfermedades como la obesidad y diabetes (Slotkin, 2011).

En consecuencia, los productos quimicos actuales muestran una eficacia decreciente en el

control de vectores como Ae. aegypti, lo que evidencia la necesidad de encontrar nuevas
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moléculas mas efectivas y, preferiblemente, menos toxicas.
1.5 Componentes naturales como método de control contra Ae. aegypti.

La identificaciéon de moléculas bioactivas y la comprension de su mecanismo de accion
desempefian un papel fundamental en el control poblacional de Ae. aegypti. El avance en este
campo permite el desarrollo de nuevos insecticidas y repelentes, contribuyendo
significativamente a las estrategias de gestion y prevencion contra este vector. Diferentes estudios
han reportado actividad ovicida, larvicida y adulticida mediante el uso de aceites esenciales,
extractos y metabolitos secundarios (Alavez-Rosas et al., 2022; Moungthipmalai et al., 2023)

El estudio e implementacion de insecticidas de origen natural evita potencialmente el
deterioro ambiental, la afectacion a especies no objetivo, como insectos cruciales en el desarrollo
del ecosistema, organismos acuaticos y seres humanos. Investigaciones recientes sugieren que a
diferencia de los insecticidas sintéticos, las moléculas vegetales se degradan en compuestos no
toxicos o menos perjudiciales para el ambiente, mostrando ademads baja toxicidad en organismos
no objetivo (Assadpour et al., 2024; Regnault-Roger et al., 2012). No obstante, su grado de
seguridad depende del tipo de aceite, la concentraciéon empleada, la via de exposicion y las
condiciones de aplicacion (Ferraz et al., 2022).

En este contexto, la tabla 1 retne algunos avances relevantes en la aceites esenciales con
actividad insecticida sobre el vector de estudio. Para su elaboracion, se seleccionaron unicamente
articulos que reportan la actividad con datos cuantitativos (CLs,, CLs0 mortalidad 100%), lo que
permite comparar resultados y consolidar evidencia disponible sobre especies con potencial

insecticida.


https://paperpile.com/c/1dqTqR/8NUeZ+EPmHb
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Revision de la literatura. Avances en la identificacion de especies con actividad insecticida sobre

Aedes aegypti.

Autores

Compuestos bioactivos

Investigacion

(Castillo et al.,

2017)

Lippia origanoides mostro una mortalidad del

100% en adultos de la especie Ae. aegypti a

una concentracion de 300 y 1000 ppm.

Actividad insecticida y repelente de
varios aceites esenciales contra

Aedes aegypti.

(Duque et al.,

2023)

Steiractinia aspera (CLs, = 42.4 pg/ mL),

Turnera difusa (CLs, = 70.9 pg/mL), Piper

aduncum (CLs

origanoides (thymol/carvacrol) (CLs, = 61.9
ug/mL), L. origanoides (carvacrol/thymol)
(CLs, = 59.8 ug/mL), Hyptis dilatata (CLs, =

61.1 pg/mL), Elaphandra quinquenervis

(CL50 = 61.1

moritzianus (CLs, = 73.29 pg/mL)

55.8 pg/mL), Lippia

pg/mL), y Calycolpus

Actividad insecticida de aceites
esenciales de plantas nativas de
América sobre Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae): una

introduccion a su posible mecanismo

de accidn.

(Seixas et al.,

2023)

Artemisia camphorata (CLsy = 64.95 ng/mL)

Composicion quimica y actividad
larvicida de los aceites esenciales de

tres especies de Artemisia

(Coulibaly et

al., 2024)

Lippia alba (quimiotipo citral) demostro

actividad adulticida con mortalidad del 100%

a la concentracion de 5%.

Efectos bioldgicos del aceite esencial
de Lippia alba contra Anopheles

gambiae y Aedes aegypti.
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Cymbopogon citratus (CLs, = 120.6 ppm),
Cymbopogon winterianus (LC50 = 38.8 ppm),
Eucalyptus citriodora (CLs, = 104.4 ppm), y

Eucalyptus camaldulensis (CLs, = 33.7 ppm).

Actividad larvicida contra mosquitos
de los aceites esenciales de especies
de Cymbopogon y Eucalyptus en

Vietnam.

(Manh et al.,
2020)
(Manh &

Tuyet, 2020)

Mentha arvensis (CLs, = 78.1 ppm)

Actividad larvicida y repelente del
aceite esencial de Mentha arvensis

contra Aedes aegypti.

Crassocephalum crepidioides (CLs= 4.95

ppm)

Composiciones quimicas de los
aceites esenciales de
Crassocephalum  crepidioides 'y
actividades larvicidas contra Aedes
aegypti, Aedes albopictus y Culex

quinquefasciatus

Syzygium aromaticum (CLs, = 32.7 ppm) y

Croton nepetaefolius (CLs, = 81.7 ppm)

Diferentes susceptibilidades de las
larvas de Aedes aegypti y Aedes
albopictus a productos derivados de

plantas.

(Hung et al,
2019)
(Rodrigues et
al., 2019)
(Chansang et
al., 2018)

Cyperus rotundus (CLs, =10.05 ppm) Alpinia
galanga (CLs;= 7.97 ppm) Cinnamomum

verum (CLsy; =3.30 ppm)

Sinergia en la eficacia adulticida de
los aceites esenciales para la mejora
de la toxicidad de la permetrina
contra Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae)
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(Aungtikun & La combinacion sinérgica entre  Aceites
Soonwera, esenciales de Cinnamomum verum, C. cassia,
2021) y C. loureiroi fue mas toxica para ambas

especies de mosquitos que la cipermetrina al

1% p/v.

Mejora de la actividad adulticida
contra Aedes aegypti (L.) y Aedes
albopictus (Skuse) gracias a la
sinergia entre aceites esenciales de

Cinnamomum spp.

(Ravi et al., Los extractos de 4. pinnata mostraron valores

El uso potencial de Azolla pinnata

2020) CLs, y CLys de 2572,45 y 6100,74 ppm, como bioinsecticida

respectivamente, contra Ae. aegypti.

Nota. Esta tabla muestra algunas de las especies de plantas identificadas con actividad insecticida
sobre Ae. aegypti.
1.6 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios de plantas son moléculas que cumplen diferentes funciones
ecologicas como constituir un sistema de defensa quimica ante herbivoros y/o patogenos, la
atraccion de polinizadores y la proteccion contra el estrés abidtico (Khan et al., 2025;
Ravichandran et al., 2024). Por lo cual, no participan directamente en los procesos metabolicos
primarios necesarios para el crecimiento y la reproduccion. Dentro de este grupo se incluyen una
amplia variedad de compuestos quimicos como alcaloides, terpenoides, flavonoides y
compuestos fendlicos. Numerosos estudios han demostrado que estas moléculas son capaces de
interrumpir eficazmente los procesos bioldgicos de insectos como Ae. aegypti. Entre las
afecciones se resaltan aquellas a enzimas clave en su sistema nervioso, como la
acetilcolinesterasa, canales del sodio dependientes del voltaje, receptores GABBA, nicotinicos,
entre otros (Cruz-Castillo et al., 2023; Jankowska et al., 2017; Khanikor, 2013). Ademas, se ha

reportado su accion sobre los distintos complejos mitocondriales, cruciales para la respiracion


https://paperpile.com/c/1dqTqR/ioDd+cyBT
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tiempo que el individuo pasa en el estadio de larva (Castillo-Morales et al., 2021; Duque et al.,

2023). En este contexto, la tabla 2 presenta una recopilacion de metabolitos secundarios con

reportes de actividad adulticida sobre Ae. aegypti, en concordancia con el enfoque del presente

estudio. Para su elaboracion, se seleccionaron unicamente investigaciones con reportes de datos

cuantitativos expresados como concentracion letal (CLy,). La blasqueda bibliografica se realizo

empleando la frase adulticidal activity AND (secondary metabolites OR plant compounds) AND

Aedes aegypti.

Tabla 2.

Actividad insecticida de metabolitos secundarios aislados sobre Aedes aegypti.

Metabolito Clase quimica Fuente del Actividad Fuente
compuesto
Citral Monoterpeno Citrus Adulticida (CLs,=103.88 (Sarma et al.,
aurantifolia  ppm) a las 24h 2019b)
Carvacrol Monoterpeno Comercial Adulticida (CLs,=30.95 (Eltalawy et al.,
mg/mL) a las 24h 2025)
(—)-terpinen-  Monoterpeno Zingiber Adulticida (CLsy= (Lietal., 2021)
4-ol cassumunar 2.10%) a las 24h
P-cimeno Monoterpeno Comercial Adulticida (Silva et al., 2018)

(CLsy=32.8ug/mg) a las

48h



https://paperpile.com/c/1dqTqR/9oeCG+8s7Iu
https://paperpile.com/c/1dqTqR/9oeCG+8s7Iu
https://paperpile.com/c/1dqTqR/TyatI
https://paperpile.com/c/1dqTqR/TyatI
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Linalool Monoterpeno Comercial Adulticida (CLs,=16.38  (Silva et al., 2018)
pg/mg)a las 48h
Eudesmol Sesquiterpeno Comercial Adulticida (CLs;=1.82)a
las 24h
Sulcatyl Terpenoide Sintetizado a Adulticida (CLs;=25.23  (Silvaet al., 2018)
acetate partir de ug/mg) a las 48h
6-methyl-5-he
pten-2-one
Eudesmol Sesquiterpeno Comercial Adulticida (CLs;=1.82) a (Sarma et al.,
las 24h 2019a)
Compuesto Comercial Adulticida (CLs,=166.02 (Sarma et al.,
Disulfuro de
organosulfurado ppm) a las 24h 2019a)
dialilo
Compuesto Comercial Adulticida (CLs,=298.07 (Sarma et al.,
Trisulfuro de
organosulfurado ppm) a las 24h 2019a)
dialilo
Eucaliptol  Monoterpeno Comercial Adulticida (CL5;=17.60 (Sarma et al.,
pmm) a las 24h 2019a)
Limoneno  Monoterpeno Comercial Adulticida (CLs,=737.01 (Sarma et al.,
ppm) a las 24h 2019a)
Carvona Monoterpeno Comercial Adulticida (CL5,=140.79 (Sarma et al.,
ppm) a las 24h 2019a)
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Pulegona Monoterpeno Comercial Toxicidad fumigante de (Flores Guillermo
0.02 mg/L et al., 2020)
Citronellal Monoterpeno Comercial Toxicidad fumigante de (Flores Guillermo
0.04 mg/L et al., 2020)
v-terpineno  Monoterpeno Comercial Toxicidad fumigante de (Flores Guillermo
1.82 mg/L et al., 2020)
p-cariofileno Sesquiterpeno Comercial Toxicidad fumigante de 3  (Flores Guillermo
mg/L et al., 2020)

Nota. La tabla retine metabolitos secundarios con actividad adulticida sobre Aedes aegypti,
seleccionados en funcion de la disponibilidad de datos cuantitativos (CLs,) incluyendo su clase
quimica y fuente.

