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Abstract: Demodex spp are ectoparasite mites that reside in the hair follicles and human sebaceous
glands. The purpose was to evaluate the demodicidal activity of essential from Eruca sativa Mill seeds,
Alpinia officinarum Hance rhizomes, and Zingiber officinale Roscoe rhizomes using an in vitro dose-
response assay. The A. officinarum (LCsp = 0.24%w/v) and E. sativa (LCsg = 0.39%w/V) oils were more
effective in controlling the mite than Z. officinale oil (LCso = 0.95%w/v) at 20 min of exposure. The
demodicidal activity was associated with the majority volatile and semi-volatile compounds in oils; for
example, isothiocyanates in E. sativa oil (80.2%) and terpenoids in Z. officinale (62.8%) and A.
officinarum (77.5%) oils. Future studies will be aimed at determining the mechanisms of acaricidal action
and safety in the treatment of cutaneous demodicosis.

Keywords: Acaricides; essential oils; demodicosis; Demodex spp; mites

Resumen: Demodex spp son acaros ectoparasitos que residen en foliculos pilosos y glandulas sebaceas de
humanos. El propésito fue evaluar la actividad demodicida de aceites esenciales de semillas de Eruca
sativa Mill, rizomas de Alpinia officinarum Hance y rizomas de Zingiber officinale Roscoe, mediante un
ensayo in vitro dosis-respuesta. Los aceites de A. oficcinarum (CLsg = 0,24%pl/v) y E. sativa (CLsg =

0,39%p/v) fueron mas efectivos en el control del &caro comparado con el aceite de Z. officinale (CLsg =
0,96%p/v) a los 20 min de exposicion. La actividad demodicida fue asociada a compuestos volatiles y
semivolatiles mayoritarios presentes en los aceites; por ejemplo, isotiocianatos en el aceite de E. sativa
(80,2%) y terpenoides en los aceites de Z. officinale (62,8%) y A. officinarum (77,5%). Estudios futuros
estaran dirigidos a determinar los mecanismos de accion acaricida y seguridad en el tratamiento de la
demodicosis cutanea.

Palabras clave: Acaricidas; aceites esenciales; demodicosis; Demodex spp; acaros.
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INTRODUCTION

Los é&caros Demodex folliculorum y D. brevis
(Demodex spp) son ectoparasitos que residen en los
complejos pilosebaceos oculares y de la piel
ocupando diferentes sitios topograficos. Con mayor
frecuencia estos acaros colonizan los foliculos pilosos
de pestafias y glandulas sebaceas del rostro (mejillas,
frente, nariz, menton y surco naso labial) (Zhong et
al., 2019); y, con menor frecuencia, el tronco y
extremidades (Mongi et al., 2018). Se considera que
la infestacion por Demodex es muy frecuente en
humanos, con una incidencia promedio del 13 al 70%
en todo el mundo, siendo generalmente asintomatica
(YYan et al., 2020); no obstante, esta incidencia puede
estar influenciada por factores como la edad (entre 84
- 100% en mayores de 60 afios) y el padecimiento de
enfermedades autoinmunes (Chudzicka-Strugata et
al., 2023). Asi mismo, estudios clinicos coinciden
gue una sobrepoblacion de estos &caros puede
desencadenar procesos inflamatorios cronicos en la
piel (Chioveanu et al., 2024) que afectan la calidad
de vida de quien lo padece.

Las infestaciones severas por Demodex se
conocen como demodicosis y se han asociado con
enfermedades como acné (Paichitrojjana vy
Paichitrojjana, 2023), rosacea (Forton, 2020)
dermatitis seborreica (Karabay y Cerman, 2020) e
inflamacion de los parpados o blefaritis (Sarac et al.,
2020). Algunos farmacos como la ivermectina y
metronidazol se han usado en el tratamiento topico y
sistémico de la demodicosis, con diferentes informes
de éxito (Salem et al., 2013; Jacob et al., 2019; Avila
et al, 2021; Helm, 2022); otras opciones de
tratamiento incluyen combinaciones de antibiéticos,
antiinflamatorios esteroides y factores de crecimiento
de fibroblastos (Luo et al., 2016); asi como, una
combinacién de isotretinoina e permetrina aplicadas
de manera tépica (Paichitrojjana y Paichitrojjana,
2022). No obstante, los posibles efectos adversos a
mediano y largo plazo ocasionados por algunos de
estos farmacos, asi como el desarrollo de resistencia
por parte del acaro (Jacob et al., 2019), han motivado
la basqueda de tratamientos alternativos.

