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Resumen

Se investigo el efecto repelente del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle, en mosquitos de la especie Aedes aegypti. El aceite esencial se obtuvo a
partir de las céscaras frescas del limon criollo mediante el método de destilacién por
arrastre de vapor de agua, los compuestos fitoquimicos se detectaron por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS). Se
formularon cuatro lociones a diferentes concentraciones, 2%, 4%, 10% y 15% (v/v)
del aceite esencial. El efecto repelente se realiz6 mediante el método de cebo
humano, en cuatro voluntarios hombres y mujeres de 18 y 28 afios de edad. El
método consiste en exponer el antebrazo izquierdo de cada voluntario a los
mosquitos hembras de la especie Aedes aegypti en estado de inanicién de entre 3y
6 dias de edad criadas en cautiverio. Ademas se realiz0 un comparativo de las
lociones preparadas del aceite esencial con un repelente comercial a base de N, N-
dietil-meta-toluamida (DEET). Los resultados evidenciaron: La presencia de
compuestos tipo terpenoides (monoterpenos: hidrocarburos y fendlicos) vy
(sesquiterpenos: hidrocarburos); las lociones al 2%, 4%, 10% evidenciaron tener
efecto repelente (p < 0.05), con tiempos de proteccion eficaz de 60, 120 y 157.5
minutos respectivamente, excepto la locion al 15% la cual no evidencié un efecto
significativo; los resultados de la comparacion evidenciaron una diferencia
significativa y positiva a favor de DEET (p < 0.05). Se concluye que la locién al 10%

tiene buen efecto repelente, sin embargo no mayor que el repelente comercial.

Palabras clave: Citrus aurantifolia, Aedes aegypti, CG-MS, aceite esencial, efecto

repelente.



Abstract

The repellent effect of the essential oil of Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle was
investigated in mosquitoes of the Aedes aegypti species. The essential oil was
obtained from the fresh peels of the Creole lemon by means of the steam distillation
of water, the phytochemical components were detected by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC / MS). Four lotions were formulated at different
concentrations, 2%, 4%, 10% and 15% (v / v) of the essential oil. The repellent effect
was performed by the human bait method, in four male and female volunteers aged
18 and 28 years. The method consists of exposing the left forearm of each volunteer
to the female mosquitoes of the Aedes aegypti species in a state of starvation
between 3 and 6 days of age bred in captivity. Furthermore, the lotions prepared from
the essential oil was compared with a commercial repellent based on DEET. The
results depicted that: The presence of terpenoid compounds (monoterpenes:
hydrocarbons and phenolics) and (sesquiterpenes: hydrocarbons), lotions at 2%, 4%,
10% depicted a repellent effect (p <0.05), with effective protection times of 60, 120
and 157.5 minutes respectively, except the 15% lotion which did not display a
significant effect; the results of the comparison showed a significant and positive
difference in favor of N, N-dietil-meta-toluamida (DEET) (p <0.05). In conclusion, the
10% lotion exhibits an efficiently repellent effect, although no greater than the

commercial one.

Keywords: Citrus aurantifolia, Aedes aegypti, GC-SM, essential oil, repellent effect.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion de la realidad problemética

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce al mosquito hembra de Aedes
aegypti como el vector principal causante del dengue (DEN 1 — DEN 4). Estos
mosquitos también transmiten la fiebre chikungunya, la fiebre amarilla y la infeccién
por el virus de Zika.(1)

Solo en el 2017, la Plataforma de Informacion en Salud de las Américas (PLISA)
reportd un total de 584,165 casos de dengue y dengue grave, ademas de 306
personas fallecidas para Las Américas, en la subregién andina. El Perd se ubica en
el primer lugar con 76,093 casos de dengue, seguido por Colombia y Ecuador con
26,279 y 11,387 de casos totales respectivamente.(2) En nuestro pais, las regiones
gue presentaron mas casos de dengue en el 2017 fueron: Piura, La Libertad,
Tumbes, Ica, Ancash, y Lambayeque, esto es debido al fenobmeno “El Nifio” que
azotd con mas fuerza a éstas regiones.(3)

El dengue, es la enfermedad trasmitida por los vectores mas importantes de Las
Américas. Se desarrolla principalmente en las zonas urbanas reemergentes con mala
calidad de vivienda, dificultoso acceso al agua potable, mal manejo de desechos
sélidos, limitada integracion de la poblacion a programas sociales de prevencion,
laboratorios no implementados para la deteccion temprana del virus y personal poco
capacitado en zonas de alto riesgo.(4)

La OMS plantea tres tipos de estrategias de lucha para el control de vectores, entre
ellas la gestion ambiental, control quimico y control bioldgico. Para el control quimico
se recomienda uso de larvicidas para tratar habitats larvarios de Aedes aegypti,
imagocidas para mosquitos adultos con la finalidad de reducir la densidad y
longevidad de los mismos y solo como complemento al control ambiental en casos
de emergencia.(1)

Las soluciones de Temefos 1 mg/L, Metopreno 1 mg/L, Piriproxifen 0.01 mg/L,
Bacillus thuringiensis israelensis 1-5 mg/L, son larvicidas recomendados por la OMS,
gue pueden aplicarse incluso en aguas para el consumo humano. También se usan

insecticidas para el control de vectores adultos, como organofosforados y piretroides



solo para mencionar algunos de ellos, Fenitrotion, Malation, Pirimifos metil y
Biorresmetrin, Cyflutrina, Cipermetrina, Etofemprox, respectivamente. Cabe recalcar
el alto grado de toxicidad de los mismos por lo que se recomienda el buen estado y
calibracién apropiada de los equipos para su correcta aplicacion.(5)

Otras medidas de proteccion contra el Aedes aegypti son el uso de repelentes
sintéticos especialmente los que contienen N, N-dietil-meta-toluamida (DEET) (25,15,
7.7 y 5%) y Picaridina (16%) con tiempos de proteccion entre 1 y 6 horas
aproximadamente, siendo uno de los mas eficaces el DEET al 25% con tiempo de
proteccibn > 6 horas, sin embrago, a concentraciones menores el tiempo de
proteccién disminuye.(6)

Los aceites esenciales son una potencial alternativa en la lucha por atenuar las
enfermedades trasmitidas por vectores, ya sea como repelentes o larvicidas
considerando su reducida toxicidad y limitado impacto sobre el medio ambiente, su
bajo costo y facil acceso a ellos, ademas pueden ser muy eficaces sin necesidad de
obtener un activo quimicamente puro, se ha demostrado que incrementan sus
efectos sinérgicamente entre sus componentes o las mezclas de los mismos pueden
incluso llegar a reemplazar a los repelentes sintéticos de uso frecuente.(7) Este
trabajo tiene la finalidad de usar el aceite esencial de limoén criollo como una
alternativa a los repelentes a base de N, N-dietil-meta-toluamida (DEET), a un costo
menor, facil acceso y principalmente dirigido a las personas que buscan repelentes

naturales.
1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema General

1. ¢Tendré actividad repelente la locidén elaborada a base del aceite esencial
de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle contra mosquitos hembras

adultas de la especie Aedes aegypti?



1.2.2 Problemas especificos

1.

¢, Qué tipos de metabolitos secundarios estaran presentes en el aceite
esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle?

¢, Cual seréa el efecto repelente de la locion elaborada a base del aceite
esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle contra los mosquitos
hembras adultas de la especie Aedes aegypti?

¢La locién a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle sera tan efectiva como la locibn a base de N, N-dietil-meta-
toluamida (DEET)?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

1.

Evaluar la actividad repelente de la locion a base del aceite esencial de
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle contra mosquitos hembras adultas

de la especie Aedes aegypti.

1.3.2 Objetivos especificos

1.

2.

Identificar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el aceite
esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle.

Preparar una locion a partir del aceite esencial de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle y determinar su efecto repelente contra los mosquitos
hembras adultas de la especie Aedes aegypti.

Determinar la actividad repelente de la locién a base del aceite esencial de
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle en comparacion con la locion

repelente a base de N, N-dietil-meta-toluamida (DEET).



1.4 Justificacion e importancia del estudio

El desarrollo de este proyecto nos lleva a plantear nuevas soluciones a problemas
gue aquejan a gran parte de la poblacion de escasos recursos econémicos y con
poco acceso a sistemas preventivos de salud. Ademéas de plantear una solucion
viable y eficaz como la que nos brindan los productos de origen botanico, abriendo
asi el camino para futuras investigaciones donde se aisle el o los activos
responsables de la accién repelente y aplicarlos a nivel industrial, con la posibilidad
de poder expenderse en establecimientos farmacéuticos, a bajos costos, y de alguna
manera reemplazar los activos sintéticos que se usan hoy en dia como el N, N-dietil-
meta-toluamida (DEET), que a altas concentraciones y frecuentes exposiciones
pueden alterar el equilibrio normal de la piel y asi mismo estar expuestos a futuras

patologias.(8)

Los aceites esenciales se estan usando como repelentes de mosquitos en paises
como Espafia y los EE.UU., por mencionar un ejemplo los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en Inglés) mencionan entre la
lista de repelentes eficaces y seguros, al aceite esencial de eucalipto de limén.(9)

Por lo que se ha creido conveniente usar el aceite esencial de limén criollo, ya que
posee diversos usos en la medicina tradicional, entre ellos la actividad repelente;
ademas de ser accesible, economico y de facil extraccion, seria una excelente
alternativa para prevenir las enfermedades trasmitidas por vectores, entre la mas

importante, el dengue.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Nacionales

Davila C (2016). “Actividad repelente del aceite esencial de Minthostachys
mollis Grisebach; y elaboracion de una crema repelente contra insectos
adultos de la familia Culicidae” tuvo como objetivo evaluar la actividad repelente
de Minthostachys mollis Grisebach (mufia), mediante la formulacion de una crema
para repeler insectos. La extracciobn del aceite esencial se realiz6 mediante
destilacion por arrastre de vapor, a partir del cual prepararon soluciones al (10, 15y
20% v/v en aceite mineral cosmético USP), ademas formularon una crema al 10%,
para el test de repelencia “in vitro” segun método propuesto por Talukder y Howse.
Concluyendo que tanto los aceites esenciales extraidos de Minthostachys mollis
Grisebach (mufia) y la crema al 10% presentan actividad repelente frente a zancudos

de la familia Culicidae.(10)

Otiniano G y Roldan J. (2014). “Actividad repelente y tiempo de proteccion
experimental del aceite del endospermo de Ricinus communis (Euphorbiaceae)
en Aedes aegypti” tuvieron como objetivo determinar la actividad repelente y el
tiempo de proteccion del aceite esencial del endospermo de Ricinus communis en
Aedes aegypti. El aceite esencial se extrajo por el método de soxhlet con solvente
hexano a 85- 86 °C. Prepararon soluciones al 25, 50, 75 y 100% v/v en etanol al
98.6%. Para el test de repelencia emplearon especimenes hembras de la especie
Aedes aegypti cepa Rockefeller (control), una poblacién experimental natural
procedente de La Esperanza (Trujillo, Pert) de 3 - 8 dias de edad, en estado de
inanicion durante tres dias y especimenes adultos de conejo, Oryctolagus cuniculus.
En las orejas, se aplicd 1 mL/22.5 cm? del aceite a las concentraciones sefialadas y
se utilizé6 50 especimenes por cada concentracion, ademas de los grupos control
positivo de N, N-dietil-meta-toluamida (DEET al 20%) y negativo (diluyente: Etanol).
La exposicion se realizd durante tres minutos a intervalos de 30 min, hasta que se

produzca la primera picadura. El ensayo se realizO en cuatro repeticiones,
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evaluandose el porcentaje de repelencia y el tiempo de proteccion. Concluyendo que,
el aceite del endospermo de Ricinus comnunis tiene actividad repelente en todas las
concentraciones y la mayor actividad repelente se obtuvo sobre la poblacién natural
a la mayor concentracion experimentada, con un tiempo de proteccion de 180

minutos.

La actividad repelente, se deberia a las moléculas flavonoides: quercetina,
quercitrina y rutina presentes en el extracto hidroetandlico de las hojas de Ricinus
communis; entre otras sustancias quimicas que generarian cierto rechazo frente a
los mosquitos de Aedes aegypti estan los acidos linoleico y oleico abundantes en el

aceite esencial.(11)

Diaz A. (2008). “Caracterizacion de los componentes volatiles del aceite
esencial de la lima (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle)” tuvo como objetivo
determinar los principales componentes del aceite esencial extraido de las cascaras
de la fruta fresca de la lima cambray, por el método de arrastre de vapor de agua. La
separacion de sus componentes mayoritarios se realizé mediante Cromatografia en
columna y la caracterizacion e identificacion de sus componentes principales se
realiz6 mediante cromatografia de gases (CG), cromatografia de gases acoplado a
espectrofotometria de masas (GC-MS), espectroscopias IR y UV. Para la elucidacion
estructural de los componentes mayoritarios se emplearon los espectros UV, IR, CG-
EM, RMN-'H y RMN-3C. Se identificaron 9 componentes principales, de los cuales
los mayoritarios fueron: limoneno (60.34%), acetato de linalilo (22.99%), B-pineno
(5.08%), B-mirceno (5.08%) y (Z)-B-ocimeno (1.40%) ademas caracteristicas fisicas
como: gravedad especifica promedio 0.85088, indice de refraccion en la linea D del
sodio entre 1.4679 — 1.4705 y el porcentaje de residuo de evaporacion igual a 2.15%,

indicadores de la calidad del aceite esencial.(12)

Baca L y Yabar F. (2016). “Efecto antibacteriano in vitro de los aceites
esenciales de Foeniculum vulgare (hinojo), Cimbopogon citrus (hierba luisa),
Origanum vulgare (orégano), Citrus aurantifolia Swingle (limén) y Citrus
sinensis (naranja), frente a cepas estandarizadas de Streptococcus mutans,
cusco 2016” tuvieron como objetivo determinar el efecto antibacteriano de los
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aceites esenciales de Foeniculum vulgare (hinojo), Cimbopogon citrus (hierba luisa),
Origanum vulgare (orégano), Citrus aurantifolia Swingle (limén) y Citrus sinensis
(naranja), en comparacion con gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas
estandarizadas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Los aceites esenciales (AE)
se obtuvieron por el método de destilacion por arrastre de vapor. El examen
microbiologico se realiz6 a una concentracion del 100% para todos los aceites
esenciales; en medios de cultivos Agar Mueller Hinton enriquecido con 5% de sangre
humana, estos AE fueron comparados con un patron control que fue el Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%. Para cada tipo de AE se realizaron tres repeticiones usando el
método Kirby Bauer o método de difusion de discos, donde se incorporé 10uL de
cada aceite esencial y del patron control sobre las cepas de Streptococcus mutans.
Para determinar la efectividad antibacteriana se midio los halos de inhibicion a las 24
horas. Donde concluyen que los aceites esenciales de Cimbopogon citrus (hierba
luisa), Origanum vulgare (orégano), Foeniculum vulgare (hinojo) y Citrus sinensis
(naranja) presentan mayor efecto antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, mientras que el aceite esencial Citrus aurantifolia Swingle

(limén) no presenta efecto antibacteriano. (13)

2.1.2 Internacionales

Misni N et al. (2017). “Repellent effect of microencapsulated essential oil in
lotion formulation against mosquito bites” tuvieron como objetivos formular una
locidn repelente y evaluar su efecto de los aceites microencapsulados (ME) y no
encapsulados (NE) de Alpinia galanga (frutos), Citrus grandis (rizomas) y Citrus
aurantifolia (hojas) y comparar con un repelente a base de N, N-dietil-meta-toluamida

(DEET) contra Culex quinquefasciatus en condiciones de laboratorio.

Los aceites esenciales se extrajeron mediante hidrodestilacion con un aparato tipo
Clevenger y secados con sulfato de magnesio anhidro. Tanto los aceites esenciales y
el DEET, se formularon en lociones al (5, 10,15 y 20% p/v) y se microencapsularon
mediante la técnica quimica de precipitacion interfacial, que consiste en hacer

reaccionar la macromolécula anfifilica carboximetilcelulosa (CMC) con el reactivo



complementario cloruro de benzalconio (BKC), formando una locion
microencapsulada (ME). Ademas formularon otra locién no encapsulada (NE), todas
las formulaciones preparadas se evaluaron por su actividad repelente contra Culex
quinquefasciatus en condiciones de laboratorio, también realizaron evaluaciones de
campo en tres sitios distintos de la Peninsula de Malasia, para comparar con
repelentes comerciales entre ellos Citriodiol® (Mosiquard®) y los repelentes a base
de citronela (KAPS®, MozAway® y BioZ Natural®).