1.7 Mecanismos de accion de moléculas naturales

Diversos estudios han demostrado que los aceites esenciales y sus metabolitos
secundarios ejercen su actividad insecticida a través de distintos mecanismos de accion.
Particularmente, los aceites esenciales se destacan por su efecto multitarget sobre objetivos
farmacologicos de importancia en la formulacion de insecticidas ya que actiian sobre diferentes
proteinas de importancia biologica produciendo a un resultado letal en el insecto (Loza-Mejia et
al., 2018).

Entre los mecanismos de accidn mas reportados se encuentra la enzima acetilcolinesterasa
(AchE), responsable de la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina en tiocolina y acetato. Este
proceso es crucial para permitir que la neurona regrese a su estado de reposo después de la
activacion. Cuando la actividad de esta proteina disminuye a causa de la presencia de un

inhibidor, se produce la bioacumulacion de acetilcolina, hiperestimulacion de los receptores
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colinérgicos y alteracion de la neurotransmision, lo que se traduce en hiperexcitacion y la muerte
(Colovi¢ et al., 2013).

Otro objetivo molecular de gran relevancia son los canales de sodio dependientes del
voltaje, proteinas que tienen la funcion de regular el paso de iones de sodio (Na') dentro y fuera
de la célula para controlar la despolarizacion de la membrana. Se han desarrollado moléculas
capaces de estabilizar el estado abierto de estos canales, provocando corrientes prolongadas o su
estado desactivado, impidiendo el paso de iones. Debido a que estos canales son componentes
esenciales de la excitabilidad celular cualquier alteracion es letal para el insecto, lo que explica
porqué constituyen el principal objetivo de numerosas neurotoxinas naturales producidas por
plantas y animales para defenderse (Silver et al., 2014).

Asimismo, se ha identificado que algunos metabolitos secundarios de plantas pueden
interrumpir el transporte de electrones a través de la cadena mitocondrial, al inhibir o sobreactivar
los diferentes complejos. La alteracion de la correcta actividad de la mitocondria resulta en la
imposibilidad de las células de sintetizar energia, un aspecto clave para la funcionalidad correcta
del individuo (Duque et al., 2023; Vanegas-Estévez et al., 2024).

Por otra parte, resulta importante considerar los posibles efectos sinérgicos y antagdnicos
al combinar metabolitos secundarios, puesto que la interacciéon puede modificar su perfil de
accion. En particular, las interacciones sinérgicas resultan relevantes debido a que el efecto
conjunto supera la actividad individual de cada compuesto y permiten reducir las dosis
requeridas, asi como, posibles efectos adversos. Por el contrario, las interacciones antagonicas
ocurren cuando la accion combinada reduce la bioactividad en comparacion con la observada de
forma independiente (Boik et al., 2009)

En conjunto, conocer los distintos mecanismos de accién que explican la bioactividad de

las moléculas naturales constituye una base solida para el disefio de insecticidas mas eficaces y
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selectivos. En este sentido, aprovechar el efecto multi-target de los AEs y conocer las
interacciones entre sus metabolitos secundarios posibilita el desarrollo de formulaciones con
perfiles de accion favorables y sostenibles al mismo tiempo.
1.8 Marco regulatorio y relevancia de los insecticidas de origen natural

En Estados Unidos, la ley federal sentencia que antes de comercializar cualquier producto
en especial plaguicidas se debe registrar ante la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente
(EPA). No obstante, algunos productos de bajo riesgo, incluidos ciertos aceites esenciales o
metabolitos secundarios, pueden estar exentos del registro si cumplen con los criterios
establecidos por la ley federal de insecticidas, fungicidas y rodenticidas (FIFRA). Mayormente,
los insecticidas y repelentes registrados ante la EPA, ya sean de base natural o derivados,
corresponden a cinco clases tradicionales como los piretroides, neonicotinoides, pirroles,
quinolinas y espinosinas (Cantrell et al., 2012) siendo las espinosinas el unico grupo de
sustancias naturales no modificadas y los demds sustancias sintéticas derivadas de una forma
natural. Sin embargo, en la ultima década se han reportado nuevas clases de moléculas con
diferentes modos de accion dirigidos a multiples proteinas objetivo. Estas incluyen moduladores
de canales i6nicos (Sodio, cloro, GABA, glutamato y oOrganos cordotonales), inhibidores
enzimaticos (como la quitina sintasa), inhibidores de crecimiento, mitocondriales asi como
toxinas microbianas que alteran el intestino medio de los insectos (IRAC, 2025). Esta variedad de
compuestos y modos de accion refleja el progreso en la busqueda de nuevas dianas moleculares
para reducir la resistencia y mejorar la eficacia de los insecticidas contra Ae. aegypti.

Ademéds, tomando a consideracion los registros de ingredientes activos de plaguicidas
convencionales y biopesticidas en el portal de la EPA desde el afio 1997 a 2010, se encontr6 que
el 35.7% corresponde a productos naturales o sus derivados (Cantrell et al., 2012). Este hallazgo

reafirma la relevancia de los productos en la industria y su parcialidad en el control de vectores.
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De hecho, gran parte de los productos que se utilizan hoy en dia a nivel de salud publica tienen
origen en la investigacion de moléculas vegetales con actividad insecticida.
1.9 Compuestos naturales y su papel en el mercado de plaguicidas

Un pesticida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias cuyo objetivo es prevenir,
destruir, repeler o controlar una plaga y transmisores de enfermedades, como mosquitos,
garrapatas, ratas y ratones (EPA, 2019). Se espera que el mercado de los pesticidas se encuentre
valuado alrededor de los 26.23 billones entre 2021 y 2025 (Salceanu et al., 2023). El crecimiento
del mercado se debe principalmente a la creciente necesidad de controlar el ataque de plagas e
insectos en cultivos pero también influyen otros factores como la seguridad alimentaria, y
crecimiento de la poblacién mundial.

Por otra parte, los biopesticidas comprenden extractos microbianos y compuestos
naturales obtenidos de plantas u otros organismos. A diferencia de los insecticidas sintéticos,
cuyo modo de accidn suele dirigirse de manera generalizada a proteinas del sistema nervioso de
los insectos, numerosos biopesticidas actian a través de mecanismos alternativos, tales como la
disrupcion del apareamiento, la inhibicion de la alimentacion o la induccidon de efectos fisicos
sobre el organismo plaga (Olson, 2015). En concordancia con estas caracteristicas, se ha
proyectado que para la década de 2040 o inicios de 2050 el mercado de biopesticidas podria
aproximarse en tamafio al de los pesticidas sintéticos (Olson, 2015; Umetsu & Shirai, 2020).

En la actualidad, ante una creciente preferencia por productos de origen natural sobre los
sintéticos, se vuelve crucial avanzar hacia el disefio de formulaciones a base de ingredientes
vegetales. Este enfoque no solo responde a la demanda del consumidor, sino que también
promueve la sostenibilidad ambiental, donde los aceites esenciales y extractos vegetales se
posicionan como una alternativa viable y prometedora en el desarrollo de productos sostenibles.

Ademas, la fragancia de plantas aromaticas y medicinales ofrecen, en muchos casos, un atractivo
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unico que puede influir significativamente en la comodidad, la percepcion y la eleccion del
insecticida natural, dado que los sintéticos suelen presentar olores irritantes y desagradables (Baer
et al., 2009; Carvalho et al., 2016; Sharmeen et al., 2021).

Actualmente, la mayoria de los productos disponibles en el mercado a base de aceites
esenciales o metabolitos secundarios estan formulados como repelentes. Estos productos suelen
incluir aceites esenciales como citronela, pimienta, hierba limén, eucalipto, romero, menta y
madera de cedro, entre otros. El aceite esencial que mas se destaca es el aceite de citronella, el
cual ha sido usado por mas de 50 afios como repelente de insectos encontrado distintos productos
de uso familiar como velas, lociones, geles, sprays y toallitas himedas (EPA, n.d.1999). Esta
tendencia responde a las numerosas pruebas cientificas que avalan la eficacia de estas moléculas
como repelentes contra vectores, incluido Ade. aegypti. De la misma forma, se han desarrollado
algunas formulaciones con efectos insecticidas, como adulticidas y larvicidas, a base de aceites
esenciales.

Con el fin de identificar productos disponibles en el mercado, se realizd6 una busqueda
exploratoria en motores de busqueda utilizando palabras clave como “bioproductos insecticidas
naturales para control de zancudos comercializados actualmente”, con el objetivo de encontrar
ejemplos concretos de formulaciones comerciales a base de aceites esenciales dirigidas al control
de vectores como Aedes aegypti. Los resultados se presentan en la tabla 3.

Tabla 3.
Andlisis de mercado acerca de bioproductos comercializados actualmente a base de AE o

metabolitos secundarios aislados sobre zancudos.

Producto Ingrediente activo Compaifiia  Uso principal Presentacion y forma

(referencia) de aplicacion
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(Mosquito Aceites esenciales de BugMd Repelente Spray liquido de uso
Amigo, n.d.) hierba limén y tomillo de exteriores sobre

plantas o césped.