El aceite esencial (AE) extraido del arbol de
té (Melaleuca alternifolia Cheel) (Lam et al., 2020;
Kairey et al., 2023) y su componente mayoritario, el
Terpinen-4-ol (Tighe et al., 2013; Evren Kemer et al.,
2021), han sido ampliamente investigados por su
actividad demodicida, demostrandose su efectividad,
mediante pruebas in vitro e in vivo. En la actualidad
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existen en el mercado varios productos para la
higiene de parpados a base de aceite de arbol del té
(AAT) y Terpinen-4-ol. Karakurt y Zeytun, (2018),
demostraron la eficiencia del tratamiento de la
blefaritis por Demodex con un champul que contiene
7,5% de AAT, causando reduccion completa de la
densidad de acaros en el 36% de los pacientes y
reduccion parcial en 64%. Otro estudio report6
tiempos de supervivencia in vitro de Demodex de tres
productos para la limpieza y el lavado de ojos que
contienen 2,0% de AAT (95,9 £ 25,2 min), 7,5% de
AAT (67,1 + 21,8 min) y 0,5% de Terpinen-4-ol
(27,3 £ 6,0 min) (Bulut y Tanriverdi, 2021). Los
tiempos de supervivencia del Demodex se lograron
reducir significativamente usando 50% del AAT (7,0
min) y 50% de Terpinen-4-ol (4,5 min); no obstante,
se ha reportado que concentraciones altas (> 15%)
pueden ocasionar efectos indeseables, como irritacion
ocular (Savla et al., 2020; Li-Zhen et al., 2022) y
dermatitis de contacto (de Groot y Schmidt, 2016).

En la literatura cientifica también se describe
la actividad demodicida de otros AEs, aunque la
informacion sobre concentraciones efectivas o
tiempos de supervivencia del acaro es limitada. Liu et
al. (2015), describieron el efecto demodicida de los
aceites puros del clavo de olor, fruto de naranja,
jengibre silvestre de Manchuria, corteza de canela,
rizomas de Alpiniae officinarum y cascara de fresno
espinoso, observando tiempos letales (TL) < 30 min.
Huang et al. (2021), publicaron resultados de
estudios in vitro de actividad anti-Demodex de AE
puros de Salvia officinalis (TL = 7,0 min) y Galanga
(TL = 14,4 £ 1,1 min); 25% de aceite de pimienta
(TL = 11,0 min) y 50% de aceite de alcanfor (TL =
8,0 min). Asi mismo, un estudio mas reciente
(Paichitrojjana y Chalermchai, 2023) informé sobre
el efecto demodicida de los aceites esenciales puros
de limoncillo (TLso = 2,0 min), albahaca dulce (TLsgo
= 2,2 £ 0,6 min), clavo (TLsg = 2,4 £ 0,8 min),
galanga menor (TLsp = 8,2 £ 2,0 min) y jengibre
(TLsp = 8,6 £ 1,9 min); estos resultados fueron
comparables con los obtenidos con el AAT puro
(TLsp = 2,6 £1,3 min), bajo las mismas condiciones
experimentales.

La presente investigacion se enfoco en las
plantas Alpinia officinarum Hance (Galanga),
Zingiber officinale Roscoe (Jengibre) y Eruca sativa
Mill (racula), como fuente de AE aplicables al
tratamiento de la demodicosis humana. Las dos
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primeras son plantas aromaticas que pertenecen a la
familia Zingiberaceae; se encuentran ampliamente
distribuidas en zonas tropicales y subtropicales de
Asia y América, donde son apreciadas por su valor
culinario 'y  propiedades medicinales como
antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano vy
antifungico (Ding et al., 2019; Mao et al., 2019). Asi
mismo, estas especies exhiben actividad repelente y
biocida contra diferentes clases de insectos
(Madreseh-Ghahfarokhi et al., 2018; Ruttanaphan et
al., 2020; Wong et al., 2023) y acaros (Liu et al.,
2015; Madreseh-Ghahfarokhi et al., 2019; Kang et
al., 2022). Por su parte, E. sativa es otra planta
culinaria que pertenece a la familia Brassicacae, muy
apreciada por su alto valor nutricional, propiedades
hepatoprotectoras y anticancerigenas (Garg Yy
Sharma, 2014). Recientemente, varios estudios han
descrito el potencial de los aceites y extractos de E.
sativa en el control de insectos plaga (Mehran et al.,
2019) y acaros (Masoumi et al., 2019; Carrico et al.,
2023).