Donde concluyen que: todos los aceites esenciales investigados tienen actividad
repelente y potencian sus efectos al ser microencapsulados. Sin embargo estos
siguen teniendo menor efecto que la locion microencapsulada de a base de DEET,
pero tuvieron el mismo efecto que los repelentes comerciales como Citriodiol®
(Mosiquard®), por lo tanto este aceite esencial puede ser comercializado como un

repelente de origen vegetal.(13)

Hazarika S et al (2012). “Repellent Activity of Some Essential Oils
Against Simulium Species in India”. Evaluaron la actividad repelente de 5 aceites
esenciales, extraidos por destilacion con vapor de agua con el equipo de Clevenger,
se usaron las especies vegetales Homalomena aromatica Schott (rizomas),
Pogostemon heyneanus Bentham (hojas), Citrus aurantifolia Swingle (hojas), Vitex
negundo L. (hojas) y Ageratum conizoides L. (hojas) contra moscas negras de la
especie Simulium, en la India. Los AE extraidos se diluyeron en aceite de girasol a
concentraciones de 5, 7.5 y 10%. Para el test de repelencia usaron 6 voluntarios (3
hombres y 3 mujeres) entre los 18 y 50 afios, no fumadores, no alcohdlicos, y sin
antecedentes conocidos a reacciones alérgicas por picadura de insectos, ni a los
aceites esenciales. Para la prueba de repelencia se les aplico 1.2 y 2.5 mL de la
férmula tanto en brazos como en las piernas respectivamente, previa desinfeccion de
la piel, con alcohol. Cada una de las concentraciones formuladas se aplicaron a cada
voluntario, y a un hombre y una mujer, se les aplicé solamente aceite de Helianthus
annus (girasol) que sirvieron como grupo control. Todos los voluntarios se expusieron
sentados, exponiendo el area tratada y separados a una distancia de 4 metros uno

del otro. El tiempo de transcurrido hasta las dos primeras mordeduras consecutivas
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qgue ocurrieron en el plazo de 30 minutos fue considerado como el tiempo de
proteccion completo. Obteniendo como resultados que los aceites esenciales de
Homalomena aromatica, Vitex negundo y Ageratum conizoides, proporcionaron una
proteccién mayor a 2 horas a una concentracion del 5% y una proteccion mayor a 5
horas a una concentracién del 10%. Cabe recalcar que pasadas las 6 h de aplicacién
mantenian su efecto pero se redujeron a la mitad con la concentracién mas baja, al
10% seguian manteniendo un efecto al 90%, entre otros resultados los aceites
esenciales de P. heyneanus y C. aurantifolia, pasadas las 2 h, a una concentracion
del 5% redujeron su actividad repelente a 88.42% y 85.26% respectivamente.
Concluyen que el estudio proporciona evidencia del potencial de estos aceites
esenciales en el desarrollo de nuevos repelentes contra las moscas negras.(14)

Effiom O et al (2012). “Mosquito Repellent Activity of Phytochemical Extracts
from Peels of Citrus Fruit Species”. Se investigd la actividad repelente de
mosquitos de los extractos fitoquimicos de las cascaras de cinco especies de
citricos, Citrus sinensis, Citrus limonum, Citrus aurantifolia, Citrus reticulata y Citrus
vitis. Los extractos fitoquimicos volatiles se obtuvieron de las cascaras de frutos
secos al aire y sometidas a un proceso de pulverizacion para luego ser extraidas
mediante Soxhlet y dietil éter como disolvente. Se prepararon cinco concentraciones
diferentes al 5, 10, 15, 20 y 25% (v/v) de cada uno de los extractos, los mismos que
se aplicaron sobre la piel descubierta (piernas, brazos y cara) de los 50 voluntarios
elegidos al azar entre hombres y mujeres, previa firma de su consentimiento, ademas
a 5 no se les aplico el tratamiento los cuales sirvieron como grupo control; dichos
estudios se realizaron por repetido en tres distintos lugares de Nigeria. Las
observaciones se registraron a intervalos de 30 minutos. Teniendo como resultados
gue todos los extractos de los diferentes citricos estudiados produjeron actividad
repelente, excepto las preparaciones al 5 y 10% que no presentaron repelencia
alguna. Los extractos preparados al 15% presentaron un efecto repelente de corta
duracion (menores a 1 h). Los efectos repelentes mas pronunciados se presentaron
a concentraciones elevadas (de 20% y 25%) con una duracion del efecto mayores a
2 h y 5 h respectivamente. Concluyendo que los extractos fitoquimicos extraidos de

las cascaras de los citricos antes mencionados son efectivos como repelentes de
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mosquitos a concentraciones razonables. Sin embargo algunos voluntarios

presentaron leves efectos adversos, como rash cutaneo y estornudos.(15)

Adusei-Mensah F et al. (2014). “Comparative Evaluation of the Insecticidal and
Insect Repellent Properties of the Volatile Oils of Citrus aurantifolia (Lime),
Citrus sinensis (Sweet Orange) and Citrus limon (Lemon) On Camponotus
Nearcticus (Carpenter Ants)”. Estudiaron la actividad repelente y letal de los
Aceites volatiles extraidos por destilacion con arrastre de vapor, de las cascaras de
naranja dulce (Citrus sinensis), lima (Citrus aurantifolia) y limén (Citrus limon) y se

evaluaron comparativamente en hormigas carpinteras (Camponotus nearcticus).

La actividad repelente se probé a una concentracion del 2% p/v, con una version
modificada del método de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la prueba
de repelente de mosquitos; obteniendo como resultados que los extractos tienen una
buena actividad repelente en las hormigas ensayadas, C. sinensis registro la
actividad mas baja de 82.5% y C. limon registré la actividad mas alta de 95.0%, sin

guardar relacion con la concentracion de D-limoneno.

La actividad letal se determind usando alicuotas de 2 mL a concentraciones de 5, 10,
20, 40 y 80% p/v del aceite volatil en acetona. Esta actividad se determiné mediante
un analisis Probit. Concluyendo que C. aurantifolia presenta la mayor actividad letal,
y la menor para C. sinensis, y estan relacionadas directamente a la concentracion de
D-limoneno. Ademas se ejecutd un experimento por duplicado junto con controles
negativos y positivos para reducir cualquier falso positivo. La concentracion letal
(LC50) para C. aurantifolia, C. limon y C. sinensis fueron 4.54%, 6.95% y 17.02%
respectivamente. Los valores de LC99 para C. aurantifolia, C. limon y C. sinensis
fueron 86.01%, 71.01% y 66.43% respectivamente.(16)

Misni N et al (2016). “New Candidates for Plant-Based Repellents Against Aedes
aegypti” Tuvieron como obijetivo estudiar el uso de nuevas especies etnobotanicas
contra la picadura de mosquitos, en el Distrito de Kota Tinggi, estado de Johor,
Malasia. Las especies vegetales utilizadas para dicho estudio, Citrus aurantifolia

(hojas), Citrus grandis (cascara de fruta) y Alpinia galanga (rizoma), se procesaron
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por hidrodestilacion para obtener los aceites esenciales. Posteriormente formularon
lociones usando un proceso de microencapsulacion y evaluar el efecto repelente
contra Aedes aegypti. También prepararon bajo la misma formulacién un repelente a
base de DEET para ser usado como control. Otros cuatro repelentes comerciales
naturales (KAPSH®, MozAwayH®, BioZ NaturalH® y MosiquardH®) también se
incorporaron en el bioensayo para ser utlizados con fines comparativos.
Concluyendo que con una concentraciéon del 20%, todas las formulaciones
repelentes demostraron una proteccion completa durante 2 h y un 90% durante 4 h
después de la aplicacion. La formulacion basada en A. galanga, proporciond el
mayor nivel de proteccion (98.91%), que se extendié durante 4 h después de la
aplicacion y no fue significativamente diferente de DEET en una concentracion
similar. En comparacion con los repelentes comerciales basados en plantas
(KAPSH®, MozAwayH® y BioZ NaturalH®), las 3 formulaciones mostraron una
proteccion significativamente mayor contra las picaduras de Aedes aegypti,
proporcionando un 90% de proteccion durante 4 h. Concluyendo que las 3
formulaciones de locién a base de plantas, proporcionaron niveles aceptables de

proteccion contra Aedes aegypti.(17)

Kiplang’'at K y Mwangi R. (2013) “Repellent Activities of Ocimum basilicum,
Azadirachta indica and Eucalyptus citriodora Extracts on Rabbit Skin against
Aedes aegypti”.Tuvieron como objetivo evaluar la actividad repelente contra
mosquitos de la especie Aedes aegypti, los extractos de Ocimum basilicum
(albahaca dulce), Azadirachta indica (Neem) y Eucalyptus citriodora (eucalipto de
limén). Prepararon diferentes concentraciones de los aceites esenciales usando
vaselina pura Jelly®; para el test de repelencia, utilizaron mosquitos hembras,
hambrientas criadas bajo condiciones de laboratorio de la especie Aedes aegypti,
sobre la piel de conejos. La recoleccién de datos se realiz6 bajo parametros de
observacion basados en la frecuencia del aterrizaje de los mosquitos y la voracidad
de sangre. El extracto de oleorresina cruda sinergizada del repelente de mosquitos
Piretro y Ballet®, se incluyd como control positivo y la vaselina pura de petréleo®
como control negativo. Los resultados mostraron que la oleorresina de Piretro

sinergizada produjo una proteccién completa al 0,1% en comparacioén con el aceite
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de eucalipto de limén y el aceite de albahaca dulce al 2 y 3% respectivamente. Los
aceites de Neem y de Ballet® no proporcionaron proteccion completa. El porcentaje
de repelencia del aceite de Neem al 5% fue 84.21 y el de Ballet® 66.84. Concluyen
gue los aceites de Eucalipto de limén y albahaca dulce pueden ser alternativos al

Piretro como repelentes de mosquitos de origen vegetal.(18)
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2.2 Bases Tedricas

2.2.1 Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (limon criollo)

A. Generalidades del limén

Los limones criollos se cree que son originarios de los archipiélagos del Oeste de la
India, otros nombres con los que son comunmente conocidos a nivel mundial son:
“Mexican”, “Key”, “Tahiti”, “Persian” y “Bearss”.(19) Es un arbol pequefio que puede
crecer hasta 5 m de alto, muy ramificado con ramas espinosas. Las hojas tienen
peciolos cortos y alados. La ldmina ovalada a oblonga, de bordes crenulados que
mide entre 5 a 7 cm de largo. Las flores son pequefas, blancas en el botdn. El céliz y
la corola se forman de 4 a 5 partes cada una, predominando el primer nimero. Los
estambres son numerosos, de 20 a 25; el ovario de 9 a 12 celdas. El fruto es por lo
general pequefio, de 2 a 5 cm de largo, muy grueso de 1.5 cm de ancho y suave; la

pulpa es soélida, amarillenta o rojiza; las semillas amarillentas, monoembriénicas.(20)

El limon criollo crece a una temperatura minima de 17.6 °C y una maxima de 38.6 °C
siendo la optima entre 22 °C a 28 °C, se estima que la altitud optima para su cultivo
es de 20 a 900 m.s.n.m., pero puede producirse a alturas mayores a 1,000

m.s.n.m.(21)

En el Perl se cultiva este citrico en las regiones de Amazonas, Ancash, Apurimac,
Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Huanuco, Junin, Ica, La
Libertad, Lambayeque, Lima, Loreto, Madre de Dios, Moquegua, Pasco, Piura, Puno,
San Martin, Tumbes y Ucayali. Los principales mercados del mundo a los cuales se
exporta este citrico son: Chile, Panama, EE.UU., Bélgica, Ecuador, Espafia, Paises

Bajos, Suecia y Nicaragua.(22)

B. Clasificacion taxondmica

Se determiné mediante el sistema de clasificacion de Cronquist (1988); segun el
documento emitido por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos. Anexo 13
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DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB-CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: RUTACEAE
GENERO: Citrus

ESPECIE: Citrus aurantifolia  (Christm.)
Swingle

Nombre vulgar: “limon criollo”

Determinada por: Blgo. Mario Benavente Palacios.

C. Usos en la medicina tradicional

Entre los usos comunes estan la propiedad emenagoga, tranquilizante para los
nervios, anticonceptiva, para el aborto, malestar del embarazo, dismenorrea,
reumatismo, mordedura de perro, picadura de alacran y de mosquitos. Es utilizada
en trastornos del aparato digestivos como: acidez estomacal, diarreas, disenteria,
dolor de estdbmago, problemas hepaticos, fiebre tifoidea, vomito. En problemas
respiratorios como: catarro, dolor de garganta y gripe. Para la elaboracion de los
remedios caseros son usadas diferentes partes del vegetal como hojas, flores, frutos
y el sumo, pueden ser preparadas de diversas maneras como infusiones,

gargarismos, emplastos entre otros.(23)
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D. Valor agregado del limén y sus derivados para uso industrial

Entre los principales productos derivados del limén, producidos para la industria
estan la céscara deshidratada, céscara fresca, jugos clarificado y turbio, aceite
centrifugado y destilado, el rendimiento aproximado para obtener el aceite esencial
es de 2.7 kg/t, de limén fresco procesado.(24) El Peru exporta aceite esencial de
limén a diferentes paises del mundo como Canada, Francia, Alemania, Irlanda,
Japon, México, Holanda, Reino Unido y EE.UU., el 2017 nuestro pais exporto un total
de 516,216 kg con un promedio mensual de 43,019 kg, siendo El Reino Unido el pais
gue mas compré el afio 2017; la regién Piura es el principal productor del preciado
fruto.(25)

2.2.2 Aceites esenciales

Los aceites esenciales, son compuestos aromaticos responsables de las fragancias
extraidas de las flores, hojas, frutos, raices u otros organos de las plantas, se
obtienen generalmente por arrastre de vapor de agua, expresion del pericarpio en el
caso de citricos, entre otros métodos; estan presentes en muchas especies
botanicas pero abundantes en coniferas, lamiaceas, opiaceas, mirtaceas, rutaceas y
asteraceas, su principal funcidén en las plantas es de repeler insectos y herbivoros

pero atractivos aromaticos para los polinizadores.(26)

A. Caracteristicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales por lo general constituyen el 0.1 y 1.0% del peso seco de la
planta, son poco solubles en agua, pero si en alcoholes y solventes organicos;
frescos y a temperatura ambiente, son de color blanco, al oxidarse cambian a
amarillentos por el proceso de resinificacion, sin embargo se puede contralar si se
almacenan en envases de vidrio de color ambar, herméticos y llenos en su totalidad
para evitar que el oxigeno del espacio lo descompongan.(26) Estas sustancias
aromaticas por lo general se sintetizan en las células excretoras de las plantas y se
extraen de flores, frutos, semillas, yemas, hojas, cortezas o como es el caso del
aceite esencial de limén, abundan en la piel del fruto o flavedo. Todos estos aceites

por lo general son siempre solubles en etanol.
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“‘Los aceites esenciales son mezclas de sustancias organicas de diversas series
quimicas (alifaticas, aromaticas, terpénicas, y a veces isociclicas y heterociclicas) y
cada uno posee caracteristicas que le confieren sus componentes”. Los aceites
esenciales obtenidos por métodos fisicos adecuados y completos en su composicion
se pueden denominar como “oficinales”, pero cambian si sufren modificaciones ya
sea con fines se obtener derivados o mejorar sus caracteristicas iniciales y se les

puede llamar:

e Aceites esenciales rectificados, que se obtienen por destilaciéon de un aceite
esencial oficinal.

e Aceites esenciales concentrados, principalmente es la eliminacion de terpenos
y sesquiterpenos del aceite original con la finalidad de mejorar su estabilidad y
evitar posibles olores desagradables e incluso potenciar sus caracteristicas
aromaticas y conservacion

e Aceites esenciales concretos, por lo general se extraen de flores frescas o
secas pero usando disolventes organicos los mismos que se evaporan para dar
lugar a una masa aromatica, mezclada con ceras y pigmentos.

e Aceites esenciales absolutos, se obtienen a partir de los aceites esenciales
concretos pero eliminando las ceras, pigmentos y compuestos no
aromaticos.(27)

B. Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican quimicamente en cuestion de sus componentes
mayoritarios, por ejemplo monoterpenoides, sesquiterpenoides y fenilpropanoides;
también se pueden clasificar segun su origen y pueden ser: naturales si se obtienen
directamente del material vegetal sin sufrir modificaciones fisicas o quimicas, la
desventaja es su elevado costo; artificiales si tienden a enriquecerse con una o mas
sustancias, para mencionar un ejemplo la esencia de anis enriquecida con anetol;
sintéticos si se obtienen mediante sintesis quimica y son mas econdmicos,
generalmente usados como saborizantes y aromatizantes en la industria alimentaria

y cosmética (esencias de limoén, vainilla, fresa, etc.).(28)
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Otra manera de clasificarlos es segun el grupo funcional que estos posean como por

ejemplo:

e Alcoholes (mentol, bisabolol) y fenoles (timol, carvacrol)

e Aldehidos (geranial, citral) y cetonas (alcanfor, tujona)

e Esteres (acetato de bornilo, acetato de linalilo, salicilato de metilo)
e FEteres (1,8 — cineol) y peroxidos (ascaridol)

e Hidrocarburos (limoneno, a 'y B-pineno)

C. Composicién quimica de los aceites esenciales

Por lo general son mezclas complejas de constituyentes y casi en su totalidad
terpenos, en menor medida aroméaticos derivados del fenilpropano como aldehido
cinamico, eugenol, anetol, aldehido anisico y safrol, entre otros. En otros casos son

derivados de heterdsidos como el de las almendras amargas y mostaza.

Los compuestos terpénicos estan formados por unidades de isopreno (5 C), que
pueden ser monoterpenos (10 C) y sesquiterpenos (15 C). Estos a su vez pueden
ser, aciclicos, monociclicos y biciclicos, ademas de oxigenados y no oxigenados.
Algunos aceites son casi monomoleculares, pero en su mayoria son polimoleculares,
puesto que contienen 3 a 4 moléculas mayoritarias, un cierto numero de moléculas

minoritarias y trazas de centenares de moléculas diferentes.(26)

D. Composicion quimica del aceite esencial de limén

Entre los principales componentes del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle, segun grupos funcionales, estan los hidrocarburos terpénicos (94%),
aldehidos (3.22%), ésteres (1.20%), alcoholes (0.44%), entre otros (1.14%) Segun
Albaladejo Q. (1999) (29). Se extrajeron los aceites esenciales de hojas y epicarpio
de Citrus aurantifolia (Christm.)Swingle, por hidrodestilacion, los componentes
guimicos se determinaron por CG y CG - M, los resultados mostraron un rendimiento
de aceite esencial tanto para hojas y epicarpio de 0.61 y 0.36% respectivamente. Los
principales compuestos encontrados en el aceite esencial extraido de las hojas de
limén son limoneno (48.96%), acetato de bornilo (14,18%), geraniol (10,53%),

geranial (3,93%); se encuentran mirceno (3,14%) y limoneno (59,09%), (2)-
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sabineno hidrato (7.53%), geranial (5.61%), mirtenol (5.02%) y terpinen-4-ol (3.48%)
en el epicarpio, segun Nguemezi S et al (2017) (30). Se evaluaron los componentes
de los aceites esenciales de la especie citrus (familia: Rutaceae) entre ellas C.
aurantifolia, C. grandis, C. hystrix y C. microcarpa se usaron las hojas y céscaras
frescas para ser extraidos por arrastre de vapor, obteniendo un rendimiento del
(39.33%) para C. aurantifolia; mediante CG-MS con dos columnas de diferente
polaridad e indice de retencion lineal, se obtuvieron de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle los compuestos mas relevantes encontrados fueron: limoneno (39.3%), B-
pineno (28.4%), geraniol (7.5%), neral (5.3%), a-terpineol (2.4%), geranial (2.1%),
terpinen-4-ol (2.0%), nerol (5.3%), acetato de geranilo (0.6%), y [-cariofileno
(0.8%).(31)
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Figura 1. Estructura quimica de los principales componentes Citrus aurantifolia S; limoneno
(1), B-pineno (2), geraniol (3), neral (4), a-terpineol (5), geranial (6), terpinen-4-ol (7), nerol
(8), acetato de geranilo (9), y p-cariofileno (10).

Fuente: Othman S. et al (2016).(31)

Mientras que Jantan I. et al. (1998) citado por Othman S et al (2016) (31), en su
investigacion “Chemical Composition of Some Citrus Oils from Malaysia”, entre
ellos el aceite esencial de Citrus aurantifolia Swingle, para el cual us6 cascaras y
hojas frescas de limon, obtenidos mediante destilacion por arrastre de vapor de
agua, y usando CG/MS para su elucidacion estructural, obtuvo los siguientes

compuestos (Tabla 1.)
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Tabla 1. Principales componentes (cascaras) de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

Components

Monoterpene o Oxygenated | Sesquiterpene o Oxygenated o
Hydrocarbon Monoterpene Hydrocarbon Sesquiterpene
a-Pinene 15 Terpinen-i-ol 20  p-Caryophyllene 08  (Z}-Nerolidol 06
p-Pinene 284 a-Terpinecl 24  a-Bergamotene 04  a-Eudesmeol 0.1
B-Myrcene 1.0 Neral 53  o-Humulene 01  p-Eudesmol 01
o-3-Carene 0.5  Geraniol 73 [Z)-p-Farmnesene 04  Elemeol 0.1
Limonene 39.3  Geranial 2.1 [(E)-p-Fammesene 15

v-Terpinene 08  Geranyl acetate 0.6

Fuente: Modificado de Othman S et al (2016).(31)
2.2.3 Métodos de extraccion de los aceites esenciales

Los métodos de extraccion para aceites esenciales se pueden agrupar en
convencionales como: destilacion por arrastre de vapor, hidrodestilacion, extraccion
con disolventes organicos y los métodos alternativos como: extraccion por fluidos
supercriticos y extraccion por microondas, siendo los métodos convencionales los
mas faciles de aplicar pero requieren de mayor tiempo en el proceso, mientras los
métodos alternativos son mas usados a escala de laboratorio, consumen menos

energia y son mas complicados en su aplicacion.(32)

A. Destilaciéon por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor de agua es una de las técnicas mas aplicadas
para la destilacion de aceites esenciales volatiles, apreciada por su facil aplicacion,

eficiencia y alta pureza en los resultados, produciendo aceites esenciales de calidad.