(Essentria IC Geraniol, aceite de Zoecon Insecticida de Concentrado liquido
Pro menta y aceite de clavo amplio espectro  emulsionable para uso
Insecticide, de interiores y

n.d.) exteriores

(EcoSMART Geraniol, aceite de EcoSmart Adulticida Aerosol para uso de

Mosquito romero y aceite de exteriores

Fogger,n.d.) menta

(EcoVia MT Aceite de soya, aceite de Eco Via Repelente Concentrado liquido

Mosquito and  clavo, aceite de MT de uso en interiores y

Tick Control, citronela, aceite de exteriores

n.d.) hierba limon

(Mosquito X Aceite esencial de ajoy  EcoSafe Repelente y Concentrado liquido

Ultra,n.d.) aceite de tomillo adulticida para uso en exteriores

No obstante, aunque en el mercado existen diversas formulaciones de amplio espectro efectivas
contra mosquitos y otras plagas, no se han reportado productos basados en moléculas de origen
natural, ni sus formulaciones, especificamente para el control del vector Ae. aegypti como
insecticidas de uso en salud publica por ningiin gobierno u entidad.
1.10 Vehiculos de administracion de moléculas naturales

Los metabolitos secundarios son compuestos volatiles y sensibles a la degradacion por

factores como la luz, lo que reduce su bioactividad. No obstante, un vehiculo de administracion


https://paperpile.com/c/1dqTqR/adY4
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https://paperpile.com/c/1dqTqR/rZH0
https://paperpile.com/c/1dqTqR/rZH0
https://paperpile.com/c/1dqTqR/rZH0
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2Dxg
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2Dxg
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2Dxg
https://paperpile.com/c/1dqTqR/2Dxg
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adecuado puede estabilizarlos y permitir una liberacion controlada. En este sentido, un insecticida
eficaz debe garantizar una accion prolongada y de liberacion lenta, reduciendo asi la necesidad de
reaplicaciones. Los vehiculos de formulacion de aceites esenciales y metabolitos secundarios
ampliamente estudiados son las nano emulsiones, microemulsiones, hidrogeles, formulaciones
solidas y uso de materiales poliméricos. Al momento de seleccionar el sistema de liberacion se
debe tomar a consideracion pardmetros como la fuerza de interaccion entre la matriz y el
metabolito secundario, la tasa de liberacion deseada, las necesidades y la legislacion
(Ayllon-Gutiérrez et al., 2024).
1.10.1 Encapsulacion

Los nano- (1-100 nm) o micro-formulados (1-1000 um) reducen el tamafio de particula y
aumentan la relacion superficie-volumen, lo que facilita la penetracion a través de la cuticula del
insecto o incrementa la solubilidad en agua, ya que los aceites esenciales tienen un gran caracter
hidrofébico y no se solubilizan con facilidad (Esmaili et al., 2021; Maes et al., 2019). Esta
encapsulacion permite retardar la degradacion y evitar la volatilizacion. Debido a la naturaleza de
los aceites esenciales se emplean comUnmente tres tipos de nanoformulaciones para su
encapsulacion: nanoemulsiones (Figura 3), nanotransportadores lipidicos y nanoparticulas

poliméricas (Esmaili et al., 2021).


https://paperpile.com/c/1dqTqR/t7vK
https://paperpile.com/c/1dqTqR/dwvu4+kLSnq
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Figura 3.

Tipos de nanoemulsiones. A: nanoemulsion de aceite en agua, B: Nanoemulsion de agua

en aceite.
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Nota. De “Revision del uso de nanoformulaciones a base de aceites esenciales para el control de
mosquitos” por F. Esmaili, 2021, Investigacion de biointerfaces en quimica aplicada, volumen 11,
p. 12518.

Las nano o microemulsiones son sistemas formados por la mezcla de dos compuestos
inmiscibles, tipicamente agua y aceite, estabilizados mediante tensoactivos. Mientras que las
nanoemulsiones requieren procesos de alta energia, como sonicacion o homogeneizacion, para
obtener una emulsion estable, las microemulsiones pueden formarse de manera espontanea bajo
métodos de preparacion de baja energia (Anton & Vandamme, 2011). Las emulsiones mas
comunes son aceite en agua (O/W) y agua en aceite (W/O).

1.10.2 Gelificacion ionica

La gelificacion ionica permite establecer una red tridimensional que encapsula un aceite

esencial o metabolito secundario. Esta técnica se basa en la interaccion idnica de dos sustancias

con diferencia de cargas (Catiébn y anion). Para ello se requiere un polimero catidnico como


https://paperpile.com/c/1dqTqR/uK66
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quitosano o el alginato de sodio y un entrecruzador (crosslinker) como el tripolifosfato (TPP). La
obtencion de estructuras mediante esta técnica es relativamente fécil, rapida y no requiere
solventes, lo cual, es muy favorable. Ademas, el anion TPP no es una molécula téxica y es
bastante econdmico (Kumar & Madihally, 2022). La preparacion generalmente inicia con la
protonacion de los grupos funcionales protonables del polimero mediante su disolucién en una
solucion acida. Posteriormente, se adicionan tensioactivos, como Tween 20 o lauril sulfato de
sodio, con el fin de estabilizar la emulsion. Una vez incorporado el aceite esencial o metabolito
secundario, se agrega gota a gota el agente entrecruzador (TPP), lo que favorece la formacion de
interacciones ionicas responsables de la estructura del gel. A continuacion, las particulas que no
reaccionaron como el polisacarido libre o el aceite esencial no emulsionado son eliminadas por
centrifugacion. Finalmente, las nanoparticulas encapsuladas pueden ser sometidas a liofilizacion
o secado térmico para su conservacion (Ahmadi et al., 2018; Ayllon-Gutiérrez et al., 2024; Hsieh
et al., 2006). En este sentido, (P Ferreira et al., 2019) demostraron que la encapsulacion del
aceite esencial de Siparuna guianensis en nanoparticulas de quitosano potencié la actividad
larvicida en comparacion con el aceite sin formular, ademas de prolongar el efecto, con una
actividad larvicida mayor 50 % durante un periodo de hasta 19 dias.
1.10.3 Hidrogeles

El uso de hidrogeles se presenta como una alternativa novedosa para la liberacion
controlada de insecticidas de contacto. Estos sistemas permiten retener y suministrar
concentraciones especificas del compuesto activo que a su vez puede combinarse con atrayentes
para dirigir el insecto hasta el hidrogel donde entra en contacto con ¢l y queda adherido a su
superficie, potenciando el efecto biocida. Asimismo, el simple contacto del insecto con la
superficie tratada posibilita que las particulas del insecticida se adhieran a su cuerpo, aumentando

la eficacia del compuesto (Han et al., 2024; Tay et al., 2020).


https://paperpile.com/c/1dqTqR/jNaS
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FORMULACION DE UN BIOPRODUCTO INSECTICIDA 32

Gracias a su capacidad de red tridimensional, los hidrogeles pueden absorber y retener
grandes cantidades de agua sin disolverse, lo que les permite mantener disponible el liquido
atrayente durante largos periodos de tiempo. Pueden elaborarse a partir de copolimeros sintéticos
como acrilatos y poliacrilamida o naturales como alginatos, carboximetilcelulosa y quitosano, los
cuales también pueden combinarse para obtener matrices con distintas propiedades. El grado de
hidratacion y la capacidad de liberacion dependen de caracteristicas fisicoquimicas como pH,
temperatura y presion, lo que posibilita disefiar hidrogeles con respuestas especificas en el medio
ambiente (Ahmed, 2015; Wu et al., 2022). En cuanto a su clasificacion, los hidrogeles se dividen
segin la naturaleza de su reticulacion: (i) idnicos, formados por gelificacion idnica; (ii)
covalentes, en los que las cadenas poliméricas se enlazan mediante reacciones quimicas,
generalmente inducidas por calor o agentes reticulantes; y (iii) fisicos, estabilizados por
interacciones débiles como enlaces de hidrogeno o fuerzas de Van der Waals (Ahmed, 2015).

Si bien diversos estudios avalan el uso de nano que ofrecen una variedad de ventajas y en
el caso de los aceites esenciales o metabolitos secundarios la estructura de la matriz de
encapsulacion y las interacciones que esta pueda formar con el compuesto activo son
responsables de la estabilidad del formulado y la tasa de liberacion del compuesto volatil. Estos
factores, a su vez, dependen del tamafio de particula, morfologia y la técnica de encapsulacion
utilizada (Lucia & Guzman, 2021).

1.10.4 Formulaciones sdlidas

Existen diversas formulaciones solidas que buscan encapsular el compuesto activo para
mejorar su estabilidad, su dispersion en ambientes liquidos y su efecto prolongado. Las
formulaciones solidas mas reportadas incluyen el uso de complejos de ciclodextrinas, secado por
pulverizacion y granulados. Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos compuestos de seis a

ocho unidades de - D-glucopiranosa. La implementacion de estas moléculas para la
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encapsulacion solida de moléculas hidrofobicas es altamente beneficiosa ya que su parte externa
tiene un caracter hidrofilico y su parte interna un caracter hidrofobico, permitiendo su
solubilizacion (Galvao et al., 2019; Venturini C De et al., 2008). Asimismo, (Galvao et al., 2019)
demostraron que un complejo del aceite esencial Lippia origanoides y f-ciclodextrina mejoro la
actividad larvicida (39 a 33 ppm) y redujo la toxicidad hacia organismos no objetivo (30.5 to
150.1 ppm) en Ae. aegypti.

Por otro lado, el secado por pulverizacién es un método popular para la implementacion
de formulaciones solidas de aceites esenciales, consiste en la atomizacion de un liquido, una fase
de secado por parte de un gas caliente y finalmente la encapsulacion con ayuda de un
emulsionante. Los materiales mdas utilizados en este método son la goma ardbiga, la
maltodextrina y polimeros de almidon modificados (El Asbahani et al., 2015). También, se ha
estudiado su uso en combinaciones con particulas poliméricas como el quitosano y metil
celulosa.

De la misma forma, los granulados son particulas solidas de facil acceso como arena,
carbon activado y zeolita que han sido ampliamente utilizado para la dispersion de aceites
esenciales con actividad insecticida en agua. Los granulados permiten la liberacion prolongada
del compuesto activo y mejoran su disponibilidad por largos periodos de tiempo, en comparacion
con la molécula natural pura. Este método involucra el recubrimiento de las particulas s6lidas con
una mezcla de un polimero, usualmente, Eudragit RL 100 y un aceite esencial. Se emplean
disolventes orgéanicos para ayudar al recubrimiento y cuando estos se evaporan obteniendo un
granulado seco recubierto con el aceite esencial. Este método es eficaz debido a su facilidad,
liberacion controlada y mayor persistencia del compuesto larvicida en el medio. (Champakaew et

al., 2007) demostraron que el uso de granulos de arena impregnados con aceite de zeodario
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proporciona una actividad larvicida prolongada, alcanzando un 100 % de mortalidad durante 9
dias, en contraste con el aceite puro, que solo mantuvo dicho efecto por 3 dias.
1.10.5 Formulaciones semisdlidas

Actualmente, se ha explorado el uso de agentes gelificantes de origen natural, como
carragenina, goma xantana y carbopol, en la formulacion de ambientadores en gel con una matriz
semisodlida. Este sistema permite la liberacion lenta de las moléculas volatiles, como los aceites
esenciales y metabolitos secundarios de plantas, contribuyendo a su encapsulacion y asi, a su
estabilidad. Ademas, constituyen una alternativa considerada ecoamigable, dado que los
gelificantes son biodegradables y no requieren del uso de solventes organicos para su
miscibilizaciéon con otros compuestos. Las formulaciones en gel semisolidas, en las que la
fragancia desempefia un papel central, han encontrado amplia aplicacion en espacios interiores y
exteriores. En su forma mas basica, la matriz de un gel de este tipo puede obtenerse mediante la
combinacion de un agente gelificante, un tensoactivo y una fragancia, lo que facilita su
preparacion, envasado y almacenamiento (Phuong et al., 2022; Semoff et al., 2001).