La presente investigacion tuvo el objetivo
evaluar la actividad demodicida in vitro,
concentracion letal media (CLsg) y tiempo letal
medio (TLso), de los AE de rizomas de Alpinia
offcinarum, rizomas de Zingiber officinale, y semillas
de Eruca sativa. Los resultados obtenidos
contribuyen a la caracterizacion bioactiva de plantas
culinarias con potencial aplicacion en el tratamiento
de las infecciones cutaneas asociadas a Demodex spp.

MATERIALES Y METODOS

Aceites esenciales de Alpinia officinarum (AO) y
Zingiber officinale (ZO)

El aceite de AO (Nombre del producto comercial:
Galanga Oil) fue comprado en Hunan Nutramax Inc.
China (Lote NMGAO-160316); mientras que el
aceite de ZO (Nombre del producto comercial:
Ginger Oil F.C.C.) se obtuvo del fabricante Charkit
Chemical Corporation, China (Lote L130910).

Aceite esencial de semillas de Eruca sativa (ES)

Las semillas de ES fueron compradas a un
distribuidor local (Fercon S.A, Yumbo, Colombia).
La extraccion del aceite de las semillas se realizd
mediante hidrodestilacion asistida por microondas en
un equipo tipo Clevenger con reservorio de
destilacion Dean-Stark adaptado a un microondas
convencional con potencia de salida 720 watt y
frecuencia de radiacion 2.5 GHz. La muestra (250 ¢
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de semillas) se mezcl6é con 300 mL de agua destilada
en un balén pyrex de 1 L y se sometié a extraccion
por 2 horas con intervalos de 10 min. El rendimiento
de extraccién se calculd a través de la relacion del
volumen de aceite esencial obtenido y la masa del
material vegetal utilizado en la extraccion.

Composicién quimica de los AE

El perfil y cantidad relativa de los compuestos
volatiles y semi-volatiles presentes en los aceites de
AO, ZO y ES se determinaron mediante
Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) en un equipo Agilent Technologies
6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas
(MSD, Agilent Technologies 5973) operado en el
modo de barrido completo de radiofrecuencias (full
scan). La columna empleada fue DB-5MS [5%-fenil-
poli (dimetilsiloxano), 60 m x 0.25 mm x 0.25 um] (J
& W Scientific, Folsom, CA, EE. UU). La inyeccién
se realiz6 en modo Split (50:1), Viny = 1 uL. Los
compuestos determinados en la muestra de AE se
identificaron con base en sus indices de retencion de
Van den Dool y Kratz y por comparacion de los
espectros de masas obtenidos y los almacenados en
las bases de datos del “National Institute of Standards
and Technology” (NIST).

Demodex spp

Los acaros se obtuvieron de las pestafias de 35
pacientes adultos (35 - 60 afios), con diagnostico
clinico de blefaritis, quienes ingresaron por consulta
externa a la Fundacion Clinica Oftalmoldgica Del
Caribe (FOCA) en la ciudad de Barranquilla,
Colombia. Todos los pacientes enrolados en el
estudio firmaron consentimiento informado. La
confirmacion  diagnéstica de infestacion  por
Demodex spp., se realizd bajo examen en lampara de
hendidura (Carl Zeiss, SL 130). A cada paciente se le
retiraron dos pestafias por parpado, con una pinza
relojero (Rumex), previa confirmacion de la
presencia de acaros Demodex (Figura N° 1). Se
obtuvieron entre 5y 12 acaros por pestafia, los cuales
se depositaron en placas de poliestireno de seis pozos
(Millipore Ref. N° 703001), que contenian 3 mL de
solucién salina isoténica (NaCl 0,9%p/v). Las
muestras se almacenaron en una camara de pruebas
ambientales (SHEL LAB, Modelo HC30-R), a una
humedad relativa del 90% y temperatura de 30°C,
durante un tiempo méaximo de 12 horas antes de la
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realizacion de los bioensayos de actividad, de
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acuerdo con lo descrito (Maldonado et al., 2021).

