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RESUMEN 

 

TITULO: MANIFESTACIONES SEMIOQUÍMICAS Y MECANISMO DE ACCIÓN DE Thymus 

vulgaris (LABIATAE) FRENTE A Stegomyia aegypti (Reinert et al. 2004) (DIPTERA: 

CULICIDAE).* 

AUTOR: SHARON SMITH VERA RINCON** 

PALABRAS CLAVES: Aceite esencial, bioactividad, acetilcolinesterasa, mitocondrias, transporte 

de electrones, necrosis 

DESCRIPCION:  

El objetivo de esta disertación fue determinar el potencial insecticida del aceite esencial (AE) de T. 

vulgaris en S. aegypti en todas las etapas del ciclo de vida (huevo, larvas, pupas y adultos), el efecto 

repelente en humanos y el efecto atrayente y/o deterrente de oviposición. Adicionalmente, dilucidar 

el mecanismo de acción para inhibir funciones biológicas como alteración de la bioenergética 

mitocondrial, inhibición de la enzima acetilcolinesterasa, degradación de ADN y análisis in silico de 

los compuestos mayoritarios, timol y p-cimeno. Se encontró que el AE tiene acción ovicida, 

presentando un 50% de inhibición a una concentración de 50 mg.mL-1 ejerce actividad larvicida con 

una CL50= 58 y CL95= 88 mg.mL-1, presenta actividad pupicida con 63% de mortalidad a una 

concentración de 390 mg.mL-1 .En adultos se reportó a 1000 mg.mL-1 un 23% de mortalidad. Presentó 

efecto repelente en humanos contra la picadura de S. aegytpi con 37% de protección a 1000 mg.mL-

1, también presenta propiedades deterrentes y disuasivas a partir de 5 mg.mL-1 con valores de 78%. 

A nivel mitocondrial el AE causó inhibición del complejo III, en la cadena transportadora de 

electrones. La concentración a la cual el AE proporcionó, una inhibición del 50% de la enzima 

acetilcolinesterasa (IC50) fue de 70 mg.mL-1 en ensayos in vitro y 167 mg.mL-1 para ensayos In vivo. 

Las larvas que se expusieron a diferentes concentraciones del AE, murieron por necrosis. El análisis 

in silico reveló que timol y p-cimeno presentan mayor eficiencia vía oral. Los resultados indican que 

el AE de T. vulgaris es un candidato promisorio para el control del vector, que puede contribuir a 

disminuir las poblaciones del mosquito en un futuro. 

______________________________________________________________________ 

* Trabajo presentado para optar al título de Magister en ciencias básicas biomédicas. 

** Facultad de salud, departamento de ciencias básicas biomédicas, Director: Jonny Edward Duque 

Luna Ph.D; Co-directora: Stelia Carolina Méndez Sánchez Ph.D   
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ABSTRACT 

TITTLE: SEMIOCHEMICAL MANIFESTATIONS AND ACTION MECHANISM OF Thymus 

vulgaris (LABIATAE) AGAINST Stegomyia aegypti (REINERT et al. 2004) (DIPTERA: 

CULICIDAE).* 

AUTHOR: SHARON SMITH VERA RINCON** 

KEYWORDS: Essential oil, Bioactivity, Acetylcholinesterase, Mitochondria, Electron Transport 

Chain, Necrosis. 

ABSTRACT: 

The aim of this work was to determine the insecticidal potential of essential oil (EO) from T. vulgaris 

against all life stages of S. aegypti (eggs, larvae, pupae and adults). Repellency effect in humans as 

well as the oviposition deterrent activity were also evaluated. In addition, the ability of T. vulgaris to 

inhibit important biological functions in S. aegypti such as mitochondrial bioenergetics and 

acetylcholinesterase activity was investigated. Moreover the degradation of DNA by presence of 

T. vulgaris was studied. Furthemore, analysis in silico of the major compounds of T. vulgaris (thymol 

and p-cymene) was developed. EO of T. vulgaris exhibited insecticidal activity against all S. aegypti 

life stages. Ovicidal activity with only 50% of eggs hatching was detected at 5 mg.mL-1 of EO. 

T. vulgaris has also larvicidal activity with CL50=58.3 mg.mL-1and CL95=87.6 mg.mL-1. Moreover, 

390 mg.mL-1 and 1000 mg.mL-1 of EO induce 63% and 23% mortality in pupae and adults, 

respectively. T. vulgaris also displayed repellent activity at 1000 mg.mL-1 with 37% of protection 

against mosquito bites in humans. 78.4% deterrent activity was observed at 5 mg.mL-1 of EO. On the 

other hand, T. vulgaris inhibited the mitochondrial respiratory chain comlex III, which affected ATP 

synthesis. Also, 50% inhibition of acetylcholinesterase was detected at 70.61 mg.mL-1and 

167.6 mg.mL-1 of EO under in vitro and in vivo conditions, respectively. Furthermore, larvae suffered 

necrosis and die at any concentration of EO used. Analysis in silico shows thymol and p-cymene to 

be very efficient via oral. All of these results show that EO of T. vulgaris is a good candidate for 

S. aegypti control. 

______________________________________________________________________ 

* Graduation project 

** Facultad de salud, departamento de ciencias básicas biomédicas, Director: Jonny Edward Duque 

Luna Ph.D; Co-directora: Stelia Carolina Méndez Sánchez Ph.D 
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INTRODUCCIÓN 

 

El dengue es una enfermedad viral transmitida por la picadura de mosquitos vectores, principalmente 

del genero Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) (Reinert et al. 2004; Reinert et al. 2009; Le Goff et 

al. 2013) causada por un virus perteneciente a la familia Flaviviridae (Laughlin et al. 2012). 

Actualmente, se constituye como la arbovirosis más importante a nivel mundial, en términos de 

morbilidad, mortalidad e impacto económico (WHO 2013). Siendo endémica en más de 100 países 

en áreas tropicales y subtropicales del mundo (países del sudeste de Asia, África, el Mediterráneo 

oriental y las Américas) (Guzman et al. 2010).Se estima que cada año ocurren 390 millones de 

infecciones en todo el mundo, de las cuales 96 millones son casos sintomáticos (Bhatt et al. 2013). 

En Colombia, la incidencia nacional del dengue a la semana epidemiológica 13 del año en curso 

(2015) registró un incremento de 113.3 casos por cada 100.000 habitantes (WHO 2013). 

 

Los factores que favorecen la transmisión del dengue, están relacionados con  el cambio climático, el 

aumento de la población mundial en áreas urbanas, la práctica del almacenamiento de agua en 

recipientes caseros frecuentemente descubiertos, y la gran producción de objetos descartables que 

sirven como criaderos de mosquitos (e.g. neumáticos). A todo esto se le suma el aumento de los viajes 

y las migraciones, las fallas existentes en el control del vector, las características del hospedero (e.g. 

respuesta inmune del hospedero, la naturaleza de su estado inmunológico y sus características 

genéticas) y la falta de una vacuna eficaz para prevenir la enfermedad (Corrales & Laya 2012). 

 

Durante las dos últimas décadas las acciones para control del vector se han orientado principalmente 

a la utilización de insecticidas de tipo organofosforados y piretroides, tales como malatión, temefos, 

cipermetrina, entre otros (Casida & Gary 1998; Rattan 2010). Sin embargo, su uso indiscriminado ha 

generado serios problemas de contaminación ambiental incluyendo efectos tóxicos en los seres 

humanos y la aparición de poblaciones de mosquitos resistentes ( Silva et al. 2008; Santacoloma et 

al. 2010).  

Particularmente, la resistencia de S. aegypty a insecticidas es un fenómeno que se ha extendido por 

todo el Caribe y en algunos países de América Central y América del Sur, incluyendo Colombia 

(Fonseca et al. 2011), lo que representa una amenaza para la eficacia del control del vector. Por lo 

anterior, existe un gran interés de búscar nuevos insecticidas que sean tanto efectivos para el control 

de mosquitos como amigables para el medio ambiente (Giraldo et al. 2008; Leyva et al.2012). 
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Los aceites esenciales (AEs) son mezclas de compuestos volátiles producidos por las plantas como 

parte de su metabolismo secundario, los cuales juegan un factor importante en las interacciones 

ecológicas intra e interespecificas entre diferentes organismos (Dicke & Sabelis 1988), por lo cual 

también se denominan semioquimicos.  

Dentro del grupo de los semioquicos, encontramos los infoquímicos, los cuales son compuestos 

químicos que generan un comportamieto y/o respuesta fisiológica en el individuo receptor. Estos se 

dividen a su vez en aleloquimicos (comunicación interespecifica) y en feromonas (comunicación 

intraespecifica) (Navarro et al. 2009). Los AEs pueden ejercer un efecto de tipo aleloquimicos al 

actuar como repelentes, disuasivos de oviposición, e inhibidores del desarrollo y crecimiento contra 

insectos(Carvalho et al. 2003; Dolan et al. 2007; Samidurai et al. 2009; Dua et al. 2013). 

Por lo todo lo mencionado anteriormente, los AEs son una alternativa para el control de mosquitos. 

Sin embargo, poco se conoce sobre su mecanismo de acción insecticida. Existen varios AEs con 

propiedades farmacológicas (citotóxicos, repelentes) cuyo potencial insecticida aún no ha sido 

explorado con detalle. Este es el caso del AE de Thymus vulgaris (Chintalchere et al. 2013; Al-Balushi 

et al. 2013), el cual es objeto en esta investigación. 

En este trabajo de investigación se ha determinado el potencial insecticida del AE de T. vulgaris en 

Stegomyia aegypti; se tuvieron en cuenta todas las etapas del ciclo de vida del mosquito: huevos, 

larvas, pupas y adultos; se cuantificó la actividad repelente en humanos y la actividad atrayente y/o 

deterrente del AE. Adicionalmente se evaluó el potencial de este AE para inhibir diferentes funciones 

biológicas en S. aegypti como alteración de la bioenergética mitocondrial, inhibición de la enzima 

acetilcolinesterasa, degradación de ADN y análisis in silico de los componentes mayoritarios, con 

miras a comprender cuál es su mecanismo de acción.  
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1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Stegomyia aegypti es un mosquito cosmopolita vector de diversas arbovirosis, entre ellas el virus 

dengue (VDEN) (Bhatt et al. 2013). La transmisión y simultánea circulación de los cuatro serotipos 

que ocasionan el dengue (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4) permiten manifestar la 

enfermedad desde un cuadro asintomático, pasando por una enfermedad febril inaparente, hasta la 

forma grave. La circulación de más de un serotipo representa en varios países patrones de 

endemicidad, lo que indica que el dengue es un riesgo constante que lleva a la muerte a un porcentaje 

entre el 1 y 3 % de las personas contagiadas (Laughlin et al. 2012). 

 

En Colombia, durante las dos últimas décadas las acciones de control del vector se han orientado a la 

aplicación principal de insecticidas organofosforados y piretroides (Meinert et al. 2000) como 

malatión con efecto adulticida y temefos como larvicida los cuales son aplicados en contenedores de 

almacenamiento de agua. Estas acciones, constituyen prácticamente la principal fuente para la 

interrupción de la trasmisión de la enfermedad, debido a la ausencia de una vacuna para el dengue 

(Guzman et al. 2010). El uso de estos productos químicos derivó varios problemas como 

contaminación ambiental, bioacumulación de principios activos, efectos tóxicos en el hombre y la 

aparición de poblaciones del mosquito resistentes a las moléculas empleadas (Meinert et al. 2000; 

Santacoloma et al. 2010) 

 

La aparición de la resistencia a insecticidas, representa una amenaza para la eficacia del control 

vectorial, esta condición se ha extendido por todo el Caribe y en algunos países de América del Sur 

(Incluyendo Colombia) y América Central (WHO 2013). La resistencia a insecticidas en vectores, se 

convierte en una limitante para el manejo de los programas de control, requiriendo la búsqueda de 

nuevas sustancias y moléculas con acción insecticida (Giraldo et al. 2008; Leyva et al. 2012). En 

busca de alternativas amigables con el medio ambiente y efectivas en el control de mosquitos, se han 

utilizado aceites esenciales extraídos de plantas medicinales y/o aromáticas, los cuales han mostrado 

tener un potencial en la actividad insecticida (Silva et al. 2008; Bakkali et al. 2009; Vera et al. 2014). 

Actualmente, se reporta el uso de estas substancias para el control de mosquitos ejerciendo actividad 

como: larvicidas, repelentes, disuasivos de oviposición, inhibidores de desarrollo y crecimiento 

(Leyva et al. 2012, Vera et al. 2014). 
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Numerosos estudios han descrito la composición y la bioactividad que presenta especies del género 

Thymus de la familia Lamiaceae, siendo de interés farmacológico Thymus vulgaris el cual presenta 

actividad antifúngica, antimicrobiana, antioxidante (Bozin et al. 2007; Miladi et al. 2013). Debido a 

las propiedades farmacológicas señaladas anteriormente para T. vulgaris, se plantea la necesidad de 

estudiar la actividad biológica del aceite esencial proveniente de Thymus vulgaris en el control de S. 

aegypti. Así como también elucidar su mecanismo de acción.   
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2. PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

 

 

¿El aceite esencial de Thymus vulgaris tiene actividad ovicida, larvicida, pupicida, adulticida en 

Stegomyia aegypti?  

 

¿El aceite esencial de Thymus vulgaris ejerce efecto atrayente y/o repelente durante la oviposición de 

hembras de Stegomyia aegypti? 

 

¿El aceite esencial de Thymus vulgaris tiene actividad repelente contra Stegomyia aegypti, cuando es 

aplicado de forma tópica en humanos? 

 

¿Cuáles son las posibles rutas de acción del aceite esencial de Thymus vulgaris contra Stegomyia 

aegypti? 
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3. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

 

3.1. IMPORTANCIA EPIDEMIOLÓGICA DEL DENGUE 

 

El dengue es una enfermedad viral que se transmite a través de la picadura de un mosquito del género 

Stegomyia, siendo el vector principal Stegomyia aegypti; otras especies transmisoras son Stegomyia 

albopictus, Aedes poliniensis y Aedes mediovitattus (Bhatt et al. 2013). El virus del dengue (VDEN) 

es un virus de ARN pequeño monocatenario que abarca cuatro serotipos diferentes (VDEN-1 a 

VDEN-4), los cuales pertenecen al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae (San Martin et al. 

2010). La manifestación clínica de la enfermedad es de amplio espectro, incluyendo un síndrome 

febril inespecífico hasta una enfermedad severa caracterizada por permeabilidad vascular, 

complicaciones hemorrágicas y deterioro de órganos (Laughlin et al. 2012). 

