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RESUMEN

El uso de repelentes de aplicacion tépica evita las
molestias ocasionadas por artropodos hematofagos y
representa una alternativa para disminuir el contacto
hombre-vector. El N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET)
es un producto efectivo aunque se ha reportado
reacciones alérgicas y reacciones toxicas y es por ello
que existe gran interés en el desarrollo de repelentes a
base de hierbas o aceites esenciales. Con el propdsito
de evaluar el efecto repelente sobre piel humana
de un extracto alcohdlico de Syzygium aromaticum
(Clavo de Olor) se realizaron bioensayos utilizando
el método estandarizado por la OMS y dos cepas de
Aedes aegypti [Distrito Capital (DC) y Rockefeller]
frente a un repelente comercial a base de DEET.
Los ensayos demostraron que el efecto repelente
del extracto aumenta significativamente al aumentar
el periodo de maceracion y después de 168 y 744
horas de maceracion el efecto repelente resulté entre
el 70 y 80%. Aunque el efecto repelente del producto
comercial a base de DEET fue mas prolongado, el
extracto obtenido a partir de S. aromaticum brinda un
60% proteccion una hora después de su aplicacion.

Palabras clave: Aedes aegypti, dengue, repelente,
tiempo de proteccion, Syzygium aromaticum

Repellent effect of an alcoholic extract of Syzygium
aromaticum (Eugenia caryophyllata L. myrtaceae)
against Aedes aegypti (Linnaeus, 1792) on human
skin

ABSTRACT

The use of repellents for topical application avoids the
annoyance caused by hematophagous arthropods and
represents an alternative to reduce the contact man-
vector. The N,N-diethyl-3-methylbenzamide (DEET) is
an effective repellent although it has been reported to
cause allergic and toxic reactions. There is therefore
great interest in the development of alternative
repellents from natural sources like plant essential oils.
In order to evaluate the repellent effect of an alcoholic
extract of Syzygium aromaticum (clove) on human
skin, bioassays based on a standard protocol were
performed using two strains of Aedes aegypti [Distrito
Capital (DC) and Rockefeller]. The results showed that
the repellent effect of the extract significantly raised by
increasing the maceration period; after 168 and 744
hours the repellent effect was between 70 and 80%.
The repellence of the DEET lasted longer than the one

from the extract, although at one hour, the extract was
still effective at 60 % one hour after application.

Keywords: Aedes aegypti, dengue,
protection time, Syzygium aromaticum

repellent,

INTRODUCCION

Una de las principales estrategias utilizadas para el
control de enfermedades transmitidas por artrépodos
tales como el dengue y la malaria se fundamenta
en el uso de insecticidas; no obstante, su uso ha
conducido al desarrollo de resistencia por parte de
las diferentes especies de artrépodos transmisores
de enfermedades (1-3) y provocado dafos al medio
ambiente. La busqueda de estrategias mas amigables
con el medio ambiente ha llevado a diferentes grupos
de investigacion a explorar la posibilidad de reducir el
contacto hombre-vector mediante el uso de productos
obtenidos a partir de plantas con efectos repelentes
para insectos de importancia médica.

En el mercado existen numerosos productos que utilizan
el DEET (N,N-dietil-3-metilbenzamida) como repelente
de insectos y aunque este compuesto es un repelente
eficaz frente a diferentes especies de mosquitos y
garrapatas (4-6); se ha reportado tanto reacciones
alérgicas como efectos neurotoxicos, particularmente
en nifios y mujeres embarazadas (7-9); por otra parte,
la mayoria de los usuarios de repelentes a base de
DEET sefalan que el olor es desagradable y que estos
productos dejan una sensacién grasosa en la piel.

Los inconvenientes asociados al uso de productos a
base de DEET son un motivo para la busqueda de
alternativas y cada vez cobran fuerzas los repelentes
de origen natural a base de hierbas o aceites esenciales
obtenidos a partir de plantas. En la literatura existen
numerosos reportes donde se muestra el efecto
repelente de extractos organicos y aceites esenciales
frente a mosquitos vectores de diversas enfermedades
metaxémicas, entre ellos puede mencionarse aquellos
obtenidos a partir de Cymbopogon nardus (10,11), C.
citratus (12) Apium graveolens (13), Corymbia spp (14-
16) y Ocimun sp (17-19), entre otros.