Bioensayo demodicida

Se llevo a cabo un disefio experimental unifactorial

Figura N° 1
Acaros Demodex spp., en paciente con diagndstico de blefaritis A) presencia de caspa cilindrica; B) formas
adultas del Demodex spp.

(Decyl Oleate, C28Hs5402), a la concentracion
especificada en el disefio.

completamente aleatorizado (Tabla N° 1). Todos los
AE puros se diluyeron en el emoliente Cetiol V®

Tabla N° 1

Disefio del experimento de actividad demodicida

Descripcion de los Tratamientos:

Aceite esencial de Alpinia officinarum (AO)
Aceite esencial de Zingiber officinale (ZO)
Aceite esencial de Eruca sativa (ES)

Variable Independiente:

Concentraciones de cada AE:
- 1,0 %viv
- 0,5%vlv
- 0,25 %vlv
- 0,125 % viv

Numero de Replicas

Tres por cada tratamiento

Variables respuestas: 2

Concentracion letal media (CLso)
Tiempo letal medio (TLso)

Numero total de tratamientos por aceite

12
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La evaluacion de la actividad demodicida se
realizd mediante prueba de contacto sobre laminas
portaobjetos, con un ndmero de &caros por
tratamiento de 35 + 5 para el aceite de AO (N Total =
138 acaros); 22 + 3 para el aceite de ZO (N Total =
94 acaros) y 40 + 5 para el aceite de ES (N Total
179 acaros). Cada concentracion del AE (5 pL) se
adiciond directamente al cuerpo de los acaros adultos,
seguido estos se observaron bajo la luz de un
microscopio Optico Leica DM1000. El periodo de
observacion fue de 1 min cada 5 min durante 2 horas.
Se monitoreo el efecto de cada uno de los aceites
sobre el movimiento y la morfologia del Demodex.
Los indicadores de la muerte de los acaros fueron: a)
ausencia de movimiento de los apéndices (queliceros)
y patas durante un minuto; b) cambio de forma o
fragmentacion del cuerpo del acaro. Como testigo
(control negativo) de la prueba se usé Unicamente
Cetiol V. Todas las pruebas se llevaron a cabo por
triplicado bajo las mismas condiciones de
temperatura (30°C) y humedad relativa del 90%.

Analisis estadisticos

Los resultados se presentaron como concentracion
letal media (CLso) y tiempo letal medio (TLsg) por
cada tratamiento. Las curvas de supervivencia de
Demodex spp., se realizaron por el método de
Kaplan-Meier y la prueba de log-rank. Los valores de
CLso se determinaron mediante el modelo de
regresion Probit con correccion de mortalidad
mediante la formula de Abbott (1925). Se aplico la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (k
muestras) para establecer diferencias estadisticamente
significativas entre las medias aritméticas, con un
valor p<0.05 estadisticamente significativo. Todas las
pruebas se realizaron con el paquete estadistico SPSS

Actividad demodicida de aceites esenciales

version 21.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago,
USA) y Statgraphisc Centurion V21.

Consideraciones éticas

Todas las personas enroladas en el estudio fueron
pacientes de la Fundacion Clinica Oftalmoldgica del
Caribe (FOCA), quienes firmaron consentimiento
informado. La investigacion fue aprobada por el
comité de bioética de la fundacion Universidad del
Norte previo al estudio del cumplimiento de las
normas internacionales de investigaciones
biomédicas y buenas practicas médicas; las
disposiciones determinadas en la Ley 84 de 1989 y
los lineamientos consignados en la resolucion No.
008430 de 1993 expedida el Ministerio de Salud de
Colombia.