Esta técnica se basa en la evaporacién de dos liquidos inmiscibles sin alcanzar su
punto de ebullicion de los componentes volatiles, esto se logra mediante la aplicacion
de una corriente directa de vapor de agua, el mismo que es inyectado sobre la
pero al

mezcla calentandolo hasta su punto de ebullicion, mismo tiempo

disminuyendo la temperatura de ebullicién por la presion que este ejerce sobre la
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muestra, conservando asi la integridad de los componentes labiles. Los vapores que
emergen de la mezcla se enfrian hasta lograr el punto de condensacion y finalmente
se colecta una mezcla de agua y aceite esencial los cuales se separan por
gravedad.(32)

Material
i1 organico

Condensador

==

—— desmenuzado
Generador ™ = fuente de - ~—n—|
Je i \ Aceite | /|
de vapor | aceites | e f T
” |\ esenciales | esencial |
\ | liquido |
""“-»,,_1 / -\._\_\_\_\_\-H‘ / |

| |

| -
Figura 2. Equipo de destilacion por arrastre de vapor
Fuente: Balboa M. (2016).
B. Hidrodestilacion
La hidrodestilacion también es muy utilizada para la extraccion de aceites esenciales
sin embargo difiere de la anterior por que la muestra vegetal esta totalmente
suspendida en agua durante todo el proceso, el mismo que se agita constantemente
para evitar la sedimentacion, esto ocasiona que se eleve la temperatura y deteriore

los componentes labiles del aceite esencial.(33)

For
Oils Heavier
than Water

Figura 3. Equipo Clevenger para hidrodestilacién
Fuente: Glnther (1948).
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C. Destilacion con solventes organicos

En la extraccion por solventes organicos, la muestra seca entra en contacto con los
solventes que pueden ser alcohol, éter, cloroformo, entre otros. Estos solubilizan las
esencias pero incluyendo algunas grasas y ceras obteniendo extractos impuros, se
usan a nivel de laboratorio y con las desventajas notorias por sus alto costo y riesgo
de explosiones e incendios, ademas si las esencias obtenidas se usard en la
industria cosmética o alimentaria se debe que tener en cuenta la cantidad de
residuos que estos pueden dejar, los mismos que pueden estar restringidos por
alguna legislacion; la extraccion final con este método consistira en filtrar y evaporar

los solventes a baja presion y temperatura para evitar cualquier accidente.(32)

D. Extraccién mediante fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos es uno de los métodos mas recientes y
modernos. Fluido supercritico es cualquier compuesto quimico que se encuentra en
condiciones de presion y temperatura superiores a su punto critico, donde presentan
propiedades medias entre un gas y un liquido: densidad alta (cercana a la del
liquido), baja viscosidad (proxima a la del gas) ademas de un coeficiente de difusion
mayor a la del liquido, caracteristicas que permiten su penetracion en una matriz
sélida y facil extraccion disminuyendo el tiempo e incrementando la velocidad del
proceso. Los compuestos mas usados son: dioxido de carbono, etano, etileno,
propano, propileno, trifluorometano, clorotriffuorometano, amoniaco, agua,
ciclohexano, n-pentano y tolueno, siendo el COz el mas usado por su seguridad y por

no dejar residuos en el producto.(34)

E. Extraccion mediante el uso de microondas

El método de extraccion de aceites esenciales con el uso de microondas, es una
técnica que se apoya de un método convencional para su funcionamiento, como por
ejemplo la destilacion por arrastre de vapor, el mismo que se modifica el
calentamiento por microondas y su eficiencia estd basada en la extraccion sin
solventes a partir de muestra fresca u hidratando la muestra seca y drenando el
excedente. El equipo utilizado basicamente es un horno microondas convencional el

mismo que se apertura un orificio en la parte superior para el ingreso de un matraz
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de base plana que estara conectado a un condensador y finalmente el producto es

separado por gravedad.(32)

2.2.4 Métodos analiticos para el control de calidad de aceites esenciales

En la Tabla 2 se muestran los principales parametros y métodos que generalmente

se utilizan en la evaluacién de la calidad de un aceite esencial.

A. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Estas caracteristicas se realizan usando los sentidos como: el olfato, el tacto y la

vision, indispensables para describir propiedades organolépticas de los aceites

esenciales.

Tabla 2. Métodos analiticos para el control de calidad de aceites esenciales

CARACTERISTICAS -Olor

ORGANOLEPTICAS »Color
* Apariencia
* Densidad

DETERMINACIONES FISICAS

* Poder rotatorio

« indice de refraccién

* Miscibilidad en etanol
* Punto de congelacion
* Punto de inflamacion
» Rango de destilacion

INDICES QUIMICOS

« indice de acidez

« indice de éster

+ indice de saponificacion
« indice de acetilo

« indice de fenoles

CARACTERISTICAS
CROMATOGRAFICAS

« Perfil Cromatografico por CG
« Cuantificacién de los principales
componentes

CARACTERISTICAS
ESPECTROSCOPICAS

 Ultravioleta-visible
* Infrarrojo

OTRAS DETERMINACIONES

* Pesticidas
» Metales pesados

Fuente: Bandoni A.(35)

22



B. DETERMINACIONES FISICAS
1. Densidad

Segun la Norma Técnica Peruana 319.081(1974) la densidad, es la relacién entre la
masa de un volumen dado de un aceite esencial y su volumen; y la densidad relativa,
es la relacién entre la densidad del aceite y la densidad del agua destilada a una
temperatura de 20 °C. Segun Gunter (1948) la gravedad especifica, es un indicador
importante, para determinar la calidad y pureza de un aceite esencial y fluctia entre
0.696 y 1.188 a 15 °C.(36) La densidad se determina mediante una matriz de vidrio
llamado picnémetro, aerometro o densitdmetro electronico; la mayoria de los aceites
esenciales tienen una densidad menor que el agua solo algunos aceites como el de

clavo, canela, ajo y gaulteria son las excepciones.(35)

2. Poder rotatorio

El poder rotatorio especifico, es la capacidad que tienen las sustancias para desviar
el plano de la luz polarizada a una longitud de onda definida (589 nm), que atraviesa
el espesor de un determinado aceite esencial, esta longitud es aquella que
corresponde a la linea D del sodio.(36) La mayoria de los aceites esenciales cuando
son sometidos a una luz polarizada, tienen la propiedad de rotar a un plano de
polarizacion, a la derecha (dextrégiro) o la izquierda (levogiro); dado que el grado de
rotacion y la direccién de los mismos son criterios esenciales para definir la pureza

de un aceite esencial.(37)

3. Indice de refraccién

El indice de refraccibn de una sustancia dada, es la relacibn que hay entre la
velocidad de un rayo de luz en el vacio y la velocidad de rayo de luz a evaluar de la
sustancia. El angulo de refraccién se determina usando un refractbmetro ABBE o
electronico a una temperatura especifica de 20 °C segun norma y oscila entre 1.43 y
1.62 y es considerado un parametro que permite detectar impurezas en los aceites
esenciales; en la Tabla 3 se muestra la relacion de la densidad vs el indice de

refraccion en aceites esenciales.(36)
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4. Miscibilidad en etanol

Los aceites esenciales, son ligeramente solubles en agua y miscibles en etanol. Es la
determinacién del nimero de voliumenes de alcohol, a una graduacion determinada,
gue se necesita para una completa solubilizacién, de un determinado volumen, de
aceite esencial; es un indicador rapido en la evaluacion de la calidad de un aceite
esencial. “Los aceites esenciales ricos en constituyentes oxigenados son mas
solubles en etanol diluido que los aceites en cuya composicion predominan los

hidrocarburos terpénicos”.(29)

Tabla 3. Relacion de la densidad vs el indice de refraccién en aceites esenciales.

Relacién
densidad vs, indice de refracciéon :
Posibles componentes presentes
. indice de
densidad (g/mL) -
refraccion
Menor 2.0.9 Menor a 1.47 Alto ,pc.)rcentaje de hldrocarpt{rgs
terpénicos o compuestos alifaticos
Mayor a 0.9 Menor a 1.47 Compuestos oxigenados alifaticos
Menor a 0.9 Mayor a 1.47 Hidrocarburos aroméaticos
Compuestos oxigenados aromaticos o
Mayor a 0.9 Mayor a 1.47 ., p g
aliciclicos

Fuente: Dominguez 1973, citado por Fontenla.(36)

5. Punto de congelacion

Se utiliza para determinar y separar los aceites esenciales de distinto punto de

solidificacion, puede determinar el reflejo de la calidad de los aceites esenciales.(38)

6. Punto de inflamacién

El punto de inflamacion no es un indicador de calidad sin embargo son esenciales
para tener cuidado en su manipulacion y transporte cuando se usa en grandes

volumenes.(35)
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7. Rango de destilacion

Este método suele usarse para determinar la volatilidad de los aceites esenciales.
Cuando comienzan a destilar los aceites esenciales y se va controlando la
temperatura minima y la maxima hasta cuando se haya destilado por completo. Se
puede indicar también los porcentajes que se destilan a determinados rangos de
temperatura y métodos de destilacion.(35)

C. INDICES QUIMICOS

Son indicadores de calidad de bajo costo y practicos al realizarlos, sin embargo son
sustituidos por los métodos cromatograficas y espectroscopicos, obteniendo mejores
resultados.(35)

1. indice de acidez

Es un indicador del grado de acidez de un aceite esencial, y se define como nimero
de miligramos de hidroxido de potasio necesarios para neutralizar los acidos que
contiene un gramo de aceite esencial.(38)

2. indice de éster

Se determina el contenido de ésteres de la muestra, y se expresa el numero de
miligramos de hidréxido de potasio necesarios para saponificar los ésteres que
contiene un gramo de aceite esencial.(38)

3. indice de saponificacion

Es el resultado de la suma del indice de acidez y el indice de éster.(39)

4. Indice de acetilo

Utilizados para indicar la riqueza en grupos OH, el proceso de determinacion de una

previa acetilacion seguido por una saponificacion de los aceites esenciales.(39)

25



5. indice de fenoles

Es un indicador de la cantidad de compuestos fendlicos contenidos en un
determinado aceite esencial; se basa en el cambio de solubilidad que sufren los
fenoles de las esencias al formar fenato, en medio basico, pasando de la fase oleosa

a la fase acuosa.(39)

D. CARACTERISTICAS CROMATOGRAFICAS

La cromatografia de gases (CG) es considerada una de las técnicas mas eficaces
para la deteccion y cuantificacion de los principales componentes de los aceites
esenciales. Una de las ventajas es que se puede comparar los cromatogramas del
aceite esencial analizado con los de un patrén ya conocido; sin embargo, tiene
ciertas deficiencias ya que algunos aceites esenciales cuentan con una composicion
guimica muy compleja, dificultando un analisis certero si se usa un metodo
cromatografico simple; en casos especificos es necesario usar mas de un tipo de
columna (polares, no polares, quirales, etc.) y varios detectores (FID, de
nitrégeno/fosforo, de azufre, acoplado a MS, IR, etc.) con la finalidad de garantizar la

legitimidad de los resultados.(35)

E. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS

Se utilizan principalmente la espectroscopia ultravioleta-visible y la infrarroja.

1. Ultravioleta — visible

Se miden a una longitud de onda de 200 y 500 nm. Este método, proporciona

informacion, de absorciones caracteristicas de ciertos grupos funcionales.(40)

2. Infrarrojo

El espectro infrarrojo se obtiene en un intervalo de longitudes de onda de 4,000 y 626
cm? con una celda 6ptica de cloruro de sodio de 0.025 mm de espesor, método por
el cual fue analizado el aceite esencial de limén por Pennisi y Di Giacomo (1965)
citado por Albaladejo Q (1999).(29)
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2.2.5 Repelentes

Denominado repelente a toda sustancia de origen natural o sintético, que al ser
aplicado sobre la piel, mediante una determinada forma farmacéutica de uso topico,
es capaz de ahuyentar o alejar a los mosquitos o algun otro insecto de la zona donde
se aplico el farmaco; se usan con la finalidad de evitar enfermedades trasmitidas por
vectores.(41)

2.2.6 Historia de los repelentes

El uso de repelentes se remonta a la antigiiedad, los habitantes del antiguo Egipto
usaban sustancias olorosas para ahuyentar mosquitos, descritas por Herodoto. Plinio
describe el uso de aceites esenciales de plantas aromaticas, entre ellas el alcanfor,
geranio, lavanda, canela, etc. usadas por los romanos. Los europeos en el siglo XVI,
usaban el cafiamo, el extracto de ajo, el aceite de oliva, mientras que en la zona del
Caribe, el aceite de coco y aceite esencial de citronella que aun se sigue usando. La
era moderna de los repelentes, datan de la segunda guerra mundial donde se
sintetizo en los Estados Unidos, el aun usado N, N-dietil-m-toluamida (DEET). En la
década de 1990 se desarrollo el Icaridin, un derivado de la piperidina considerado de
amplio espectro y cumpliendo con las atribuciones de seguridad, eficacia,

tolerabilidad y excelentes prestaciones cosméticas.(42)
2.2.7 Clasificaciéon de los repelentes

Segun la procedencia del principio activo estos se clasifican en:

A. REPELENTES DE ORIGEN SINTETICO

e DEET. De nombre quimico N, N-dietil-m-toluamida, considerado como repelente
de amplio espectro, ademas de ser usado como estandar para introducir nuevos
repelentes en el mercado, eficaz en la proteccion contra mosquitos, moscas y
garrapatas; se comercializa a muchas concentraciones, que oscilan entre el 5y el
40%. A concentraciones superiores al 40 — 45% no ofrece protecciéon mas alla de
las 8 horas.(42)
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IR 3535. Es un éster etil N-acetil-N-butil del &cido aminopropiénico (butil-acetil-
aminopropionato de etilo), con excelentes prestaciones cosméticas. Ofrece una
proteccién ligeramente inferior a la del DEET y a periodos ligeramente mas corto,
ya que es muy poco eficaz contra garrapatas y su eficacia contra mosquitos de la
especie Anopheles es dudosa; se comercializa principalmente como repelente de
mosquitos para nifios a concentraciones que oscilan entre el 5y el 25%.(42)
Icaridin. Es una sustancia mucho mas moderna, de nombre quimico (1-piperidina
acido carboxilico, 2(2-hidroxietil)-, 1-metilpropiléster), comercializado en todo el
mundo desde 1998. Este producto es eficaz, seguro y muy tolerable, segin un
informe reciente en el plan OMS de la evaluacion de plaguicidas (WHOPES) lo
describe como el repelente de eleccién para la prevencion de la malaria en
humanos. La agencia de proteccion ambiental (EPA) lo considera como no nocivo
para el entorno medioambiental humano; asimismo Icaridin, cumple los requisitos
de la Direccion de Cosmeéticos de la Unidn Europea. En los estudios clinicos
realizados, Icaridin ha demostrado ser de amplio espectro, con un 95% de
eficacia hasta 8 horas si se usa al 20%, y disminuye proporcionalmente con la
concentracion; puede utilizarse en nifios a partir de 2 afios.(42)

Permetrinas. Conocidas por su eficacia insecticida y pediculicidas, también
presentan una buena actividad repelente ante otros insectos. No obstante, se
aconseja que su uso como repelente se limite a impregnar mosquiteras, cortinas y
ropa de cama en aquellas zonas con alta densidad de mosquitos.(43)

B. REPELENTES DE ORIGEN NATURAL

Aceite esencial de Cymbopogon nardus. También conocido como aceite
esencial de citronella. Produce una sensacion desagradable a los insectos y los
ahuyenta. No afecta al equilibrio ecoldgico, es bien tolerado y su olor es
agradable, pero su eficacia es limitada ademas se recomienda usar en sociedad
con protectores solares, si se usa frecuentemente o por periodos prolongados
puede causar reacciones alérgicas.(43) En los Estados Unidos, se comercializa
bajo la forma farmacéutica de locion, spray y toallitas a concentraciones de 0.05 y

15%, sin embargo, su tiempo de proteccion solamente alcanza las dos horas.(44)
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e Aceite esencial de Eucalyptus citriodora. También conocido como aceite de
eucalipto limén. El mecanismo de accion parece ser similar al anterior. En este
caso a las ventajas de la citronella se afiade un mayor nivel de repelencia, eficaz
a una concentracion de 40% y su uso se limita a nifios menores de 3 afios.(43)
Cabe recalcar que presenta un tiempo de proteccién eficaz durante seis horas; en
Espafia se comercializan bajo el nombre comercial de Mosi-guard® en
presentaciones de barra, crema y spray a concentraciones que oscilan entre los
30 y 55%; siendo una de las principales desventajas ya que se incrementa

abismalmente el costo.(44)
2.2.8 Vectores que transmiten enfermedades

Los vectores son organismos vivos capaces de trasmitir enfermedades infecciosas
entre personas o también animal - hombre, en su mayoria son hematofagos, para
mencionar algunos de ellos tenemos: garrapatas, moscas, flebétomos y pulgas pero
sin duda los mosquitos son los mas importantes. En el mundo mas de 700,000
personas mueren cada afo a causa de las infecciones trasmitidas por vectores,
3,900 millones corren el riesgo de contraer dengue; el paludismo cada afio causa la
muerte de mas de 400,000 personas y la gran parte son menores de cinco afos,
entre otras enfermedades como el dengue, la enfermedad de chagas, la
leishmaniasis, fiebre amarilla, encefalitis japonesa, tripanosomiasis africana humana
y la esquistosomiasis entre otras; afectan a cientos de miles de personas en el
mundo.(45)

2.2.9 Mosquitos transmisores de enfermedades

Los principales son los pertenecientes a los géneros Aedes, Anopheles y Culex que
afectan a las poblaciones mas pobres de las zonas tropicales y subtropicales. Desde
el 2014 se les atribuye el rebrote de enfermedades como el dengue, fiebre de

chikungunya, fiebre amarilla y enfermedad por el virus de Zika.(45)
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A. Mosquito Aedes aegypti

Es un mosquito que pertenece a la familia Culicidae, y subfamilia Culicinae que
incluye los géneros Aedes y Culex. Las dos especies de interés médico del género
Aedes son el aegypti y albopictus; se encuentran distribuidas ampliamente en los
climas tropicales y subtropicales especificamente entre los 35° y 45°, latitudes Ny S,
a una altura que fluctia entre los 1,200 y 2,400 msnm. Su habitat generalmente se
encuentran en las zonas urbanas, pero pueden encontrase en zonas periurbanas y
en algunos casos silvestres; los sitios de cria por lo general son: cementerios,
baldios, basurales, bebederos de animales, neumaticos, floreros, botellas, latas
abiertas, entre otros; en condiciones de presion de sobrepoblaciones tienden a
adaptarse a lugares de ovoposicion como por ejemplo: axilas de bromeliaceas,
huecos de arboles, cafias de bambu entre otros. Pueden dispersarse desde sus
criaderos volando entre 1 y 2 kilometros, ademas de dispersarse pasivamente en
distintos medios de transporte, siendo este ultimo el método de trasmision de los

virus entre las regiones.(46)

B. Taxonomia del Aedes aegypti

La clasificacion taxondmica del zancudo-mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(47)

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Geénero: Aedes

Especie: Aedes aegypti
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C. Ciclo de vida del Aedes aegypti

El ciclo de vida del vector muestra una metamorfosis completa, esto significa que las
formas inmaduras son totalmente distintas a las adultas, siendo acuaticas y
posteriormente aéreas, aunque algunas investigaciones muestran que las pupas
extraidas del medio acuatico, pueden permanecer vivas hasta tres dias en tierra y
completar su metamorfosis hacia adultas, pero afectadas por los rayos solares en su
mayoria.(48) El ciclo consta de cuatro estadios, los cuales son: huevo, larva, pupa y
adulto. Cabe recalcar que en condiciones de temperatura y alimentacion optimas

éste se completa en aproximadamente 10 dias.(49)
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Figura 4. Ciclo de vida del Aedes aegypti

Fuente: Araguaia M.