 

En América, el dengue constituye una situación epidemiológica muy compleja dada la circulación de 

los cuatro serotipos, además de la creciente expansión geográfica hacia nuevos países y las 

condiciones climáticas que hacen propicia la transmisión de la enfermedad. A principios de los 80s 

el número de casos reportados comenzó a aumentar considerablemente y esta tendencia se ha 

mantenido (Figura 1). Así, durante los años 90s se reportaron alrededor de 2,7 millones de casos, 

mientras que tan sólo en el año 2010 se notificaron más de 1,7 millones, de los cuales 50.235 fueron 

casos severos (con 1.185 muertes). Durante las últimas cuatro décadas, el dengue ha sido reconocido 

como la enfermedad viral más importante de los seres humanos transmitida por artrópodos (Shepard 

et al. 2011). En el 2011 se reportó en América una incidencia de dengue mayor a 200 casos por cada 

100.000 habitantes (Brathwaite et al. 2012). Tanto para la salud humana como para la economía 

global el impacto del dengue es alarmante principalmente en zonas tropicales y subtropicales, lo cual 

incrementa la necesidad de implementar mecanismos de prevención y control (Tikar et al. 2008; 

Martínez 2008). 
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Figura 1. Casos de dengue en América durante los años 1980-2015. Fuente: Reporte semanal de 

dengue por país. Programa Regional de Dengue (OPS). 

 

 

 

3.2. VECTOR PRINCIPAL DEL DENGUE: Stegomyia aegypti 

Este mosquito es una especie tropical y subtropical ampliamente distribuida alrededor del mundo, 

especialmente entre las latitudes 35ºN y 35ºS a 10ºC aproximadamente. Su rango de distribución 

altitudinal se encuentra por debajo de los 2.000 m. s. n. m (Le Goff et al. 2013). 

 

 

3.2.1. Ciclo de vida de Stegomyia aegypti. Este mosquito presenta un ciclo de vida holometábolo 

pasando por cuatro estadios: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 2). Los tres primeros estadios son 

acuáticos, mientras que el estadio de adulto es terrestre. En las regiones tropicales el ciclo de vida se 

completa entre 7 y 13 días (Le Goff et al.  2013). A continuación se da una breve descripción de cada 

uno de los estadios: 

 

 Huevo. Los huevos son ovipositados por las hembras, durante 3-5 días, luego de ser alimentadas 

con sangre. El número de postura de huevos varía de 10 a 100 por oviposición. De hecho, una 

hembra vigorosa puede llegar a ovipositar hasta 500 huevos. La mayoría de huevos pueden durar 

largos periodos sin agua antes de eclosionar, los cuales son llamados huevos resistentes a la 

desecación o inactivos. Estos huevos resisten altas temperaturas y condiciones de sequía hasta 

por un periodo de un año. Los huevos eclosionan 4 días despues de estar expuestos a humedad 

constante. Inicialmente se tornan blancos y luego pasan a ser oscuros con el desarrollo del 

embrión, que en óptimas condiciones se desarrolla entre 48 y 72 horas (Guzmán et al. 2013). 
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 Larva. Las larvas se generan de la eclosión de los huevos y experimentan un ciclo de cuatro 

estados larvarios. Su desarrollo se completa en siete días, siendo la temperatura optima de 25°C 

a 27°C. La temperatura mínima y máxima que soportan es 13°C y 35 °C, respectivamente. 

Durante su desarrollo se alimentan de material orgánico plantado o sumergido en los recipientes 

que habitan, siendo importante el lugar para el crecimiento y alimentación (Guzmán et al. 2013). 

 

 Pupa. Corresponde al tercer estadio del mosquito. En este estadio las pupas no se alimentan, y 

tienden a moverse poco, presentan un periodo de reposo donde se presentan importantes 

modificaciones y cambios anátomo-fisiológicos que conducirán a la última fase del desarrollo. 

Este período dura de 1 a 3 días en condiciones favorables de temperatura es decir entre13°C y 35 

°C, pero variaciones extremas como cambio en la temperatura pueden prolongarlo (Guzmán et 

al. 2013). 

 

 Adulto. Su etapa reproductiva inicia de 24 a 48 horas despues de emergir de la pupa. En este 

periodo la hembra necesita fuentes proteícas para poder madurar los ovocitos y depositar sus 

huevos. La hembra es la única que se alimenta de sangre y sus hábitos alimenticios son 

principalmente diurnos, aunque existen registros de alimentación nocturna en presencia de luz 

artificial (Medlock et al. 2005; Guzmán et al. 2013). La alimentación es importante para que la 

hembra oviposite huevos embrionados viables que son huevos que puedan convertirse en adultos. 

En condiciones de laboratorio, las hembras pueden vivir entre 131 y 225 días, pero en condiciones 

de campo no viven mas de 30 dias (Guzmán et al. 2013). 
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Figura 2. Ciclo de vida de Stegomyia aegypti, cepa Rockefeller, mantenida en insectario, en 

condiciones controladas (T= 24º C; HR=75%; fotoperiodo 12h).  

 

 
 

 

 

3.3. USO Y VÍAS DE PENETRACIÓN DE INSECTICIDAS PARA EL CONTROL DE 

Stegomyia aegypti 

 

En la actualidad los principales insecticidas utilizados para el control de vectores, de acuerdo a su 

estructura química se clasifican en, organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, 

insecticidas biológicos y reguladores del crecimiento (Braga & Valle 2007). Al contacto con estos 

compuestos se presentan diferentes vías de ingreso a los organismos, las cuales dependen de las 

propiedades fisicoquímicas de los insecticidas, las formulaciones y las condiciones ambientales. Entre 

las principales vías de ingreso se encuentran: 
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3.3.1. Penetración por vía cutánea. La entrada de los insecticidas a los organismos de forma 

dérmica, cutánea o por contacto es característico de insecticidas de tipo organofosforados, 

carbamatos, piretroides (permetrina), análogos de las hormonas juveniles (metropreno) e inhibidores 

del crecimiento de la quitina (diflubenzurón). Los cuales debido a su naturaleza química como 

compuestos de tipo lipofilicos y /o hidrofilicos, peso molecular y tiempo de exposicion (difusión 

pasiva) pasan a través de la cutícula, la dermis y la epidermis (Lau et al. 2010; Sadanandane et al. 

2012). 

 

Los compuestos de tipo organofosforados se caracterizan por presentar compuestos derivados del 

acido fosfórico, fosfónico y fosfortoico como esteres, amidas o tioles, estos compuestos generalmente 

son liposolubles lo que facilita el paso atraves de la cuticula de los insectos, además se hidrolizan 

fácilmente en agua lo cual permite que se degraden con mayor facilidad. Pertenecen a este grupo 

malation, diazinón, clorpirifos y diclorvos (Ramírez & Lacasaña 2001).  

 

Los carbamatos son otro tipo de insecticidas los cuales son derivados de ésteres carbamatados, del 

mismo modo que los organofosforados, los carbamatos son fácilmente hidrolizables en soluciones 

alcalinas. Entre los más usados están el propoxur y el baygón (Ramírez & Lacasaña 2001). 

 

Los piretroides son insecticidas de tipo sintetico de baja toxicicidad, pueden tener un grupo alfacyano 

(permetrin) o sin grupo alfacyano (cypermetrín) que le permiten ser solubles en agua, tener mayor 

estabilidad en el medio ambiente y ser mas persistentes (Ramírez & Lacasaña 2001). 

 

 

3.3.2. Penetración por vía oral y/o digestiva. Dentro de esta vía de penetración se encuentran los 

insecticidas de tipo: inhibidores de sistesis de quitina (Bacillus thurigiensis), los cuales bajo 

formulaciones tipo encapsulamiento y/o en forma de cristales se utilizan para tratamiento de agua y 

alimentos (Guevara et al. 2004). 

 

Los insecticidas son ingeridos por estadios larvales pasando a través del epitelio intestinal, llegando 

a la hemolinfa en donde se liberan, endotoxinas que destruyen las paredes del intestino, propiciando 

perdida de iones K+ y de gradientes ionicos, generando una disminucion en el pH del medio, 

provocando lisis celular (Ochoa & Arrivillaga 2009). 
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3.3.3. Penetración por vía respiratoria. Dependiendo de las formulaciones comerciales, los 

insecticidas también se pueden encontrar en forma de fumigantes, los cuales tiene la capacidad se 

difusión, una propiedad esencial para su función.Algunos pueden penetrar con facilidad a través de 

la ropa y ser absorbidos rápidamente a través de la membrana pulmonar, el intestino y la piel, en los 

insectos el insecticida ingresa a través del sistema traqueal y a través de los espiráculos (Casida 2009). 

 

Un mismo insecticida puede tener la capacidad de actuar por las tres vías de penetración descritas 

anteriormente, como es el caso de algunos organofosforados y carbamatos, otros solo actúan por una 

sola vía, como la mayoría de inhibidores de síntesis de quitina que actúan por ingestión (Ramírez & 

Lacasaña 2001). 

 

 

3.4. MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS INSECTICIDAS 

 

Los insecticidas se pueden clasificar según el mecanismo de acción de la siguiente manera: 

Neurotóxicos, bloqueadores de la respiración celular y reguladores de crecimiento. 

 

 

3.4.1. Insecticidas neurotóxicos. Dentro de esta clasificación se encuentran los insecticidas, cuyo 

mecanismo de acción se basa en la interferencia de los impulsos nerviosos de diversos organismos e 

insectos. Estos insecticidas afectan la sinapsis entre axones, la unión neuromuscular, alteran la 

permeabilidad de los canales iónicos pre-sinápticos, e inhiben la actividad de enzimas indispensables 

para la neurotransmisión química, durante la sinapsis. Además se pueden fijar a receptores post 

sinápticos bloqueando la actividad enzimatica. En todos los casos el resultado es la incoordinación 

muscular, parálisis (espástica o flácida) y muerte de los insectos (Lasansky 1971; Klowden 2013). 
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3.4.1.1. Inhibición de la sinapsis colinérgica 

 

Neurotransmisor acetilcolina (ACh). 

Este neurotransmisor ejerce su acción en diferentes regiones del sistema nervioso central (SNC) como 

en: ganglios periféricos y en la placa neuromuscular. El efecto de la ACh en la sinapsis termina por 

la actividad de una enzima conocida como acetilcolinesterasa (AChE) la cual hidroliza rápidamente 

a la ACh en acetato y colina, regulando la concentración de este neurotransmisor en la sinapsis 

(Maussolié et al. 1993) (Figura 3). 

La inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) provoca la acumulación de acetilcolina en las 

sinapsis, de modo que la membrana post-sináptica entra en un estado de estimulación permanente, lo 

que resulta en ataxia es decir, falta de ordenación en el sistema neuromuscular generando 

enfermedades, que finalmente con llevan a la muerte (Casida & Quistad 2004, Casida 2009).  

 

La acetilcolinesterasa pertenece a la familia de enzimas conocidas como colinesterasas, las cuales 

pueden ser definidas como un grupo de esterasas de serina capaces de hidrolizar ésteres de colina, 

tales como la acetilcolina. Presentan una distribución muy amplia desde organismos unicelulares, 

plantas, invertebrados y vertebrados, se puede encontrar unida a la membrana celular o de forma libre 

en el espacio extracelular (Massoulié et al. 1993; Casida 2009). 
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Figura 3. Esquema de una sinapsis colinérgica. En la terminal presináptica la acetilcolin transferasa 

sintetiza la acetilcolina a partir de colina y acetil coenzima A. La ACh se acumula en las vesículas 

vía un transportador y se libera por la acción de potenciales de acción. La ACh se hidroliza por la 

acetilcolinesterasa (AChE) soluble o anclada a la membrana. La colina se recaptura por un 

transportados de alta afinidad presente en la sinapsis, adaptación de Koolman & Klaus (2005). 

 

 

 

Existen sustancias neuroactivas diferentes de los neurotransmisores como los neuropéptidos, que 

pueden desempeñar un papel en la transmisión sináptica, no generan la señal transmisora, pero la 

pueden regular. Estas moléculas pueden ser liberadas de las mismas terminales axónicas que lo 

neurotransmisores, y se conocen como neuromoduladores, no tienen efecto directo sobre la 

membrana postsináptica, en su lugar puede aumentar, prolongar, inhibir o limitar el efecto del 

neurotransmisor (Curtis et al. 2006).  

Existe una gran variedad de neurotransmisores y neuromoduladores cada uno tiene su mecanismo 

específico de síntesis, recepción, e inactivación. Desde el punto de vista del control de insectos otros 

neurotransmisores importantes son el ácido gamma aminobutírico (GABA), glutamato y octopamina 

(Qinfan et al. 2011; Klowden 2013).  
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3.4.1.2. Insecticidas que inhiben la sinapsis colinérgica 

 

Organofosforados y Carbmatos 

Los insecticidas organofosforados y carbamatos tienen grupos químicos diferentes, pero el 

mecanismo a través del cual producen toxicidad, se asocia con la inhibición de la enzima acetil 

coliensterasa, mediante inhibición competitiva irreversible. La acetilcolinesterasa genera la hidrolisis 

de la acetilcolina, al estar ihnibida la enzima, se genera acomulación de la acetilcolina en el espacio 

sináptico, interrumpiendo el impulso nervioso, lo que con lleva a la paralización del cerebro y muerte 

del insecto (Casida & Gary 1998; Casida et al. 2004; Casida 2009). 

 

 

Piretroides 

Los piretroides ejercen su acción de forma neurotóxica, generan constante estimulación y bloqueo 

exagerado del sistema nervioso. Son compuestos que se caracterizan por producir interferencia en el 

mecanismo de transporte ionico de la membrana del axón, también genera inhibición del calcio y 

magnesio, actuando sobre los neurotransmisores de las terminacione nerviosas, interfiriendo en la 

función neuronal (Corbel et al. 2006; Casida 2009; Rodríguez et al. 2011). 

 

 

Aceites esenciales 

Algunos aceites esenciales actúan generando una inhibición competitiva por el sitio de acción de la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE), generando una prolongación la acción del neurotransmisor 

acetilcolina, aumentando impulsos eléctricos permanentes que generan agotamiento muscular y 

efecto letal (Watoo & Tapanee 2014). 
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3.4.2. Insecticidas bloqueadores de la respiración celular. Existen insecticidas cuyo blanco de 

acción es la inhibición el transporte de electrones en alguno de los complejos (I-IV) de la cadena 

respiratoria mitocondrial o actuando como desacopladores de la fosforilación oxidativa. Estos 

compuestos pueden inhibir la formación de gradiente de protones y la síntesis de ATP. Por ejemplo 

pueden actuar sobre la NADH deshidrogenasa, bloqueando la transferencia de electrones entre la 

flavina y la ubiquinona afectando el complejo I, están los compuestos como cyenopirafen que inihibe 

la succinato deshidrogenasa, en el complejo II (Figura 4) (Moncada 2010; Narahashi et al. 2007). 

 

 

3.4.2.1. Insecticidas que inhiben la respiración celular 

 

Fenazaquin 

Dentro de estos compuestos se encuentran la rotenona y los acaricidas como fenazaquin inhibidores 

del transporte de electrones, a través del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial, impiden 

la oxidación del malato, glutamato y otros sustratos de las enzimas dependientes de NAD+, no 

permiten la formación de gradientes de H+ (Triepels et al. 2001). 