En este sentido, (Eden et al., 2020) evaluaron el uso de una matriz en gel a base de
carragenina para la liberacion lenta de los metabolitos secundarios citronelal, citronelol y geraniol
con actividad repelente contra Aedes aegypti. Los resultados evidenciaron que estos compuestos
presentan actividad repelente significativa con porcentajes superiores al 70% durante la primera
hora de exposicion. Asi, el desarrollo de formulaciones en gel se propone como una estrategia
efectiva para controlar la liberacion de los compuestos volatiles y alcanzando vidas ttiles de
hasta 10 semanas bajo condiciones de almacenamiento controladas, de acuerdo con predicciones

estadisticas derivadas del andlisis de concentracion del compuesto por medio de GC-MS.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Formular un bioproducto con actividad adulticida contra Aedes aegypti a partir de
metabolitos secundarios de plantas medicinales cultivadas en el departamento de Santander.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la actividad adulticida contra Aedes aegypti por medio de los metabolitos

secundarios seleccionados.

2. Desarrollar un prototipo de formulado con el metabolito secundario de mejores resultados en la

fase in vivo.

3. Evaluar las propiedades fisicoquimicas de los formulados generados.
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3. Materiales y métodos
3.1 Obtencion de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios empleados en este estudio 1.8-cineol y Eugenol, fueron
adquiridos comercialmente con una pureza analitica certificada de 99 y 98%, respectivamente.
3.2 Crianza, manutencion y reproduccion de la colonia de Aedes aegypti

En este proyecto se emplearon zancudos de la especie Aedes aegypti cepa Rockefeller,
mantenidos bajo condiciones controladas y libres de virus u otros patdgenos, en el insectario del
Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP) situado en el Laboratorio de
Entomologia Médica, Parque Tecnoldgico de Guatiguard, UIS. Estos fueron mantenidos bajo
condiciones de humedad del (70 + 5%), fotoperiodo (12:12) y temperatura (27 =5 °C), propias
de un ambiente entomologico controlado.

Una vez que los individuos alcanzaron la etapa adulta, fueron alojados en jaulas de (40 x
40 x 40 cm) para permitir su libre vuelo y apareamiento, garantizando condiciones apropiadas de
luminosidad, aireacion, aseo e higiene, de acuerdo con lo definido en el articulo 5 de la Ley 84 de
1989 del Congreso de Colombia. A todos los ejemplares adultos de Ae. aegypti se les suministro
de forma continua una solucion azucarada compuesta con agua declorada y miel al 10% (v/v),
como fuente energética.

Adicionalmente, se proporciond alimentacion sanguinea ocasional a las hembras de esta
especie con el fin de inducir la vitelogénesis, para el desarrollo y deposicion de huevos. Para este
proposito, se utilizaron dos ejemplares de rata albina tipo Wistar (WI IOPS AF/Han strain),
suministrados por el bioterio de la Universidad Industrial de Santander. La alimentacion
sanguinea se realiz0 de manera alternada, garantizando asi su adecuado manejo y bienestar,
siguiendo las disposiciones de la Ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia y la Resolucién

008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.



FORMULACION DE UN BIOPRODUCTO INSECTICIDA 37

3.3 Consideraciones éticas

Este proyecto cuenta con aval ético por parte del Comité de Etica en Investigacion
Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI) en reunién celebrada bajo la
modalidad presencial el dia 20 de junio de 2025, segin consta en el Acta N° 12 y se conceptiia
AVAL con relacion a los aspectos éticos del presente proyecto de investigacion, en concordancia
con la normatividad vigente (Ley 23 de 1981, Ley 1581 de 2012, Ley 1751 de 2015 y Resolucion
1995 de 1999).
3.4 Evaluacion de la actividad adulticida y determinacion de dosis letales

La actividad adulticida de los metabolitos mayoritarios (eugenol y 1,8-cineol) se estimo
mediante el protocolo CDC (Brogdon, 2014; Castillo et al., 2017)) tomando como referencia el
valor de las concentraciones letales (CLs, y CLys) previamente determinadas para el aceite
esencial Ocimum campechianum, cuya actividad adulticida fue evaluada en un estudio previo por
el grupo de investigacion. La evaluacion se realizé mediante la prueba de botella, considerado el
mas efectivo, ya que la aplicacion del metabolito secundario sobre vidrio elimina errores
sistemdticos, como la absorcion parcial del producto en superficies porosas como el papel.
Ademéds, el bioensayo en botella ofrece mayor practicidad y permite el uso de aditivos o
surfactantes que pueden prevenir la cristalizacion de los compuestos insecticidas y lograr un
recubrimiento uniforme en cada una de las botellas (Corbel et al., 2023).

En este sentido, se realizd el célculo de las concentraciones letales relativas (Clsor y Closr)
para estos metabolitos empleando la ecuacion 1 con el propdsito de establecer el rango a partir

del cual identificar la dosis diagndstica.

. ClgsAE * % metabolito secundario
CLgsrelativa = 00 (1)

Nota. Formula tomada de (Vanegas-Estévez et al., 2024)
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Con este propoésito, se prepararon soluciones madre para cada uno de los metabolitos
empleando acetona como disolvente. El célculo de la concentracion letal relativa permitio
establecer la dosis diagndstica, definida como la concentraciéon de un insecticida capaz de
provocar el 100% de mortalidad en poblaciones susceptibles dentro de un periodo de exposicion
determinado (CDC, 2023). A partir de estos valores, la dosis diagnostica del formulado se
determind mediante evaluaciones en un rango de concentraciones establecido con base en los
resultados de toxicidad obtenidos previamente para los metabolitos puros.

Para cada bioensayo se seleccionaron diez zancudos adultos de 2 a 5 dias post-eclosion y
se colocaron en botellas Wheaton de 250 mL. Las botellas fueron previamente impregnadas con 1
mL de cada metabolito secundario diluido en acetona hasta la concentracion final deseada y se
dejaron secar en la oscuridad por 14 horas. Para el control, se utilizd acetona de grado técnico
(GT). La mortalidad se evalu6 a intervalos de tiempo especificos de 15 minutos hasta completar
los 90 minutos asi como una lectura final a las 24 horas. Cada bioensayo incluyd 4 réplicas por
concentracion, un control negativo y dos controles positivos, Deltametrina y malathion, de
acuerdo a la dosis diagnostica enunciada por los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, 2023), estas fueron de 10 pg/botella y 50 pg/botella respectivamente.
Adicionalmente, se realizaron tres ensayos en dias independientes para confirmar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos. De acuerdo con este protocolo, la mortalidad en el
control negativo debe ser de cero. En algunos casos puede alcanzar 3% y ser ignorada, pero si
estd entre 3% y 20% debera aplicarse la formula de Abbot (2) para corregir los hallazgos
encontrados en las botellas con el tratamiento. Si llegase a sobrepasar el 20% el ensayo debera ser

anulado (CDC, 2023).
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Mortalidad en las botellas de prueba [%] — mortalidad en control [%] « 100 (1)
(100% — mortalidad en el control [%])

% Mortalidad corregida =

Nota. Formula tomada de (CDC, 2023)

3.5 Ensayo de inhibicion de la acetilcolinesterasa

El efecto del metabolito secundario en la acetilcolinesterasa fue evaluado de acuerdo al
método colorimétrico reportado por George Ellman en 1961 (Ellman et al., 1961). Este método se
basa en la velocidad de formacion de la tiocolina por la hidrolisis de la acetilcolina. Donde la
tiocolina reacciona con el reactivo de Ellman DTNB (5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico) generando el
anion acido tionitrobenzoico de coloracion amarilla, este cromoforo formado es medido
utilizando un espectrofotometro a la longitud de onda de 405 nm. La dosis diagnostica obtenida a
partir de las pruebas en botella del metabolito (500 ppm) se probd en el homogenato de 45
hembras adultas de la especie Ae. aegypti con mas de 48 horas de edad y sin alimentacion
sanguinea previa. El medio de homogenizacion consistio en sacarosa [250 mM], HEPES [10
mM] y EGTA [1 mM]. Este se incubd por diez minutos a temperatura ambiente y posteriormente
se adicionaron 100 pL de sustrato (DTNB 0.2 mM, yoduro de acetilcolina 0.24 mM y
NaH2HPO4 54.4 mM). El medio de reaccidon estaba compuesto de una solucion buffer PBS
(Na,HPO, [8 mM], NaH,HPO, [2.3 mM], NaCl [0.15 M], pH=7.5). Esta reacciéon fue
monitoreada por una hora. Se empled el insecticida propoxur como control positivo a una
concentracion de 100puM.
3.6 Formulacion del gel insecticida

Se formuld un gel insecticida empleando como principio activo el metabolito secundario
con actividad adulticida mayor al 75% en un tiempo menor a 2 horas, en la fase in vivo. La matriz

del gel se elaboré tomando como base la formulacion tipo III reportada por (Phuong et al., 2022),


https://paperpile.com/c/1dqTqR/BkC9
https://paperpile.com/c/1dqTqR/ek0r
https://paperpile.com/c/1dqTqR/LH3o

FORMULACION DE UN BIOPRODUCTO INSECTICIDA

40

adaptada para incorporar un compuesto volatil en una fase semisolida con liberaciéon prolongada

a una concentracion maxima de 1%.

Como agente gelificante se empled agar-agar, sustituyendo la carragenina original de la formula

por su mayor disponibilidad y bajo costo. La goma xantana se mantuvo como espesante, mientras

que el Tween 80 y el Span 80 se usaron como tensoactivos para ajustar el balance

hidrofilico-lipofilico (HLB) y estabilizar la emulsion. Ademas, se afiadié aceite mineral como

fase oleosa y glicerina como humectante. Los componentes y proporciones empleados se detallan

en la Tabla 4.
Tabla 4.

Componentes de la formulacion en gel con 1% de metabolito secundario.

Ingrediente % formula Funcionenla  Modificacion % en formula
(Phuong et al., formulacion en este (este estudio)
2022) estudio
Agua destilada 84 Fase acuosa Se mantuvo 83.5
Carragenina 2.5 Gelificante Agar-agar 1.5
Goma Xantana 1.0 Espesante Se mantuvo 0.5
Benzoato de 1.0 Conservante Eliminado -
sodio
Etilenglicol 6.0 Humectante Sustituido por 8
glicerina
Polysorbate 20 0.5 Tensoactivo Sustituido por 2/0.5
Tween 80 y
Span 80
NaCl 1.0 Control Eliminado -
osmotico
Aceite mineral - Solubilizacién Incorporado 3
industrial del metabolito
Fragancia 4.0 Compuesto Reduccion de 1.0

activo volatil

cantidad

empleados en la matriz del gel.