1. Huevos del Aedes aegypti

Los huevos tienen un tamafio aproximado de 0.8 mm, son de color blanco al inicio, y
se tornan a negro a medida que desarrolla el embridon, las hembras pueden poner
entre 50 y 150 huevos, los mismos que eclosionan entre 2 a 3 dias si las condiciones
de temperatura y humedad son las adecuadas, sin embargo, los huevos pueden
sobrevivir muchos meses hasta un afio en condiciones de temperatura y desecacion
extremas.(49) Las hembras colocan entre 10 y 20% de sus huevos directamente
sobre el agua y lo demas pegados a la superficie del recipiente, esto con la finalidad
de incrementar los indices de supervivencia de la especie, ya que vuelven a
eclosionar si son inundados de agua, caracteristica fundamental a tomar en cuenta
para la prevencion de la proliferacion de la especie, ya que se puede controlar si

hacemos una adecuada practica en la eliminacién de potenciales criaderos.(46)
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2. Larvas de Aedes aegypti

Al eclosionar los huevos, dan lugar a las formas larvarias las cuales se desarrollan
mediante un ciclo de cuatro estados larvarios; al inicio miden aproximadamente 1
mm y desarrollan hasta los 6 o 7 mm en el IV ciclo, “poseen como caracteres
morfolégicos tipicos; fuertes espiculas toracicas quitinizadas, peine de escamas
unilineal en el octavo segmento y sifon en forma de oliva corta que destaca por su
color negro; se alimentan mediante cerdas bucales en forma de abanico,
esencialmente de zoo y fitoplancton y de material organico suspendido o acumulado
en los recipientes”.(49) Son acuaticas, nadadoras y de respiracién aérea, presentan
cabeza y térax de forma ovoide de abdomen nona segmentado y presencia de 4
branquias lobuladas en el segmento posterior, esenciales para la regulacién
osmotica, y un sifon corto, que lo distingue de otras especies de mosquitos. Reposan
en la superficie del agua de forma vertical, son fotosensibles y al ser amenazados
nadan hacia el interior de forma contorneada; la fase, en condiciones de temperatura
optimas (25 a 29 °C) se completa entre 5 a 14 dias, mientras que a temperaturas

inferiores a 10 °C y superiores a 45 °C, no resisten.(46)

DETALLE DE ESCAMA DEL
OCTAVO SEGMENTO

CABEZA TORAX ABDOMEN

Figura 5. Larva de Aedes aegypti y sus partes
Fuente: Eiman et al (46)

3. Pupa de Aedes aegypti

Las pupas no requieren alimentacion, en condiciones de temperatura 6ptimas entre
los 28 y 32 °C el ciclo se completa entre 1 y 3 dias, a temperaturas mayores el ciclo

se puede extender; permanecen el mayor tiempo en reposo en la superficie del agua,
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por su flotabilidad, caracteristica que les permiten emerger a especimenes adultos;
entre sus cualidades anatdmicas poseen un par de tubos o trompetas en la base del
térax, que les permiten respirar, ademas de un par de paletas o remos en la base del
abdomen, que lo usan para movilizarse en el agua cuando se sienten

amenazados.(46)
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Figura 6. Pupa de Aedes aegypti
Fuente: Eiman M et al (46)

4. Mosquitos adultos de Aedes aegypti

“Los mosquitos adultos, son de color negro con disefios blanco — plateados formados
por escamas claras que se disponen simulando la forma de una “lira” en el dorso del
térax, y mostrando un anillo caracteristico a nivel de tarsos, tibia y fémures de las
patas”.(49) Permanecen en reposo después de pasar del estado de pupas, con la
finalidad de endurecer su sistema exoesquelético y alas; ambos sexos son fitéfagos
pero a diferencia de los machos, las hembras son hematéfagas, caracteristica
esencial para la maduraciéon de sus huevos por alto contenido de la proteina
albumina que contiene la sangre, normalmente se alimentan durante el dia, y tienen
gran afinidad por los humanos, las hembras detectan el gas emitido por estos, que
por lo general es CO2 y cuando estan cerca, tienen sistemas visuales, olfativos,
térmicos y tactiles que les permiten localizar el sitio de alimentacion; se aparean por
Unica vez después de las 24 horas que emergen de pupas, los machos se
diferencian de las hembras ya que estos poseen antenas plumosas y palpos

pequefos, éstas ultimas no tienen plumas y son mas pequefias.(46)
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Figura 7. Diferencias de hembras (A) Aedes aegypti y (B) Aedes albopictus A) detalle de
escamas blancas en forma de “lira” en el dorso toracico y B) detalle de escamas blancas en
linea media del dorso toracico.

Fuente: Salvatella A.(49)

Figura 8. Morfologia de Aedes aegypti, macho y hembra

Fuente: Araguaia M.

2.2.10 Animales de experimentacion

Los animales de experimentacion, poseen caracteristicas propias de tener en cuenta
al momento de realizar un ensayo, si bien es cierto, cualquier animal se puede usar
ya sea una mosca de la fruta (Drosophila melanoganster) hasta el hombre, sin
embargo la legislacion que regula la experimentacion animal, solo protege a los

vertebrados que se usan con fines cientificos.

Cabe recalcar que, para ser considerados como animales de experimentacion, estos

deben ser criados solo con tales fines, en centros dedicados a la crianza de animales
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de experimentacion (animalarios, bioterios, estabularios o unidades de produccion

y/o experimentacion animal).(50)

A. Estandarizaciéon de los individuos

Cabe recalcar que la seleccion de los individuos estaran limitadas a la pureza del
animal por lo tanto debera ser controlada, vigilada y contrastada, teniendo en cuenta
que pueden ser susceptibles a la contaminacién y tener un efecto distorsionador
sobre los resultados; entre los requisitos esenciales para la seleccién de dichos

animales se debe tener en cuenta:

e Homogeneidad somaética: igualdad de sexo, peso y edad. Facil en roedores y
dificil en animales grandes (carnivoros, primates, herbivoros).

e Homogeneidad genética: obtenida por una tasa de consanguinidad elevada.

e Homogeneidad sanitaria: tendencia a evitar posibles perturbaciones debidas a
estados patolégicos no deseados, que influyen en la expresion genética del
animal (genotipo), condicionando a largo plazo el fenotipo y a corto plazo el

estado fisico.

El objetivo final sera tener animales “biolégicamente estandarizados” sometidos a
constantes controles a los que adicionalmente se unen los ambientales como
temperatura, ventilacion, humedad, luz y las variables de comportamiento o etologia.
Estos factores pueden afectar la estandarizacion del animal, y como consecuencia,

los resultados.(50)

B. Las especies mas utilizadas

No cabe duda que entre las especies mas utilizadas estan las ratas (Rattus
norvegicus) y los ratones (Mus musculus) por su tamafo, alta prolificidad, su facilidad
de manejo y mantenimiento, etc. Entre otros estan el hamster chino y dorado
(Cricetulus griseus y Mesocricetus auratus), cobaya (Cavia porcellus), jerbo
(Meriones unguiculatus), conejo (Oryctolagus cuniculus); animales de granjas, como
ovejas (Ovisaries ligerensis), cerdos (Sus scrofa domesticus), o puede ser el caso del
uso de animales carnivoros entre los que se destacan gatos (Felis cattus) y perros

(Canis familiaris), etc. cada una de ellas con caracteristicas experimentales
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especificas que cada investigador debe tener en cuenta al seleccionar dicho “reactivo
biologico”.(50)

2.2.11 La piel y sus caracteristicas

Considerado el o6rgano mas grande del cuerpo humano, cumple funciones
importantes entre ellas metabodlicas, de barrera, secretoras, excretoras, de
informacion sensorial y regulacion térmica; constituye el 6% del peso corporal y
contiene aproximadamente el 30% del total de sangre, varian con diversos factores
como por ejemplo la edad, color, raza, variables topografias, algunas patologias etc.,
el pH varia con el sexo, raza y la edad, incluso en el mismo individuo puede variar
segun la parte del cuerpo en la que se localice, las secreciones acumuladas sobre la
superficie de la piel, le confieren un pH entre 4.5 a 5.5, y se incrementa en las capas
mas profundas llegando a un pH entre 7.1 a 7.3 en la dermis; esta ultima
caracteristica es muy Iimportante para formulaciones farmacéuticas de uso
topico.(51)

2.2.12 Formas farmacéuticas

Asociacion de principio(s) activo(s) y excipientes, para constituir la presentacion final
de un medicamento, con la finalidad de mantener sus especificaciones en el tiempo
de vida del mismo. Debe cumplir con ciertos requisitos ejemplo: estabilidad,
consistencia, pH adecuado, olor agradable, facilidad de manejo, almacenamiento,

costo accesible y aceptacion por el usuario.(52)
2.2.13 Formas farmacéuticas de aplicacion sobre piel y mucosas

Llamadas asi aquellas que se aplican sobre la piel ya sea con fines terapéuticos o

cosmeéticos, clasificadas segun su naturaleza fisicoquimica.
Formas farmacéuticas

e Formas liquidas, son uso frecuente y pueden prepararse como soluciones,

suspensiones o0 emulsiones
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e Formas sdlidas, se encuentran los polvos suavizantes y lubricantes y las barras
o lapiceros con contenidos medicamentosos.

e Formas de consistencia semisélida. En este grupo se encuentra la mayoria de
formulaciones de aplicacion sobre la piel y mucosas, en la que podemos
mencionar, las pomadas (hidr6fobas, absorbentes de agua, hidréfilas), cremas

(hidrdfilas, hidrofobas), geles(oleogeles, hidrogeles) y pastas.(27)
2.2.14 Formas farmacéuticas liquidas de uso tépico

Existe un namero considerable de formas farmacéuticas liquidas, mas o menos
viscosas y untuosas, que se aplican sobre la piel ya sea con fines dermatoldgicos o
cosméticos. Por lo general contienen agua, mezclas hidroalcohdlicas y aceites como
vehiculos, los mismos que tienen importancia para su denominacion ya que pueden
ser de consistencia acuosa u oleosa; aunque no tiene una definicion puntual en
muchos paises y por lo general se les denomina “lociones” a las que contengan
agua o bajo contenido de alcohol como vehiculo, y sustancias activas, disueltas o
suspendidas que pueden ser de viscosidad variable, por la presencia de
coadyuvantes que se agregan con fines de estabilidad, o mejorar la adherencia sobre
la piel. Existe otra denominacién para formas dermatoldgicas liquidas, y es la de
‘linimentos”, que por lo general se aplica a aquellos preparados cuyo vehiculo es un
aceite de viscosidad variable, y con la sustancia activa disuelta o interpuesta en

forma de emulsion, agua en aceite (W/0).(27)

A. Lociones de uso tépico

Son formas farmacéuticas de consistencia liquida o semisdlida, que puede variar en
su grado de viscosidad a temperatura ambiente, y contener uno o mas ingredientes
farmacéuticos activos; generalmente estan destinadas para ser aplicados sobre la
piel. “El término locion se aplica a soluciones, suspensiones o emulsiones aplicadas

tépicamente”.(53)

B. Suspensidén de uso topico
Se trata de un solido, que se dispersa en otro solido, un liquido o un gas, entre ellas
y tenemos: las lociones, geles, pastas, pomadas y supositorios.(52)
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C. Emulsion de uso topico
En este sistema un liquido esté disperso en otro liquido, como pequefias gotitas sin
diluirse, y la viscosidad dependerd de la cantidad de sustancia emulsificante que
contenga. En este grupo se encuentran las cremas, que se conoce como emulsiones
liquidas viscosas o semisdlidas, aceite en agua (O/W) si el medio dispersante es
agua, es la de uso mas frecuente o agua en aceite (W/O) si el medio dispersante es
aceite. Son de aspecto lechoso, a diferencia de las soluciones que son
transparentes, y si se usa una grasa como medio dispersante, esta sera de

consistencia mas cremosa.(52)

2.2.15 Forma farmacéutica mejor aplicada en repelentes

Entre las caracteristicas de una buena formulacion de un repelente se debe tener en

cuenta:(51)

e Eficacia repelente a mas de una especie de mosquitos
e No presentar toxicidad, ni reacciones alérgicas

e Efecto prolongado en diversas circunstancias de su uso
e Olor agradable

e Presentar buena estabilidad

e Que pueda lavarse con facilidad

e Tendencia a no manchar

e De facil aplicacion

e De excelentes prestaciones cosmeéticas

e Bajo costo
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2.3 Hipotesis
2.3.1 Hipotesis general

1. La locién a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle tiene actividad repelente contra mosquitos hembras adultas de la

especie Aedes aegypti.
2.3.2 Hipotesis especificas

1. Los terpenoides son los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en
el aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle.

2. La locion elaborada a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle tiene efecto repelente contra los mosquitos hembras
adultas de la especie Aedes aegypti.

3. La locion a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle tiene efecto repelente comparado con la locién a base de N, N-
dietil-meta-toluamida (DEET).

2.4 Variables
2.4.1 Variable independiente

e Metabolitos secundarios de la locibn a base del aceite esencial de Citrus

aurantifolia (Christm.) Swingle
2.4.2 Variable dependiente

e Efecto repelente contra mosquitos hembras adultas de la especie Aedes

aegypti.
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2.4.3 Operacionalizacion de variables

de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle

Variables Dimensién Indicadores
Variable Independiente
Metabolitos secundarios de la Etoquimi e Terpenoides _
locién a base de aceite esencial 'toquimica e Compuestos fendlicos

Variable Dependiente

Efecto repelente contra
mosquitos hembras adultas de
la especie Aedes aegypti

Entomologia

% mosquitos repelidos
Tiempo de exposicion

Tiempo de proteccion

N° de picaduras

Fuente: Elaboracién propia
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2.5 Marco Conceptual

Subregién Andina: se entiende por subregion andina a los paises: Bolivia,
Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela.

Las Américas: se entiende el continente americano comprende América del
sur; centro, norte y las Bahamas

Hemato6fagos: nutrirse de la sangre de otro animal.

Esquistosomiasis: “la esquistosomiasis o bilharziasis es una infeccion
intravascular comdn causada por el parasito Schistosoma o bilharzia, un
gusano trematodo”. Es la segunda enfermedad tropical mas prevalente
después de la malaria y se encuentra en la lista de enfermedades tropicales
olvidadas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).(54)

Larvicidas: es un quimico que se aplica al producto que destruye las larvas.
Imagocidas: insecticida de mosquitos en la etapa adulta.

Organofosforados: los compuestos organofosforados son ésteres del acido
fosforico y de sus derivados

Piretroides: compuestos sintéticos basados estructuralmente de la molécula
de piretrina.

Medicina convencional: es ciencia que busca prevenir, tratar y curar las
enfermedades mediante el uso de farmacos.

Elucidar: proceso mediante el cual se identifica la estructura molecular de una
sustancia quimica.

Insectario: instalacion en la que se conservan y crian insectos

Rash cutaneo: se denomina rash cutdneo al enrojecimiento, erupcion y
picazén de la piel que se produce, entre otras cosas, por la reaccién adversa
hacia algun medicamento.(55)

Monoembridnicas: son semillas que contienen un solo embrion que dara
origen a una planta que contendra los genes de ambos progenitores.
Emenagoga: propiedad de una sustancia o planta medicinal con accion

estrogénica, facilitadora de la menstruacion.
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Dismenorrea: la dismenorrea es el dolor intenso pélvico y supra pubica que
aparece en la mujer antes o durante la menstruacion.(56)

Disenteria: la disenteria es como se conoce a los trastornos o infecciones
intestinales que causan la inflamacion del colon y los intestinos. Es un dolor
abdominal severo, vomitos y problemas al defecar, causado por la bacteria
llamada Shigella y el parésito llamado entamoeba.(57)

Emplastos: preparado farmacéutico de uso tdpico, soélido, moldeable y
adhesivo

Arrastre con vapor: la destilacion por arrastre con vapor, es una técnica
usada para separar sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente
volatiles, de otras no volatiles que se encuentran en la mezcla, como resinas o
sales inorganicas, u otros compuestos organicos no arrastrables.(32)

Método de extraccion por expresion: es un método muy utilizado, para la
extraccion de citricos como el limon, la naranja, la bergamota, la mandarina o
la lima. Este método de extraccion presenta la ventaja de no someter los
aceites esenciales a temperaturas elevadas. Sin embargo, estos entran en
contacto con el agua, por lo que se dispersan importantes componentes
hidrosolubles.(32)
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CAPITULO Ill: METODO

3.1 Tipo de estudio

El presente trabajo esta elaborado bajo el planteamiento metodolégico del enfoque
cuantitativo, ya que se busca comprobar la hipotesis previamente establecida, asi
como los objetivos trazados.

Teniendo en cuenta que este enfoque, segun Hernandez et al (2010). “Usa la
recoleccion de datos para probar hipétesis, con base en la medicién numérica y el
analisis estadistico, para establecer patrones de comportamiento y probar
teorias”.(58)

3.2 Disefio a utilizar

El presente estudio tiene un disefio experimental de tipo “experimental puro” pues es
el que mejor se adapta a las necesidades del estudio.

El disefio experimental consiste en manipular intencionalmente una o mas variables
independientes en forma aleatoria, para analizar las consecuencias que la
manipulacion tiene sobre una o mas variables dependientes, dentro de una situacion

de control para el investigador.(58)

3.3 Poblacion
“Una poblacioén es el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones”. Selltiz et al (1980). Citado por Hernandez et al (2010).(58)

3.3.1 Poblacién del material vegetal

El material vegetal se recolecté a partir de una plantacion de limén criollo, de una
parcela de 2,500 m?, que contenian aproximadamente 2,000 arboles de 8 afios de
edad en etapa productiva, de los cuales se seleccionaron los que tenian contenido

para extraer un total de 50 kg de frutos semimaduros, de forma aleatoria.