 

 

Clorfenapir 

El Clorfenapir es un tipo de compuesto químico lipófilico, se convierte en metabolito activo por la 

acción de las enzimas presentes en el intestino de los insectos al ser ingerido, actua como 

desacoplador de la fosforilación oxidativa en la mitocondria, alterando la permeabilidad en las 

membranas, el gradiente de protones y la síntesis de ATP. Esto conlleva a la muerte celular (Hunt et 

al. 1998; Vasudevan & Vaidyanathan 2011). 

 

 

Aceites esenciales 

Los aceites esenciales también incluyen compuestos con propiedades antioxidantes, como son los 

compuestos fenólicos y terpenoides. Algunos aceites esenciales muestran diferentes niveles de 

citotoxicidad dependiendo de su composición química, especialmente en relación con su contenido 

fenólico, afectando la permeabilidad de las membranas mitocondriales, actuando como 

desacopladores en las mitocondrias (Bakkali et al. 2008). A continuación, los inhibidores más 

comunes de la cadena respiratoria son descritos en la Tabla 1. 
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Figura 4. Cadena transportadora de electrones (Complejo I, II, III, IV). La cadena transportadora de 

electrones inicia, con el flujo de electrones desde en NADH o FADH2 al O2 a través de cuatro 

complejos proteicos situados en la membrana mitocondrial interna. 

 

 

 

Tabla 1.Inhibidores de la cadena respiratoria. 

Inhibidores de la cadena de transporte de electrones 

Complejo I 
Complejo 

II 
Complejo III Complejo IV 

Rotenona 

Carboxina 

 

Antimicina 

Naftoquinona 

Monóxido de carbono 

Cianuro (CN-) 

Azida (N3-) 

Sulfuro de hidrogeno (H2S) 

Barbitúricos 

Piericidina 

Fenazaquin 

Clorpromazina 

Inhibidores de la fosforilación oxidativa Desacoplantes 

Oligomicina (inhibe el flujo de protones hacia F0) 

Ionoforos (Valiomicina) 

Atractilosido (inhibe la translocasa) 

2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) 

2,4-dinitrocresol (2,4-DNC) 

Carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona 

(CCCP),Clorfenapir 
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3.4.3. Insecticidas reguladores de crecimiento. Los insecticidas conocidos como reguladores de 

crecimiento, se caracterizan por afectar funciones metabólicas específicas en los insectos, provocando 

principalmente un desequilibrio en el crecimiento y desarrollo del insecto. Estos compuestos imitan 

la acción de la hormona juvenil, inhiben la sintesis de quitina, también pueden acelerar el proceso de 

la muda antes que el organismo haya realizado sus procesos de morfogénesis, reproducción y 

embriogénesis normalmente. Los más detacados son los inhibidores de la síntesis de quitina y los 

análogos de la hormona juvenil (Ono 2014; Nishiura et al . 2003) 

 

 

3.4.3.1. Inhibidores de la síntesis de quitina. Son compuestos que interfieren con la síntesis de la 

quitina. La quitina es un amino polisacárido que forma partes esencial de la cutícula de artrópodos 

como insectos, garrapatas, ácaros, arañas, etc. que a su vez es el elemento protector esencial del 

exoesqueleto (Belinato et al. 2009).  

 

Para que los insectos puedan crecer en talla y desarrollarse, los estadios inmaduros de los artrópodos 

tienen que mudar y en la producción de esta nueva cutícula necesitan quitina, que es la que le produce 

la dureza. Los inhibidores de la síntesis de quitina hacen imposible esta síntesis: la larva o ninfa no 

puede mudar correctamente y muere en el intento. (Lau et al. 2010; Sadanandane et al. 2012). Los 

principales síntomas son distorsión de la endocutícula, lo cual ocasiona la ruptura de la cutícula y 

exudación de los fluidos internos del cuerpo, la larva se vuelve color oscuro debido a la oxidación de 

la hemolinfa exudada. Las sustancias activas de este tipo más empleadas son ciromazina, diciclanic 

y diflubenzurón (Lau et al. 2010; Sadanandane et al. 2012). 

 

 

3.4.3.2. Análogos de la hormona juvenil. Los análogos de la hormona juvenil, son compuestos que 

sustituyen la actividad de dicha hormona durante el desarrollo larval. Afectan sobre todo a la última 

etapa en donde se da el cambio de muda de larva a pupa. Las pupas no se forman correctamente o se 

encuentran en estadios intermedios entre larva y pupa, los adultos no emergen de la pupa 

interrumpiendo el proceso de desarrollo normal de los insectos. Los análogos de la hormona juvenil 

más empleados son fenoxicarb, metopreno y piriproxifén (Silva et al. 2003; Silva & Mendes 2007). 
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3.5. RESISTENCIA A INSECTICIDAS 

 

La resistencia a los insecticidas es considerado como un problema grave para el control vectorial, 

requiriendo un enfoque proactivo para combatirlo (Pavela 2015). La aparición de la resistencia está 

determinada por características genéticas intrínsecas de los vectores tales como la frecuencia y 

dominancia de los alelos resistentes, las formas de penetración en la cutícula, así como factores 

biológicos como ciclo de vida, número de descendientes por generación, aislamiento, movilidad y 

migración, y aspectos operativos como calibración de equipos, aplicación de dosis sub-letales o 

excesivas de insecticida, personal poco capacitado que usa indiscriminadamente los insecticidas 

(Rodríguez et al. 2011).  

 

La resistencia es definida como el desarrollo de la habilidad de tolerar dosis de tóxicos, las cuales 

resultarían letales a la mayoría de los individuos en una población normal de la misma. Estos 

problemas se han convertido en el principal impulso para una búsqueda de nuevas alternativas, 

aceptables para el medio ambiente, la salud y para la protección contra insectos. Entre las estrategias 

alternativas existentes está el uso de pesticidas a base de extractos de plantas (Pavela 2015). 

 

 

3.6. ACEITES ESENCIALES COMO ALTERNATIVA PARA EL CONTROL DE 

VECTORES  

 

Los AEs son líquidos aceitosos aromáticos obtenidos a partir de material vegetal (i.e. flores, hojas, 

tallos, ramas, semillas, frutos, raíces). Son sintetizados en pequeñas cantidades y de forma no 

generalizada por las diversas partes u órganos de las plantas. Su producción es restringida a un 

determinado género, familia, o especies de plantas (Burt 2004; Rattan 2010).  

 

Los aceites esenciales son productos derivados del metabolismo secundario e.g. no son esenciales 

para el metabolismo sino que son sintetizados como defensa, adaptación, etc (Zari 2012). Los aceites 

esenciales se caracterizan por ser mezclas complejas que pueden llegar a tener más de 100 

componentes, los cuales pueden ser compuestos alifáticos de bajo peso molecular (e.g. alcanos, 

alcoholes, aldehídos, cetonas, esteres y ácidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos.  
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La producción de estos metabolitos depende de las interacciones de las plantas con el medio ambiente 

e. g. protección frente a depredadores, patógenos o estrés ambiental que sufren durante su crecimiento 

o está relacionada con la maquinaria reproductiva de la planta i.e. atracción de insectos para la 

promoción de la polinización (Croteau 1987). En la Figura 5, se observa un esquema general de las 

vías biosintéticas de estos compuestos (Celis 2007). 

 

Desde la edad media, los seres humanos han utilizado los AEs por sus propiedades ya observadas en 

la naturaleza: protección de las plantas, antibacterianos, antivirales, antifúngicos e insecticidas. En la 

actualidad se conocen 3.000 aceites esenciales aproximadamente, de los cuales 300 son de 

importancia comercial, especialmente para la industria farmacéutica, agronómica, alimentaria, 

sanitaria, cosméticos y perfumes. Además, son usados por la medicina casera dada sus propiedades 

medicinales (Hajhashemi et al 2003; Silva et al. 2003). Algunos de ellos constituyen alternativas 

eficaces o complementarias a compuestos sintéticos de la industria química, sin mostrar los mismos 

efectos secundarios (Carson & Riley 2003). 

 

 

Figura 5. Principales interrelaciones entre el metabolismo primario y el metabolismo secundario de 

las células vegetales (Adaptado de Celis 2007). 
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 3.6.1. Composición química de los aceites esenciales. Los aceites esenciales son mezclas que 

pueden contener terpenos, terpenoides, compuestos aromáticos y alifáticos, caracterizados por bajo 

peso molecular. Los terpenos constituyen el 90% de los aceites esenciales y forman diferentes clases 

estructurales y funcionales. Los compuestos aromáticos se producen con menor frecuencia que los 

terpenos y se derivan del fenilpropano. Por último, los compuestos azufrados o componentes 

nitrogenados como glucosinolatos o derivados isotiocianato, también son característicos de los 

metabolitos secundarios pero en menor cantidad (Bakkali et al. 2008). Generalmente los componentes 

mayoritarios son los que determinan las propiedades biológicas del aceite esencial (Bakkali et al. 

2008).  

 

 

3.6.2. Efectos biológicos los aceites esenciales. Los AEs suelen exhibir diferentes efectos biológicos, 

entre los cuales se resaltan los siguientes: 

 

Citotoxicidad: debido a la gran cantidad de componentes, los aceites esenciales no tienen objetivos 

celulares específicos. Los AEs de carácter lipófilos, pasan a través de la pared y la membrana 

citoplasmática, alterando la estructura de sus diferentes capas de polisacáridos, ácidos grasos y 

fosfolípidos, y causan permeabilización de las membranas, asociada con la pérdida de iones y la 

reducción del potencial de membrana, el colapso de la bomba de protones y el agotamiento del ATP 

(Carson et al. 2002). En general, la actividad citotóxica de los AEs se debe principalmente a la 

presencia de fenoles, aldehídos y alcoholes. Esta propiedad es de gran importancia en las aplicaciones 

de los aceites esenciales contra ciertos animales, patógenos o parásitos humanos, y la conservación 

de los productos agrícolas o marinos (Bruni et al. 2004; Sacchetti et al. 2005). 

 

Fototoxicidad: algunos aceites esenciales contienen moléculas fotoactivas (furocumarinas), como el 

AE Citrus aurantium ssp (Bergamia) que contiene psoralenos que se unen al ADN y bajo exposición 

a la luz ultravioleta producen mono y bi-adductos que son citotóxicos y altamente mutagénicos 

(Averbeck et al. 1990).  Los AEs con moléculas fotoactivas pueden generar reacciones que conducen 

a la producción de radicales libres, los cuales pueden llegar a causar daños considerables a la 

membrana celular, el ADN y las proteínas (Averbeck et al. 1990). 
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3.6.3. Aceite esencial de Thymus vulgaris L. T. vulgaris es originario de la región del Mediterráneo 

y países vecinos, del norte de África y partes de Asia, (Hendawy et al. 2010; El-Nekeety et al. 2011). 

Es una planta utilizada como condimento culinario, sus hojas aromáticas se utilizan frescas o secas 

como condimento en salsas, sopas, carnes y pescados, aderezos para ensaladas, verduras, productos 

de confitería, bebidas y sirve como un conservante para alimentos especialmente a causa de su efecto 

antioxidante (Miladi et al. 2013). 

 

Tradicionalmente, la planta ha sido empleada en la medicina popular por sus propiedades 

farmacológicas y biológicas como antiespasmódicas, antiséptico, expectorantes, trastornos 

gastrointestinales y respiratorios (Affonso et al. 2009).  

 

Actualmente se reporta sobre su efecto antibacterianos, antioxidante, conservante de alimentos 

naturales aumentando su uso en la industria cosmética ha aumentado la importancia económica de 

este cultivo medicinal en todo el mundo.  Experimentos farmacológicos in vitro llevados a cabo 

durante la última década revelan actividades farmacológicas para el aceite esencial de T. vulgaris, 

para los compuestos principales como el timol y carvacrol (Miladi et al. 2013), presentando actividad 

como antibacterianos (Balushi et al. 2013), antifúngicos, antioxidantes (Lee et al. 2005; Bozin et al. 

2007) y mutagénicos (Nostro et al. 2007). 

 

 

3.7. ANÁLISIS In silico  

 

3.7.1. Principio de hibridación molecular.Describe el enfoque experimental y computacional que 

se debe estimar en el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas con actividad insecticida.  

Para llevar a cabo este análisis, Lipinski et al. 2001 formularon la regla de los cinco de Lipinski, que 

consiste en una comparación teórica entre los fragmentos de fármacos ya conocidos y los de la 

molécula a evaluar, en donde se tiene en cuenta las similitudes entre estos y su estructura química.  

 

Estos parámetros nos sugieren si una molécula tiene o no afinidad, con respecto a la permeabilidad 

medida por la lipofilicidad (mediante el índice de partición octanol/agua) y la solubilidad del fármaco 

en el organismo. Al analizar las propiedades de absorción, distribución, metabolismo y excreción, 
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además de propiedades de toxicidad aceptables para el organismo (ADME-Tox), los parámetros de 

Lipinski que debe cumplir una molécula para que un fármaco tenga buenas propiedades ADME-Tox 

son: 

 

- Peso molecular  ≤500 Da 

- Número de dadores de enlaces de Hidrógeno≤ 5 (-OH, -NH) 

- Número de aceptores de enlaces de H ≤ 10 (O, N) 

- LoqP≤ 5 (Partición Octanol/agua) 

 

También existen otros parámetros para tener en cuenta en el estudio de moléculas y/o fármacos, estos 

son: el número de enlaces rotables (NER) que mide la flexibilidad de la molécula según el número de 

enlaces sencillos acíclicos y el área superficial polar de la molécula (PSA) que se refiere a la sumatoria 

de las superficies de átomos polares (oxígeno, nitrógeno, azufre y fósforo), los valores aceptables 

son: NER≤10 y PSA≤5, si la molécula cumple con estos parámetros teóricamente tendrá 

permeabilidad a través del intestino delgado.  

 

Lipinski encontró que al combinar al menos dos de los parámetros nombrados anteriormente, se 

obtenía un rango inferior al 10%, lo que significa que si dos de los parámetros están por fuera del 

rango aceptable es posible que los parámetros ADME-Tox sean bajos, y no cumplan los parámetros 

de solubilidad y permeabilidad propios de la mayoría de los fármacos (Veber et al. 2002). 

  



 

38 

 

4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad biológica y el mecanismo de acción del aceite esencial extraido de Thymus 

vulgaris (Lamiaceae) frente a Stegomyia aegypti (Culicidae). 

 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Evaluar la actividad ovicida, larvicida, pupicida, adulticida, repelente y de repelencia a 

ovoposición del aceite esencial de Thymus vulgaris frente a Stegomyia aegypti. 

 

 Describir la acción del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre las enzimas relacionadas 

con la cadena respiratoria mitocondrial de Stegomyia aegypti.  

 

 Evaluar la existencia de inhibición de la acetilcolinesterasa en larvas de Stegomyia aegypti 

con la aplicación del aceite esencial de Thymus vulgaris. 