Nota. La tabla muestra el porcentaje en peso y las cantidades en gramos de los ingredientes
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Se utiliz6 agar-agar como agente gelificante por su capacidad para formar redes
tridimensionales entre cadenas de agarosa (Barrangou et al., 2006). La goma xantana, un
polisacarido anionico obtenido de Xanthomonas campestris, se empled como espesante por su
alta viscosidad a bajas concentraciones y su comportamiento pseudopléstico (Sworn, 2010).
Como tensoactivos, se usaron Span 80 (HLB 4.3, lipofilico) y Tween 20 (HLB 16, hidrofilico),
cuya combinacion permite ajustar el HLB de la formulacion y obtener una emulsion estable entre
las fases (Ong et al., 2015). El aceite mineral se incluyé como vehiculo oleoso para dispersar el
metabolito en la matriz del gel y reducir su volatilidad. La glicerina se agregd para retener
humedad, prevenir la desecacion del gel y prolongar la estabilidad del formulado.

3.7 Preparacion del formulado en gel

Para la preparacion de la fase acuosa, se disolvio la cantidad pesada de agar-agar en agua
destilada mediante calentamiento a 75 °C con agitacién constante hasta obtener una disolucion
homogénea. Posteriormente, se incorpor6 la goma xantana, se mantuvo la agitacion y se retir6 el
calentamiento hasta lograr su completa dispersion. Por otra parte, para la preparacion de la fase
oleosa, en un recipiente secundario se mezclaron los tensoactivos (Tween 20 y Span 80), el aceite
mineral y el metabolito secundario. Cuando la fase acuosa alcanz6 una temperatura en el rango
de 40 - 45 °C, se adicion6 la fase oleosa bajo agitacion hasta obtener una emulsion estable.
Finalmente, se incorpord la glicerina y se envaso6 el gel formulado.

3.8 Evaluacion de la actividad adulticida del formulado

Para evaluar la actividad adulticida del formulado en gel, se utilizd una modificacion del
método en botella propuesto por la CDC (Brogdon, 2014), descrito previamente. El gel se
dispuso en la tapa de frascos Wheaton de 250 mL, con el proposito de permitir la exposicion de
los mosquitos a los compuestos volatiles liberados. Se emplearon adultos de Ae. aegyptide 2 a 5

dias de edad, con 10 individuos por botella. La lectura se realiz6 cada 15 minutos hasta alcanzar
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los 90 minutos. Cada bioensayo constd de cuatro réplicas y se realizd por triplicado en dias
diferentes.

Con el fin de evaluar la eficacia del formulado en pruebas de larga duracion, ademas del
bioensayo con el gel recién preparado, se llevaron a cabo evaluaciones adicionales semanalmente
hasta completar cuatro semanas posteriores a su preparacion. Para ello, las tapas que contenian el
gel se mantuvieron selladas en las botellas al finalizar cada prueba y, en la semana
correspondiente, se reutilizaron en botellas limpias con zancudos, a fin de registrar la mortalidad.
3.9 Caracterizacion fisicoquimica del formulado

Las propiedades fisicoquimicas del formulado en gel fueron determinadas por la gravedad
especifica y el pH de la muestra. La gravedad especifica del gel fue evaluada por la razon entre la
densidad del gel y la densidad del agua. La densidad del gel se calculdo mediante el método de
desplazamiento de volumen al adicionar el gel a una probeta con agua. Esto se realizo para cada
una de las réplicas y se presenta como un promedio. Adicionalmente, se registrd el pH de la
formulacion obtenida. Finalmente, se evalto el porcentaje de sinéresis que corresponde a la

evaporacion de liquido en formulado y relaciona su peso, como sigue:

0 L4 : Mn—l_Mn
Yo sinéresis = —— —— 3)
0

Nota. M, : El peso del gel la semana anterior ; M,: El peso del gel al momento del pesaje, M,;:

peso inicial del gel. Tomado de (Phuong et al., 2022)

3.10 Analisis morfologico mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

La caracterizacion morfologica del formulado en gel se realizé mediante microscopia electronica
de barrido (SEM) utilizando un microscopio FEG (Field Emission Gun) QUANTA FEG 650. Las

imagenes se obtuvieron bajo condiciones de alto vacio y con un voltaje de aceleracion de 15 kV.
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Para la adquisicion de micrografias se emplearon los siguientes detectores: Everhart-Thornley
Detector (ETD) para electrones secundarios (SE) y Back Scattered Electron Detector (BSED)
tipo SSD para electrones retrodispersados (BSE). Esta técnica permitiéo observar la morfologia
superficial del gel, identificando caracteristicas estructurales como la formacién de poros y la

textura de la matriz.

3.11 Analisis estadistico

Los datos de mortalidad obtenidos para las distintas concentraciones segun el tratamiento
se presentaron como porcentaje de mortalidad + Desviacion estandar (DS) para tres bioensayos
independientes con cuatro réplicas cada uno. Ademas, por medio del software Statistica 10.0 se
realizaron andlisis de dispersion de los datos relacionando el porcentaje de mortalidad en cada
réplica y la media del conjunto de datos. Esto posibilitod la identificacion de valores atipicos o
extremos con una precision del 95% (Laguna et al., 2006). Para cada grupo de datos se evalud su
normalidad por medio de la prueba Shapiro-Wilk (p<0.01). Adicionalmente, se aplicaron pruebas
no paramétricas Krustal-wallis y comparaciones multiples para evidenciar diferencias estadisticas
entre los porcentajes de mortalidad obtenidos con el metabolito Eugenol y las moléculas de
control empleadas. Los resultados que presentaron un valor de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Adicionalmente, se emple¢ el test de prueba pareada de Wilcoxon
para determinar diferencias significativas entre el porcentaje de mortalidad obtenido para el
formulado recién preparado y su evaluacion durante las cuatro semanas posteriores. Por otro lado,
el porcentaje de sinéresis del gel mostr6 distribucion normal, Shapiro Wilk (p>0.01), por lo que
se aplico el test de Tukey HSD. También, se empled el software Polo Plus para calcular las
concentraciones letales (CLs, y CLys) para cada uno de los tratamientos mediante el ajuste con el

modelo probit (Finney, 1971).
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4. Resultados y discusion
En el laboratorio de entomologia médica del CINTROP se ha identificado la actividad adulticida
de diversos aceites esenciales extraidos de plantas medicinales sobre Aedes aegypti. A la
concentracion de 1000 ppm, los aceites esenciales de Cananga odorata, Cymbopogon flexuosus,
Lippia alba 'y Lippia origanoides, alcanzé un porcentaje de mortalidad de 92.5 + 0.95, 93.8 +
0.92, 80 £ 3 y 100 a los 60 minutos de exposicion, respectivamente (Castillo et al., 2017).
De la misma forma, el aceite esencial de Ocimum campechianum previamente evaluado en el
mismo laboratorio, demostr6 eficacia significativa al alcanzar el 95.8 + 3 % de mortalidad a los
15 minutos y el 100 % a los 30 minutos de exposicion. Estos resultados corresponden a ensayos
realizados en el marco del Programa Bio-Reto XXI y ain no han sido publicados. La
composicion quimica de este aceite esta constituida principalmente por eugenol (35.3 %),
1,8-cineol (15.6 %), B-selineno (11.0 %), trans-B-cariofileno (7.4 %), germacreno D (5.6 %),
a-selineno (4.8 %), B-pineno (2.4 %), P-elemeno (1.9 %) y oa-humuleno (1.5 %). La
caracterizacion quimica del AE por parte del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinas Tropicales (CENIVAM),
permitid seleccionar los metabolitos secundarios mayoritarios (=10 %), eugenol y 1,8-cineol para
su evaluacion individual.
4.1 Resultados relacionados con el objetivo 1: Actividad adulticida de metabolitos
secundarios
Con el fin de dar cumplimiento al objetivo especifico uno se evallio la actividad insecticida de los
metabolitos secundarios eugenol y 1,8-cineol, de acuerdo con el valor de las concentraciones
letales (CLs, y CLos, del aceite esencial Ocimum campechianum. El célculo de las

concentraciones letales relativas (Clsgr y Clyst) se realizd6 empleando la ecuaciéon 1 con el
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proposito de establecer el rango a partir del cual identificar la dosis diagndstica. Los resultados se
muestran en la tabla 5.
Tabla S.

Concentraciones letales relativas para cada metabolito a las 24h de exposicion

Metabolito secundario CL;, relativa (ppm) CLys relativa (ppm)
Eugenol (35.3%) 207 309
1,8-cineol (15.6%) 91 137

Nota. La tabla muestra las concentraciones letales estimadas mediante la ecuacion 1 para los
metabolitos mayoritarios de un aceite esencial con actividad insecticida comprobada
anteriormente.

La evaluacion de la actividad se realizé a la concentracion letal relativa (CLosr) y una
concentracion superior. El eugenol se evalué a 309 ppm (CLysr) y 500 ppm, mientras que el
1,8-cineol se probd a 137 ppm (CLgysr) y 300 ppm. Respecto a la actividad adulticida de estas
moléculas, unicamente Eugenol a la concentracion de 500 ppm, alcanz6 una mortalidad del 100%
en adultos de la especie Ae. aegypti tras 15 minutos de exposicion. No se evidencidé mortalidad a
309 ppm de eugenol ni en ninguna de las concentraciones evaluadas de 1,8-cineol durante las
lecturas realizadas. El metabolito 1,8-cineol fue descartado para su evaluacion mediante
concentraciones multiples dado a que no presentd actividad adulticida a las concentraciones
exploratorias. Los resultados se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6.

Actividad adulticida de metabolitos secundarios bajo concentraciones diagnosticas.

Metabolito Concentracion %Mortalidad + DS Control negativo
secundario (ppm) (%Mortalidad £+ DS)
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Eugenol 309 0+0 00
500 100 + 0 0+0
1,8-cineol 137 00 0+£0
300 0+0 0+0

Nota. La tabla muestra el porcentaje de mortalidad promedio obtenido sobre Ae. aegypti tras 15
min de exposicion.

Una vez se determind que la dosis diagnodstica de eugenol corresponde a 500 ppm, se
procedié a evaluar el efecto insecticida a cinco (5) concentraciones multiples.