43



3.3.2 Poblacién del material biolégico

Se obtuvieron 50 larvas de Aedes aegypti, donadas por el Instituto Nacional de Salud
(INS), area de Entomologia; criadas y reproducidas en cautiverio, tanto mosquitos
machos y hembras a humedad y temperatura ambiente.(59).

3.3.3 Poblacién de voluntarios

Posibles 12 sujetos de ambos sexos de entre los 18 a 28 afios de edad.

3.4 Muestra

“La muestra es un subgrupo de la poblacion de interés sobre el cual se recolectan
datos, y que tiene que delimitarse con precision, éste debera ser representativo de
dicha poblacion, ya que los que los resultados encontrados en la muestra, logren

extrapolarse a la poblacion”.(58)
3.4.1 Muestra del material vegetal

Se utilizaron los frutos semimaduros de limén criollo (50 kg); de los cuales se usoé

solo el flavedo (cascaras), un total de 8 kg.
3.4.2 Muestra del material biolégico

Se seleccionaron 1,710 mosquitos hembras hambrientas de la especie Aedes

aegypti de aproximadamente 3 a 6 dias de edad.(59)
3.4.3 Muestra de los voluntarios

Cuatro sujetos, dos hombres y dos mujeres adultos, las mismas que accedieron
voluntariamente ser sometidos al presente estudio.
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3.5 Equipos, materiales y reactivos

3.5.1 Equipos

Balanza analitica Mettler. Sensibilidad 0.1 mg
Balanza electronica

Cromatografo de Gases SHIMADZU, GC-2010 Plus
Equipo de destilacién por arrastre de vapor
3.5.2 Materiales

Bagueta

Capsulas de vidrio

Cinta de aluminio

Embudo de vidrio

Filtros para jeringa de nylon 0.45 pm
Frascos viales ambar

Guantes de barrera

Jaula zancudera pequefa y grande
Jeringas 10 mL

Larvario de plastico trasparente

Levadura de cerveza MasoN natural ®
Pera de bromo

Pipeta graduada

Probetas de 10, 25, 50 y 100 mL

Propipeta

Tachos de plastico



Taper plastico de boca ancha cilindrico
Tela tul

Tijeras de poda
Transportador de mosquitos
Tubos de ensayo

Vasos de precipitado de 10, 15, 50 y 100 mL
3.5.3 Reactivos

Agua destilada

Alcohol puro 96°

Alcohol etilico

Cloruro férrico

Draguendorff

Emulgin RH 40 ®

Gelatina

Glicerina

Hipoclorito de Sodio
Liebermann Burchard
Mayer

Metilparabeno

Na>SO4

Ninhidrina

Plasdone K 30 ®

Propilenglicol
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Sulfato de sodio anhidro P.A.
Tergitol NP 9

Tiras reactivas de pH
Trietanolamina

Tween 80 ®

3.6 Procedimientos
3.6.1 Recoleccidon y clasificacién taxondmica de la especie vegetal

La especie vegetal, de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (limén criollo), se
recolecté a 668 m.s.n.m. En el distrito de Sayan, provincia de Huaura, region Lima,
situada en la zona centro-occidental del Peru en el mes de diciembre del 2018. Los
frutos se seleccionaron por uniformidad de color (verde con rasgos amarillos), de 30
arboles en la etapa de produccion de aproximadamente 8 afios de edad,
recolectando un total de 50 kg; para el proceso se us6 guantes de barrera y tijeras de
poda; los materiales se desinfectaron previamente con hipoclorito de sodio al 1%. El
producto recolectado se almaceno en bolsas de polietileno para posteriormente ser
transportados y procesados en el laboratorio de Recursos Naturales (RENATU) de la
facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
La clasificacion taxondmica de la especie vegetal, se realiz6 en el Museo de Historia
Natural de la UNMSM.

3.6.2 Extraccion del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

Los 50 kg de frutos recolectados, se lavaron en una tina con abundante agua potable
e hipoclorito de sodio al 1%, luego se secaron con papel toalla y posteriormente se
retird el flavedo usando un pelador metélico previamente desinfectado con alcohol al
96°, obteniendo un total de 8 kg de cascaras frescas. Se procedié a montar el equipo
de destilacion por arrastre de vapor de agua y se destilé durante dos horas a presion
y temperatura controlada. El proceso se realiz6 en dos fracciones de 4 kg cada uno,

esto debido a la capacidad del equipo de destilacion; el destilado se recibié en una

47



pera de decantacion para facilitar la separacion del aceite esencial con el hidrolato.
Una vez separado el aceite esencial se desecd con sulfato de sodio anhidro
(Na2S0a4) y usando un filtro de membrana estéril de 0.22 um de porosidad, se retird
los residuos ajenos al aceite esencial; posteriormente se envaso en viales herméticos

de color ambar y se almacené a 4 °C hasta su uso.

3.6.3 Rendimiento del aceite esencial

Para la determinacién del rendimiento se procedié a medir la cantidad del aceite
esencial obteniendo (28 mL). El porcentaje de rendimiento se calculé bajo la

siguiente formula.(51)

o Vol.AE o 28 mL
% de Rendimiento = ——  x 100 % de Rendimiento =
P.muestra 8 000g

Dénde:

Vol. AE: volumen del aceite esencial en mililitros; P.muestra: peso de la muestra

fresca en gramos.
El rendimiento del aceite esencial fue 0.35 por ciento v/p.
3.6.4 Preformulaciéon de la forma farmacéutica

Con el propdsito de encontrar los excipientes que mejor se adecue al aceite esencial

de limon, se formularon los siguientes pilotos:
Piloto N° 01

Tomando en cuenta los criterios de formulacion de Daza y Flores (2006); se utilizaron
los excipientes que se detallan en la Tabla 4.(60)
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Tabla 4. Formulacion del piloto N° 01

MATERIA PRIMA CANTIDAD PARA 100 g FUNCION
Aceite aceite de limén 20% Repelente de mosquitos
_ _ Humectante, fijador de los
Propilenglicol 12% _ )
aceites esenciales
_ Dispersante, emulsificante y
Tergitol NP 9 8% -
estabilizante
Metilparabeno 0.5% Preservantes
Plasdone K 30 ® 0.5% Agente dispersante
Agua c.s.p Vehiculo

Fuente: modificado de Daza y Flores (2006).

Tabla 5. Andlisis del control de calidad del piloto N° 01

DETERMINACION ESPECIFICACION RESULTADO

Color | e Blanco

Olor | e Caracteristico a limon
Homogeneidad | e No

pH 55-75 5.5

Particulas extrafias Ninguno Conforme

Estado fisico | eemeeeeeee- Semisolido

Fuente: elaboracién propia

e Los resultados de esta formulacion no fueron los adecuados, ya que su
consistencia y textura presentd apariencia jabonosa, por la que fue

descartada.
Piloto N° 02

Para la siguiente formulacion se tomé en cuenta la locion realizada por Alvarez y
Ochoa (2013).(61) Se formulé a dos concentraciones; 3.5y 12% de aceite esencial,
con la finalidad de optimizar los resultados para los cuales se usaron los excipientes

gue se detallan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Formulacion del piloto N° 02

MATERIA PRIMA C.S.P 100 g FUNCION
Aceite esencial de limén 3.5y 12% Repelente de mosquitos
_ _ Humectante, fijador de los aceites
Propilenglicol 5% )
esenciales
Tween 80 ® 10% Agente tensoactivo
o Vehiculo alcoholica, solvente de los
Alcohol etilico 60% _ _
aceites esenciales
Agua c.s.p Vehiculo

Fuente: Modificado de Alvarez y Ochoa (2013).(61)

Tabla 7. Andlisis de control de calidad del piloto N° 02

: 5 RESULTADOS
DETERMINACION ESPECIFICACION
Locion al 3.5% Locion al 12%
Color | e Amarillento Blanco
Olor | e Caracteristico a limén (_Zar,acterlstlco a
limén
Homogeneidad | = ———-—-- Si no
pH 55-75 6 6
Particulas extrafias Ninguno Conforme Conforme
Estado fisico | = - Liquido Liquido

Fuente: Elaboracion propia.

e Los resultados de estos dos pilotos, muestran conformidad a la menor
concentracion y excelentes resultados; mientras tanto, al modificar la dosis del
aceite esencial de limon, muestra un cambio repentino en las caracteristicas
fisicoquimicas, entre la mas notoria, la separacion de dos fases, la acuosa de

la oleosa, por lo tanto, se descartan estas formulaciones.
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Piloto N° 03

Para elaborar el siguiente piloto se tomd como referencia la elaboracion de una

locion no emulsionada planteada por Olmedo et al (51), donde obtuvieron excelentes

resultados; las proporciones de los excipientes se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Formulacion del piloto N° 03

MATERIA PRIMA C.S.P100g¢g FUNCION
Aceite esencial de limon 2; 4% Repelente de mosquitos
o | famecints einye <l e
Emulgin RH 40 ® 20% Cosolvente, Solubilizante no I6nico
Trietanolamina 0.05% Regulador pH
Alcohol etilico 40% Vehiculo
Agua c.s.p Vehiculo
Fuente: Modificado de Olmedo R et al (2003)
Tabla 9. Andlisis de control de calidad del piloto N° 03

RESULTADO

DETERMINACION

ESPECIFICACION

Locion al 2%

Locion al 4%

Color | e Trasparente Trasparente
Caracteristico a | Caracteristico a

Olor | e - -
limon limon

Homogeneidad @ | = - Si Si

pH 55-75 6.5 6.5

Particulas extrafias Ninguno Conforme Conforme

Estado fisico | - Liquido Liquido

Fuente: Elaboracién propia.

e Los resultados del piloto N° 03 mostraron excelentes prestaciones, ya que

presentan conformidad en todos los andlisis realizados; los mismos que se

tomaran en cuenta para plantear las formulaciones propiamente dichas que se

utilizaran para el experimento.
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3.6.5 Formulacién de las lociones a partir del aceite esencial de limén

Se formularon lociones a partir del aceite esencial de limon, a concentraciones de 2,

4,10y 15% segun la proporcion de excipientes que se especifican en la Tabla 8.

Procedimiento para la elaboracién de la locion repelente a partir del aceite

esencial de limdén

8.
9.

Se lavaron todos los materiales e instrumentos a utilizar con detergente y se
enjuag6 con abundante agua potable; posteriormente se enjuagd con agua
destilada y se desinfecté con alcohol al 96%.

Verificacion de todos los materiales, materia prima y equipos a utilizar.

Se pesaron las materias primas: aceite esencial de limon, glicerina, Emulgin
RH 40 ®, trietanolamina, alcohol etilico y agua destilada.

Se tara un vaso de precipitado de 100 mL; se pes6 Emulgin RH 40 ® y alcohol
etilico, se agita hasta su dilucion completa; luego se agrega el aceite esencial
de limon y se agita. (fase A)

En otro vaso de precipitado de 100 mL se agrega, agua destilada, glicerina y
trietanolamina; se agita constantemente hasta homogenizar.(fase B)

Se unen las dos fases: (A sobre B), la fase alcohdlica sobre la acuosa, se
agita constantemente usando una bagueta durante 3 minutos.

Posteriormente se realiza una filtracion usando una jeringa de 10 mL adaptada
a un filtro de membrana de 0.22 pum.

Se realiza el control de calidad, ver resultados en la Tabla 11

Envasado.

10.Rotulado y almacenamiento hasta su uso.
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3.6.6 Identificacién de metabolitos secundarios del aceite esencial de limén

1. REACCIONES DE COLORACION Y PRECIPITADO

En la Tabla 10, se muestran los diferentes reactivos; preparacion de los mismos y la
coloracion o precipitado que muestran al reaccionar con los distintos grupos
funcionales de la muestra, con los cuales se determinard cualitativamente los

distintos compuestos presentes en el aceite esencial del limon criollo.

Tabla 10. Reacciones de coloracion y precipitado para determinacion de grupos funcionales

Metabolitos _ - -
_ Reactivo Procedimiento Coloracion
secundarios
Taninos Gelatina 10 gts. Ms + 2 gts. De reactivo P recipitado
intenso
Aminoéacidos | Ninhidrina 10 gts. Ms + 2 gts. De reactivo Vira a violeta

Compuestos | Cloruro R: 1 gt FeCls/100 mL H:0. Colores

fendlicos férrico 10 gts. Ms + 1 gt R. intensos

Quinonas NaOH 10 gts. Ms + 2 gts. De reactivo Tonos rojos

10 gts. Ms + pocas gotas de | Verde, azul

Terpenoides Liebermann HOAc + 3 mL de Ac20/H2SO4 | verdoso (vira
Burchard ., .
proporcion(1:50) rojo o azul)
Mayer 10 gts. Ms + 2 gts. De reactivo Precipitado
blanco
Alcaloides
Precipitado

Draguendorff | 10 gts. Ms + 2 gts. De reactivo :
naranja

Fuente: Lock O, (1994).(62)

El andlisis se realizé directamente con el aceite esencial destilado vy filtrado y los

resultados del andlisis se detallan en la Tabla 12.
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2. CROMATOGRAFIA DE GASES / ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG/EM)

Dos mililitros de muestra se llevé al Laboratorio de Investigacion y Certificacion
(LABICER) de la Universidad Nacional de Ingenieria (UNI), para la identificacion
quimica de los metabolitos secundarios. Para el analisis se utilizé un Cromatografo
de Gases acoplado a un Espectrometro de masas (CG/MS) marca SHIMADZU,
modelo: SHIMADZU, GC-2010 Plus; el analisis se realizé bajo las siguientes
condiciones: Columna GC: RESTEK, RTX-5MS 30 m de largo; 0.25 mm de didmetro
interno (ID); tamafio de poro 0.25 pm, temperatura inicial 50 °C, 3 °C/min.,
temperatura final 250 °C (0.5 min), temperatura de inyeccién 220 °C y volumen de
inyeccion de 200 pL. El gas transportador fue Helio UHP (5.0). La lista de los
compuestos del aceite esencial fue obtenida gracias al resultado probabilistico del
software del equipo GC-MS solution de SHIMADZU utilizando la libreria del Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST). La probabilidad se mide por el

Similarity Index (SI) que se encuentra en cada espectro de masa.

3.6.7 Obtencién y crianza de los mosquitos de Aedes aegypti

Se obtuvieron 50 larvas gracias a la donacion realizada por el Instituto Nacional de
Salud (INS), area de Entomologia. Estas fueron llevadas en dos probetas conicas
graduadas herméticamente cerradas al laboratorio de investigacion de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
donde se les acondicioné un larvario elaborado a partir de un taper de plastico
transparente de 25 x 17 x 8 cm (largo, ancho y alto) con tapa, la cual se modifico
haciendo una apertura en la misma de 8 x 25 cm, el mismo que se cubrié con una
tela (Tul) y se peg6é usando cinta de aluminio (Anexo 16); al envase antes
mencionado se le agregé 600 mL de agua potable previamente hervida y en reposo
por dos dias con la finalidad de bajar las proporciones de cloro (11), el agua se
renovo cada dos dias para evitar la propagacion de hongos que podrian matar las
larvas, el larvario se lavd con abundante agua potable y las larvas se tamizaron y
limpiaron con agua corriente antes de ser devueltas al larvario, durante el estadio de

larvas se les alimenté con media tableta diaria de levadura de cerveza MasoN
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natural ® previamente pulverizada y disuelta en 50 mL de agua hervida fria.(18) Se

monitored constantemente hasta observar que estas cambien a estadio de pupas.

Las pupas se retiraron diariamente, a medida que estas iban apareciendo en el
recipiente usando una pipeta de Pasteur plastica previamente recortada en la punta
para aumentar su orificio y facilitar la extraccion, hacia un vaso descartable pequefio
con aproximadamente tres cuartas partes de agua, el mismo que lo colocé dentro de

una cdmara de crianza donde se produjo la eclosion.

La camara de crianza estaba fabricada a partir de una caja de tecnopor de 20 x 22 x
19 cm (largo, ancho y alto) con recortes cuadrados en los cinco lados superiores los
mismos que estaban cubiertas de tela (tul), en uno de los lados se realizé un orificio
donde se coloco una manga fabricada de la misma tela, por la que se realiz6 toda
manipulacion (Anexo 18). Finalmente cuando estaban en estado adulto se pasaron
hacia otra camara de crianza de mayor tamafio con ayuda de una manguera de

transporte.

Esta segunda camara de crianza se fabricO a partir de una bandeja de plastico
transparente de 32 x 23 x 19 cm (largo, ancho y alto) con orificios en tres de sus
lados los mismos que estaban cubiertas de tela (tul) y pegada firmemente con cinta
de aluminio. (Anexo 24). También dentro de la jaula zancudera de le coloco el
alimento; que consistia en agua azucarada al 10% (30 mL) dentro de un vial de 100
mL trasparente y como dispensador un mechoén elaborado de algodon por dentro y
envoltura de gasa estéril el mismo que por capilaridad asciende el alimento; tanto la
solucion azucarada y el dispensador se cambiaron cada tres dias para evitar
contaminacién; ademas de ello, las hembras requieren de alimentacién sanguinea,
propiedad que les permite madurar sus huevos, para el cual se expuso el antebrazo
y mano desnudo del voluntario durante unos minutos hasta observar que todas se
hayan alimentado, este proceso se realizo tres veces por semana (18), (11) (Anexo
25).

Para la recoleccién de los huevos se colocé una trampa de oviposicién (Anexo 26),

fabricado de un vaso mediano de plastico, adherido a su pared interna un trozo de
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papel toalla embebecido en 40 mL de agua; a los dos dias se realiza la recoleccion
del papel que contiene los huevos, se dejo secar a temperatura y humedad ambiental
por dos dias para facilitar la maduracion de los mismos y se almacenaron hasta su

utilizacion.

Los huevos maduros impregnados en el papel se sumergieron en 600 mL de agua
potable hervida y reposada, dentro del larvario. Los primeros huevos eclosionaron a
partir del tercer dia y se criaron bajo las condiciones antes mencionadas, a partir de
estos se obtuvo la segunda generaciébn de mosquitos, los que se utilizaron para
realizar el efecto repelente, cabe recalcar que se criaron especimenes
independientemente para cada voluntario con el fin de evitar algun tipo de

contaminacion.
3.6.8 Proceso de separacion de las hembras de Aedes aegypti

Los mosquitos hembras se separaron de los machos usando una “manguera de
trasporte”, este instrumento se fabricoO caseramente a partir de un filtro de gasolina,
para motocicleta nuevo, al mismo que se le conectd a cada lado de las valvulas, dos
mangueras plasticas transparentes, de 23 y 30 cm de largo y de un diametro
adecuado para que encaje perfectamente a presion, ademas a la manguera de
succion (de entrada), se le adapto un trozo de tela tul, con la finalidad de evitar que
los mosquitos lleguen al filtro y queden atrapados (Anexo 23), para posteriormente
colocarlos en los “frascos de exposicion”, los mismos se fabricaron a partir de
taperes de plastico transparente, que tenian forma cilindrica de 20 cm de alto por 40
cm de diametro, modificados de tal manera que la base estaba cubierto con una tela
tul y adherida con cinta de aluminio, mediante la cual se realizé la exposicion. La
tapa se mantuvo cerrada pero se le realizé una pequefia perforacion por la cual nos
permiti6 ingresar a los mosquitos y cerrado con una cinta de aluminio para
mantenerlo como una puerta de tal manera que se pudiera abrir y cerrar cuando sea
necesario (Anexo 27). El método de transporte consistio en aspirar con la boca solo a
los mosquitos que lleguen a alimentarse de sangre, para el cual se acerco el

antebrazo desnudo del voluntario hacia la camara de crianza por medio de la tela tul
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que recubre la base de la jaula; ademas se observo las caracteristicas fisicas que
estas presentan, como por ejemplo, las antenas plumosas que las diferencian de los
machos. (Figura 8).