 

 Determinar la existencia de fragmentación de ADN extraído de larvas de Stegomyia aegypti 

cuando se somete a diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris. 

 

 Relacionar el análisis In Silico de los componentes mayoritarios de Thymus vulgaris con la 

acción biocida frente a Stegomyia aegypti. 
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5. JUSTIFICACIÓN 

 

El propósito de este trabajo de investigación se basó en proporcionar información necesaria sobre el 

efecto insecticida del aceite esencial de T. vulgaris, como futuro compuesto natural a ser empleado 

en los programas de control del vector del dengue S. aegypti.  

 

En la actualidad se conocen aproximadamente 3000 especies diferentes de aceites esenciales 

extraídos de plantas aromáticas, de los cuáles 300 son comercialmente importantes en la industria 

farmacéutica, alimenticia, cosmética y perfumería (Bakkali et al. 2008). Desafortunadamente, son 

muy pocos los estudios que han realizado pruebas que señalen el destino y modo de acción de los 

aceites esenciales con actividad contra los insectos y otros organismos (Casida 2009).  

 

Actualmente, la identificación y caracterización de los aceites esenciales, ha permitido establecer una 

lista de sustancias químicas con actividad farmacológica destacable, las cuales atribuyen a la planta 

diversas propiedades como: insecticidas y repelentes entre otras. Es así como, basados en las 

publicaciones acerca de las diversas actividades biológicas que representa el aceite esencial T. 

vulgaris, se hace necesario dilucidar el mecanismo de acción contra S. aegypti. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL Y MATERIAL BIOLÓGICO 

 

El aceite esencial de T. vulgaris fue suministrado por el Centro de Investigación en biomoléculas 

(CIBIMOL) y el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrialización de Especies 

Vegetales Aromáticas Medicinales Tropicales (CENIVAM), adscritos a la Universidad Industrial de 

Santander. 

 

La extracción del aceite esencial se realizó de cultivos de plantas que crecieron en el Municipio de 

Sucre (Santander) desde los 150 hasta 1.200 m de altitud, esta zona fue caracterizada por presentar 

suelos fértiles y condiciones climáticas (precipitaciones, temperatura y humedad) apropiadas para el 

crecimiento y desarrollo de la planta. La composición química se llevó a cabo utilizando el protocolo 

reportado por Stashenko et al (2004). El AE fue almacenado a 4oC en las instalaciones del Centro de 

investigaciones en enfermedades Tropicales (CINTROP) bajo el N° vaucher: 555843. 

 

Los bioensayos se realizaron con individuos de la colonia de S. aegypti cepa Rockefeller mantenida 

en jaulas de cría (40×40×40 cm) en el insectario del CINTROP a una temperatura de 25 ± 5ºC, 

humedad de 70 ± 5% y fotoperiodo 12:12. Los adultos de S. aegypti se alimentaron con una solución 

azucarada de miel al 10%, la cual se remplazaba día por medio (Figura 6). Las hembras se 

alimentaron una vez por semana, usando ratas tipo raza Wistar WI IOPS AF/Han Las ratas fueron 

facilitadas por el bioterío de la Universidad Industrial de Santander, cumpliendo las disposiciones de 

la ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia y la Resolución 8430 de 1993 del Ministerio de Salud 

de Colombia.  

 

Figura 6. Alimentación de adultos con solución azucarada al 10% y de hembras con rata tipo 

Wistar 
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Las hembras de S. aegypti eran alimentadas con la sangre de la rata. Luego se colocaba en el interior 

de la jaula un dispositivo de oviposición (Figura 7). Después de 5 a 7 días de oviposición, se retiraba 

el papel filtro del contenedor y se dejaban secar los huevos por tres días a temperatura ambiente, para 

permitir la maduración de los embriones. Posteriormente se estimulaba la eclosión de las larvas 

sumergiendo los huevos en agua y alimentándolos con alimento para peces. Las larvas eran 

mantenidas en bandejas plásticas y alimentadas con alimento para peces. Cuando alcanzaban el 

estadio de pupa en las bandejas plásticas, se selecciónaban en un recipiente y se pasaban a las jaulas 

de cría de adultos (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Dispositivo de oviposición.  

 

 

 

 
Figura 8. Selección de pupas.  

 

 

 

 

6.2. BIOENSAYOS ACTIVIDAD OVICIDA 

 

Los ensayos de actividad ovicida se realizaron siguiendo el método de Su y Mulla 1998 con algunas 

modificaciones. Se seleccionaron 20 hembras grávidas y se distribuyeron al interior de una jaula de 

seguridad de 40x40x40 cm. Al interior de la jaula se colocaron cinco dispositivos de oviposición, 

cuatro de ellos con las respectivas concentraciones del AE de T. vulgaris (1, 5, 37 y 50 mg.mL-1) y 



 

42 

 

un control (DMSO al 0.5%) (Figura 9). Después de aproximadamente 4 horas de la oviposición 

(HDO) de una de las concentraciones, se seleccionó una muestra de huevos frescos (50-100 huevos 

en total). Los huevos se mantuvieron separados de acuerdo con cada concentración de AE y se 

estimularon para eclosionar, sumergiéndolos en agua y alimentándolos con alimento para peces. El 

procedimiento de recolección de huevos y su posterior eclosión se llevó a cabo diariamente durante 

un total de cuatro días. 

 

 

Figura 9. Diagrama de ensayo actividad ovicida. 

 

 

 

 

Tanto para huevos frescos como para huevos embrionados se evaluó el porcentaje de eclosión 

aplicando la siguiente formula (Su y Mulla. 1998): 

 

% Eclosión huevos=
Número total de larvas eclosionadas

número total de huevos
 𝑥 100 

 

 

 

6.3. EFECTOS DE T vulgaris SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 

 

Para identificar posibles alteraciones en el desarrollo embrionario se siguió el método de Su y Mulla 

(1998) con algunas modificaciones. Se realizó la aclaración de los huevos ovipositados en las 

diferentes concentraciones del AE (1, 5, 37 y 50 mg.mL-1). Se usó una solución de Clorox® al 20% 

durante 10-20 minutos. Luego de realizar el aclaramiento, los huevos se observaron bajo con un 
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microscopio Nikon H550L de campo claro y se identificaron las etapas embrionarias de acuerdo con 

(Farnesi 2009; Vargas et al. 2014). Se tomaron fotografías de los embriones que mostraron cambios 

morfológicos representativos a cada concentración, se examinaron al menos 100 embriones. Los 

huevos que no eclosionaron después de siete días se consideraron huevos con el embrión muerto. 

 

 

6.4. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD LARVICIDA 

 

Para los ensayos de actividad larvicida se seleccionaron larvas entre tercer y cuarto estadio. Se 

evaluaron cinco concentraciones del AE (10, 20, 30,45, y 58 mg.mL-1) y un control por concentración 

(DMSO al 0.5 %). Por cada concentración se usaron 50 larvas. La lectura de mortalidad se tomó a las 

24 y 48 horas después de la exposición. El ensayo se repitió tres veces en días diferentes y se 

determinó el porcentaje de mortalidad y las concentraciones letales: CL50 y CL95.  

 

 

6.5. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD PUPICIDA 

 

Para los ensayos de actividad pupicida se seleccionaron pupas entre 12 y 24 horas después de pasar 

por el cuarto estadio larval. Se evaluaron tres concentraciones del AE (250, 310 y 390 mg.mL-1) y un 

control (DMSO al 0.5 %). Para cada concentración se usaron 20 pupas. Los ensayos fueron realizados 

por triplicado en días diferentes y se determinó el porcentaje de mortalidad en las diferentes 

concentraciones a las 24 y 48 horas de exposición al AE.  

 

 

6.6. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD ADULTICIDA 

 

La actividad adulticida se evaluó de acuerdo con el método de botella CDC (Brogdon y McAllister 

1998). Botellas de vidrio Wheaton 250 mL se impregnaron con el AE a tres concentraciones (30, 300 

y 1000 mg.mL-1) y un control (Acetona). Se usaron 40 hembras por cada concentración. (Figura 10). 

La actividad adulticida se registró inicialmente en 0 a 2 minutos de exposición, y cada 15 minutos a 

partir de la exposición hasta por 2 horas. La tasa de mortalidad se calculó 24 horas después del 

bioensayo.  
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Figura 10. Diagrama de impregnación de botellas. A. Impregnación de la botella con el aceite 

esencial de T. vulgaris. B. Homogenización del aceite esencial. C. Exposición de adultos a cada 

concentración del AE. 

 

 

 

6.7. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD REPELENCIA A LA PICADA DE LOS MOSQUITOS 

 

Los ensayos de actividad repelente en humanos se realizaron usando 20 hembras entre 5-10 días de 

emergidas de S. aegypti, grávidas nulíparas y únicamente alimentadas a base de glúcidos de acuerdo 

con la metodología propuesta por la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM) (2000) 

y el método ASTM-E951-94 para bioensayos de repelencia.  

 

Este experimento utilizó los brazos de los voluntarios después de su consentimiento informado 

aprobado por el Comité Ética (Anexo A), se marcó un área de 4 cm2, el antebrazo derecho se usó para 

evaluar el AE a una concentración de 1000 mg.mL-1y el brazo izquierdo para el tratamiento de control 

(Acetona). Luego de 10 minutos (tiempo de secado) después de cada aplicación. Se utilizaron dos 

dispositivos acrílicos rectangulares (18 x 5 x 4 cm) para contener las hembras para el experimento 

(Cintrop, Diseño 201,Figura 11). Los dispositivos tenían dos aberturas, cada uno de 29 mm de 

diámetro, de modo que una sección del antebrazo del voluntario estaría expuesto a los mosquitos. Se 

registró el número de picaduras y aterrizajes durante los primeros 2 minutos y en intervalos de 15 

minutos hasta la primera picada. Tres réplicas de cada experimento se llevaron a cabo en días 

diferentes.  
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Para calcular el porcentaje de repelencia, se usó la fórmula propuesta por Phasomkusolsil y Soonwera 

(2011a), para cada uno de los intervalos de tiempo (Tawatsin et al. 2001; Thavara et al. 2001). 

 

% Repelencia =
Número de picada en control − Número de picadas en el tratamiento

Numero de picada en control
𝑥 100 

 

 

Figura 11. Uso de dispositivo en acrílico para ensayo de repelencia. A. Dispositivo en acrílico. B. 

ubicación del dispositivo en antebrazo. C. Puerta abierta para exposición de área impregnada con el 

AE a los mosquitos. 

 
 

 

6.8. BIOENSAYOS ACTIVIDAD ATRAYENTE Y/O DETERRENTE PARA LA 

OVIPOSICIÓN 

 

Se evaluó la preferencia de oviposición de hembras nulíparas, grávidas, con el abdomen visiblemente 

hinchado por la alimentación sanguínea, mediante el uso de dispositivos de oviposición. Los cuales 

consistieron en vasos de vidrio revestidos con papel filtro Whatman ® # 1, que contenían 30 mL de 

agua (especificar el tipo de agua) con diferentes concentraciones del aceite esencial (5, 50 y 200 

mg.mL-1) y un control (DMSO al 0.5%). Los dispositivos, se distribuyeron en cuatro jaulas de 

seguridad de 40×40x40x40 con 10 hembras (Figura 12). 

 

Los vasos se cambiaron cada 24 horas, manteniendo las concentraciones y eran  rotados 90° en sentido 

anti-horario, con el fin de evitar preferencias de la hembra por ovipositar en un lugar particular. 

Diariamente se registró el número de huevos puestos en cada concentración. El ensayo duro un total 

de seis días y fue llevado a cabo por triplicado (Figura 13) 
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Figura 12. Jaulas de experimentación con adultos de S. aegypti. 

 

 
 

 

Se determinó el índice de actividad de oviposición (IAO), según lo sugerido por Kramer y Mulla 

(1979), delimitado los valores del IAO en rangos desde -1 a +1. Los criterios para determinar la 

atracción o la disuasión, fueron los siguientes: los valores positivos indicaron la ocurrencia de más 

huevos en el tratamiento en comparación con el control, lo que confirma una atracción cuando la 

puesta de huevos es mayor que en los tratamientos. Menos huevos puestos en el tratamiento en 

comparación con los controles indicaron que la puesta de huevos es disuadida. Los compuestos con 

IAO mayores o iguales a 0,3 se consideran atrayentes y compuestos con un IAO menos de o igual a 

-0,3 se consideran elementos disuasivos. 

 

Figura 13. Diseño de bioensayo de oviposición. Los dispositivos para la oviposición se colocaron en 

el centro de la jaula. Cada dispositivo contenía los siguientes medios (letras color rojo): a) Control 

agua, (b) 5 mg.mL-1de AE, (c) 50 mg.mL-1 de AE, (d) 200 mg.mL-1de AE. 
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6.9. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE LARVAS DE S. aegypti 

 

Las mitocondrias se aislaron de larvas entre tercer y cuarto estadio, por centrifugación diferencial de 

acuerdo a lo descrito por Voss et al. 1961, con algunas modificaciones, utilizándose como medio de 

aislamiento: D-manitos 250mM, HEPES, a un pH 7.2, EGTA 1mM y BSA 0.1% p/v. 

 

Las larvas fueron procesadas en un homogeneizador Van Potter Elvehjen y la suspensión obtenida se 

filtró usando lana de vidrio. El material final se centrifugó a 300g × 5 min a 4◦C. Se descartó el 

sedimento y se centrifugó el sobrenadante a 8000 g × 10 min a 4°C. El precipitado obtenido, fue re-

suspendido en medio de extracción y se centrifugó a 300 g × 5 min a 4°C. El sobrenadante se re-

suspendió en medio de extracción sin BSA y se centrifugó a 7000 g × 10 min a 4°C. Finalmente el 

precipitado resultante se resuspendió en buffer de aislamiento sin BSA y se mantuvo a 4°C hasta su 

utilización 

 

 

6.10. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

MITOCONDRIALES 

 

La concentración de proteína en las mitocondrias se determinó por el método colorimétrico de 

Bradford (1976). Para esto se usó albúmina como patrón, para realizar las curvas análiticas, disuelta 

en buffer de fosfato. El ensayo se basa en la formación de un complejo entre el colorante azul de 

Coomassie 0-250 y los aminoácidos básicos y aromáticos de las proteínas. Las medidas se llevaron a 

cabo usando un espectrofotómetro, marca VERSAMAX. Para la cuantificación se realizaron 3 

diluciones 1:100, 1:150, 1:200 de la mitocondria obtenida y agua como blanco. 