En la medicina tradicional Syzygium aromaticum (clavo
de olor) se utiliza para aliviar el dolor y para promover
la cicatrizacion; ademas se ha utilizado ampliamente
en la industria de los perfumes y saborizantes (20).
Se ha demostrado sus propiedades antibacterianas
(21), antiparasitarias (22, 23), antivirales (24-26)
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y antifingicas (27, 28) asi como también se sabe
gue poseen actividades antioxidantes (29-31),
antiinflamatorias (32) y anestésicas (33). Aunque
sus propiedades farmacoldgicas y medicinales son
conocidas desde hace mucho tiempo; son pocas las
publicaciones sobre el potencial de esta planta como
repelente contra mosquitos, especificamente contra
Aedes aegypti, por ello el motivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto repelente de un
extracto alcohdlico de S. aromaticum, sobre piel
humana contra Ae. aegypti bajo condiciones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del extracto. Se colocaron 30 yemas flores
de Syzygium aromaticum (clavo de olor), en 900 mL
de isopropanol al 70% y se mantuvo en maceracion
durante 24, 48, 72, 168 y 744 horas; al final de cada
periodo se tomo una alicuota de 100 mL del extracto y
se mezcl6 con aceite mineral (Jhonson®) en proporcion
9:1. Los extractos alcohdlicos obtenidos a partir de
las yemas florales de S. aromaticum fueron probados
frente a un repelente comercial el cual contiene DEET
al 7,125% (Marca OFF!, en crema; de Johnson &
Johnson Inc, USA).

Mosquitos. Para el desarrollo de los ensayos se
utilizaron hembras adultas pertenecientes a la especie
Ae. aegypti obtenidas por el “Laboratorio de Resistencia
a Insecticidas de la Direcciébn de Salud Ambiental
del Ministerio del Poder Popular para la Salud” en
colonias establecidas a partir de material colectado en
la comunidad de La Pedrera, ubicada en la zona de
Antimano, Distrito Capital y como cepa de referencia se
utilizd hembras pertenecientes a la cepa Rockefeller. Los
mosquitos fueron criados bajo condiciones estandares
y a una temperatura de 27+ 2°C, humedad relativa
de 65+5% vy fotoperiodo de 12 horas. Los mosquitos
adultos fueron mantenidos con solucién azucarada y se
usaron palomas como fuente de la comida sanguinea.

Preparacion previa de los mosquitos. Antes de la
realizacion de los ensayos se colocaron 100 hembras
adultas de 5 a 7 dias de edad pertenecientes a ambas
cepas de Ae. aegypti en jaulas separadas de 30x40x30
cm; estas no habian recibido comida sanguinea y
fueron privadas de la solucion azucarada 24 horas
antes del ensayo.

Voluntarios. Adultos saludables de ambos sexos,
con edades comprendidas entre 20 y 50 afos; sin
antecedentes de reacciones alérgicas a la picada
de mosquitos y sin enfermedades dermatoldgicas
aparentes fueron invitados a participar como voluntarios
en este estudio. Todos los voluntarios que participaron
en el estudio fueron informados acerca de los objetivos,
la metodologia del trabajo y los posibles efectos
adversos de los productos a probar antes que firmaran
una forma de consentimiento informado. Previo a la
realizacion de los bioensayos con repelente se solicitd
a cada participante el lavado riguroso de ambos

antebrazos y manos con aguay jabén. Posteriormente,
se procedio a lavar ambos antebrazos con isopropanol
al 70% y se dejo secar. Al momento del ensayo ambas
manos fueron protegidas con guantes.