El efecto del eugenol en adultos de la especie Ae. aegypti, a concentraciones menores a la
dosis diagnostica, indujo un efecto de knock down (KD) o paralisis transitoria, ya que se observo
recuperacion de los individuos a las 24 horas.Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7.

Porcentaje de recuperacion a los tiempos de 90 min y 1440 min.

Concentracion Knockdown Mortalidad Recuperacion
(ppm) (% £ DS, 90 min) (% = DS, 1440 min) (%, 1440 min)

385 5+£2.5° 4+24° 20%

405 19 +6.3* 74> 61%

413 90 +10? 40 £ 14° 56%

430 98 +1° 93 +4* 5%

Nota. La tabla presenta el porcentaje de mortalidad promedio registrado en Ae. aegypti bajo
exposicion a eugenol, con el fin de identificar un posible efecto knock down. La reduccion (%) se
calculd por medio de la razon entre la diferencia de los porcentajes de mortalidad y el valor
inicial multiplicado por 100. Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (p<0.01) y
prueba de rangos con signo de Wilcoxon para muestras pareadas. Letras distintas representan

diferencias significativas (p<0.05) entre columnas.
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Este efecto varié en funcion de la concentracion y el tiempo de exposicion (Figura 4).
Asi, tras 15 minutos de exposicion, las concentraciones de 430 y 450 ppm alcanzaron porcentajes
de KD superiores al 50%, con diferencias significativas (p<0.05) frente al control negativo. A los
30 minutos, cuando el KD con la exposicion a los controles positivos alcanza el 100%, no se
encontraron diferencias significativas entre 430 y 450 ppm y los controles positivos. Finalmente,
a las 24 horas de exposicion, se observo que un porcentaje de los zancudos se recuperaron al estar
expuestos a las concentraciones de 385, 405, 413 y 430 pm. La exposicion de los individuos a
450 ppm resulté en un 100% de KD en un tiempo de 30 min y no se evidencid recuperacion a las
24 horas.
Figura 4.

Evaluacion de la mortalidad de Aedes aegypti frente a concentraciones multiples de eugenol.
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Nota. El grafico presenta el porcentaje de knock down (KD) obtenido a diferentes

concentraciones del metabolito secundario Eugenol y los controles. Los datos se presentan como
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%mortalidad promedio + DS. Se aplicd la prueba de normalidad Shapiro-wilk (p<0.01) y en

consecuente la prueba Kluskal Wallis para datos no paramétricos, solo (p<0.05) fue considerado
estadisticamente significativo. Un asterisco (*) indica diferencias entre las concentraciones
evaluadas y el control negativo. La cruz (+) indica diferencias significativas y los controles
positivos.

Los resultados sugieren que Eugenol ejerce un efecto knock down sobre adultos de la
especie Aedes aegypti y que este es mayor en las concentraciones intermedias (405 y 413 ppm).
Pues, a los 90 min los tratamientos con 405 y 413 ppm alcanzaron porcentajes de KD promedio
de 19 £ 6.3 y 90 +10 respectivamente, sin embargo, tras alcanzar las 24 horas estos porcentajes se
redujeron de manera considerable a (7 y 38 %), lo que indica que cierto numero de individuos
recuperd su movilidad tras la exposicion inicial. Esta reduccion de 61 y 56% es caracteristica de
un efecto knock down donde los zancudos sufren paralisis temporal pero esto no necesariamente
conduce a la muerte. A concentraciones bajas (385 ppm), la recuperacion fue minima (4%) y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos tiempos, lo que sugiere
que esta concentracion fue insuficiente para generar un efecto KD considerable. Por otra parte, a
concentraciones elevadas (430 ppm), cercanas a la dosis diagnostica, se observo un porcentaje de
recuperacion del 5% que se enmascara por mortalidad real, pues no se encontraron diferencias
significativas con el porcentaje de mortalidad obtenido a los 1440 min. El efecto knock down en
Ae. aegypti luego de su exposicion a metabolitos secundarios se asocia con la accidon de proteinas
detoxificantes pues estas permiten mitigar el efecto toxico al metabolizar estos compuestos y
facilitar su recuperacion. Entre las principales proteinas involucradas se encuentran citocromo
P450, glutation S-transferasas (GST) y carboxilesterasas. Estudios previos demuestran que el
eugenol incrementa de forma significativa la actividad de la proteina GST en larvas de Ae.

aegypti (Subahar et al., 2024), lo cual respalda la recuperacion observada en adultos de esta
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especie, atribuida a la metabolizacion del compuesto empleado. Asi, cuando la capacidad
detoxificante del organismo no es superada, el efecto se manifiesta como paralisis transitoria y
no mortalidad.

Por otro lado, el estudio de (Almadiy, 2020) evalu¢ la actividad insecticida de eugenol en
adultos de la especie Ae. aegypti, mediante el uso de tinel de viento, donde se midio la respuesta
del insecto bajo la exposicién directa a la molécula en aerosol. Este estudio reportd una
mortalidad del 100% a una concentracion de 100 uL/L (=100 ppm v/v) con CLs=46.1 uL./L a las
24 horas. En contraste, los hallazgos encontrados en el presente estudio y la CLs, obtenida
mediante la actividad adulticida empleando el método en botellas CDC (419.936 ppm) refleja la
actividad residual de eugenol, ya que los zancudos fueron expuestos a la molécula luego de un
periodo de secado de 14 horas.

Adicionalmente, los resultados de este estudio constituyen el primer reporte de efecto
knock down por parte de esta especie al ser expuestos a eugenol. No obstante, (Ma et al., 2014)
reportaron este efecto producto del tratamiento con esta molécula en la especie Culex pipiens
pallens (Zancudo doméstico comun), mediante ensayos de fumigacion a una concentracion de
0.5uL/L aire (=0.5 ppm v/v), alcanzando un 100% de knock tras 5 horas de exposicion aunque
con una mortalidad sostenida de 76% a las 24 horas.

De manera conjunta, los estudios mencionados respaldan los hallazgos encontrados
referentes al efecto knock down por parte del metabolito secundario en adultos de la familia
culicidae (Culex pipiens pallens y Ae. aegypti) aunque la intensidad y la persistencia puede variar
entre condiciones ambientales, especie evaluada y métodos experimentales.

Finalmente, los resultados de forma global sugieren que eugenol genera un efecto knock
down en adultos Ae. aegypti durante los 90 minutos de exposicion pues transcurridas las 24 horas

un porcentaje de estos puede recuperarse. A partir del andlisis de regresion probit se calculo el
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tiempo medio de knock down (KTs,) y las concentraciones letales a las 24 horas de exposicion.
Los resultados se muestran en la tabla 8.
Tabla 8.

Efecto knockdown y toxicidad letal de eugenol sobre adultos Ae. aegypti.

Parimetro Valor Estimacién (95% IC) X2

KTs, 10.5 3.50- 169

(95 % IC, min) 2.4
KTos 902.3 353.4 - 8952

(95 % IC, min)
CL;, 419.926 414.369 - 424.607

(95 % IC, 24h) 0.4
CLys 465.051 456.667 - 477.933

(95 % IC, 24h)

Nota. Concentraciones letales y tiempo medio de knockdown (KTs,) luego del tratamiento con
eugenol sobre adultos Ae. aegypti, obtenidas por medio de ensayos de mortalidad sujetos a
analisis probit (Finney, 1971). El valor KT, fue calculado a la concentracion de 413 ppm. IC:
Intervalo de confianza ; X*: Medida que compara el ajuste de los datos con el modelo probit
segun la evaluacion de la respuesta obtenida y la esperada.
4.1.2 Validacion de la actividad insecticida mediante prueba in vitro de actividad de AchE.
Los resultados obtenidos muestran una reduccion significativa del 47.52% en la actividad
de la acetilcolinesterasa por medio de la evaluacion in vitro del extracto proteico de adultos de
esta especie cuando se expone al metabolito secundario Eugenol. Los resultados se muestran en

la figura 5.
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Figura 5.

Actividad de la acetilcolinesterasa en homogenato de adultos Ae. aegypti en presencia de

eugenol 500 ppm.
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Nota. La actividad del control negativo fue tomado como 100% , este tiene un valor promedio de
100 £ 6,82. Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-wilk (p<0.01) y en consecuente la prueba
Kluskal Wallis para datos no paramétricos, se indican diferencias significativas cuando (p<0.05).
Un asterisco (*) indica diferencias entre las moléculas evaluadas y el control negativo.

Diversos estudios afirman que eugenol inhibe la actividad de la proteina neuronal
acetilcolinesterasa en larvas de la especie Ae. aegypti alcanzando valores de CLs,= 19.65 mM
(=3227 ppm). En el presente estudio, se observo un 47.52% de inhibicion de la proteina a la
concentracion de 500 ppm (=3.05 mM) en adultos Ae. aegypti. Asimismo, un estudio efectuado
por (Almadiy, 2020) concluyé que los adultos de esta especie resultan mas susceptibles al
metabolito secundario eugenol que las larvas. En consecuencia, el hallazgo de la inhibicion de

AchE a la concentracion de 500 ppm puede considerarse un respaldo a lo previamente reportado.
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4.2 Resultados relacionados con el objetivo 2: Desarrollar un prototipo de formulado con el
metabolito secundario de mejores resultados en la fase in vivo

Con el fin de dar cumplimiento al objetivo especifico 2, se desarrolldo y evalud la
actividad adulticida del formulado en gel empleando eugenol como compuesto activo. Este se
formuld en una matriz de gel semisolida con el objetivo de incorporarlo como principio activo y
asegurar la liberacion lenta de este compuesto, lograr su estabilidad bajo factores como la luz y la
oxidacion, asi como la prolongacion de su efecto en un periodo mayor a las 2h. Para ello se tomd
como referencia el trabajo de (Phuong et al., 2022) en la formulacién de geles ambientadores a
base de aceites esenciales y como apoyo secundario la formulacion de repelentes en gel (Eden et
al., 2020). La formulacion del gel insecticida se disefio tomando como referencia la formula 111
reportada por (Phuong et al., 2022) seleccionada por su liberacion prolongada del aroma y su
estabilidad a 35°C con vida util de hasta 10 semanas.

La eleccion de los gelificantes, tensoactivos y aditivos en la formulacion se realizd
considerando la disponibilidad de los insumos en el laboratorio. En este sentido, la carragenina
fue reemplazada por agar-agar, un gelificante mas econdmico y disponible en el laboratorio. El
tensoactivo original (Polysorbate 20) fue reemplazado por Tween 80, Span 80 y aceite mineral,
como fase oleosa para favorecer la solubilizacién e integracion del eugenol en la matriz.
Adicionalmente, se incorpor6 glicerina para conservar la humedad del sistema. Finalmente, se
redujo el contenido de esencia en la formulacion del 4% al 1% con el propdsito de reducir costos
de produccion. Asi, estas modificaciones respondieron tanto a la disponibilidad experimental
como a las propiedades fisicoquimicas del metabolito secundario, tales como su solubilidad,
afinidad lipofilica y capacidad tensoactiva.