 

 

6.11. DETERMINACIÓN DEL CONSUMO DE OXIGENO 

 

Se usaron mitocondrias aisladas de larvas tal como se describió anteriormente, utilizando un medio 

de incubación compuesto por: HEPES 10mM (pH7.4), EGTA 0,1 mM, manitol 125 mM, KCL 65 

mM, suplementadas con glutamato de sodio 5 mM y succinato de sodio 3 mM, fosfato 1.6 mM y 

ADP 0.6 mM. Se evaluó el efecto de tres concentraciones (27, 32 y 46 mg.mL-1) del aceite esencial 
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de T. vulgaris sobre la cadena respiratoria mitocondrial, obtenidas apartir de las concentraciones letal 

10, 20 y 50% en larvas. Para tal fin, se realizaron ensayos sobre la velocidad del consumo de oxígeno 

en presencia de ADP (estado 3), velocidad del consumo de oxígeno después del agotamiento del ADP 

(estado 4) y sobre el coeficiente de control respiratorio (CCR). Cada uno de estos parámetros fue 

evaluado, con dos sustratos independientes, glutamato (5 mM) y succinato (3 mM), adecuados para 

evaluar el transporte de electrones desde los complejos I y II de la cadena respiratoria mitocondrial.  

 

El consumo de oxígeno de las mitocondrias tratadas fue determinado polarográficamente en un 

oxígrafo, utilizando un electrodo tipo Clark, acoplado a un registrador, marca Hansatech. Los 

resultados se expresaron en nmol de O2 consumido × min-1.mg-1 de proteína considerándose la 

solubilidad del oxígeno en agua a la temperatura usada y a 1 atm (VOSS et al. 1961).  

 

 

6.12. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS MITOCONDRIALES 

 

6.12.1. Preparación de la suspensión mitocondrial para la determinación de la actividad de las 

enzimas mitocondriales. Las suspensiones mitocondriales obtenidas de acuerdo al ítem 6.9, se 

congelaron a -70°C hasta el momento de su uso, luego fueron fragmentadas a través de ultrasonido 

durante 10 minutos y mantenidas en baño de hielo durante el desarrollo de los ensayos.  

 

La actividad de las enzimas relacionadas con la cadena transportadora de electrones (NADH 

deshidrogenasa, NADH oxidasa, succinato deshidrogenasa, succinato oxidasa y NADH citocromo C 

reductasasa) se determinaron en un espectrofotómetro marca SHIMAZU UV-1800, utilizando el 

programa UV-Probe 2.33 y polarográficamente en un oxígrafo, marca Hansatech utilizando el 

programa oxigraph plus. El AE de Thymus vulgaris se evaluó a 46 mg.mL-1, siendo incubado durante 

dos minutos con la proteína mitocondrial antes de inducir la reacción, para todas las enzimas 

estudiadas. 
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6.12.2. NADH oxidasa. La actividad de la NADH oxidasa fue determinada por el método de Singer 

1974. La velocidad de oxidación del NADH se traduce en la velocidad de consumo de oxígeno, 

acompañado polarográficamente. El sistema de reacción se compuso por tampón fosfato 80 mmol.L-

1 (pH 7,4), EDTA 50 μM, NADH 0,17 mM y 1 mg de proteína mitocondrial. La temperatura se 

mantuvo controlada a 28°C y la reacción fue iniciada por la adición de NADH. 

 

 

𝑁𝐴𝐷𝐻 +
1

2 
𝑂2 + 𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻2𝑂 

Esquema de reacción de NADH. (Singer 1974). 

 

 

6.12.3. NADH deshidrogenasa. La actividad de la enzima fue determinada por el método 

espectrofotométrico de Mason et al. 1973, usando ferrocianato como receptor artificial de electrones 

en la presencia de rotenona, la reacción fue monitoreada a 420 nm. El sistema de reacción estuvo 

compuesto de tampón fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2.0 mM, NADH 0.2mM, ferrocianato de 

potasio 600 mM, rotenona 1mM, NaCN 1 mM y 1mg de proteína mitocondrial. La reacción fue 

iniciada por la adición de ferrocianuro y se monitoreo durante 3 minutos  

 

 

𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ +  2𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑢𝑟𝑜− → 𝑁𝐴𝐷+ + 2𝐻+ + 2𝑓𝑒𝑟𝑟𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑢𝑟𝑜 

Esquema de reacción NADH deshidrogenasa. (Singer 1974) 

 

 

6.12.4. NADH Citocromo C reductasa. La actividad de esta enzima se determinó 

espectrofotométricamente a través del monitoreo de la velocidad de reducción del citocromo C a 550 

nm. El sistema de reacción estaba constituido de: tampón fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, 

NADH 50 mM, citocromo C (oxidado) 40 mM,  NaCN 1 mM y 1m g de proteína mitocondrial. Todos 

los reactivos excepto el citocromo C, fueron incubados por 10 min a 28°C, la reacción se inició por 

la adición del citocromo C y la lectura se realizó durante 2 minutos (Somlo 1965). 
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6.12.5. Succinato oxidasa. La actividad de esta enzima se determinó con base en la velocidad de 

consumo de oxígeno, medida polarográficamente en un oxígrafo. El sistema de reacción se compuso 

por tampón fosfato 80 mM (pH 7,4), succinato 10 mM y 1 mg de proteína mitocondrial. La 

temperatura se mantuvo controlada a 28°C y la reacción fue iniciada por la adición de succinato 

(Singer 1974). 

 

 

6.12.6. Succinato deshidrogenasa. La actividad de la succinato deshidrogenasa fue determinada 

utilizando DCPIP (2,6-dicloroindofenol) y PMS (5-metilfenazinametil sulfato) como receptores 

artificiales de electrones. La velocidad de reducción del DCPIP fue monitoreada a 600 nm en un 

sistema de reacción compuesto por tampón fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4), succinato de sodio 20 

mM, EDTA 2 mM, NaCN 1 mM, rotenona 1 mM, PMS 1 mM y 2 mg de proteína mitocondrial. Los 

reactivos presentes en el sistema, excepto el PMS y el DCPIP fueron incubados por 10 minutos a 

28°C, la reacción fue iniciada por la adición de DCPIP 180 μM (Toomas 1974). 

 

 

6.13. ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 

ACETILCOLINESTERASA  

 

La inhibición de la actividad de enzima acetilcolinesterasa (AChE) se determinó utilizando el método 

colorimétrico de Ellman modificado por López et al (2002). El ensayo se realizó in vivo e in vitro. 

 

6.13.1. Ensayo In vitro: El ensayo se realizó en micro placas de 96 pozos que contenían 100 µL de 

AChE (Enzima comercial) disuelta en fosfato tampón (8 mM K2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 M 

NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,6) y 50µL del AE disuelta en el mismo tampón.  

Las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de 100 µL de la solución 

de sustrato formada por Na2HPO4 0,1 M, ácido 5,5´-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB) 0,5 M, ioduro de 

acetilcolina (ACTI) 0,6 mM  en agua Millipore,  pH 7,5. Las absorbancias se leyeron en un lector de microplacas 

Labsystems® (Helsinki, Finlandia) a 405 nm después de 5 minutos. 
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6.13.2. Ensayo In vivo: El ensayo se realizó en microplacas de 96 pozos que contenían 100 µL del 

homogenizado de larvas disuelto en tampón fosfato  (8 mM K2HPO4, 2,3 mM NaH2PO4, 0,15 M 

NaCl, 0,05%Tween 20, pH 7,6) y 50 µL del AE disuelta en el mismo tampón.  

Las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de 100 µL de la solución 

de sustrato: Na2HPO4 0,1 M, DTNB 0,5 M, ACTI 0,6 mM en agua Millipore, pH 7,5. Las absorbancias se leyeron 

en un lector de microplacas Labsystems (Helsinki, Finlandia) a 405 nm después de 5 minutos. 

 

El porcentaje de inhibición se calculó usando la ecuación: 

 

(%)𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = 100 − (
𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 ) ∗ 100               Abs Muestra = Absorbancia de la muestra 

                                                                                           Abs Control =Absorbancia del control 

 

La concentración a la cual el AE proporciona una inhibición del 50% (IC50) se obtuvo mediante el 

porcentaje de inhibición frente a la concentración del AE. 

 

 

6.14. ENSAYOS SOBRE EL EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE T. vulgaris EN LA 

DEGRADACIÓN DEL ADN 

 

La extracción de ADN se realizó de larvas entre tercer y cuarto estadio expuestas a diferentes 

concentraciones del AE (27,32, 46 y 82 mg.mL-1), usando el kit de extracción, UltraClean® Tissue 

and Cells DNA Isolation. Para observar si el AE inducia la fragmentación del ADN en las larvas 

expuestas, se empleó la metodología propuesta por Kumar et al. 2008, con modificaciones y se 

realizaron tres diseños experimentales de exposición del AE al ADN. 

Ensayos: 

1. Larvas expuestas a cuatro concentraciones del AE: 27, 32,46 y 82 mg.mL-1, un control 

negativo (DMSO 0,5%) y un control positivo (Camptotecina 4µM) durante 24 horas. 

2. Homogenizado de larvas expuesto a cuatro concentraciones del AE: 27, 32,46 y 82 mg.mL-1 

y un control positivo (Camptotecina 4µM) durante la extracción del ADN. 

3. Adición directa de cuatro concentraciones del AE: 27, 32,46 y 82 mg.mL-1 y un control 

positivo (Camptotecina 4µM) sobre el ADN extraído de larvas sin exposición al AE. 
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El ADN resultante se sometió a electroforesis en gel de agarosa 1% (100 V) y se tomaron fotografías 

de cada corrida. Se usó como modelo de interpretación la Figura 14. Muerte generada por apoptosis: 

observación de fragmentación del DNA en forma de “scalera” y  muerte por necrosis observación del 

ADN que forma de "mancha continua” se observa en forma de un  extendido continuo (Gavrieli et al. 

1992; Matassov et al. 2004) (Figura 14). 

 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de ADN procedente de cultivo celular. A) Control, B) 

Fragmentación de ADN apoptótico (forma de escalera), C) Daño al ADN necrótico (forma un 

extendido continua). https://upload. Apoptotic_ADN_Laddering.png  

 

 

 

6.15. Cribado virtual: Análisis In Silico de los compuestos mayoritarios Timol y p-cimeno  

 

6.15.1. Cálculo de los parámetros de Lipinski. Para la obtención de los parámetros de Lipinski se 

utilizó el software libre: Molinspiration desarrollado por Novartis: http://www.molinspiration.com/. 

 

Tabla 2. Parámetros de Lipinski que deben cumplir los compuestos mayoritarios del AE. 

P.M 

(g/mol) 

LogP NDEH 
(-OH, -NH) 

NAEH 
(O, N) 

NER PSA 

Å2 

≤ 500Da LoqP ≤ 5 ≤ 5 H ≤ 10 ≤ 10 ≤140 Å2 

Peso molecular (P.M), Partición octanol/agua (LogP), número de dadores de enlaces de hidrogeno 

(NDEH),  número de aceptores de enlaces de hidrógeno (NAEH), número de enlaces rotables (NER) 

y área superficial polar de la molécula (PSA). 

 

http://www.molinspiration.com/
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6.15.2. Cálculo de los valores de solubilidad y riesgo de los componentes mayoritarios del AE 

contra el ser humano. Estos valores se calcularon usando el software libre del programa Osiris 

Property Explorer desarrollado por Actelion: http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/.  

 

Este programa utilizó una base de datos de diferentes moléculas y predijo los fragmentos de aquellas 

que presentaban riesgo biológico se calculó los parámetros de Lipinski y la solubilidad del compuesto, 

dando un valor de afinidad para ser fármaco (druglikeness y drug-score), este valor fue calculado por 

el software tomando las contribuciones de las propiedades individuales (cLogP, P.M, PSA, 

solubilidad y riesgos de toxicidad). Para la clasificación de riesgo, se utilizó un código de colores 

establecido en el programa: rojo para riesgo alto, naranja para riesgo medio y verde para riesgo bajo. 

 

 

6.16. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados fueron analizados utilizando Statistica v11. Los datos con p <0,05 se consideraron 

significativos. Todos los datos se tabularon y se sometieron a una prueba de normalidad. Cuando eran 

normales, se realizó el análisis de varianza (ANOVA). Si la distribución no fue normal, se realizaron 

pruebas no paramétricas. 

 

  

http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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6. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

Los procedimientos de laboratorio de esta propuesta de investigación, se llevaron a cabo de acuerdo 

a lo establecido en el artículo 11 de la resolución 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, en la cual 

se calificó como una investigación de riesgo mínimo. Basados en la última actualización del libro 

“Principles of biomedical ethics” de Beauchamp & Childress (2009), se analizaron los 4 principios 

éticos en lo referente a este estudio. 

 

1. Autonomía: para cumplir con este principio, las personas voluntarias que accedieron a los 

ensayos de actividad repelente fueron tratadas como agentes autónomos. Por tal motivo y 

teniendo en cuenta el respeto a las personas manejamos un “consentimiento informado” de 

manera que los participantes podían considerar participar o no en el ensayo, minimizando la 

posibilidad de coerción o influencia indebida. Se les indicó a los participantes que inscribirse 

en la investigación era un acto voluntario y que podían retirarse del ensayo en cualquier 

momento, sin penalidad ni pérdida de beneficios.  

 

2. Beneficencia / No maleficencia: el presenté trabajo de investigación presentó un grado de 

riesgo mínimo y dentro de los posibles riesgos que podían enfrentar los participantes en la 

investigaciones fue :  

 

Riesgo Físico: picazón generada por la alimentación del mosquito en el caso en que el aceite no 

presentara actividad repelente. Presencia de enrojecimiento de la piel y posible alergia. Luego de 

terminada la prueba los voluntarios recibían limpieza con alcohol al 70% en el área expuesta (4 cm2) 

y se le aplicó tópicamente loción de caladryl® en el área.  

 

3.  Justicia: en el proyecto de investigación tratamos a los voluntarios de forma justa e 

imparcial en base a los riesgos y potenciales beneficios asociados con la investigación. 

 

El manejo de los animales como es el caso, de las ratas tipo Wistar WI IOP AF/Ham facilitadas por 

el bioterío de la Universidad Industrial de Santander para alimentar la colonia de Stegomyia aegypti, 

cumplió con lo establecido en la Ley 84 de 1989 del Congreso de Colombia y la Resolución 008430 

de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.  

https://pphi.nihtraining.com/glossary.php#coercion
https://pphi.nihtraining.com/glossary.php#undue_influence
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7. RESULTADOS 

 

 

7.1. COMPOSICIÓN QUÍMICA DEL ACEITE ESENCIAL 

 

En el perfil químico de los extractos del aceite esencial T. vulgaris, utilizando cromatografía de gases 

acoplado a espectrometría de masas (GC-MS), se identificaron 7 compuestos (Tabla 3). Las 

estructuras químicas de los compuestos se observan en la Figura 15. El timol fue el compuesto 

mayoritario representando el 42% del total de compuestos presentes en el aceite esencial y el 

compuesto carvacrol fue el menos abundante representando el 2.0%. 

 

Tabla 3.Composición química del aceite esencial de Thymus vulgaris. Los datos provistos por el 

CENIVAM. 

Compuestos químicos del aceite esencial de Thymus vulgaris Porcentaje (%) 

p-cimeno 26.4 

Linalol 2.9 

timol 42.0 

carvacrol 2.0 

-terpineno 6.3 

trans--cariofileno 2.6 

Viridiflorol 8.1 
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Figura 15. Estructuras químicas de los componentes del aceite esencial de T. vulgaris. *Planta de 

Thymus vulgaris. (Autor). 