Bioensayo de repelente a diferentes tiempos de
maceracion. Para el desarrollo de cada ensayo se
siguié el protocolo estandar para la evaluacién de
repelentes sobre piel humana, recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud (34). Un simple
ensayo comprendi6 el uso del mismo lote de mosquitos
por el mismo voluntario y se completé en el mismo dia.
De cada ensayo se hicieron tres réplicas por voluntario,
con lotes diferentes de mosquitos pertenecientes a
ambas cepas de Ae. aegypti.

El antebrazo derecho fue seleccionado como control
y el izquierdo para probar los extractos alcohdlicos
obtenidos a partir de S.aromaticum; dichos extractos
fueron aplicados en orden creciente al tiempo de
maceracion.

El primer paso de cada bioensayo consistio en que cada
voluntario introdujera su brazo derecho (control) en la
jaula que contenia los mosquitos durante 30 segundos
y se procedio a contar el nimero de mosquitos que se
posaron o picaron en ese tiempo; luego se procedio
a aplicar 1 mL del solvente del producto a ensayar
(isopropanol) en el antebrazo derecho, se dejé secar
durante dos minutos y se solicité a cada participante
introducir nuevamente el antebrazo en la jaula por
30 segundos. Con la finalidad de considerar valido el
ensayo, el nUmero de mosquitos que se posaron o
picaron en el antebrazo control en 30 segundos debid
ser superior o igual a 10.

Posteriormente, se aplico 1 mL del producto a ensayar
en el antebrazo izquierdo, se dejé secar durante dos
minutos y entonces el participante introdujo este
antebrazo en la jaula durante 30 segundos, tiempo
durante el cual se conté el nimero de mosquitos
gue se posaron o picaron. Finalmente, se aplicé una
cantidad suficiente del repelente comercial en el
antebrazo derecho siguiendo las recomendaciones del
fabricante, se solicitd al participante que introdujera su
antebrazo derecho en la jaula con los mosquitos y se
contabilizé el nUmero de mosquitos que se posaron o
picaron durante 30 segundos.

Tiempo de proteccion del extracto alcohdlico
obtenido apartirde S. aromaticum. Para ello se sigui6
el protocolo propuesto por la Organizacion Mundial
de la Salud (34), en el mismo grupo de voluntarios y
utilizando ambas cepas de Ae. aegypti (Distrito Capital y
Rockefeller). En los ensayos se colocaron en dos jaulas
separadas, grupos aproximados de 100 mosquitos,
pertenecientes a una misma cepa y a un mismo lote,
identificadas como jaula control (repelente comercial)
y jaula muestra (extracto alcohdlico obtenido de S.
aromaticum) respectivamente. El antebrazo derecho
se utiliz6 como control y en él se aplicd el repelente
comercial siguiendo las indicaciones del fabricante
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Figura 1. Porcentaje de proteccion obtenido con el extracto alcohdlico de Syzygiurﬁ aromaticum y el repelente comercial (Off!, DEET al 7,125%, crema) (porcion
de la barra de color negro) y la diferencia del porcentaje de protecciéon entre ambos productos (porciéon de la barra de color blanco). A: Aedes aegypti cepa

Rockefeller; B: Ae. aegypti cepa Distrito Capital

mientras que el antebrazo izquierdo fue usado como
prueba y en él se aplico 1 mL del extracto alcohélico
de S. aromaticum obtenido después de 72 horas de
maceracion previo a la confirmacion del criterio de
validacion del ensayo y se procedié a cuantificar el
namero de mosquitos que se posaron o picaron durante
30 segundos. Este proceso fue repetido durante 90
minutos cada 30 minutos, sin reaplicar los repelentes.

Andlisis de los resultados. Para propésitos del
estudio el porcentaje de proteccién fue calculado
de la siguiente manera p= [1-(T/C)]*100; donde “T”
correspondié al nUmero de mosquitos que se posaron
0 picaron sobre el antebrazo prueba (izquierdo) y “C”
fue igual al nUmero de mosquitos que se posaron o
picaron sobre el antebrazo control (derecho) (34).