La eleccion de agar-agar como agente gelificante se debe a su capacidad para formar

redes tridimensionales entre cadenas de agarosa (Barrangou et al., 2006). La goma xantana, un
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polisacarido anionico obtenido de Xanthomonas campestris, se empled como espesante por su
alta viscosidad a bajas concentraciones y su comportamiento pseudopléstico (Sworn, 2010).
Como tensoactivos, se usaron Span 80 (HLB 4.3, lipofilico) y Tween 20 (HLB 16, hidrofilico),
cuya combinacion permite ajustar el HLB de la formulacion y obtener una emulsion estable entre
las fases (Ong et al., 2015). El aceite mineral se incluyé como vehiculo oleoso para dispersar el
metabolito en la matriz del gel y reducir su volatilidad. La glicerina se agregd para retener
humedad, prevenir la desecacion del gel y prolongar la estabilidad del formulado.
Adicionalmente, al observar la apariencia fisica de los geles recién preparados, tanto el
blanco (sin eugenol) como el formulado (con eugenol) presentaron un color blanco lechoso. No
obstante, luego de una semana de su preparacion, la matriz del gel sin eugenol (blanco) se torno
translucida mientras que la que contenia eugenol conservo la tonalidad blanca. El tono inicial
puede atribuirse a la dispersion del aire atrapado, microburbujas, asi como a la mezcla caliente y
no completamente homogénea. Lo anterior, puede atribuirse a la aparicion de microdominios y
heterogeneidad en la matriz del gel con eugenol que resulta en mayor dispersion de la luz
(apariencia blanca). Se ha reportado que en emulsiones, la disminucion en el tamafio de particula
incrementa la transparencia y estabilidad de sistemas inicialmente blancos (Yang et al., 2015; H.
Zhang et al., 2011). En consecuencia, la opacidad observada en el gel con eugenol podria
asociarse a un tamafio de gota o una dispersion heterogénea del aceite en la matriz polimérica.
Este comportamiento también puede considerarse un indicio de la emulsificacion del compuesto
en la red polimérica y su adecuada incorporacion del eugenol en la matriz. La figura 6 muestra

la comparacion visual en la apariencia fisica del formulado en gel y el blanco.
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Figura 6.
Comparacion visual de la base del gel (blanco, sin eugenol) y el formulado con eugenol luego de

una semana de preparado.

Nota. La imagen muestra la evidencia fotografica del formulado en gel (10b) junto con el
blanco (10a).

Por otro lado, la evaluacion de la actividad adulticida se llevo a cabo por medio del
registro de la mortalidad a cuatro concentraciones del metabolito secundario en el gel. Estas
fueron 1% (10.000 ppm), 0.61% (6.100 ppm), 0.5% (5.000 ppm) y 0.36% (3.600 ppm).

La eleccion del rango de concentraciones se basé en dos criterios: 1) El efecto knock down
del metabolito secundario y su dosis diagnostica. i1) La necesidad de evaluar la interaccion entre
el metabolito y la matriz del gel. Pues, la adicion del compuesto a la matriz del gel puede cambiar
su disponibilidad y su velocidad de liberacion.

Ademas, se definidé como criterio operativo que una concentracion en la formulacion se
consideraba prometedora si alcanzaba al menos un 75 % de mortalidad en maximo 90 minutos.
Este criterio se establecid porque el registro de mortalidad se realizd cada 15 minutos hasta los 90
minutos con el metabolito puro. Lo anterior, permite comparar el rendimiento del formulado y el

compuesto puro. Los resultados de bioactividad del formulado se muestran en la figura 7.
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La tendencia de los datos muestra que el porcentaje de mortalidad aumenta conforme
aumenta la concentracion del compuesto activo en el formulado y el tiempo de exposicion. No se
registr6 mortalidad a ninguna de las concentraciones en un tiempo menor de 30 minutos. Pasados
los 60 min, el tratamiento con las concentraciones de 6.100 y 10.000 ppm generan porcentajes de
mortalidad por encima del 60% (72 £ 6 y 95 £ 4.11, respectivamente). Para este mismo tiempo,
todas las concentraciones del compuesto activo en el formulado presentan diferencias
significativas con el control negativo (p<0.05). Concentraciones mas bajas como 5.000 y 3.600
ppm alcanzaron porcentajes de mortalidad de 73 + 12 y 71 + 10 respectivamente.
Adicionalmente, se evidencid un porcentaje de mortalidad del 100% a las 24h en todas las
concentraciones, no se observé recuperacion en ninguno de los tiempos de lectura efectuados.
Figura 7.

Evaluacion de la mortalidad de Aedes aegypti frente a concentraciones multiples del formulado en gel.
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metabolito secundario Eugenol en el formulado en gel y el control negativo. Los datos se
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presentan como mortalidad promedio (%) + DS. Se aplic6 la prueba de normalidad Shapiro-wilk
(p<0.01) y en consecuente la prueba Kluskal Wallis para datos no paramétricos, solo (p<0.05) fue
considerado estadisticamente significativo. Un asterisco (*) indica diferencias entre las
concentraciones evaluadas y el control negativo.

Los datos obtenidos mediante los bioensayos de actividad con el formulado permitieron
determinar las concentraciones letales para cada uno de los tiempos de evaluacion donde la
mortalidad estuvo en un rango de 5 - 95% en minimo tres tratamientos. Los resultados se
muestran en la tabla 9.

Tabla 9.

Concentraciones letales obtenidas mediante andlisis probit para el formulado en gel.

Concentracion letal (45 min)

CL5,(90% IC) CLy5(90% IC) )G
10,661 44,053 1.50
(9,144 - 13,698) (28,184 - 97,789)
Concentracion letal (60 min)
4,826 7,140 0.11
(4,606 - 5,053) (6,661 - 7,824)
Concentracion letal (75 min)
3,648 6,501 0.24
(3,346 - 3,900) (5,902 - 7,507)

Nota. Concentraciones letales de eugenol obtenidas por medio de ensayos de mortalidad sujetos a
analisis probit (Finney, 1971). IC: Intervalo de confianza ; X*: Medida que compara el ajuste de
los datos con el modelo probit segtin la evaluacion de la respuesta obtenida y la esperada.

Con el objetivo de evaluar la actividad insecticida del formulado en el tiempo, esta se probd
luego de recién preparado y cuatro semanas siguientes a las cuatro concentraciones de

preparacion. Los resultados se muestran en la figura 8.
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Los resultados obtenidos en la prueba de larga duracion (figura 8) muestran que la
actividad adulticida del formulado en gel incrementa conforme incrementa la concentracion del
compuesto activo y el tiempo de exposicion. Adicionalmente, la mortalidad alcanzé el 100%
luego de 24 horas para todas las concentraciones evaluadas sin importar la semana.

Figura 8.
Porcentaje de mortalidad de adultos de Aedes aegypti después de la exposicion al formulado en

gel recién preparado y tras su almacenamiento hasta 4 semanas después.
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Nota. A-D: Porcentaje de actividad adulticida del formulado a concentraciones de 1% (10.000
ppm), 0.61% (6.100 ppm), 0.5% (5.000 ppm) y 0.36% (3.600 ppm), respectivamente. Se aplico la
prueba de normalidad Shapiro-wilk (p<0.01) y en consecuente la prueba Kluskal Wallis para
datos no paramétricos, solo (p<0.05) fue considerado estadisticamente significativo. Un asterisco
(*) muestra diferencias significativas en la actividad insecticida respecto al formulado recién

preparado.
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Los resultados en conjunto indican que el formulado en gel posibilita la disponibilidad del
metabolito secundario hasta por cuatro semanas sin comprometer la eficacia final pues no se
encontraron diferencias significativas entre el formulado recién preparado y la cuarta semana
para las concentraciones de 1%, 0.5% y 0.61%. En contraste, si se detectaron diferencias
significativas con la concentracion mas baja (0.36%), lo cual puede estar relacionado con la
variabilidad natural de un ensayo biologico o con la modificacion de la liberacion del compuesto
en la matriz. Los hallazgos sugieren que la formulacion del metabolito secundario mantiene su
estabilidad y su eficacia insecticida hasta por cuatro semanas aunque la velocidad de su accién
inicial puede variar dependiendo de la concentracion y la semana de evaluacion.

La disponibilidad de Eugenol en el formulado por al menos cuatro semanas se debe a que
esta molécula exhibe una presion de vapor de 0.01 mmHg a 20°C y densidad de vapor mayor 1
(>1) relativa al aire (PubChem, n.d.). Lo cual, indica que es una molécula poco volatil a
temperatura ambiente y que sus vapores tienden a quedarse en zonas bajas debido a su densidad.
Por lo que tiende a permanecer en la matriz donde esta incorporado favoreciendo su liberacion
lenta y efecto residual.

Por otra parte, la implementacion de eugenol en una matriz de gel semisolido haciendo
uso de moléculas gelificantes como goma xantana, agar-agar generd una liberacion mas lenta
hacia el ambiente. Esto se reflej6 en porcentajes de mortalidad nulos a los 30 minutos y
superiores a 60% hasta los 60 minutos, mientras que con la molécula pura este se alcanzoé a los 15
minutos de exposicion. No obstante, los resultados de bioactividad bajo la prueba de larga
duracion (4 semanas) compilados en la figura 8 evidencian que la interaccion con la matriz del
gel no solo permitid una liberacion controlada del metabolito si no que también mantuvo su

disponibilidad y eficacia insecticida durante todo el estudio.
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Las formulaciones con liberacion controlada del compuesto activo en insecticidas han
sido implementadas durante afos con el objetivo de reducir los niveles de moléculas perjudiciales
en el ambiente (Jain et al., 2024). Adicionalmente, la implementacion de la molécula en el
formulado en gel no solo demostr6 actividad insecticida promisoria en los tiempos de lectura
establecidos si no que también impidid el crecimiento fungico en el formulado, pues en el control
negativo se observo el crecimiento del hongo Aspergillus contrario a lo ocurrido en las
formulaciones que contenian el metabolito. Estudios anteriores destacan el poder antifingico de
eugenol contra este hongo donde especies de hongos como Aspergillus niger y Emericella
nidulans fueron inhibidos completamente al usar esta molécula a una concentracion de 100 mg/L
(=100 ppm) (Campaniello et al., 2010).