3.6.9 Seleccion de las hembras de Aedes aegypti, &vidas de alimento.

Se determiné colocando los “frascos de exposicion” antes mencionados, los mismos
gue contenian 10 mosquitos hembras de aproximadamente 3 a 6 dias de edad,
sobre el antebrazo desnudo del voluntario destinado al experimento; donde se
observo el aterrizaje de los mosquitos sobre la zona de exposicion pero se los retird
antes que estos tomen una bocanada de sangre; al final se seleccionaron y rotularon
solo a los frascos que contenian a los mosquitos con mayor cantidad de aterrizajes, y
descartando a los que presentaron la menor actividad. Este proceso se realizd
diariamente a medida que iban eclosionando las hembras adultas, entre las 8:00 y

18:00 horas, considerando el horario de alimentacion de estos especimenes.

3.6.10 Unidades experimentales del estudio

Para el analisis se utilizaron 1,710 mosquitos hembras de la especie Aedes aegypti,
de aproximadamente 3 a 6 dias de edad y privadas de alimento sanguineo. Se
establecieron cuatro grupos experimentales, de las lociones preparadas a base del
aceite esencial de limén al 2, 4, 10 y 15%; dos grupos control: Control positivo (C+)
se realiz6 con una locién de DEET 15% para ello se utilizé el repelente sintético y
comercial de la marca Floresta EXTREMO® del Laboratorio PORTUGAL S.R.L. Con
fecha de vencimiento mayo de 2020 y N° de lote 1054677 y Control negativo (C-) se
realiz6 sin tratamiento alguno y bajo las mismas condiciones experimentales. El
efecto repelente se realiz6 mediante el método de cebo humano de Effiom et al
(2012) (15), (18), (14), (11), (63). Los analisis se realizaron en cuatro repeticiones

usando voluntarios distintos para cada experimento.
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3.6.11 Preparacioén de la zona de exposicion

La preparacion de la zona de exposicion, se realizé lavando la cara interna del
antebrazo izquierdo del voluntario, con jabon neutro y enjuagado con abundante

agua potable, posteriormente se sec6 con papel toalla.
3.6.12 Bioensayo de laboratorio

El bioensayo se inicia con el grupo control negativo (C-) (sin tratamiento), para el cual
se tomod al azahar un “frasco de exposicion” que contenia los mosquitos destinados
al experimento y se coloco posando la base del mismo sobre la zona de exposicion
del voluntario durante tres minutos, posteriormente los mosquitos fueron sacrificados
usando el vapor de agua producido por una hervidora eléctrica, luego se contabilizé y
registro a cada uno de ellos.

Para los grupos experimentales al 2, 4, 10 y 15 por ciento y el control positivo (C+),
se aplico el tratamiento correspondiente de forma homogénea sobre la zona de
exposicion del voluntario y se dejo0 secar al ambiente durante un minuto,
seguidamente se realizd la exposicion por 3 minutos. Los analisis se repitieron en
intervalos de 30 minutos, y hasta observar que el total de moquitos destinados para

cada periodo de tiempo se hayan alimentado.

También se tom6 como dato el tiempo en segundos, que trascurre desde el inicio de
la exposicion hasta que ocurra la primera y segunda picadura; al finalizar cada
periodo experimental los especimenes fueron sacrificados exponiéndolos
directamente sobre el vapor de agua producida por una hervidora eléctrica justo al
momento que alcanzé su maximo punto de ebullicién, seguidamente se los retird y
vertio sobre una ficha de recoleccion de datos (Anexo 29) donde se los aplasto
colocandolos ordenadamente sobre cada casillero de la hoja de recoleccion de
datos, de tal manera que produjeran un frotis de sangre solo si estos se habian
alimentado, de lo contrario se dedujo que no lo habian hecho; luego fueron
analizadas bajo el siguiente criterio: (con contenido sanguineo = no repelidos; sin

contenido sanguineo = repelidos).
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Todos los ensayos se repitieron por 4 veces gracias al apoyo de 4 voluntarios (13)
hombres y mujeres de raza mestiza entre los 18 y 28 afios de edad, estos reportan
no tener alergias conocidas a medicamentos ni a picadura de mosquitos, y se
sometieron a dicho estudio previa firma de su consentimiento (Anexo 19 - Anexo 22),
ya que se les garantizdé que los mosquitos no representaban riesgo alguno contra su
salud, teniendo en cuenta que estos fueron criados bajo cautiverio y exentos de

contagio; accediendo asi ser parte del experimento.
3.6.13 Analisis del tiempo de proteccion eficaz

Se considera un tiempo de proteccion completo, al tiempo que trascurre desde el
momento que se aplica el tratamiento hasta que ocurra la segunda picadura continua

en el mismo periodo de tiempo (64), (65), (66).
3.6.14 Determinacion del porcentaje de repelencia

Para la determinaciéon del porcentaje de repelencia de cada tratamiento se
contabilizaron los mosquitos repelidos, y se analizaron bajo la siguiente formula (13),
(18), (67), (64). Los resultados se muestran en la Figura 35.

C—-T)
100

% de repelencia =

Dénde: C= Numero de mosquitos que se alimentaron de la piel no tratada y T=

Numero de mosquitos que se alimentaron de la piel con tratamiento.

3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Entre las técnicas usadas para el propdsito de dicho estudio esta la observacion
sistematica usada para evaluar el contenido gastrico de los especimenes y el

experimento propiamente dicho.

Como instrumentos de recoleccion de datos, se usaron fichas especialmente
disefiadas para el experimento, con la finalidad de facilitar y garantizar la veracidad
de los datos. (Anexo 30 - Anexo 53)
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3.8 Procesamiento de datos

Los datos obtenidos del experimento, fueron trasladados a un archivo en Excel
version 2016; luego de verificada la consistencia de los mismos, la informacion se
trasladdé a un fichero de SPSS version 24.0; mediante el cual se calcularon las
estadisticas descriptivas como la media y la desviacion estandar ademas de los
intervalos de confianza. La contrastacion de las hipétesis se realizaron mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, y las comparaciones multiples de Games y
Howell para comparar las medias, finalmente y para su mejor entendimiento todo fue
acompafado de graficos de barras y de lineas, los cuales se realizaron con el
programa Excel version 2016, para luego ser editados mediante el programa Word
2016.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

4.1.1 Extracciony rendimiento del aceite esencial de Citrus aurantifolia

(Christm.) Swingle

Con la aplicacion del método de destilaciébn por arrastre de vapor de agua a

temperatura y presion controlada, se logré un rendimiento de 0.35 por ciento v/p.

4.1.2 Control de calidad de las lociones preparadas

Tabla 11. Andlisis de control de calidad de las formulaciones

RESULTADO DE LAS FORMULACIONES

ESPECIFI Locion al Locion al Locion al
DETERMINACION | CACION | Locién al 2% 4% 10% 15%
Color | e Trasparente Trasparente | Lechoso Lechoso
ol Caracteristico | Caracteristic | Caracteristic | Caracteristic
or | e
a limoén 0 alimén 0 alimon 0 alimon

Homogeneidad = | ----------- Si Si Si Si
pH 55-75 6.5 6.5 6.8 6.5
Particulas .

. Ninguno Conforme Conforme Conforme Conforme
extrafias
Estado fisico | - Liquido Liquido Liquido Liquido

Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.3 Screening fitoquimico del aceite esencial de limén

Tabla 12. Resultados del screening fitoquimico del aceite esencial de limén criollo

Metabolitos
. Reactivo Coloracion Resultado | Descripcion
secundarios
. Se observd separacion
. . Precipitado
Taninos Gelatina . _ de dos fases, mas no
intenso -,
un precipitado
. e . . No se observaron
Aminoacidos Ninhidrina Vira a violeta _ ,
cambios
Compuestos Cloruro Colores t Tenue color marrén
fendlicos férrico intensos
. . No se observaron
Quinonas NaOH Tonos rojos _ .
cambios
. Verde, azul , .
. Liebermann ) Se observé un intenso
Terpenoides verdoso (vira +++ T
Burchard : color rojo violaceo
rojo o azul)
. No se observa cambios,
Precipitado )
Mayer _ solo separacion de dos
blanco
fases
Alcaloides
- No se observa cambios,
Precipitado h
Draguendorff . _ solo separacion de dos
naranja

fases

Leyenda: (-) Negativo; (+) Positivo leve; (++) Positivo intermedio; (+++) Positivo muy

marcado.

Fuente: Elaboracién propia

e La Tabla 12, evidencia la presencia de compuestos fendlicos en la que se

observa un tenue color marréon al ser sometida la muestra al reactivo de

tricloruro férrico; ademas, se evidencia la presencia muy marcada de

compuestos terpenoides presenciando un color violaceo intenso al ser

sometida la muestra al reactivo de Liebermann Burchard.
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4.1.4 Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM)

El detalle de los componentes quimicos identificados mediante la Cromatografia de
Gases / Espectrometria de Masas (CG/EM), se pueden observar en la Tabla 13, y en
las Figura 9 - Figura 31.

TIC

15,000,000

16.820

A
S— 1 - NS A WY | NSNS Y S "S— T N—
10.0 20.0 300 35.0

Figura 9. Cromatograma de gases del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle.

TIC

1,500,000

230
50.602

2104

37971

—
=
=386

| sl 776

40.0 50.0 60.0 70.0

Figura 10. Continuacién de la Figura 9.
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Tabla 13. Lista de los componentes quimicos del aceite esencial de Citrus aurantifolia

(Christm.) Swingle.

TIEMPO DE .
NUMERO COMP,ONENTES RETENCION (T.R.) “0 DEAREA
QUIMICOS _ RELATIVA
(en minutos)
1 a-tujona 11.604 0.91%
2 o—pineno 12.121 4.91%
3 canfeno 13.414 0.23%
4 B-pineno 16.820 38.69%
5 B-mirceno 19.072 1.46%
6 terpinoleno 22.587 0.37%
7 D-limoneno 25.475 44.48%
8 B—cis-ocimeno 29.980 0.18%
9 Y -terpineno 31.646 6.36%
10 linalol 37.971 0.24%
11 verbenol 43.839 0.03%
12 terpinen-4-ol 44.346 0.13%
13 a-cyclociral 45.179 0.04%
14 a-terpineol 45.428 0.15%
15 decanal 46.712 0.04%
16 cis-geraniol 48.104 0.22%
17 B-citronellol 48.261 0.03%
18 cis-citral 48.830 0.47%
19 citral 50.602 0.47%
20 cariofileno 57.840 0.03%
21 a-bergamoteno 58.622 0.03%
22 a-farneseno 61.776 0.05%

Fuente: LABICER- UNI
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Tabla 14. Clasificacion de los compuestos quimicos identificados en el aceite esencial de

Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle.

Monoterpenos Monoterpenos Sesquiterpenos

Hidrocarburos Oxigenados Hidrocarburos
a-tujona linalol cariofileno
a-pineno verbenol a-bergamoteno
canfeno terpinen-4-ol a-farneseno
B-pineno a-terpineol
B-mirceno cis-geraniol
terpinoleno B-citronellol
D-limoneno a-cyclociral
B-cis-ocimeno decanal
Y -terpineno cis-citral

citral

Fuente: Elaboracion propia

4.1.5 Espectroy estructura quimica de los componentes encontrados en el

aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

10 40 70

Figura 11. o—pineno

100 130 160

4
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Figura 12. canfeno
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Figura 13. B-pineno
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Figura 14. B-mirceno

Figura 15. terpinoleno
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Figura 16. D-limoneno
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Figura 17. B-cis-ocimeno
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Figura 19. linalol
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Figura 20. verbenol
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Figura 21. terpinen-4-ol
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Figura 22. a-cyclociral
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Figura 23. a-terpineol
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Figura 24. decanal
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Figura 25. cis-geraniol
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Figura 26. B-citronellol
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Figura 27. cis-citral
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10 40 70 100 130 160

Figura 28. citral
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Figura 30. a-bergamoteno
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Figura 31. a-farneseno
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4.1.6 Resultados del test de repelencia

A. CANTIDAD PROMEDIO DE MOSQUITOS REPELIDOS

Tabla 15. Estadisticas descriptivas de repelencia 'y Tiempo de proteccion eficaz por sujeto.

Tiempo de proteccion eficaz (en
Total mosquitos repelidos P P (

minutos)
Sujeto n
; Desviacion  p valor ’ Desviacion p valor
Media estandar ~ ANOVA Media estandar ANOVA
Sujeto 1 i} 5817 32,96 130,0 86,26
Sujeto 2 6 4983 2949 100,0 72,66
0,964 0,951
Sujeto 3 i} 50,67 31,29 105,0 84 32
Sujeto 4 i} 50,67 28 32 105,0 84 32
Total 24 52,33 28,93 110,0 77 48

Fuente: Elaboracion propia.

e La Tabla 15 nos muestra el nimero de mosquitos repelidos en promedio por
cada sujeto en las 6 pruebas (Control negativo, locion 2%, locion 4%, locion
10%, locion 15% y DEET) no se observaron diferencias significativas entre
sujetos (p valor = 0.964), tampoco se observan diferencias en cuanto al

Tiempo de proteccion eficaz (p valor = 0.951)

Tabla 16. Numero promedio de mosquitos repelidos por tiempo

Media de mosquitos repelidos por minuto

Tratamiento 00 300 80" 90" 1207 150" 180" 210" 240" 270" 300" Total

Control

negativo 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Locidn 2% 10,00 10,0 10.0 7.3 50 1.8 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 443
Locian 4% 10,0 100 100 100 3.5 50 23 0.0 0.0 0.0 0.0 558

Locian 10% 10,0 100 100 10,0 10.0 9.5 75 15 0.0 0.0 0.0 655
Locian 15% 10,0 10,0 10.0 8.3 6.3 38 1.8 13 0.0 0.0 0.0 513

DEET 10.0 100 100 100 100 100 100 100 9.3 50 0.0 943

Total 8.3 8.3 8.3 7.6 5.6 50 36 2.1 15 08 0.0 528

Fuente: Elaboracién propia
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e La Tabla 16 muestra los valores promedio de mosquitos repelidos con la
locion a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle en
concentraciones de 2, 4, 10 y 15 por ciento comparados con el control
negativo y la locion a base de N, N-dietil-meta-toluamida (DEET).

e Se observa que la locién a 2 y 4 por ciento presentan cierta actividad hasta
pasados los 180 minutos con 0.3 y 2.3 mosquitos repelidos en promedio
respectivamente, mientras que las lociones al 10 y 15 por ciento presentan
actividad hasta pasado los 210 minutos con 1.5 y 1.3 mosquitos repelidos en
promedio respectivamente, en contraste la locién (DEET) presenté actividad

hasta pasados los 270 minutos.

Para mayor entendimiento se representa en la Figura 32.

12.0

10.0

B.0

4.0

20

0.0

3w 60° oo’ 120° 1507 180° 21 240 vy 3007

=

Promedio de mosquitos repelidos

Minuto
Figura 32. Evolucion del nimero promedio de mosquitos repelidos en los intervalos de
exposicion

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 17. Estadisticas descriptivas de la cantidad total de mosquitos repelidos

L 95% del intervalo de
Desviacién  confianza para la media

Tratamiento M Media estandar Minimo Maximo
(s) Limite Limite
inferior superior

Control negativo 4 0.00 0,00 0,00 0,00 0.0 0.0
Locidn 2% 4 4425 714 32,90 55,60 38,0 540
Locidn 4% 4 55,75 9,18 41,14 70,36 45,0 66,0
Locidn 10% 4 68,50 342 63,06 73,94 65,0 73,0
Locidn 15% 4 51,25 1491 2753 74,97 39.0 720
DEET 4 94,25 287 859,68 98,82 92,0 95,0
Total 24 52,83 2893 40,62 65,05 0,0 95,0

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 17 muestra que la locion a base del aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.) Swingle en concentraciones de 10 por ciento presenta,
una mayor repelencia promedio por sujeto, 68.5 mosquitos durante todo el
estudio, seguido de la locion al 4 por ciento; de otro lado la locion DEET
mostrd un valor superior con 94.25 mosquitos repelidos en promedio por cada
sujeto.

De otro lado se observa que la locion al 15 por ciento presenta una mayor
variabilidad entre sujetos (s=14.91) lo cual podria suponer un problema de
homogeneidad en las respuestas por sujeto.

También se muestra los valores promedios estimados al 95 por ciento de
confianza, la dltima columna indica que la mayor cantidad de repelencia fue de
98 mosquitos repelidos en uno de los sujetos cuando fue tratado con DEET y

el valor minimo de 0 cuando no recibié ninguna proteccion.
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Figura 33. Total de mosquitos repelidos

e La Figura 33, muestra un diagrama de cajas donde se evidencia una mayor
variabilidad (amplitud de caja) en los casos donde se aplicé la locion al 15 por
ciento.

B. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE REPELENCIA

Para cuantificar el porcentaje de repelencia se utilizo la férmula:

C—-T)

C 100%

% de repelencia =

Dénde: C= Numero de mosquitos que se alimentaron de la piel no tratada (Control
negativo) y T= Numero de mosquitos que se alimentaron de la piel con tratamiento.

Los resultados por intervalo de tiempo se muestran a continuacion en la Figura 34.
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Figura 34. Evolucién del porcentaje de repelencia en los intervalos de exposicion

Porcentaje de repelencia total
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Tratamiento

Figura 35. Porcentaje de repelencia total de los tratamientos con respecto al grupo control

% En la Figura 35 se observa el mayor porcentaje de repelencia de la locién a
base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle en la
concentracion de 10 por ciento con una repelencia del 62 por ciento, la cual no

es comparable al DEET el cual alcanza el 86 por ciento.
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C. TIEMPO DE PROTECCION EFICAZ

Se considera un tiempo de proteccion eficaz, al tiempo en minutos que transcurre
desde el momento que se aplica el tratamiento hasta que ocurra la segunda picadura
continua en el mismo periodo de tiempo (64), (65), (66).