Posteriormente, el efecto del tiempo de maceracion de

los extractos obtenidos a partir de S. aromaticum y
la cepa de Ae. aegypti en el porcentaje de proteccion
se evalué mediante un andlisis de varianza de dos
vias. En caso de existir diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos y la cepa de
mosquito éstas fueron evaluadas mediante la prueba
de Tukey. Mientras que el tiempo de proteccion del
extracto alcohdlico de S. aromaticum y el repelente de
referencia (DEET) frente a las dos cepas de Ae. aegypti
fue evaluado mediante la prueba de t de student.

RESULTADOS

Bioensayo de repelente a diferentes tiempos de
maceracion. Los resultados obtenidos demostraron el
efecto repelente de los extractos alcohdlicos obtenidos
a partir de S. aromaticum sobre piel humana contra

Tabla 1. Porcentaje de proteccion sobre piel humana de los extractos alcohdlicos de Syzygium aromaticum obtenidos a
diferentes tiempos de maceracion frente a dos cepas de Aedes aegypti en comparacion con un repelente comercial (Off!,

DEET al 7,125%, crema)

Tiempo de
maceracion
(horas)

Rockefeller

Control 27 -
24 15 44
48 1 59
72 9 67
168 6 78
744 8 70
Aty 1 %

(*) p= [1-(T/C)]*100

Cepa de Aedes aegypti

Mosquitos que se Porcentaje de
posaron o picaron Proteccion(*)

Distrito Capital

Mosquitos que se
posaron o picaron

Porcentaje de
Proteccion(*)

18 -
13 28
7 61
6 67
5 72
2 89
1 94
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Figura 2. Tiempo de proteccion del extracto de Syzygium aromaticum y el repelente comercial (Offl, DEET 7,125%; crema) contra Aedes

aegypti (A= cepa Rockefeller; B=cepa Distrito Capital)

ambas cepas de Ae. aegypti; asi mismo, se observo
que el porcentaje de proteccion incrementa con el
tiempo de maceracion de las yemas florales de S.
aromaticum en isopropanol (Tabla 1).

Se observé que la diferencia entre el porcentaje de
proteccién obtenido con los extractos alcohdlicos de S.
aromaticum y el obtenido con el repelente comercial
frente a ambas cepas de Ae. aegypti se redujo al
aumentar el tiempo de maceracion (Figura 1).

El andlisis estadistico de los resultados demostré que
no existen diferencias estadisticamente significativas
en la respuesta de los mosquitos pertenecientes a
ambas cepas utilizadas (F= 0,06; p =0,8050) pero si
se observaron diferencias altamente significativas en
relacion a los extractos alcoholicos de S. aromaticum y
el repelente comercial (F=12,86 p= 0,0001). Aunque la
prueba de Tukey demostré que los extractos obtenidos
a partir de S. aromaticum tienen un efecto repelente
menor al repelente comercial a base de DEET, la
media del porcentaje de proteccion no difiere para los
extractos obtenidos después de 744, 168y 72 horas de
maceracion.

Tiempo de proteccion del extracto alcoholico
obtenido a partir de S. aromaticum. La Figura 2
muestra el porcentaje de proteccion del extracto
preparado a partir de S. aromaticum obtenido después
de 72 horas de maceracion y el efecto provisto por
el repelente de referencia durante los primeros
90 minutos después de su aplicacion. Aunque los
resultados obtenidos muestran que el repelente
comercial provee un porcentaje de proteccion superior
al 80% frente a ambas cepas de Aedes a lo largo del
periodo de observacion, el extracto alcohdlico obtenido
a partir de S. aromaticum protege hasta 60% una hora
después de su aplicacion. El andlisis de los resultados
mostré diferencias altamente significativas entre
ambos repelentes en relacién al tiempo de proteccion

(Rockefeller: t= 13,52; df= 23; p=0,0001 y DC: t=16,76;
df=23; p=0,0001).