4.3 Resultados relacionados con el objetivo 3: Caracterizacion fisicoquimica del formulado

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas del formulado como la densidad,
gravedad especifica y pH, en las cuatro concentraciones de evaluacion, cada una preparada por
triplicado. El valor promedio se muestra en la tabla 10.

Tabla 10.

Propiedades fisicoquimicas del formulado

Parametro Promedio + DS n
Densidad 1.13 £ 0.08 12

(g/mL)
Gravedad especifica 1.14 + 0.08 12
pH 6 12

Nota. Los valores corresponden al promedio de la densidad, gravedad especifica y pH del
formulado calculados a partir de 12 preparaciones.
Los resultados en conjunto muestran que sin importar la concentracion, el formulado

mantiene propiedades fisicas uniformes. Lo anterior, es esencial en productos cosméticos. Las
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mediciones demuestran homogeneidad sin importar la concentraciéon del compuesto activo
(Acosta et al., 2015).

El poder gelificante del agar-agar se basa en las interacciones tipo puentes de hidrégeno
entre sus cadenas lineales de galactano (Armisén & Gaiatas, 2009). El acoplamiento de la matriz
del gel y las propiedades fisicoquimicas que este exhorta, estd influenciado fundamentalmente
por su capacidad de retencion de agua, pues pueden mantener hasta un 99% w/w manteniendo
propiedades similares a las de un so6lido. Asimismo, juega un rol importante la naturaleza del
polimero o diversos solutos que contiene (Hilal et al., 2023; Khalesi et al., 2020) . Es plausible
que la densidad del gel semisélido sea muy cercana a la del agua (=1 g/mL) ya que esta
constituye la fase continua dominante.

Adicionalmente, se determind el porcentaje de sinéresis para medir indirectamente la
evaporacion del formulado después de su almacenamiento a lo largo de cuatro semanas. Los
resultados se muestran en la figura 10.

Figura 9.

Evolucion del porcentaje de sinéresis en el formulado a lo largo de cuatro semanas de

almacenamiento.
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Nota. El porcentaje de sinéresis se calcul6 de acuerdo con lo descrito en la metodologia (Seccion

3.9). Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-wilk (p>0.01) y en consecuencia el test de Tukey
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HDS, solo (p<0.05) fue considerado estadisticamente significativo. Letras diferentes representan

diferencias significativas.

La incorporacion del eugenol en la matriz semisélida de un gel contribuye a protegerlo de
la degradacion ambiental y regular su liberacion conforme pasa el tiempo. La sinéresis se define
como “Contraccion espontanea de un gel, acompanada de la expulsion de liquido por los poros”
(Morales-Burgos et al., 2017) y se considera un parametro indirecto de estabilidad. Los
resultados presentados en la figura 9 muestran que el formulado presenta una mayor pérdida de
agua en la primera semana (21.52%), luego de su preparacion, mientras que en las semanas
siguientes, este valor se reduce progresivamente, hasta registrar un ligero incremento en la cuarta
semana. La sinéresis depende en gran medida de las condiciones ambientales durante la
preparacion y su almacenamiento. Diversos estudios atribuyen la pérdida de liquido entre las
fuerzas internas del gel y el medio circundante. Los resultados de este estudio concuerdan con los
encontrados por (Phuong et al., 2022) mana y luego decreciente conforme transcurren las

semanas, lo cual sugiere, que el sistema alcanza una fase de estabilizacion.

4.3.1 Caracterizacion morfologica

El formulado y la matriz del gel se analizaron mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) con el fin de estudiar su morfologia luego de un mes de preparadas. Las
micrografias obtenidas para la matriz del gel sin el metabolito secundario (blanco) y para el

formulado con eugenol evidencian diferencias visuales significativas en su estructura (Figura 10).

Las figuras 10a y 10b, correspondientes al gel sin eugenol, muestran una morfologia
homogénea, con una superficie lisa y presencia de poros o cavidades bien definidas, cuyos

tamafos oscilan entre 20 y 45 um. Estas cavidades sugieren una red polimérica uniforme y
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distribucion ordenada de los poros. El tamafio de poro estimado es significativamente superior al
reportado para hidrogeles de agarosa al 1.5 %, en los cuales se han descrito didmetros promedio
de 190 = 25 nm utilizando técnicas como cryo-SEM que preservan la estructura hidratada
(Jayawardena et al., 2023). Esta diferencia puede atribuirse principalmente al método de secado
empleado antes de la observacion. En el presente estudio, la muestra fue secada al aire, lo cual
favorece la contracciéon de la matriz polimérica y la formacion de cavidades superficiales de
mayor tamafio debido a la evaporacion progresiva del agua. En contraste, en el estudi6 citado se
empled secado por medio de congelacion a alta presion (HPF) y microscopia cryo-SEM, lo que
minimiza la deformacién estructural. Este comportamiento ha sido ampliamente reportado en la
literatura, (Guastaferro et al., 2021) demostraron que el tipo de técnica de secado, freeze-drying o
CO: supercritico, y la tasa de enfriamiento influyen directamente en la morfologia del hidrogel,
evidenciando que procesos mas controlados permiten mantener poros mas pequefios y uniformes,
mientras que la deshidratacién convencional tiende a generar estructuras mas abiertas y

heterogéneas.

Por otro lado, las figuras 10c y 10d, correspondientes al gel formulado con eugenol a una
escala de 400 y 200 um, respectivamente, permiten observar una superficie heterogénea con
canales interconectados que conforman una red tridimensional compleja. Esta estructura contrasta
con la del gel sin eugenol, evidenciando que la incorporacioén del metabolito secundario modifico
significativamente la estructura del material, generando una superficie mas irregular y una
distribucién interna menos uniforme. Sin embargo, es importante resaltar que en ninguna de las
escalas se observaron agregados cristalinos, lo que sugiere una distribucion relativamente

homogénea del metabolito dentro de la matriz del gel.
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El efecto heterogéneo de la matriz puede atribuirse a interacciones fisicoquimicas entre el
eugenol y los componentes poliméricos del gel, particularmente las cadenas de agar y goma
xantana. El eugenol es un fenilpropanoide anfifilico con grupo hidroxilo (-OH) capaz de formar
puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo y éteres (C-O-C) presentes en la estructura de
estos gelificantes, permitiendo su estabilizacion transitoria dentro de la matriz polimérica. A su
vez, su anillo aromatico y los sustituyentes apolares le confieren la capacidad de establecer
interacciones hidrofobicas con zonas ricas en enlaces C-H como las del aceite mineral, lo que
puede inducir una microseparacion de fases con dominios enriquecidos en eugenol dentro de la

matriz del gel (Chelu, 2024).

De acuerdo con (Rojas et al., 2021) la naturaleza apolar del eugenol interfiere con el
ordenamiento regular de ceras lipidicas, altamente apolares, impidiendo un empaquetamiento
eficiente y generando cristalizacion incompleta. Sin embargo, en matrices con compuestos
ciclicos y menos polares, las regiones polares del eugenol tienden a interactuar con las cadenas
hidrocarbonadas de las ceras, promoviendo un reordenamiento parcial durante el enfriamiento
formando grandes redes cristalinas. Asi, la capacidad anfifilica le permite interaccionar con fases
polares y apolares, favoreciendo la heterogeneidad estructural. En la figura 11c se aprecia la

presencia de microdominios en la estructura del material.

La aparicion de superficies mas heterogéneas ha sido reportada previamente en geles que
incorporan compuestos hidrofobicos, donde la afinidad parcial con la fase acuosa induce

reorganizaciones locales de la estructura tridimensional del gel (L. Zhang et al., 2023).
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Figura 10.

Caracterizacion morfologica del formulado en gel.
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Nota. Micrografias SEM de la matriz del gel luego de un mes de preparado. (a) Detalle a 400 uM
(BSED 15 kV) que evidencia la red tridimensional. (b) Detalle a 2 00 uM (BSED 15 kV) que
evidencia heterogeneidad y canales interconectados. (b) Vista a 100 uM de la matriz del gel sin
eugenol (ETD, 15 kV) mostrando poros redondeados con diametros en el rango ~20—45 pum. (¢)
Detalle a 50 uM (BSED, 15 kV) donde se muestran redes tridimensionales. Todas las barras de

escala aparecen en las micrografias. Imagenes representativas de al menos n = 3 areas diferentes.
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5. Conclusiones

1. La evaluacion de la actividad adulticida de los metabolitos secundarios 1,8-cineol y
eugenol, permitio identificar al eugenol como adulticida promisorio sobre Ae. aegypti,
con una mortalidad del 100% a 500 ppm luego de 15 minutos de exposicion, con
concentraciones letales CLs, y CLys de 419.936 y 465.051 ppm después de 24 horas de
exposicion, respectivamente. En contraste, el metabolito 1,8-cineol no mostré actividad
adulticida promisoria en ninguna de las concentraciones evaluadas. A concentraciones
intermedias se observo un efecto knock down, es decir, paralisis transitoria pues involucré
la recuperacion de un porcentaje de adultos a las 24 horas. Este efecto se asocia a la
accion de proteinas detoxificantes. Ademas, mediante ensayos enzimaticos se determind
que el eugenol logra inhibir el 47.52% la proteina neuronal acetilcolinesterasa a 500 ppm,
lo que respalda el mecanismo neurotéxico asociado al efecto knock down.

2. La incorporacion del eugenol en una matriz de gel a base de agar-agar resultd una
estrategia eficaz para proteger el compuesto de la luz y oxidacion, ademas de garantizar la
liberacion lenta y sostenida del principio activo. La seleccion de los gelificantes,
tensoactivos y aditivos empleados resultd adecuada para obtener un sistema homogéneo,
estable y con caracteristicas fisicoquimicas uniformes. No obstante, el analisis
morfologico mediante SEM evidenci6é cambios estructurales notables en la matriz del gel
tras la incorporacion del eugenol, lo que sugiere la formacion de una red tridimensional
mas compleja y heterogénea. Los bioensayos mostraron mortalidades entre el 28% y el
100%, dependiendo de la concentracion evaluada tras 60 minutos de exposicion,

manteniendo este efecto incluso después de cuatro semanas de almacenamiento.
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3.

En conjunto, los resultados respaldan el potencial de formulados semisdlidos a base de
moléculas vegetales de plantas para ejercer actividad adulticida sobre Ae. aegypti. Esta es
una alternativa prometedora frente al uso de moléculas sintéticas toxicas, al ofrecer
ventajas en términos de estabilidad, bajo costo y menor impacto ambiental. Futuras
investigaciones deberan profundizar en pruebas a gran escala y en condiciones de campo

para confirmar su aplicabilidad real.
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