RESULTADOS

Aceites esenciales (AE)

El rendimiento de extraccion del AE de semillas de
ES fue de 0,3% p/p, este aceite fue de apariencia
traslucida y de color amarillo; la composicion
quimica determinada por CG-EM, revelé alto
contenido de metabolitos azufrados (80,5% de
isotiocianatos), nitrilos (13,2%) y terpenos (1,4%)
(Tabla N° 2). Por su parte, el anlisis quimico volatil
del AE de rizomas de AO identificé 17 compuestos
con predominio de monoterpenos (77,5%), como: B-
pineno (36,8%), a-pineno (17,9%), pB-felandreno
(12,7%) y limoneno (9,0%) (Tabla N° 3); mientras
que en el AE de rizomas de ZO se identificaron 40
compuestos, en su mayoria sesquiterpenos (62,8%)
como: a-zingibireno (26,6%), B-bisaboleno (9,9%),
B-sesquifelandreno  (9,6%) y trans-a-farneseno
(9,3%) (Tabla N° 4). Los cromatogramas estan
disponibles en el material suplementario.

Tabla N° 2
Composicion quimica mediante CG-EM del aceite esencial de semillas de E. sativa

N° pico tr Compuesto Cantidad relativa (%0)
1 4,85 Disulfuro de carbono 3,7
2 12,61 Furfural 0,1
3 17,47 a-Pineno 0,1
4 18,14 Canfeno 0,1
5 19,38 S-Pineno 0,1
6 19,47 6-metil-5-heptem-2-ona 0,1
7 19,74 S-Mirceno 0,1
8 19,97 Compuesto azufrado derivado del isotiocianato, NI 0,1
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9 21,57 Limoneno 0,1
10 21,66 S-Felandreno 0,1
11 21,86 1,8-Cineol 0,5
12 22,09 Fenilacetaldehido 0,1
13 26,81 Metil pentil isotiocinato 0,3
14 27,98 Compuesto azufrado NI 0,2
15 28,68 Metil-tio pentil nitrilo 13.2
16 29,81 Neral 0,1
17 30,83 Geranial 0,2
18 32,45 Compuesto azufrado derivado del isotiocianato, NI 0,2
19 38.34 Isotiocianato de 4-(metiltio) butilo 80,2
20 40,89 Compuesto azufrado, NI 0,4

tR: Tiempo de retencion (min); NI: No identificado

Tabla N° 3

Composicion quimica mediante CG-EM del aceite esencial de rizomas de A. offinarum

N° pico tr Compuesto Cantidad relativa (%0)
1 17,26 a-Pineno 17,9
2 17,97 Canfeno 0,4
3 19,31 S-Pineno 36,8
4 19,57 S-Mirceno 0,4
5 20,40 a-Felandreno 0,2
6 20,85 o-Terpineno 0,1
7 21,22 p-Cimeno 3,2
8 21,49 Limoneno 9,0
9 21,58 S-Felandreno 12,7
10 31,11 Trans-cinamaldehido 9,4
11 36,70 Trans-g-cariofileno 3,0
12 37,91 a-Humuleno 0,3
13 38,51 ar-Curcumeno 1,0
14 38,95 a-Zingibireno 3,2
15 39,11 a-trans-Farneseno 0,4
16 39,35 [-Bisaboleno 0,9
17 39,89 S-Sesquifelandreno 1,3

Tabla N° 4

Composicion quimica mediante CG-EM del aceite esencial de rizomas de Z. officinale