Tabla 18. Estadisticas descriptivas del tiempo de proteccién eficaz (en minutos)

Tratamiento N wedia  DESVBCON pinimo  Méximo
Control negativo 4 0,00 0,00 0 0
Locion 2% 4 60,00 0,00 60 60
Locion 4% 4 120,00 24 49 90 150
Locion 10% 4 157,50 15,00 150 180
Locion 15% 4 90,00 42,43 60 150
DEET 4 232,50 15,00 210 240

Fuente: Elaboracién propia

% La Tabla 18 muestra que los tiempos promedio de proteccion eficaz en
minutos; considerado como tiempo de proteccion eficaz al tiempo que
transcurre desde el momento que inicia la exposicion hasta antes de una
segunda picadura consecutiva en el mismo periodo de tiempo expuesto. En el
caso de la locion a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle en concentraciones de 10 por ciento, se obtuvo un tiempo promedio

de repelencia de 157.5 minutos.
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Figura 36. Distribucion del tiempo de proteccion eficaz promedio en minutos

% La Figura 36 muestra que el tiempo de proteccion eficaz de la locion a base
del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle, crece
directamente proporcional a la concentracion de la locion hasta llegar a un
maximo de 157.5 min, para una concentracion del 10 por ciento y luego decae

a 90 min, para la concentracion del 15 por ciento.
4.2 Contrastacion de hipotesis
4.2.1 Cantidad promedio de mosquitos repelidos
Ho: Las varianzas son iguales (homogéneas)
Hi: Las varianzas no son iguales (heterogéneas)

e Para contrastar estas hipétesis primero se realiza el ritual de la significancia
estadistica (estadistico de Levene) que mediante el cual se decide entre una

prueba paramétrica o una no paramétrica.
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Tabla 19. Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene

3,616 5 18 0,015

al gl2 Si0.

Fuente: Elaboracion propia

% La Tabla 19 permite concluir que las variabilidades o dispersiones observadas
dentro de cada tratamiento son diferentes, e imposibilita utilizar una prueba
ANOVA, por lo cual se trabaj6é con una prueba no paramétrica.

Ho: La cantidad promedio de mosquitos repelidos son iguales (No existe actividad

repelente)

Hi: La cantidad promedio de mosquitos repelidos no son iguales (Si existe actividad

repelente)

e Para contrastar estas hipotesis primero se verificO el supuesto de
homogeneidad de varianzas, para elegir entre una prueba ANOVA

(paramétrica) o una prueba no paramétrica (Kruskal Wallis).

Tabla 20. Prueba de Kruskal Wallis

Total
maosquitos
repelidos
Chi-cuadrado 19,465
gl A
Sig. asintotica 0,002

Fuente: Elaboracion propia
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% La Tabla 20, muestra la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
proporcionado por el programa estadistico SPSS, el cual arroj6 un p valor
menor a 0.05 (p = 0.002) por lo cual se rechaza la hipétesis nula y permite
concluir que si existe un efecto o actividad repelente en al menos alguno de
los tratamientos. Para determinar que tratamiento(s) es el que presenté un
efecto, se usaran las comparaciones multiples de Games-Howell las cuales no

requieren varianzas homogéneas.
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Figura 37. Distribucion del valor medio del total de mosquitos repelidos por Tratamiento

% La Figura 37, muestra una grafica de linea, donde se evidencia un aumento de
la actividad repelente conforme aumenta la concentracion de la locion a base
del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle, contra mosquitos
hembras de la especie Aedes aegypti, desde 2% hasta un valor maximo en

10%, para luego disminuir cuando la concentracion es del 15%.
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Tabla 21. Comparaciones multiples Games-Howell Total mosquitos repelidos

Diferencia de

(11 Tratamignto Sig.

medias (I-J)
Locion 2% -44 250* 0,005
Locion 4% 55,7507 0,005
Control negativo .
Locion 10% -68,500% 0,000
Locion 15% 51,2507 0,030
Locion 2% 50,000* 0,001
Locion 4% 38,5007 0,011
DEET .
Locion 10% 25,7507 0,000
Locion 15% 43,000° 0,044

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

+ La Tabla 21, nos indica que La locidon a base del aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.) Swingle en concentraciones de 2, 4, 10 y 15%
presentan una diferencia significativa al 5% (p valor < 0.05), es decir que
presentan actividad repelente contra mosquitos hembras de la especie Aedes

aegypti.
% En la segunda parte de las comparaciones no obstante se observa que sus

*,

efectos no son comparables a la locion a base de N, N-dietil-meta-toluamida
(DEET), pues existe una diferencia positiva y significativa a favor de DEET (p
valor < 0.05).

4.2.2 Tiempo de proteccion eficaz
Ho: Los tiempos de proteccion eficaz son iguales (No existe actividad repelente)

Hi: Los tiempos de proteccion eficaz no son iguales iguales (Si existe actividad

repelente)

Para contrastar estas hipotesis primero se verifica el supuesto de homogeneidad de

varianzas para elegir ente una prueba ANOVA o una prueba no paramétrica.
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Tabla 22. Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levens gl

2,933 5

Fuente: Elaboracion propia

e La Tabla 22 permite concluir que las variabilidades o dispersiones observadas

dentro de cada tratamiento son diferentes e imposibilita usar una prueba

ANOVA, por lo cual se trabajara con una prueba no paramétrica.

Tabla 23. Prueba de Kruskal Wallis

Tiempo de
proteccion
eficaz (en
minutos)
Chi-cuadrado 21,223
gl 5
Sig. asintotica 0,001

Fuente: Elaboracién propia

e La Tabla 23 nos muestra la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis

proporcionado por el SPSS la cual arroja un p valor menor a 0.05 (p = 0.001)

por lo tanto se rechaza la hipétesis nula y se concluye que si existe un efecto

o actividad repelente en al menos alguno de los tratamientos. Para determinar

gue tratamiento(s) es el que presentd un efecto se usaran las comparaciones

multiples de Games-Howell las cuales no requieren varianzas homogéneas.

81



Tabla 24. Comparaciones multiples Games-Howell

Variable dependiente: Tiempo de proteccion eficaz (en minutos)

Diferencia
{1} Tratamiento (J) Tratamiento de medias (- Sig.
J)
Locian 2% -60 0,000
Locion 4% -120,0007 0,011
Control negativo »
Locion 10% -157,5007 0,001
Locion 15% -40 0,107
Locion 2% 172,500* 0,001
DEET Locion 4% 112,500* 0,004
Locion 10% 75,000* 0,003

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia

. La Tabla 24, nos indica que la locion a base del aceite esencial de Citrus

aurantifolia (Christm.) Swingle en concentraciones de 2, 4,10% presentan una

diferencia significativa al 5% (p valor < 0.05), es decir que presentan actividad

repelente contra mosquitos hembras de la especie Aedes aegypti, la locion al

15% no presenta un efecto significativo.

. En la segunda parte de las comparaciones, no obstante, se observa que sus

efectos no son comparables a la locién a base de N, N-dietil-meta-toluamida

(DEET), pues existe una diferencia positiva y significativa a favor de DEET (p

< 0.05).
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4.3 Discusion de los resultados

El aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle, analizado por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), evidencié la
presencia de compuestos de tipo terpenoides (monoterpenos: hidrocarburos y
oxigenados) y (sesquiterpenos: hidrocarburos) (Tabla 14), entre los componentes
mayoritarios se elucidaron: D-limoneno, B-pineno, Y-terpineno, a-pineno, 3-mirceno,
a-tujona, cis-citral, citral, entre otros, en menor abundancia se describen en la Tabla
13. Resultados similares obtuvieron Contreras et al (68); que mediante cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas sobre el aceite esencial de Citrus
aurantifolia, extraido por el método de prensado en frio del flavedo, evidenciaron
como componentes mayoritarios al limoneno, sabineno, 3-pineno, a-tujona, a-pineno,
bergamoteno, geranial, neral, terpinoleno, entre otros, asi como Diaz A en el 2008
obtuvo resultados similares.(12); mientras tanto, Othman et al (31) caracterizaron los
compuestos de diversos aceites esenciales de la especie Citrus de la familia
Rutaceae, entre ellos la de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle, determinando
cuantitativamente al limoneno (39.3%), B-pineno (28.4%), geraniol (7.5%), neral
(5.3%), a-terpineol (2.4%), geranial (2.1%), y terpinen-4-ol (2.0%) (Figura 1); asi
como Nguemezi et al (30) cuantificaron al aceite esencial de Citrus aurantifolia
extraido del pericarpio del fruto por arrastre de vapor y analizado por CG-MS,
determinando al limoneno (48.96%), acetato de bornilo (14.18%), geraniol (10.53%),
geranial (3.93%), y mirceno (3.14%) como los principales componentes.
Contrastando asi que los datos encontrados en la presente investigacion coinciden

mayoritariamente con las fuentes antes citadas.

La forma farmacéutica elegida para el presente estudio fue la locion, la misma que se
formulé a varias concentraciones: 2, 4, 10 y 15% de aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.) Swingle Tabla 8, cumpliendo con los controles de calidad
planteados y descritos en la Tabla 7, para ello se eligieron los excipientes que mejor
se adecuan a formulaciones a partir de aceites esenciales como los descritos por
Olmedo et al (51), la forma farmacéutica debe cumplir con ciertos requisitos que

permitan la buena aceptacion de los usuarios como por ejemplo: estabilidad,
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consistencia, pH adecuado, olor agradable, facilidad de manejo, almacenamiento, y
costo accesible con la finalidad de tener buena aceptacion de los usuario, como asi
los describe Pabon et al (52). Condiciones que en su mayoria son cumplidas por las
formulaciones realizadas para el presente trabajo, las mismas que se detallan en la
Tabla 9.

Las formulaciones al 2, 4, 10 y 15% se probaron mosquitos hembras adultas de la
especie Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio, bajo el método del cebo
humano de Effiom et al (2012) (15), (18), (14), (11), (63), con la finalidad de
determinar el efecto repelente que estas presentan. En la presente investigacion las
lociones al 2, 4 y 10 por ciento presentaron actividad repelente, comprobado
estadisticamente (p valor < 0.05), como se muestra en la Tabla 24, sin embargo, la
Unica locion con mayor tiempo de proteccion eficaz, fue la locion al 10% protegiendo
efectivamente 157.5 minutos, seguida por las lociones al 4 y 2% con tiempos de
proteccion de 120 y 60 minutos respectivamente, (Figura 36) mientras que la locion al
15% no presento un efecto significativo. Estos resultados guardan relaciéon con los
descritos por Hazarika et al (14), el cual demostro el efecto repelente del aceite
esencial de Citrus aurantifolia Swingle, donde obtuvo un porcentaje de repelencia de
85.26% pasadas las dos horas de exposicion a una concentracion del 5%. Mientras
tanto Misni et al (13) demostro6 el efecto repelente de las lociones formuladas a partir
del aceite esencial Citrus aurantifolia obteniendo un 100% de repelencia hasta dos
horas después de haber aplicado el tratamiento; como asi mismo Effiom et al (15) en
su investigacion sobre el efecto repelente que producen los diversos extractos de las
cascaras de frutos citricos en mosquitos, concluye que estos si demuestran ser
efectivos como tales, siempre y cuando se encuentren a concentraciones razonables.
Todos estos estudios presentan similitud con los resultados obtenidos en la presente

investigacion.

Finalmente todas las lociones formuladas a base del aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.) Swingle se compararon con la locion a base de N, N-dietil-
meta-toluamida (DEET) al 15%, concluyendo que existe una diferencia positiva y

significativa a favor de DEET (p < 0.05) (Tabla 24), que para dicho estudio obtuvo un
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tiempo de proteccion eficaz de 232.5 minutos. Cabe recalcar que para efectos
comparativos y formulacion de nuevos repelentes la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), recomienda tomarlo como estandar de referencia a la locién de DEET,
citado por Giménez (42); los resultados obtenidos en el presente estudio guardan
analogia con los realizados por Misni et al (13), quien postula que los aceites
esenciales son ricos en compuestos terpénicos y terpenoides de hidrocarburos, que
pueden ser utilizados para el desarrollo de repelentes alternativos a los sintéticos; sin
embargo, los estudios aun no han demostrado que los repelentes a base de aceites
esenciales tengan un efecto protector eficaz de larga duracién como si los tiene el
DEET.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Los metabolitos identificados en el aceite esencial de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle (limén criollo), son de tipo terpenoides (monoterpenos:
hidrocarburos y oxigenados) y (sesquiterpenos: hidrocarburos) entre los los

mas abundantes, D-limoneno, B-pineno, Y-terpineno, a-pineno, 3-mirceno.

2. Se elaboraron lociones a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle (limon criollo), a concentraciones de 2, 4, 10 y 15% vy el
mayor efecto repelente se obtuvo en la locion al 10% con un tiempo de
proteccion eficaz de 157.5 minutos contra los mosquitos hembras adultas de
la especie Aedes aegypti. (p valor <0.05).

3. La locién a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

(limoén criollo), es efectiva como la locidén a base de N, N-dietil-meta-toluamida

(DEET), pero presenta menor tiempo de proteccion (p valor <0.05).
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5.2 Recomendaciones

1. Se recomienda realizar futuras investigaciones que incluyan otras especies de
vectores trasmisores de enfermedades, mayormente las de interés sanitario

en la region.

2. Se recomienda realizar un proceso de microencapsulado de los aceites
esenciales antes de realizar la formulacion farmacéutica, ya que dicho proceso
evita la rapida volatilizacion de los componentes quimicos que los aceites
esenciales presentan, por lo tanto, estos permanecerdn mayor tiempo en la
piel de los usuarios incrementando asi el tiempo de proteccion eficaz, como
los realizados por Misni et al (2017). (13)
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ANEXOS

Anexo 1. Plantaciones de limén criollo Sayan - Huaura

Fuente: Propia

Anexo 2. Limon criollo en la etapa de floracion Sayan - Huaura

s
r‘ ls\

Fuente: Propia
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Anexo 3. Arboles de limén criollo seleccionados para la recoleccion de frutos

Fuente: propia

Anexo 4. Limdn criollo en etapa de cuaje Sayan - Huaura

Fuente: propia
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Anexo 5. Sr. Pillaca propietario del fundo de dos hectareas y media del cultivo de limones

criollos en Sayan - Huaura

Fuente: propia

Anexo 6. Proceso de pelado de los limones

Fuente: propia
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Anexo 7. Montaje del equipo de destilacion por arrastre de vapor de agua — Laboratorio de
Recursos Naturales (RENATU) UNMSM.

"y /

/

Fuente: propia

Anexo 8. Dr. Américo Castro Luna, Coordinador de RENATU — UNMSM
‘ -
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Fuente: propia

Anexo 9. Separacion de las dos fases; aceite esencial e hidrolato

Fuente: propia

Anexo 10. Proceso pesado en la fabricacion de la locién a base de los aceites esenciales
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Fuente: propia

Anexo 11. Proceso de filtrado de las lociones preparadas.

Fuente: propia

Anexo 12. Lociones terminadas al 2, 4, 10 y 15 por ciento; y a la izquierda el aceite esencial
de limén

Fuente: Propia
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Anexo 13. Constancia del analisis taxondmico del limén criollo

F——=__UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

o J 4 Univesxidad del Pert, DECANA DE AMERICA
/M' VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
) e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Afo del Diflogo y la Reconclliacién Nacional”

CONSTANCIA N°400-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa con frutos) recibida de Araceli Aymee Guadalupe
Huaman y Nixon Jamer Vela Hoyos, estudiantes de la Facultad de Cienclas
Farmacéuticas y Bloquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ha sido estudiada y

clasificada como: Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle y tiene la siguiente posicién
taxondmica, segin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: RUTACEAE
GENERO: Citrus
ESPECIE: Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle

Nombre vulgar: “limén criollo”
Determinada por: Blgo. Mario Benavente Palacios

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere pertinente.

Lima, 03 de diciembre de 2018

- - -

SUNCION'A. CANO ECHEVARRIA
HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb

Fuente: Museo de Historia Natural de la UNMSM
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Anexo 14. Resultados del screening fitoquimico

Anexo 15. Larvas de Aedes aegypti donadas por el INS (izquierda); alimento de larvas
(derecha)
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Anexo 16. Larvario (izquierda); larvas de Aedes aegypti de 6 dias de edad aproximadamente
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Anexo 19. Consentimiento informado; voluntario 1.
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizacion para participar voluntariamente en el trabajo de investigacion:

“EFECTO REPELENTE DE LA LOCION A BASE DEL ACEITE ESENCIAL DE
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (LIMON CRIOLLO) CONTRA MOSQUITOS
HEMBRAS ADULTAS DE LA ESPECIE Aedes aegypti”

Yoco@fb Vela. )-Q\‘f) é‘\‘“\ .............. ,con DNI. 314508 4e 19 afios
de edad, de sexo... FX0MOMND .

Con pleno conocimiento acerca del trabajo de investigacion y habiendo recibido la
charla informativa sobre el tema de investigacién, objetivos del estudio, método a
utilizar y finalidad del trabajo, asi como posteriormente ser informado sobre los
resultados y de la posibilidad que puedo retirarme del trabajo cientifico cuando yo
crea conveniente, porque mi participacion es libre y voluntaria; doy consentimiento
de ser participe de dicho estudio, exponiendo mi antebrazo y mano para ser picado
por los mosquitos, los cuales han sido criados bajo cautiverio y exclusivamente para
este trabajo de investigacion, sin que esto repercuta en mi salud.

Firma del participante
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Anexo 20. Consentimiento informado; voluntario 2.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizacion para participar voluntariamente en el trabajo de investigacion:

“EFECTO REPELENTE DE LA LOCION A BASE DEL ACEITE ESENCIAL DE
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (LIMON CRIOLLO) CONTRA MOSQUITOS
HEMBRAS ADULTAS DE LA ESPECIE Aedes aegypti”’

de edad, de sexo. FemMeMONQ

Con pleno conocimiento acerca del trabajo de investigacion y habiendo recibido la
charla informativa sobre el tema de investigacion, objetivos del estudio, método a
utilizar y finalidad del trabajo, asi como posteriormente ser informado sobre los
resultados y de la posibilidad que puedo retirarme del trabajo cientifico cuando yo
crea conveniente, porque mi participacion es libre y voluntaria; doy consentimiento
de ser participe de dicho estudio, exponiendo mi antebrazo y mano para ser picado
por los mosquitos, los cuales han sido criados bajo cautiverio y exclusivamente para
este trabajo de investigacién, sin que esto repercuta en mi salud.

Firma del participante
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Anexo 21. Consentimiento informado; voluntario 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizacion para participar voluntariamente en el trabajo de investigacion:

‘EFECTO REPELENTE DE LA LOCION A BASE DEL ACEITE ESENCIAL DE
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (LIMON CRIOLLO) CONTRA MOSQUITOS
HEMBRAS ADULTAS DE LA ESPECIE Aedes aegypti”

de edad, de sexo.. Maswuling. ...

Con pleno conocimiento acerca del trabajo de investigacion y habiendo recibido la
charla informativa sobre el tema de investigacion, objetivos del estudio, método a
utilizar y finalidad del trabajo, asi como posteriormente ser informado sobre los
resultados y de la posibilidad que puedo retirarme del trabajo cientifico cuando yo
crea conveniente, porque mi participacion es libre y voluntaria; doy consentimiento
de ser participe de dicho estudio, exponiendo mi antebrazo y mano para ser picado
por los mosquitos, los cuales han sido criados bajo cautiverio y exclusivamente para
este trabajo de investigacion, sin que esto repercuta en mi salud.