 

 

 

7.2. ACTIVIDAD OVICIDA DEL ACEITE ESENCIAL 

 

El aceite esencial de T. vulgaris presentó actividad ovicida en todas la concentraciones evaluadas, 

inhibiendo el porcentaje de eclosión huevos frescos a las concentraciones de 1, 5, 37 y 50 mg.mL-1 

en 63%±1,2, 36%±9,8, 38%±7,3, 50%±1,2, respectivamente.  

En huevos embrionados a las mismas concentraciones en 12%±4,1, 42%±9,0, 41%±7,9 y en 50%±5,7 

respectivamente, se observaron diferencias estadísticamente significativas al comparar las 

concentraciones con el porcentaje de eclosión tanto en huevos frescos como en huevos embrionados 

(p<0.05). También se observó una correlación inversa en la exposición de los huevos al AE, al 

aumentar la concentración se generó una disminución en el porcentaje de eclosión tanto en huevos 

frescos como en embrionados (r= -0.617). En general la inhibición en el porcentaje de eclosión fue 

más alta en huevos frescos (Figura 16). 
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Figura 16. Porcentaje de eclosión de huevos frescos y embrionados cuando son estimulados a 

eclosionar en agua libre de cloro y direntes concentraciones del AE de T. vulgaris. Huevos frescos de 

aproximadamente 4 horas después de la postura. Huevos embrionados de máximo 120 horas. * 

Diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones y el control (P <0,05); prueba 

de Kruskal-Wallis: H (4, N = 24) =15.03955 p<0.003 

 

 
 

 

7.3. EFECTO DEL AE SOBRE EL DESARROLLO EMBRIONARIO 

 

El porcentaje de eclosión se determinó hasta 144 horas después de la oviposición (HDO). De esta 

manera se garantizó que los huevos tuvieran un tiempo razonable para completar el desarrollo 

embrionario (Rezende et al. 2008b; Farnesi. 2009; Santos et al. 2012). Las alteraciones encontradas 

en los embriones después de 144 HDO se observan en la Figura 17. 

En la Figura 17 (A) se muestra un embrión control de 96 horas de edad con desarrollo embrionario 

completo, donde se pueden apreciar todas las características de una larva lista para eclosionar, la 

cabeza diferenciada, tres segmentos torácicos fusionados, ocho segmentos abdominales y sifón 

respiratorio con estructuras asociadas (Clements 1992). En la Figura 17 (B) se observa un embrión 

ovipositado a la concentración de 1 mg.mL-1, en el cual no se observan diferentes caracteres 

morfológicos externos al compararlo con el control. En la Figura 17 (C) se puede ver un embrión 

expuesto a una concentración de 5 mg.mL-1, en donde hay una separación evidente de la cabeza y los 
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segmentos torácicos. En la Figura 17 (D) se muestra un embrión ovipositado despues de ser expuesto 

a una concentración de 37 mg.mL-1el cual carece de segmentación torácica y abdominal. En la Figura 

17 (E) se observa un embrión expuesto a la concentración de 50 mg.mL-1, el cual es semejante a un 

embrión que se encuentra en las primeras etapas de desarrollo, sin la formación y el desarrollo de la 

ranura cefálica, segmentación torácica y abdominal. Lo anterior muestra que el aumento de la 

concentración del AE genera un retraso en el desarrollo embriológico de S. aegypti. 

 

Figura 17.Embriones de huevos de S. aegypti expuestos a diferentes concentraciones del AE de T. 

vulgaris que no eclosionaron después de incubación durante 144 horas. (A) Huevo embrionado en 

agua destilada (control). (B-E) Huevos embrionados. (B) 1 mg.mL-1. (C) 5 mg.mL-1.(D) 37 mg.mL-1. 

(E) 50 mg.mL-1. 

 

 

 

7.4. ACTIVIDAD LARVICIDA 

 

Las cinco concentraciones empleadas en la evaluación de la actividad larvicida del AE registraron 

valores de mortalidad altos, alcanzando un 75% a las 24 horas a 58 mg.mL-1, mientras que a las 48 

horas a esta misma concentración se observó un 80% de mortalidad. Los valores del porcentaje de 

mortalidad que se obtuvieron para 24 y 48 horas de exposición se encuentran registrados en la Tabla 

4. También se observa un aumento, en la actividad larvicida del aceite esencial, cuando se aumenta 

la concentración y el tiempo de exposición. 
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Tabla 4. Porcentaje de mortalidad de larvas S. aegypti  expuesta al AE de Thymus vulgaris durante  

24 y 48 horas de exposición. 

 

 

Los rangos de los valores de las concentraciones letales al 50% y 95% con sus límites de confianza 

se muestran en la Tabla 5. Los resultados obtenidos de la CL50 y CL95 = 46 y 52 a 24 horas fueron y 

para 48 horas CL50 y CL95 = 95 y 148 mg.mL-1.  

 

 

Tabla 5. Actividad larvicida en mg-mL-1 del AE de T. vulgaris contra larvas de S. aegypti 

Aceite 

esencial 
24 h 

  
48 h 

(AE) CL50 CL95 χ2  CL50 CL95 χ2 

T. 

vulgaris 
58.3 (44.40-67.72) 87.6(73.3-114.24) 2.5 

  

51.6(45.1-55.03) 148(102.6- 295.6) 1,07 

LC50 es la concentración letal que causa la mortalidad al 50% de las larvas expuestas al tratamiento. 

LC95  es la concentración letal que causa mortalidad al 95% de las larvas expuestas a tratamiento. 

El intervalo de confianza se da entre paréntesis. El análisis estadístico fue ajustado al modelo probit 

(Finney 1971). χ2  chi-cuadrado. 

 

Aceite esencial  Concentración 

( mg-mL-1 ) 

 

Porcentaje de mortalidad *    

 

24h        

(%±DS) 

 

48h 

T. vulgaris 

0 0 a 0 a 

12 6±0.75a 7±1.1a 

20 8±0.75a 8±1.1a 

30 16±1.4a 17±1.3a 

45 37±2.5a 43±3.2a 

58 75±2.3b 80±2.9c 

*La tasa de mortalidad de las réplicas de cada concentración evaluada. Los valores con letra 

diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones evaluadas 

en comparación con el control (P <0,05); b: prueba de Kruskal-Wallis, H (5 N = 19) = 16,23713 p 

<0.0062; c: prueba de Kruskal-Wallis, H (5, N = 19) = 15,28568 p <0.0092. 
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7.5. ACTIVIDAD PUPICIDA 

 

El aceite esencial de T. vulgaris presentó actividad pupicida. Se observó que el AE presenta un efecto 

toxico sobre las pupas en todas las concentraciones evaluadas, con valores de 22±3.3 y 42±5.4% para 

250 mg-mL-1, de 35 ±4.6 y 53±5.4 % para 310 mg-mL-1, de 63±4.7 y 72±4.2% a 390 mg-mL-1 a 24 

y 48 horas de exposición, respectivamente. Se observaron diferencias estadísticamente significativas 

en la concentración de 390 mg-mL-1para 24 y 48 horas.  

 

El AE generó un efecto similar que aquel observado con las larvas, el porcentaje de mortalidad de 

pupas aumentó al aumentar la concentración de AE y el tiempo de exposición. La Tabla 6 contiene 

los resultados del porcentaje de mortalidad en pupas expuestas al AE durante 24 y 48 horas. 

 

Las pupas muertas a causa de la exposición al AE presentaron varios cambios morfológicos (Figura 

18). Fue observada una forma extendida, en algunos casos se observó una mielinización incompleta 

o endurecimiento de la cutícula y un cefalotórax aumentado.Estos cambios morfológicos son muy 

similares a los observados en pupas expuestas al methopreno y otros compuestos análogos de la 

hormona juvenil (Ratanatham et al. 1994; Abdelouaheb 2009; Pérez et al. 2011; Ono 2014; Areiza et 

al. 2014), lo cual sugiere que el AE de T. vulgaris tiene un modo de acción similar a estos compuestos. 

 

 

Tabla 6. Porcentaje de mortalidad en pupas sometidas a tres concentraciones del AE de T. vulgaris 

(250, 310 y 390 mg.mL-1). 

Aceite esencial  
 Concentración  

(mg-mL-1) 

 
Porcentaje de mortalidad*  (%±DS ) 

 

T. vulgaris 

   24h 48h 

 0  0 0 

 250  22±3.3a 42±5.4a 

 310  35±4.6a 53.3±5.4a 

 390  63±4.7b 72±4.2c 
*Tasa de mortalidad y desviación estándar de las réplicas de cada concentración evaluada. Letras 

diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones evaluadas en 

comparación con el control (P <0,05); b: prueba de Kruskal-Wallis: H (5 N = 12) = 8.970238 p 

<0.0262; c: prueba de Kruskal-Wallis: H (5, N = 12) = 7.425000 p <=0.0395. 
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Figura 18. Cambios morfológicos inducidos por el AE en pupas de S. aegypti. A. Pupa normal. Vista 

lateral, presencia de estructuras adultas visibles dentro de la cutícula de pupa; B. Pupa muerta en 

forma extendida (flecha azul en abdomen); C. Pupa muerta mielinizada (flecha azul en abdomen); D. 

Pupa muerta, mielinizada, cefalotórax aumentado (flecha azul).  

 

 

 

 

7.6. ACTIVIDAD ADULTICIDA 

 

El AE presenta alta actividad contra los adultos de S. aegypti en todas las concentraciones evaluadas 

(30, 300 y 1000 mg-mL-1), mostrando un 100% de mortalidad después de 24 horas de exposición. 

Los resultados obtenidos en la concentración de 30 y 1000 mg-mL-1 fueron estadísticamente 

significativo comparados con el tiempo de exposición, diferente de los resultados obtenidos para la 

concentración de 300 mg.mL-1 la cual solo fue estadísticamente significativo entre los 120 minutos y 

24 horas de exposición (Tabla 7). 
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Tabla 7. Porcentaje de mortalidad de adultos de S. aegypti después de la exosición a 30, 300 y 1000 

mg-mL-1 del AE durante 2, 60, 120 minutos y 24 horas. 

Aceite 

esencial 
 

Concentración 

(mg-mL-1) 

 Porcentaje de mortalidad * 

(%±DS) 

T. vulgaris 

   0-2 min 60 min 120 min 24 h 

 Control  0 0 0 0 

 30  0±0a 80±4.0b 82.5±3.5c 100±0.0d 

 300  0±0a 60±4.8b 72.5±3.2e 97.5±0.5f 

 1000  18±3.5a 92.5±1.5g 92.5±1.5h 100±0.0i 

*Tasa de mortalidad y la desviación estándar de las réplicas de cada concentración evaluada. Letras 

diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones evaluadas en 

realación con el control (P <0,05); b, c ,d : prueba de Kruskal-Wallis: H (3 N = 16) = 10,50000 p 

<,0148; e, f: prueba de Kruskal-Wallis: H (3, N = 16) = 9,011194 p <=,0291; h,i: prueba de Kruskal-

Wallis: H (3, N = 16) = 10,85059 p <=,0126; 

10,85059 p =,0126 

 

 

7.7. ACTIVIDAD REPELENTE 

 

El aceite de T. vulgaris presentó efecto repelente a un tiempo máximo de 15 minutos, tiempo durante 

el cual mostró un 37%±3.5 de protección a la picadura de S. aegypti. Estos resultados fueron 

estadísticamente significativos al compararlos con el control. El porcentaje de repelencia que ejerce 

el AE de T. vulgaris en humanos a una concentración de 1000 mg-mL-1 se encuentra reportado en la 

Tabla 8. Adicionalmente, no se observo irritación o enrojecimiento en la piel de los voluntarios que 

estuvo expuesta al AE durante y después del ensayo. 
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Tabla 8. Porcentaje de repelencia de AE de T. vulgaris en humanos. 

 

 

7.8. ACTIVIDAD DETERRENTE DURANTE LA OVIPOSICIÓN DE S. aegypti 

 

El AE de T. vulgaris se caracterizó por presentar alto efecto deterrente durante la oviposición, a bajas 

concentraciones. A concentración de 5 mg-mL-1 presentó 78.4%±9 de repelencia y a 200 mg-mL-1 

presentó 95.1%±6.9. De manera similar se encontró que para todas las concentraciones evaluadas el 

índice de la actividad de ovoposición (IAO) fueron valores negativos, con rangos desde -0,672 a -

0,880, valores que comprueban según los criterios de Kramer y Mulla (1979), que el AE de T. vulgaris 

debe ser considerado como un AE con propiedades disuasivas durante la oviposición (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Actividad atrayente y/o deterrente de oviposición del aceite esencial de T. vulgaris contra 

S. aegypti. 

Aceite 

esencial  
N° Total de Huevos Concentración (mg-mL-1) % R OAI 

T. vulgaris 

769 0 0±0.0 0 

151 5 78.4±9.5 -0.672 

159 50 84.0±22.5 -0.657 

49 200 95.1±6.9 -0.880 

Valores medios ± DS (desviación estándar), %R: porcentaje de repelencia, OAI: índice de actividad 

de oviposición.  

 

 

 

 

Aceite esencial  

Concentración 
 ( mg-mL-1) 

 Porcentaje de repelencia 

Aceite esencial *  (%±DS) 

  
Control 0-2 min 2-15min 

T. vulgaris 1000 0±0.0a 100 ±1.7a 37±3.5b 

* El porcentaje de repelencia y la desviación estándar (DS) de las réplicas de la concentración 

evaluada durante 15 minutos, b: prueba de Kruskal-Wallis: H (1 N = 6) = 4.354839 p<=0.0369. 
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7.9. EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE T. vulgaris EN LA RESPIRACIÓN 

MITOCONDRIAL 

 

7.9.1. Análisis del control respiratorio/ consumo de oxígeno. Las tres concentraciones empleadas 

del aceite esencial de T. vulgaris (26, 32 y 46 mg-mL-1) disminuyeron la velocidad del consumo de 

oxígeno en presencia de ADP (Estado 3) tanto en mitocondrias energizadas con glutamato como con 

succinato; para glutamato se reportaron valores de inhibición a 26 mg-mL-1 =77% ± 54, 32 mg-mL-

1= 66%±20 y 46 mg-mL-1= 48±23 y para succinato 59%±16, 44%±18, 74 % 31, respectivamente, 

estos resultados fueron estadísticamente significativos para la concentración mayor (46 mg-mL-1) en 

los dos sustratos (p<0.05). 

 

 En general se observa una disminución de la velocidad del consumo de oxígeno en el estado 3 mayor 

para el succinato (52%) que para glutamato (26%), pero esta diferencia no fue estadísticamente 

significativa (Figura 19). 