N° tr Compuesto Cantidad relativa (%)
pico
1 18,65 a-Pineno 1,4
2 19,45 Canfeno 3,9
3 20,68 S-Pineno 0,2
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4 20,75 6-Metil-5-hepten-2-ona 1,0
5 20,99 B-Mirceno 0,7
6 21,87 a-Felandreno 0,2
7 22,86 Limoneno 0,9
8 22,97 S-Felandreno 3,0
9 23,04 1,8-Cineol 2,9
10 25,21 Terpinoleno 0,2
11 25,64 Linalool 0,5
12 27,73 Citronelal 0,2
13 28,80 Borneol 0,7
14 29,07 Terpinen-4-ol 0,2
15 29,58 a-Terpineol 0,5
16 30,50 Citronelol 1,0
17 31,06 Neral 4,1
18 31,38 Geraniol 1,0
19 32,13 Geranial 7,0
20 33,01 2-Undecanona 0,4
21 36,04 a-Copaeno 0,5
22 36,24 Acetato de geranilo 0,1
23 37,04 S-Elemeno 0,8
24 38,40 7-Elemeno 0,3
25 38,92 Cis-f-Farneseno 0,2
26 39,64 allo-Aromadendreno 0,4
27 40,01 ar-Curcumeno 6,1
28 40,27 Germacreno D 19
29 40,45 a-Zingibireno 26,6
30 40.59 Trans-Trans-a-Farneseno 9,3
31 40,85 [-Bisaboleno 9,9
32 41,26 d-Amorfeno 0,5
33 41,36 S-Sesquifelandreno 9,6
34 41,45 Trans-~Bisaboleno 0,3
35 41,50 7-epi-a-Selino 0,4
36 42,16 Elemol 0,7
37 42,30 Trans-Nerolidol 0,7
38 43,28 Trans-Hidrato de sesquisabineno 0,3
39 44,46 10-epi-~Eudesmol 0,4
25 45,30 S-Eudesmol 0,7
Bioensayo acaricida concentraciones de AE > 1%v/v causaron muerte del
Una evaluacién inicial del rango de concentracién 100% de los acaros Demodex spp a los pocos minutos
para el bioensayo acaricida permitié determinar que de exposicion, observandose paralisis de las patas,
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separacion de los &caros unidos a las pestafias,
encogimiento y fragmentacién del cuerpo del acaro

A

Figura N° 2

Actividad demodicida de aceites esenciales

(Figura N° 2).

Microfotografia del efecto de los aceites esenciales sobre la morfologia del &caro Demodex spp. A) acaro
unido a las pestafias en el tiempo cero; B) acaro separado de las pestafias y C) acaro deshidratado y
fragmentado después de 10 min de exposicion al aceite de AO

Cuando se evaluaron concentraciones entre
0.125 - 1% v/v de cada AE, se observé aumento del
TLso a medida que se disminuye las concentraciones
del AE. Los mejores resultados se obtuvieron con el
aceite de AO (TLsp = 12 = 2 min), seguido por el

aceite de ES (TLsp =14 2 min) y ZO (TLso =19 %
3 min), a una concentracion de AE del 1 %v/v. Para
el caso de los aceites de ES y AO, no se observd
diferencia significativa a concentraciones < 0,25
%v/v (Tabla N° 5).

TablaN° 5
Tiempo medio de muerte (TL50) de Demodex en diferentes concentraciones de aceites esenciales

TLso - min (Media + DE)

Concentracion (%v/v)

Z0 ES

0,125
0,250
0,500
1,000

160 + 67°* 132 + 359 54 + 9bc
20 +6° 57+2¢ 22+3
15+4%  40+5° 18+22
12 £ 22 19+3% 14+22

Los valores de la media seguidos por letras diferentes, dentro de cada columna, son significativamente
diferentes seguin la prueba estadistica de Kruskal-Wallis (valor p<0.05)

A los 20 min de exposicion, las mejores
actividades biocidas se obtuvieron con el aceite de

AO (CLso = 0,24%v/v; CLgo = 0,42%uV/v); seguido

por el aceite de ES (CLsp = 0,39%v/v; ClLgo
0,57%); y el aceite de ZO (CLsg = 0,96 %v/v; CLoo
1,06 %v/v) (Tabla N° 6).
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Tabla N° 6

Actividad demodicida de aceites esenciales

Resultados andlisis Probit para la concentracion letal de los aceites de
A. officinarum (AO), Z. officinale (ZO) y E. sativa (ES) sobre Demodex spp

Aceite N’ b+ ES R r2 CLso CLeo ER X2 P
AO 137 -0,148+0,176 -0,943 87,62 0,24 0,42 1,191-0,148/C 1,050 0,31
(0,20-0,28) (0,36 — 0,54)
ZO 97  0784+0060 0976 9459 0,96 1,065 -0,125+0,920*C2 0,001 0,99
(0,92-0,99) (1,14 -1,02)
ES 179 0559+0,080 0,898 80,68 0,39 0,57 1,075+0,559*In(C) 0,009 0,92
(0,35-0,43) (0,53 0,65)