DISCUSION

Los ensayos antes descritos demostraron que el
extracto alcohdlico de S. aromaticum tiene efecto
repelente contra Ae aegypti, aunque dicho efecto fue
inferior al observado al usar el repelente comercial a
base de DEET. Posiblemente, el efecto repelente de
los extractos obtenidos a partir de S. aromaticum se
deba a la presencia de eugenol, uno de los principales
componentes de los extractos alcohdlicos obtenidos a
partir del clavo de olor y que ha sido sefialado como
el responsable de gran parte de sus actividades
farmacoldgicas (20, 31).

El analisis de los resultados mostr6 que a mayor
tiempo de maceracion mayor efecto protector; esto
sugiere que el efecto repelente es dosis dependiente
y probablemente un mayor tiempo de maceracion
permite una mejor y mas eficiente extraccién de los
principios activos presentes en clavo de olor, tal como
fue observado por otros investigadores (13, 35-37).

En relacién con el tiempo de proteccion se ha reportado
que el Offl en sus diferentes presentaciones ofrece
proteccién durante un tiempo que varia entre 3,5y
8 horas bajo condiciones de laboratorio (13,38) en
nuestro caso el porcentaje de proteccion resultd ser
superior al 80%, 90 minutos después de su aplicacion.
Con respecto al porcentaje de proteccion del extracto
alcohdlico obtenido a partir de S. aromaticum los
resultados demostraron que éste cae significativamente
1 hora después de su aplicacion; probablemente esto
se deba a la presencia de compuestos altamente
volatiles en el extracto ya que la mayoria de los
repelentes obtenidos a partir de plantas protegen
contra la picada de los mosquitos por periodos cortos
de tiempo (39). Diferentes autores han reportado que el
efecto repelente de los extractos o aceites esenciales
obtenidos a partir de diferentes plantas mejora si éstos
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se mezclan con vainilla; la vainilla fija los compuestos
volatiles del repelente potencial a la piel, aumentando
significativamente el tiempo de proteccion (13, 40-42);
en nuestro caso se uso6 aceite mineral con ese proposito,
sin embargo parece no haber sido lo suficientemente
efectivo.

El extracto alcohdlico fue probado frente a dos cepas
de Ae. aegypti, el principal vector del dengue en
nuestro pais. EI comportamiento de ambas cepas de
Aedes fue muy similar ya que el andlisis estadistico no
demostro diferencias significativas entre ambas cepas
en relacion a su comportamiento frente a los extractos
alcohdlicos obtenidos y el repelente comercial. La
utilidad de un repelente esta vinculada a su efecto
protector ante el ataque de diferentes especies de
artropodos antropofilicos y en especial que protejan
de las picaduras de mosquitos que no sélo son una
molestia sino también vectores de enfermedades (ej.,
malaria, filarias, dengue). Debido a que cada especie
de mosquito exhibe un comportamiento diferente frente
a un repelente en particular (43) es indispensable
realizar pruebas sobre piel humana con el extracto
alcohdlico de S. aromaticum frente a otras especies de
mosquitos particularmente aquellos pertenecientes a
los géneros Culex y Anopheles.

Aparte de los efectos alérgicos y neurotoxicos del
DEET ya citados, uno de los inconvenientes de
muchos repelentes comerciales a base de DEET es
la falta de aceptacion por parte de los usuarios (13).
Los voluntarios que participaron en este estudio
manifestaron que el extracto alcohdlico obtenido de
S. aromaticum tiene un aroma muy agradable y no
deja sensacién grasosa en la piel; ademas, aunque el
estudio no fue suficiente para asegurar que el extracto
no causa reacciones adversas, los participantes no
manifestaron irritacion o dermatitis durante el estudio.

Finalmente, es importante sefialar que aunque el
repelente comercial a base de DEET resultd ser mas
efectivo y brinda un tiempo de proteccion mayor,
probablemente el costo de este producto no esta
alcance de la mayoria de nuestra poblacion, la
preparacion del extracto alcohdlico probado durante la
realizacion de esta investigacion puede ser realizada
por la poblacion usando recursos técnicos sencillos y
empleando para ello elementos que puede adquirir en
los mercados locales a muy bajo costo, lo cual significa
una opcién para personas de escasos recursos.
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