 

 

Figura 19. Efecto del AE de T. vulgaris sobre la velocidad de consumo de oxígeno en presencia de 

ADP en el estado 3. Glutamato (línea azul) y succinato (línea roja). * Diferencias significativas en 

comparacion con el control para cada uno de los sustratos(p<0.05). Prueba de Kruskal-Wallis: H (3 

N = 36) = 8,458859 p<=0,0374 
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El estado 4, después del agotamiento del ADP, se evaluó usando las mismas concentraciones del AE 

mencionadas anteriormente. Se observó disminución sobre la velocidad del consumo de oxígeno en 

los sustratos glutamato y succinato, con diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) a partir 

de la concentración de 46 mg-mL-1, pero al realizar la comparación entre los dos sustratos a esta 

concentración, no se observaron diferencias estadísticamente significativas, esto debido a que los 

datos mostraron una gran dispersión aumentando la desviación estándar. Sin embargo, se observa una 

tendencia a la disminución en la velocidad del consumo de oxígeno en la concentración de 32 mg-

mL-1 (33 y 56%) para ambos sustratos principalmente con succinato (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Efecto del AE de T. vulgaris sobre la velocidad de consumo de oxígeno en ausencia de 

ADP (estado 4). Dos sustratos diferentes: glutamato (línea azul) y succinato (línea roja). * Diferencias 

significativas en comparacion con el control (p<0.05). Prueba de Kruskal-Wallis: H (3 N = 36) = 

9,498166 p<=0,0234 

 

 
 

 

 

En la Figura 21,  se observa el porcentaje de inhibición del coeficiente de control respiratorio (CCR) 

para los dos sustratos empleados. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas al 

comparar los resultados respecto al control. Sin embargo se observa una tendencia a disminuir en el 
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CCR con succinato, lo que indica el AE altera el consumo de oxigeno de mitocondrias energizadas, 

principalmente con succinato. 

 

 

Figura 21. Efecto del AE de T. vulgaris sobre el coeficiente de control respiratorio (CCR). No se 

observaron diferencias significativas en comparacion con el control (p<0.05). Prueba de Kruskal-

Wallis: H (3 N = 36) = 2,732529 p<=0,4347 

 

 

 

 

 

7.9.2. Efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre las enzimas de la cadena respiratoria 

 

7.9.2.1 NADH oxidasa. La adición del AE a una concentración de 46 mg.mL-1, provocó una inhibición de la 

actividad del 9% en el complejo I, esta diferencia de porcentaje fue estadísticamente significativa respecto al 

control (p >0.05). Prueba de Kruskal-Wallis: H (6 N = 36) = 2,732529 p<=0, 003948 (Figura 22). 

 

7.9.2.2. NADH deshidrogenasa. Al adicionar el AE en una concentración de 46 mg-mL-1, no se observó 

ningún efecto inhibidor o activador de esta enzima y no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas al comparar los resultados con el control (p >0.05). De la Figura 22, se puede inferir 

que el AE de T. vulgaris no afecta el complejo I de la cadena respiratoria, lo que implica que la 

inhibición observada en los resultados de la enzima NADH oxidasa, se debe a inhibiciones en el 

transporte de electrones a nivel de la ubiquinona, complejo III o IV.  
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7.9.2.3 NADH Citocromo C reductasa. En los resultados se observó una disminución del 10% de 

la enzima con respecto al control, valor que fue estadísticamente significativo (p <0.05) Prueba de 

Kruskal-Wallis: H (6 N = 36) = 2,732529 p<=0, 003948, de lo cual se puede inferir que el AE de T. 

vulgaris, inhibe complejo III (Figura 22).  

 

 

7.9.2.4. Succinato oxidasa. El AE de T. vulgaris, generó una inhibición de la enzimas del 18%. Esta 

inhibición de la enzima no fue estadísticamente significativa respecto al control (p >0.05), esto debido 

a que los datos mostraron una gran dispersión aumentando la desviación estándar (Figura 22).  

 

 

7.9.2.5. Succinato Deshidrogenasa. El AE de T. vulgaris genero una inhibición de la enzimas del 

8%. Esta inhibición no fue estadísticamente significativa con respecto al control (p >0.05) (Figura 

22). Con estos resultados se concluye que el AE no afecta el complejo II de la cadena respiratoria. 

 

 

Figura 22. Efecto del aceite esencial del T. vulgaris sobre las enzimas de la cadena respiratoria. 

NADH oxidasa, NADH deshidrogenasa, NADH citocromo C reductasa,  succinato oxidasa, succinato 

deshidrogenasa. Cada valor representa el promedio ± desviación estándar. * Estadísticamente 

diferentes del control (p<0.05). 
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7.10. EFECTO DE T. vulgaris EN LA INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

ACETILCOLINESTERASA 

 

Acorde a los resultados, el aceite esencial de Thymus vulgaris presenta actividad inhibitoria de la 

enzima acetilcolinesterasa (AChE) en los ensayos In vivo e In vitro. 

 

7.10.1. Resultados de ensayo In vitro. El aceite esencial generó inhibición enzimática sobre la 

enzima acetilcolinesterasa para las cinco concentraciones evaluadas: 12, 24, 49, 98 y 196 mg-mL-1. 

Al aumentar la concentración del AE se observó un aumento en la inhibición de la enzima, inhibiendo: 

14% ±0,7 a 12 mg-mL-1, 28 % ± 0,2 a 24mg-mL-1, 39 % ± 3,7 a 49 mg-mL-1, 56 % ± 5,7 a 98 mg-

mL-1 y de 73 % ± 3,6 a 196 mg-mL-1. La concentración a la cual el AE proporciona una inhibición 

del 50% de la enzima acetilcolinesterasa (IC50) fue de 70.61±10 mg-mL-1. Estos resultados fueron 

estadísticamente diferente del control (Figura 23). 

 

Figura 23. Efecto del AE sobre la inhibición de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) 

comercial. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas en relación al control 

(P <0,05); a: prueba de Kruskal-Wallis: H (1 N = 6) = 4,500000 p <0. 0339; b: prueba de Kruskal-

Wallis: H (1, N = 6) = 4,354839 p <0. 0369, c: prueba de Kruskal-Wallis: H (1, N = 5) = 3,750000 p 

<0. 0428. 
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7.10.2. Resultados de inhibición enzimática In vivo.  Los resultados obtenidos In vivo fueron muy 

similares al obtenido In vitro. Se observó inhibición enzimática en todas concentraciones evaluadas 

(Figura 24). Al aumentar la concentración del AE se observó un aumento en la inhibición de la 

enzima siendo el aumento apartir del 13 % ± 1,3 a 14 mg.mL-1, 32 % ± 6,9 a 28 mg.mL-1, 37 % ± 0, 

8 a 55 mg.mL-1,37 % ± 2,5 a 110 mg.mL-1 y en un 59 % ± 3,4 a 220 mg.mL-1. Estos valores fueron 

estadísticamente diferentes del control. La concentración a la cual el AE proporcionó una inhibición 

del 50% de la enzima (IC50) fue de 167,6 ± 8 mg.mL-1 

 

Figura 24. Efecto del AE sobre la inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en larvas de S. 

aegypti. DMSO 0,5% (Control negativo). Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 

significativas en relación al control (P <0,05); a: prueba de Kruskal-Wallis: H (1 N = 5) = 4,3456657 

p <0. 0340; b: prueba de Kruskal-Wallis: H (1, N = 6) = 4,3265359 p <0. 0353, c: prueba de Kruskal-

Wallis: H (1, N = 6) = 3,3652454 p <0. 0328. 

 
 

 

 

7.11. EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE T. vulgaris EN LA DEGRADACIÓN DEL 

ADN  

Las corridas electroforéticas obtenidas de los tres ensayos, mostraron que el AE genera degradación 

del ADN en larvas expuestas durante 24 horas y sobre el homogenizado de larvas. En la Figura 25. A) 

Ensayo 1, se observa la corrida electroforética del ADN extraído de larvas que fueron expuestas 

durante 24 horas a cuatro concentraciones del AE. B) Ensayo 2, se observa la corrida electroforética 
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del ADN extraído del homogenizado de larvas expuestas durante 1 hora a cuatro concentraciones del 

AE. C) Ensayo 3, se observa la corrida electroforetica de ADN extraido del larvas expuesto al AE en 

el momento de la electroforesis. Para los tres ensayos se usaron tres controles positivos con 

Camptotecina (CPT): CPTd: camptotecina directa sobre el ADN extraido de larvas, CPTH: 

camptotecina sobre el homogenizado de larvas y CPT24: exposición de larvas durante 24 horas a la 

CPT. Los resultados de los tres ensayos muestran la corrida del ADN característico de muerte por 

necrosis,  se observa el DNA en forma de extendido continuo.  

 

 

7.12. RESULTADO DEL CRIBADO VIRTUAL DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS 

DEL AE DE T. vulgaris 

 

7.12.1. Parámetros de Lipinski: los resultados demuestran que timol y p-cimeno cumplen con los 

parámetros de Lipinski (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Parámetros de Lipinski obtenidos del programa Molinspiration® para cada uno de los 

compuestos mayoritarios. 

Compuesto 

mayoritario 

P.M  

(g/mol) 

LogP NDEH NAEH NER PSA 

(Å2) 

Timol 150.22 3.34 1 1 1 20.23 

p-cimeno 134.22 3.90 0 0 1 0.00 

 

 

7.12.2. Valores de solubilidad y el riesgo de los componentes mayoritarios del AE. Con ayuda 

del programa Osiris property explorer, se identificó para el compuesto mayoritario timol valores altos 

de toxicidad con posibles efectos mutagénicos y reproductivos, a diferencia de p-cimeno, que expreso 

valores bajos de toxicidad (Tabla 11), de forma similar, no se obtuvo un valor aceptable del puntaje 

de fármaco (drug-score) (Tabla 12). 

 

Tabla 11. Valores de toxicidad obtenidos en Osiris® property explorer. 

Compuesto mayoritario Mutagénico Tumorogénico Irritante Efectos 

Reproductivos 

Timol Alto Bajo Bajo Alto 

p-cimeno Bajo Medio Alto Bajo 
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Tabla 12. Valores para la obtención de la afinidad de fármaco de Osiris® property explorer. 

 

Compuesto 

mayoritario 

cLogP Solubilidad P.M. TPSA Drug-likeness Drug-score 

Timol 2.84 -2.54 150.0 20.23 -3.02 0.17 

p-cimeno 3.19 -2.83 134.0 0.0 -5.63 0.21 
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Figura 25. Daño en el ADN por exposición al AE de T. vulgaris observada en electroforesis en gel 

de agarosa (1%). 25.A) Ensayo 1: ADN extraído de larvas expuestas a cuatro concentraciones del AE 

durante 24 h; B) Ensayo 2: ADN extraído de homogenizado de larvas expuestas a cuatro 

concentraciones del AE; C) Ensayo 3: efecto directo del AE sobre el ADN extraído de larvas. Control 

positivo: camptotecina (CPT), CPTd: efecto directo de la CPT sobre el DNA, CPTH: homogenizado 

de larvas, CPT24: efecto CPT sobre larvas tratadas durante 24 horas. 
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8. DISCUSIÓN 

 

Thymus vulgaris es una planta aromática miembro de la familia Lamiaceae, la cual presenta 

numerosas especies vegetales y variedad en su composición química. Esta diferencia de su 

composición química está determinada por una serie de factores agrícolas que tienen efecto directo 

sobre las características cuantitativas y cualitativas , entre estos se incluyen el crecimiento, genética 

de la planta, el clima y la interacción ambiental (Guillén et al. 1998; Sotomayor 2004; Naghdi et al. 

2004). 

 

Thompson et al (2013), informaron que la altitud en la que crece la planta debe ser considerada como 

un factor importante, que influye en las características fisiológicas y químicas en las especies Thymus. 

Estos autores encontraron una alta correlación entre la altitud y el rendimiento del aceite esencial en 

la extracción de productos químicos con acción terapéutica, alimenticia o farmacéutica.  

 

El aceite esencial de Thymus vulgaris es caracterizado por ser fuente natural de compuestos fenólicos, 

estando entre los 10 mejores AEs que presentan propiedades antisépticas, actividad antibacteriana, 

antimicótica y antioxidante (Letchamo et al. 1995). Las condiciones climáticas fueron favorables para 

obtener una extracción del AE de calidad de términos en contenidos sustanciales de monoterpenos 

fenólicos como el timol, lo cual se vio reflejado en los componentes principales, se caracterizaron 7 

componentes químicos de los cuales el timol representó el 42% y p-cimeno el 26,4%, grupo químico 

es representativo de la familia Lamiaceae (Piccaglia et al. 1993). Estos resultados concuerdan con lo 

reportado por Santos et al (2004), quienes identificarón el timol como el principal constituyente del 

AE de T. vulgaris (Brasil) con un 36-55% y Ghasemi et al (2013) en Iran, identificaron veinti cuatro 

componentes del AE, de los cuales el timol representó el 33,9-70,3%, lo anterior demuestra que el 

timol es el componente químico en T. vulgaris más representativo. 

 

Thymus vulgaris mostró diversas propiedades contra S. aegypti las cuales se relacionan a 

continuación: 
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Actividad ovicida 

 

El AE de T. vulgaris presentó actividad ovicida en huevos de S. aegypti a diferentes concentraciones 

del AE, estos resultados fueron comparables con estudios reportados anteriormente en donde se 

relacionan AEs con propiedades ovicidas sobre mosquitos de importancia médica (Tripathi et al. 

2004; Elango et al. 2010; Govindarajan et al. 2011; Phasomkusolsil y Soonwera 2012; Cheah et al.  

2013). También se observó retraso en el desarrollo embriológico, después de 144 horas de la 

oviposición a partir de concentraciones del AE entre 37 y 50 mg.mL-1, demostrando la acción del AE 

para afectar el embrión, esto se podría atribuir a un aumento del estrés fisiológico y la capacidad de 

penetración del AE a través del corión (Rezende et al 2008; Vital et al. 2010). 

 

 

Actividad larvicida  

 

El AE ejerce actividad contra larvas de tercer y cuarto estadio en S. aegypti a bajas concentraciones 

del AE a 46 mg.mL-1 ejercio la CL50 y 52 mg.mL-1 la concentración CL95 despues de 24 horas de 

exposición. De manera similar Massebo et al (2009), reportaron la actividad de T. vulgaris en larvas 

de S. aegypti con valores próximos de CL50:34 mg.mL-1 y CL90:58 mg.mL-1 después de 24 h de 

exposición; Rodriguez et al (2013), también comprobaron el efecto de T. vulgaris en S. aegytpi 

después de 24h de exposición, obserbando valores de las concentraciones letales 50 y 90 proximas a 

aquellas obtenidas en nuestra investigación.  

 

Otros estudios también describen la actividad del AE de T. vulgaris sobre el mosquito Ochlerotatus 

caspius (Diptera:Culicidae) con efecto a concentraciones de 156 mg.mL-1 para obtener la CL50 

después de 24 horas de exposición; en este estudio es destacado el AE de Thymus con más potencial 

larvicida dentro de los AEs estudiados (Knio et al. 2008). Pavela (2009), reportó la actividad biológica 

de Thymus contra larvas de tercer y cuarto estadio de Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) con 

CL50=61 mg.mL-1 después de 24 horas de exposición.  