N° = numero de acaros por tipo de aceite; b = pendiente de la recta; R = coeficiente de correlacion; r2 =
Porcentaje ajustado explicado por el modelo; CL = Concentracidn letal expresado en % y limites de
Confianza; ER= ecuacion del modelo de regresion; X2 = Chi-cuadrado; P = significancia

H o
Figura N° 4
A B
1.0+ ey
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Aceite de A officinarue |2 e 0,28 % wiv
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Ly P Ly
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-t
Coludl . .
Lé 2 Aceite de E. saliva
§ os S oo -1 "0425%
z 2 . ' 0,25%
= z H 05%
é‘ a -
L] a 025 % viv ] it v
_s B4 ‘3 o4 E
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0.2 0.2 ;
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Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de Demodex spp expuesta a los aceites esenciales de
A) A. officinarum; B) E. sativa y C) Z. officinale
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La Figura N° 4 muestra la proporcion
acumulada de acaros supervivientes a las diferentes
concentraciones de aceite evaluadas, evidenciandose
la influencia del tipo y concentracion del aceite en la
actividad demodicida (Log-rank analysis p<0,000).
Los porcentajes de supervivencia mas bajos del
Demodex se alcanzaron a las concentraciones 0,5 y
1,0% de los aceites de AO y ES; 100% de los acaros
murieron a la concentracion del 1,0%. Con el aceite
de ZO, el efecto acaricida solo se observo a la
concentracién del 1,0%, causando muerte del 72% de
los acaros.

DISCUSION
Los AE son una mezcla compleja de compuestos
volétiles de bajo peso molecular que desempefian
funciones protectoras contra patdgenos en las plantas.
A nivel experimental, existe suficiente evidencia que
respalda el uso de los AE para contrarrestar un
espectro amplio de microorganismos patdgenos,
como bacterias (Gheorghita et al., 2022), hongos
(Dumitrescu et al., 2023) y ectoparésitos (Nardoni y
Mancianti, 2022; Anholeto et al., 2024). En la
actualidad el AAT cuanta con buen numero de
estudios in vitro e in vivo que respaldan su actividad
acaricida contra D. folliculorum, siendo usado en un
amplio rango de concentraciones (2 — 100%) (Bezabh
et al., 2022). Aunque se ha informado de la eficacia
demodicida de otros AE extraidos de plantas
aromaticas, incluidos rizomas de AO y ZO, se
desconocen las concentraciones y tiempos letales
medios (CLso y TLso) (Liu et al., 2015; Paichitrojjana
y Chalermchai, 2023). Esta informacién es necesaria
para definir la mejor relacién entre la eficiencia y la
seguridad de los AE, toda vez que algunos pueden
ocasionar irritacion y dermatitis de contacto.

Los AE incluidos en el presente estudio (AO,
ZO y ES) causaron la muerte de los Demodex dentro
de los 20 minutos posteriores a la exposicion a una
concentracion del 1%. Este resultado indica el fuerte
efecto letal in vitro de los AE, especialmente del AO
(TLsp =12 £ 2 min) y ES (TLso = 14 £ 2 min) y en
menor grado para el aceite de ZO (TLsg = 19 = 3
min). Estos tiempos superan a los informados para el
AAT al 2% (95,9 £ 25,2 min) (Bulut y Tanriverdi,
2021) y 2,5% (54,0 = 6,1 min) (Yurekli y Botsali,
2021). Un dato adicional, fue que los &caros
expuestos a los AE experimentaron los siguientes
fendmenos: a) separacion del &caro unidos a las
pestafas, b) paralisis de las patas y ) encogimiento

Actividad demodicida de aceites esenciales

seguido de fragmentacion por la parte central del
cuerpo. Estos cambios se constituyen en evidencia
solida de que los aceites contienen por lo menos un
compuesto acaricida potencialmente eficaz para
matar el 4&caro Demodex, que actla tanto a nivel del
sistema nervioso del éacaro y como agente
deshidratante.