 

La actividad larvicida del genero Thymus también es observada en otras especies como lo reportado 

por Amer y Mehlhorn (2006a), que presentaron la actividad larvicida de Thymus serpyllum 

(Lamiaceae) contra S. aegypti reportando valores de CL50=105 mg.mL-1 después de 24 horas de 

exposición. En general a partir de los resultados obtenidos en esta investigación, así como la de otros 
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autores, se indica que el AE de T. vulgaris presenta acción biológica contra larvas de S. aegypti, como 

un potencial en la producción de nuevos larvicidas. 

 

 

Actividad Pupicida 

 

Debido a que actualmente no hay registro en la literatura en donde se reporte el efecto de T. vulgaris 

contra pupas de S. aegypti, no fue posible comparar los datos obtenidos en este estudio. Sin embargo 

los resultados obtenidos en las pupas expuestas al AE, sugieren que puede actuar por contacto, al 

ejercer efecto pupicida en S. aegypti en concentraciones mayores de 250 mg.mL-1. 

 

Estudios reportados contra pupas de S. aegypti usando otros AEs muestran que a concentraciones más 

bajas presentan actividad, como el efecto de Argemone subfusiformis L (Papaverales: Papaveraceae) 

y Tagetes patula L (Asterales: Asteraceae), que exhiben un porcentaje de mortalidad de pupas del 

100% a una concentración a 160 mg.mL-1 después de 24 horas de exposición (Vidal et al. 2008). Sin 

embargo se resalta el efecto que genera el AE de T. vulgaris en las pupas expuestas, presentando 

cambios morfológicos muy similares a los observados en pupas expuestas al metopreno y otros 

compuestos análogos de la hormona juvenil (Ratanatham et al. 1994; Abdelouaheb 2009; Pérez et al. 

2011; Ono 2014; Areiza et al. 2014), lo cual sugiere que el AE de T. vulgaris tenga un modo de acción 

similar a estos compuestos.  

 

 

Actividad adulticida 

 

En cuanto a la actividad que ejerce el AE en adultos de S. aegypti, se observó el 100% de mortalidad 

a las 24 horas de exposición a partir de la concentración de 30 mg.mL-1, este efecto se puede atribuir 

al componente mayoritario timol, el cual se ha reportado que actúa como un compuesto neuroactivo, 

al afectar el sistema nervioso del insecto, penetrando de manera eficiente la cutícula y los tejidos 

excitables conllevando a la muerte(Waliwitiya et al. 2009).  

El efecto adulticida contra S. aegypti es similar a los estudios reportados contra insectos deferentes a 

S. aegypti como Tetranychus urticae (Prostigmata: Tetranychoidea), Bemisia tabaco (Homoptera: 

Aleyrodidae), Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) y Sitophilus oryzae (Coleoptera: 
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Curculionidae) (Isman et al. 2001; Isman 2006; Amer y Mehlhorn 2006; Knio et al. 2008; Aslan et 

al. 2004; Saroukolai et al.2010; Chintalchere et al. 2013). 

 

 

Actividad repelente 

 

El aceite de T. vulgaris generó efecto repelente en humanos, para un tiempo máximo de protección 

de 15 minutos, tiempo durante el cual mostró un 37%±3.5 de protección a la picadura de S. aegypti. 

Sin embargo, el porcentaje de protección observado contra S. aegypti es bajo comparado con el 

reportado para este AE contra otros mosquitos como Culex pipiens pallens que fue mayor al 70 % 

por más de una hora (Choi et al. 2002; Park et al. 2005; Pitarokili et al. 2011). No obstante, esto no 

descarta el uso de T. vulgaris como repelente, ya que su nivel de protección podría ser mejorado a 

través de la mezcla con otros AEs y/o su formulación que potencialicen su acción (Barnard 1999). 

 

 

Actividad deterrente durante la oviposición de S. aegypti 

 

Thymus vulgaris mostró alto efecto deterrente sobre hembras de S. aegypti expuestas a bajas 

concentraciones del AE, con valores de 78.4%±9 y 95.1%±6.9 de repelencia a 5 y 200 mg.mL-1. De 

igual forma, se observó que el AE presenta propiedades disuasivas. Estos resultados indican que 

hembras grávidas de S. aegypti son sensibles a la composición química del AE, los cuales al 

degradarse dentro del medio actúan de forma independiente o de sinérgica inhibiendo la oviposición 

(El-gendy et al. 2012). La actividad deterrente del AE es debida a los dos componentes mayoritarios, 

timol y p-cimeno, de los cuales existen registros del alto efecto deterrente y disuasivo en hembras de 

S. aegypti (Waliwitiya et al. 2009).  

 

El sistema sensorial del insecto puede detectar una amplia gama de compuestos volátiles en el 

ambiente que le informan sobre aspectos cualitativos, como fuente de alimento, sitios de oviposición 

adecuados (Navarro et al. 2009), estos aspectos son fundamentales por que determinan la aptitud 

individual, la proliferación de la especie, la densidad de población y la dispersión en las diferentes 

áreas geográficas del vector (Spencer et al. 2002; Waliwitiya et al. 2009). Bajo esta perspectiva se 

puede indicar que el AE de T. vulgaris se comporta como un semioquímico altamente efectivo contra 

el vector, actuando sobre los sitios de oviposición.  
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Efecto en la respiración mitocondrial 

 

El aceite esencial de Thymus vulgaris cuando se expone a diferentes concentraciones en mitocondrias 

aisladas de larvas, genera disminución en la velocidad del consumo de oxígeno, tanto en  mitocondrias 

energizadas con glutamato como con succinato, disminuyendo el control respiratorio (CCR).  

El mecanismo por el cual se ve afectado el CCR, es por la inhibición de la enzima NADH citocromo 

C reductasa, que afecta directamente el paso de electrones de la cadena respiratoria en el complejo 

III.  

Este comportamiento del AE es similar al observado en acaricidas como los metoxiacrilatos y los 2-

hidroxinaptoquinonas y en insecticidas como hidramethylnon amidinohidrazona, que actúan sobre el 

sitio de oxidación del quinol (Q). Estos resultados sugieren que los componentes del AE, actúan como 

inhibidores de los sustratos del sitio Q (Hollingshaus 1987).  

 

La inhibición del complejo III, afecta el paso de los electrones en la cadena respiratoria y esto conlleva 

a alteraciones en el potencial de membrana y disminución en la síntesis de ATP, lo que sugiere que 

el AE posiblemente también actúa como un desacoplador de la membrana mitocondrial, aumentado 

la permeabilidad. Ilis (2013), reportó la inhibición de la fosforilación oxidativa por compuestos como 

monoterpenos y sesquiterpenos, los cuales pueden desestabilizar la membrana y afectar la 

permeabilidad, por que actúan como compuestos hidrófobos, estos resultados son comparables con 

lo obtenido para el AE de T. vulgaris que está constituido por monoterpenos y sesquiternos. En 

general la variedad de los compuestos mayoritarios del AE, le confieren actividad inhibitoria sobre 

la bioenergética mitocondrial. 

 

 

Efecto inhibitorio sobre la actividad enzimática de Acetilcolinesterasa 

 

Otro mecanismo por el cual el AE afecta el insecto, es através de la inhibición de la enzima 

acetilcolinesterasa. Experimentalmente se observó que esta enzima fue inhibida en larvas tratadas con 

el AE y en la enzima comercial. Estos datos se pueden comparar con lo registrado en la literatura por 

Watoo & Tapanee (2014), quien determino el porcentaje de inhibición de la acetilcolinesterasa In 

vitro, para 29 aceites esenciales, reportando para el AE de Thymus vulgaris un porcentaje de 

inhibición enzimático de 35,88%± 3,63 a una concentración de 120 mg.mL-1. Nuestros resultados 

evidenciaron porcentajes de inhibición proximos a este valor con la ventaja de ser menores las 
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concentraciones del AE. In vitro: 39% en 49 mg.mL-1 e In vivo: 37% en 55 mg.mL-1. La variabilidad 

observada en la actividad inhibitoria de la AChE se puede atribuir a la complejidad química del AE 

asociada con la interacción entre los componentes mayoritarios presentes. La posible interacción entre 

las diferentes proporciones de monoterpernos y sesquiternos podría ser importante en la 

determinación del potencial inhibitorio de la enzima, sin embargo se requiere más estudio.  

 

 

Efecto del aceite esencial en la degradación del ADN  

 

La mortalidad que se observó en larvas tratadas por el AE durante 24 horas se debe a muerte por 

necrosis, estos resultados se observan en las corridas electroforéticas en geles de agarosa que 

muestran daño en el ADN (Nagata et al.1998). Los resultados están estrechamente relacionados con 

un desequilibrio en la homeostasis mitocondrial, por la inhibición del complejo III, la posible pérdida 

del potencial de membrana, la depleción de la energía celular, daño en los lípidos de membrana y/o 

perdida de la función de bombas iónicas o canales homeostáticos por los compuestos fenólicos.  

 

Estos resultados, tienen relación con la alteración que genera el AE en la mitocondria, como se vio 

anteriormente, el AE es capaz de inhibir el complejo III de la cadena respiratoria, que posiblemente 

genera, la disminución de la función de las bombas ATP y puede llevar a la apertura de los canales 

en la membrana citoplasmática o permeabilidad de la misma permitiendo la entrada de cationes que 

llevan al hinchamiento celular y posterior ruptura de membrana (Toro et al. 2010). Con la inhibición 

de los complejos de cadena respiratoria, se aumenta el estrés en la célula por la escasez de O2, y la 

disminución del ATP, genera una falla energética, que es una de las causas de necrosis a nivel celular 

( Arpa et al. 1994; Circu 2010; Chou et al. 2013) 

 

 

Cribado virtual de los compuestos mayoritarios del AE de T. vulgaris: Timol y p-cimeno. 

Los compuestos mayoritarios analisados cumplen con los parámetros de Lipinski, esto significa que 

la actividad biológica que presentan, tiene mayor efectividad vía oral, lo que se confirma con los otros 

parámetros de biodisponibilidad obtenidos; NER de 1(≤10) y el PSA entre 0-20.0 Å2 mayores o 

iguales a 140 Å2, indicando según datos teóricos que tendrían la facilidad de transporte por absorción 

intestinal en el momento de uso en seres humanos. Sin embargo se observó que los compuestos 
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mayoritarios como el timol y p-cimeno al evaluarse por el programa Osiris property explorer, 

identificaron altos valores de toxicidad con posibles efectos mutagénicos, reproductivos e irritantes. 

Estos resultados apesar de ser una aproximación teorica se deben tener en cuenta al momento del uso 

en humanos. 

Cabe resaltar que los riesgos anteriormente mencionados son un aporte teorico que resultó de la 

comparación con estructuras de farmacos similares, los fragmentos que le atribuyen estas 

características a las moléculas pueden ser modificados por síntesis química sin afectar su actividad. 

Los resultados obtenidos sobre la actividad de Thymus vulgaris contra S. aegypti, pueden sugerir al 

AE como un candidato para el control del vector, generando conocimiento para formular un método 

capaz de controlar y reducir las poblaciones de mosquitos en el futuro (Prajapati et al. 2005).  
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9. CONCLUSIONES 

 

 El aceite esencial de Thymus vulgaris presentó actividad biológica sobre los huevos, larvas 

pupas y adultos de Stegomyia aegypti. 

 

 El aceite esencial de Thymus vulgaris presentó propiedades repelentes y disuasivas durante 

la oviposición. 

 

  El aceite esencial de Thymus vulgaris generó efecto repelente en humano. 

 

 El aceite esencial de Thymus vulgaris Inhibió la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en 

larvas  de Stegomyia aegypti expuestas al AE. 

 

 El aceite esencial de Thymus vulgaris generó inhibición del complejo III de la cadena 

respiratoria mitocondria, produciendo alteraciones en el potencial de membrana que podría 

conllevar a la disminución de síntesis de ATP. 

 

 El aceite esencial de Thymus vulgaris, presentó degradación del ADN de larvas expuestas 

durante 24 horas al AE. 

  

 El aceite esencial de Thymus vulgaris cumplió con los Parámetros de Lipinsk,  pero los dos 

componentes mayoritarios (timol y p-cimeno) presentaron alto riesgo irritante, mutagénico y 

efectos reproductivos. 
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10. RECOMENDACIONES 

 

 Se aconseja realizar ensayos experimentales de evaluación de todos los compuestos 

mayoritarios para comprobar la citotoxicidad. 

 

 En pupas se debe realizar ensayos de comparación de la actividad de algunos de sus 

componentes, tanto individualmente como en combinaciones de dos componentes 

mayoritarios, para atribuir los cambios morfológicos observados en este estudio. 

 

 Realizar formulaciones con el AE, para mejorar el porcentaje de protección a través de la 

mezcla con otros AEs con actividad repelente. 

 

 Estudiar el potencial de membrana en la mitocondria, para verificar si el AE se comporta 

como un desacoplador. 
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11. PARTICIPACION EN CONFERENCIAS Y PASANTIAS 

 

 LA SOCIEDAD COLOMBIANA DE ENTOMOLOGÍA (SOCOLEN) 

 

Sharon Smith Vera;  Elena Stashenko; Débora Rebedechi; Thalita Bastida-Vieira; Mario Antonio 

Silva; Jonny Edward Duque. Efecto enzimático y bioactividad Thymus vulgaris (Lamiaceae) en 

Stegomyia aegypti (Diptera: Culicidae). Presentado en el 41 congreso de la Sociedad Colombiana de 

Entomología (SOCOLEN) en Cali, del 15 al 18 de julio de 2014. 

 

Sugey Ortiz Serrano; Natalia Ríos; Sharon Smith Vera; Ruth Castillo; Jonny Edward Duque. 

Alteración del desarrollo de Stegomyia aegypti (Diptera: Culicidae) con el aceite esencial de 

Cymbopogon flexuosus (Poaceae). Presentado en el  41 congreso  de la Sociedad Colombiana de 

Entomología (SOCOLEN) en Cali  del 15 al 18 de julio de 2014. 

 

 THE AMERICAN MOSQUITO CONTROL ASSOCIATIONAMCA (AMCA) 

 

Sharon Sharon Vera; Elena S. Stashenko; Jonny E. Duque. Bioactivity of the essential oil of Thymus 

vulgaris L against Stegomyia aegypti (L.) (Diptera: Culicidae). Attended AMCA ´s81 st Annual 

meeting. March 29- April, 2015. New Orleans, Lousiana, USA. 

 

 

 PASANTIA DE INVESTIGACION  

Pasantía de investigación en el Laboratorio de Entomología Medica y Veterinaria, del 

Departamento de Zoología (Universidad Federal de Paraná). Brasil. Del 18 de Abril de 2014 al 

11 de Mayo de 2014. 
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ANEXOS 

Anexos A.Concentimiento informado 
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