La actividad biocida de los AE esta
relacionada con su composicién quimica, un ejemplo
de esto son los terpenos presentes en el AAT. Tighe
et al. (2013), reportd tiempos de supervivencia media
para componentes de ATT en concentraciones entre
100 y 10%. Cuando se comparan los tiempos
medidos de supervivencia del Demodex, a una misma
concentracién (por ejemplo, 25%), se evidencian
diferencias en la potencia de cada compuesto: 4-
terpineol (8,3 * 3,1 min), y-terpineno (> 150 min), a-
terpineno (61,6 + 11,6 min), a- terpineol (22,8 + 3,9)
y 1,8-cineole (23,5 + 3,9 min). En otro estudio se
comprobé la actividad demodicida de otro
componente de AAT, el linalool, con tiempos medios
de supervivencia de 10 min (rango: 5 - 21 min), a una
concentracion del 100% (Cheung et al.,, 2018).
Teniendo en cuenta lo anterior la caracterizacion
quimica de los aceites de ES, AO y ZO por CG-EM
se utilizd, tanto para verificar la calidad de los AE
usados, como para explorar la presencia de
compuestos con potencial actividad biocida.

El aceite de las semillas de E. sativa mostrd
contenido mayoritario de isotiocianatos y nitrilos
(93,7%), los cuales se originan por la hidrolisis de
glucosinolatos gue se acumulan en las semillas de ES
(Pagnotta et al., 2022). A la fecha existen pocos
estudios experimentales sobre el uso acaricida de
glucosinolatos o de plantas con alto contenido de
glucosinolatos (Rehman et al., 2018; Mehran et al.,
2019; Masoumi et al., 2019; Claros-Cuadrado et al.,
2019); sin embargo, se conoce que los productos de
su hidrolisis (isotiocianatos alifaticos y aromaticos)
poseen fuerte actividad antimicrobiana contra un
amplio espectro de microorganismos patdgenos (Ej:
Bacillus subtilis, Campylobacter jejuni, Candida sp.,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Streptococcus lacti y Vibrio parahaemolyticus, entre
otros) (Abdel-Massih et al., 2023). Los isotiocianatos
también son reconocidos agentes acaricidas y
repelente para algunas de especies de &caros (Seifi et
al., 2018).
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Para el caso del aceite de AO utilizado en el
presente estudio, el andlisis por CG-EM reveld
mayoritariamente monoterpenos oxigenados,
seguidos de hidrocarburos sesquiterpénicos, siendo
los componentes mas abundantes B-pineno, a-pineno,
B-felandreno y limoneno, lo que es consistente con
los aceites de rizoma de AO recolectados en la
provincia de Gaozhou, China (Van et al., 2021). El
aceite de ZO  presento  mayoritariamente
sesquiterpenos  a-Zingibireno, p-Bisaboleno, -
Sesquifelandreno y  Trans-a-Farneseno,  estos
compuestos son caracteristicos de la mayoria de los
aceites de ZO obtenidos de plantas originarias de
paises asiaticos, siendo el a-Zingibireno el
componente predominante en la mayoria de los casos
(cantidad relativa entre 10,3 - 40%) (Mahboubi,
2019; Zhang et al., 2022; Yu et al., 2022).

Si bien, se desconoce el mecanismo de accion
acaricida de los aceites de AO y ZO, se plantea una
posible asociacion con el contenido de monoterpenos
y sesquiterpenos. Por ejemplo, compuestos como el
1,8-cineol y el Terpinen-4-ol (presentes en el aceite
de 0OZ) son reconocidos inhibidores de la
acetilcolinesterasa  (AChE), una enzima que
desempefia funciones clave en la neurotransmisién
colinérgica de los vertebrados e invertebrados (Mills
et al., 2004). Asi mismo, otros terpenos como (-)-
citronelal, limoneno y a-pineno (presentes en el
aceite de AO y OZ) se han asociada con inhibicion de
AChE del acaro de las plantas, el Tetranychus urticae
Koch (Abdelgaleil et al., 2019). Otros compuestos
monoterpenicos, reportados por su actividad anti-
AChE de &caros, son la pulegona, mentona, linalool y
fenchona (Sanchez-Ramos y Castafiera, 2000); asi
como, los compuestos timol, carvacrol, citral,
eucaliptol y R-(-)-carvone, que exhibieron actividad
acaricida contra el ectoparasito Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Cardoso et al., 2020). En
otros casos, la actividad biocida contra acaros fue
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