Firma del participante
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Anexo 22. Consentimiento informado; voluntario 4

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizacion para participar voluntariamente en el trabajo de investigacion:

“EFECTO REPELENTE DE LA LOCION A BASE DEL ACEITE ESENCIAL DE
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (LIMON CRIOLLO) CONTRA MOSQUITOS
HEMBRAS ADULTAS DE LA ESPECIE Aedes aegypti”

Yo/v'!‘XW'Ja””‘/éc‘*/f%” ...,CONDNI. 9792797 de. 22 afios

de edad, de sexo.../ “akio

Con pleno conocimiento acerca del trabajo de investigacién y habiendo recibido la
charla informativa sobre el tema de investigacion, objetivos del estudio, método a
utilizar y finalidad del trabajo, asi como posteriormente ser informado sobre los
resultados y de la posibilidad que puedo retirarme del trabajo cientifico cuando yo
crea conveniente, porque mi participacion es libre y voluntaria; doy consentimiento
de ser participe de dicho estudio, exponiendo mi antebrazo y mano para ser picado
por los mosquitos, los cuales han sido criados bajo cautiverio y exclusivamente para
este trabajo de investigacion, sin que esto repercuta en mi salud.

Lima,... \t. ... .de.2N\Y0. del

Firma del participante
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Anexo 23. Manguera transportadora + lupa (izquierda); proceso del transporte de los
especimenes (derecha).
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Anexo 25. Alimento de especimenes machos, glucosa 10% (izquierda); hematofagia en los

voluntarios de las hembras (centro) y mano del voluntario post alimentacion (derecha).

Anexo 26. Trampa de oviposicion con huevos de Aedes aegypti (izquierda); huevos de
Aedes aegypti sumergidos en agua para su eclosién (derecha).
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Anexo 27. Frascos de exposicion.

Anexo 28. Exposicion de voluntarios (Control negativo C-).

113



Anexo 29. Especimenes sacrificados (izquierda); proceso de llenado de la ficha de

recoleccion de datos mediante el frotis de sangre (derecha).

Anexo 30. Control negativo C-, sin tratamiento; voluntario 1.

Tiempo
min

mosquitos

conTROL MEsATING (C-)

"Sugero 4"

Alimentados

si

NO

M:1;
Mm:2

10

L3

-5

%

-

3

58,6%

30

10

2
é

L

&.,

<
@

«

£

®
k2

j0

4,9

60

10

920

10

120

10

150

10

180

10

210

10

240

10

270

10

300

10,

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2

dela

en
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Anexo 31. Grupo experimental, locion de AE de limén al 2%; voluntario 1.

Tempo | [ Loach pefeenve 29 T TSu3eT0 A" ]
mosquitos Sl NO

o | 0 | & | & | ¢ | v | ?* f%. - | @ | % |[©]/0]oc
0 |% e |t g || x| % | F [Oofoe
o | o | w|v [P [w [ o |» % | »][ 3 [o]i]oo
0 | 10 |k ¥ NN r | | | M (3]
a | W B|s €| & & S8 &7
w0 W B g W B o e &0 0w
T e s " : . : : ] Rl W
MW | 10

w0 | 10

270 10

00 | 10

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda pi;dun en segundos
Anexo 32. Grupo experimental, locion de AE de limén al 4%; voluntario 1.

Tt LecSN REFELENTE 430 Vauem 1" Alimentados i

mosquitos Sl NO

o 0 . | ¥ ~ aﬁ? S e 3 l-ﬁw - S > 0 | /0 |90
0 | 0 | 4 [% - €| 5 d | 4 3| # |0 ||
o |0 W | k| e | Y XX | % | F |0 ploo
0 | 10 | ¥ o |x | R LI A ¥ |* o/
w |0 g (A e | B g | K& |we | # | o~ 0]|/0]|o0
0 | 10 | #e | r | w» | * | % | g & | & |0 (/0]
w v * e |gle [o | @ o | %] £ @ [r]c|mw
SRt AN AR AN
w0 | 10

m | 10

300 10,

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 33. Grupo experimental, locion de AE de limén al 10%; voluntario 1.

i ) B LOACK RERELENTE o Aot AT [ Alimentados W
mosquitos St NO
0 10 S & S ¥ | « ® | % ’ ¥ | & [0 /0|00
o o |8 G| A %€ |8 | w|B |o|n|a
o o W % || B ||| P [%] Qg |op|a
o [ [ s [ o [A %] &% | % [o]n]a
Al 2 2EAE IR IR B EE 1L PP
s | oo | K& @ | g |k | (e | |0]0]00
180 o | - | - (% j,. b o _;&, WA_— /19 e;o
SRR IR R I A
w (o (& 8RB G® oo
270 10 N
300 10.
Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
Anexo 34. Grupo experimental, locion de AE de limén al 15%; voluntario 1.
Tempo [ Locioh REPEWNYE  I54 "ByeTo 3 Alimentados | M:1;
mosquitos Sl NO

o v & | e %l ] w & [P e 00|00
0 | 10 | % € | % | g IR € | & |4 ® 10 (1000
o | 1w | o | ¥ | e | ¢ % & | % |& |0]do]oe
55 10 7 4 | % |ex > ke S 2 (% |ollo]oo
m el e | | (Y ey [ | *® | W | oliooo
| 0 | | | e W s gk |y | ol40]00
w | 0 | AP | & & | £y | = Q Ll e N 22,1;
w0 |y W R w | F @ B s 55 e
w | o e & @ 6 ﬁ e Q :: 3 f P 00 |+
m | 1

300 10,

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 35. Control positivo C+, locién Floresta Extremo® (DEET 15%); voluntario 1

st " Conpteey Pfositive (Ct) "QausetTo 4 Alimentadosj] i
mosquitos Sl NO
0 10 # A e k1 ¢ | ¥ s » ¥ # |0 |10 o0
0 0  FNE e d | ® e | M|yl | ] 0]0]ge
60 0| w & | & & ¥ # x| o | o« * | 0[10]g0
o | 10 | ¥ | A e« | P | > ¥ e |y |» % |0 lio]o0
w | o | . S| ® | % | e L & ;,; @ | 0|(0]00
I I R PR * |« " % | & | 0])0le00
18 | 10 A A | a | F | K @ ¥ ® |~ 0 [10|00
m | 0| g e | AN e |, i | & % | 0[10|00
240 10 x ﬂ & B | A - % £ # ® ) 140 | ©C
270 10 L Q. & ‘ % 3 L 4 N, ( ES 3) 8 4,44
300 o | g A q' ”} @ ﬁ ﬁ =, AP olols 12|

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos

Anexo 36. Control negativo C-, sin tratamiento; voluntario 2.

Ti:"ni\npo . CONTROL peedTwo (- " "Gulero 27 P.immdm ,:'12
mosquitos sl | NO
ol | & B e B | % (€ 0007
w o ® e e ek R 0o

60 10
% 10
120 10
150 10
—~180 , |
210 10
240 10
270 10
300 10,

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos

117



Anexo 37. Grupo experimental, locion de AE de limén al 2%; voluntario 2.

@:a " LOCIOR QEvelewie 27, "Eusere 4 Alimentados s
e si | o

o | 1 | ¢ ?g: ® |2 | 4 | #| & # & | T |0 10|00
30 0 | % ¥ ,: % ¥ 4 “ |7 £ | % [ol10]00
ool g ® %% | F e p, | % | E | [0|l0]00
Lo lw [0 [ ) (% (% x| % [2]8 ]
w |0 (B 6 (W ey (¥ o] ¥ |8 [3][7m
o o g O (Y@ @ e b & & |00
a0 | 10

w0 | 10

300 10,

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos

Anexo 38. Grupo experimental, locion de AE de limén al 4%; voluntario 2.

T " LoD CHEEntE A "S05e10 2" Alimentados W
mosquitos Sl NO
cl e [ R g e | # & | ¥ g |3 04000
0 | 10 4 XN | | a. £ | A | ¥ « | ® |0 Jro 0,0
60 o | A | e b | A & - | ™| 1% & |0 ]40]0,0
NI T SRR R T U I N I PV B W T A FeX
SN 2L ARSLEE A B 2P kR
s | o | @ | G ® & * % & & W 410/0 |26
—Tr— o pabil
20 | 10
—— |
w0 | 1
300 10 J

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de |a segunda picadura en segundos

118



Anexo 39. Grupo experimental, locion de AE de limén al 10%; voluntario 2.

Temeo || Locwon Reveente Jove “Cideee Wi | Aoewe] Wl
- s | no
N AR R S ]h * | % | 01000
ool e | F | RN % & | % % |0]10]00
o | w0 | | e | & & ;r B |9 % | % | O |10]0,0
R EAESE IE ZEIE AR AR RA- R B
w | 1w ‘e W m | @ T @ e e s | K |0 ]10]00
= | W & -~ Y e |y | W ¥ |4 || & 4 60,0
= | o [f | @A % [® e 2w [t [ops
aE A IR aranee
sl ]

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de |a segunda picadura en segundos

Anexo 40. Grupo experimental, locion de AE de limén al 15%; voluntario 2.

Temeo || ocicd Rebererte IS 7 SuseTo 2 Rimntados | Wi
mosquitos SI NO
kA EEERAENLEE IR AR R RN TR
o o | | a (% e ¢ % o |w ¥ |o|40/0,0
o | 10 ¢ | % e e T | £ | n & % |qli0l00
s T o R P I S SR AL S I DR Vs
120 |10 ¥ | % b | & | W | 4 | & | # | 0140(0,0
= e - - * * » | ¢ o F % % 2,15
w o | | @ (] @ e || & o4
w | o (B (e | F R (e G (€ & & 0045
wx |
20 | 10
300 10

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 41. Control positivo C+, locién Floresta Extremo® (DEET 15%); voluntario 2.

"fn'?:" - Contio Positwo Cr S uevo "2 Alimentados ':1;
O ecdeo peeT j5o CFlocesta Exrvend®) S|ne
0 10 | g 2 ﬂ ¢ | \,@" & - * ¥ O |10 | 0
30 10 | ¥  SE w | % ¢ | & ? | % o i0]ao
60 10 o v ® G B | - & | % 10 ||0]|00
9 10 ] 7 ~ £ “ | e A 24 2 2 0 [10] 00
120 10 ™ ¥ | g * | R - | # | F | & * |0 40 | o0
150 10 & .,J' . & | & | * ¥ % ‘ = | 040 0|
180 10 ¥ » &« ++ * % w L - L 0 |40 | g0
me | m » | & . | ,, _ | % | | % | 010]00
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
Anexo 42. Control negativo C-, sin tratamiento; voluntario 3.
Ll Cony ey Decawwo "C- "GuseTo 37 Alimentados | M:1;
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 43. Grupo experimental, locién de AE de limén al 2%; voluntario 3.
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
Anexo 44. Grupo experimental, locién de AE de limén al 4%; voluntario 3.
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 45. Grupo experimental, locién de AE de limén al 10%; voluntario 3.
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Dénde: M: 1 momento de 1 primera picadura en segundos; M: 2 momanto de 1a segunds picadur en segundos
Anexo 46. Grupo experimental, locion de AE de limén al 15%; voluntario 3.
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos
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Anexo 47. Control positivo C+, locién Floresta Extremo® (DEET 15%); voluntario 3.
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos

Anexo 48. Control negativo C-, sin tratamiento; voluntario 4.
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Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de |a segunda picadura en segundos
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Anexo 49. Grupo experimental, locion de AE de limén al 2%; voluntario 4.
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Anexo 50. Grupo experimental, locion de AE de limén al 4%; voluntario 4.
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Anexo 51. Grupo experimental, locién de AE de limén al 10%; voluntario 4.
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Anexo 52. Grupo experimental, locion de AE de limén al 15%; voluntario 4.

T

Thimentides Jos;

[T [ | 10160 Revezme m ssH e P
1 0 | » | ;‘t | - A 4 | | |0 |10]00
0w |0 | R e (& | 2 a2 3 0 |10 |4¢
o T oo s [ ® ] % ol
w | o | & ) Flw | @ 3 & 4 £ ; 5|5
120 10 %/ & V, "« ‘ P & v ’_é;/ % % OF o A

MELIRIRE I RIS AT 20T
w0 g W E . T g e,
210 10 ‘ |
= ‘

77777 270 10

| . | )

Donde

| |
L 1 |
tHLL HMomendo de la Pimea picodiia an Segindas? 22 Toments de la Seguada Pieedsie cn Hjumlcg

125



Anexo 53. Control positivo C+, locién Floresta Extremo® (DEET 15%); voluntario 4.

Dénde: M: 1 momento de la primera picadura en segundos; M: 2 momento de la segunda picadura en segundos

Anexo 54. Diagrama del planteamiento del problema.
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Anexo 55. Diagrama de la extraccion del aceite esencial.
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Anexo 56. Diagrama de elaboracion de las formas farmacéuticas.
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Anexo 57. Diagrama de la obtencion del Aedes aegypti.
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Anexo 58. Diagrama del Test de repelencia
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Anexo 59. Matriz de consistencia

“Efecto repelente de la locion a base del aceite esencial de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle(limon criollo); contra mosquitos hembras
adultas de la especie Aedes aegypti”

Problema Objetivos Hipotesis Variables Dimension Indicadores Método
Problema general Objetivo general o V.. Tipo de investigacion : Cuantitativa
; - — Hipodtesis general ) _
¢Tendra acthld_e}d e Evaluarla acthldaq’ e Lalocion abase de Disefio: experimental “puro”
repelente la locion repelente de la locion a aceite esencial de Citrus -
elaborada a base del base del aceite esencial o ; METODOLOGIA
. . . . I Aurantifolia (Christm.) :
aceite esencial de Citrus de Citrus aurantifolia Swingle tiene actividad Metabolitos Material Vegetal
o : . . . o
aurantifolia (Christm.) (Christm.) Swingle re elgnte contra secundarios de alenal vegela
Swingle contra contra mosquitos pelen la locién a base Terpenoides Poblacién: 50 kg de frutos semimaduros de
. . mosquitos hembras de la . . P . S . . -
mosquitos hembras de la hembras de la especie especie Aedes aegypti de acglte Fitoquimica Compuestos Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle (limén
especie Aedes aegypti? Aedes aegypti. Hipbtesis especificas " | esencial de fenélicos criollo).
Objetivos especificos 1 Los terpenoid n Citrus aurantifolia )
Problemas 1. Identificar los tipos de ’ moesta(ka)cfli‘:ososee;iZari%Ss (Christm.) Muestra: 8_ kg de flavet_:io (cascaras_) qe
especificos metabolitos secundarios mavoritarios presentes Swingle fgjrt]o_s sergldL_Jrosl (Ij_e ) C'”!JS” aurantifolia
2 Qué tipos de en el aceite esencial de y . P . (Christm.) Swingle (limon criollo).
. ) . e 1 en el aceite esencial de . S
metabolitos secundarios Citrus aurantifolia . e ) Material Biologico 1
. . . Citrus aurantifolia
estaran presentes en el (Christm.) Swingle Christ Swinal
aceite esencial de Citrus (Christm.) Swingle. Poblacién: Aedes aegypti hembras y machos
ifoli i i6 . criadas en condiciones de laboratorio.(59)
gur.antllf?)lla (Christm.) 2. Pretr.)a(rjarI una.tlomon a | 2 Lalocién elaborada a % mqsqunos
wingle? partir def aceite esencial base de aceite esencial repelidos Muestra: 1,710 mosquitos hembras de Aedes
de Citrus aurantifolia de Citrus aurantifolia Tiempo de aegypti
¢Cual sera el efecto (Christm.) Swingle y . . . p_ . gypii-
- . (Christm.) Swingle tiene exposicion ) L
repelente de la locién determinar su efecto Material Biologico 2
efecto repelente contra Ti d
elaborada a base del repelente contra los los Mosauitos hembras VD Iempo de y ) )
aceite esencial de Citrus mosquitos hembras de la de la esqecie Aedes = proteccion Poblacién:  Posibles 12 voluntarios
aurantifolia (Christm.) especie Aedes aegypti. P eficaz hombres y mujeres de 18 - 28 afios.(18)
. aegypti Efecto repelente
Swingle contra los . . N° de . .
mosquitos hembras dela | 3 Determinar la actividad contra mosquitos | Entomologia _ Muestra: 4 voluntarios, dos hombres y dos
' 3. Lalocién a base del hembras de la picaduras mujeres.

especie Aedes aegypti?

¢Lalocion a base del
aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.)
Swingle seré tan efectiva
como la locién a base de
N, N-dietil-meta-
toluamida (DEET)?

repelente de la locion a
base del aceite esencial
de Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle en
comparacion con la
locién repelente a base
de N, N-dietil-meta-
toluamida (DEET).

aceite esencial de Citrus
aurantifolia (Christm.)
Swingle tiene efecto
repelente comparado
con la locién a base de
N, N-dietil-meta-
toluamida (DEET)

especie Aedes

aegypti

Forma farmacéutica: Se formulé cuatro
lociones a concentraciones de 2, 4, 10 y 15%.
(69)

Test de repelencia: Se utiliz6 el método de
cebo humano de Effiom et al (2012) (15), (18),
(14), (11), (63).

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 60. Autorizacion de la donacién de larvas de Aedes aegypti, INS

!

MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

“Afio de la Lucha contra la corrupcion y la impunidad”

NOTA INFORMATIVA N° 025-2019-LAB.ENTO-DEET-CNSP/INS

PARA : Blgo. Ronnie Gavilan Chavez
Director Ejecutivo
Direccién Ejecutiva de Enfermedades Transmisibles

ASUNTO 3 Donacién de 50 larvas de Aedes aegypti para trabajo de
investigacion

REFERENCIA : Carta N° 434-D-FCsFB-2018

FECHA : Chorrillos, 14 de febrero del 2019.

Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente e informarle que el 14 de
febrero del presente, se le entregaron 50 larvas de Aedes aegypti procedentes de
nuestro Insectario y previamente identificadas taxonémicamente, a la Bachiller
Araceli Ayme Guadalupe Huaman, de acuerdo a la Carta de la referencia.

Las larvas fueron donadas a la Bachiller en mencién como colaboracion para
realizar su trabajo de investigacion de tesis, para optar su Titulo Profesional.

Se solicita continuar con los tramites a la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimica para que los interesados reciban la documentacion respectiva.

Sin otro particular, es propicia la ocasién para expresarle los sentimientos de mi
especial consideracién y estima persona

Atentamente,

2 LASQRMPORIG B~
D £:Bigo. Walter Gustavo Leén Cueto
Responsable’del LRN de Entomologia
Direccion Ejecutiva de Enfermedades Transmisibles
Direccién General de Salud Publica



Anexo 61. Formulario de salida de Aedes aegypti, INS

v—"""‘
I T N Sty |
: & R-C -
| FORMULARIO FORENSE
i I 088 |
[ 5 :
\ﬁ) | Edicion N°
Y I SALIDA DE MATERIAL BIOLOGICO [ 01
( Nombre del remitente 4] Blgo. Walter Leon Cueto
Laboratorio remitente | LABORATORIO DE ENTOMOLOGIA
Norr_\bre_ fjel de‘st_matano Q Universidad Inca Garcilaso de la Vega
Institucion solicitante
Nombre delip(ersonal autorizado Sra. Araccli Aymcee Guadalupe Huaman |
para recepcion | |
Documento de referencia Carta n° 434-D/FCsFB-2018 [ (
* Nivel de riesgo bioldgico del material a entregar (NBS) . | \
(marcar con un aspa donde corresponda) .
1 | x 2 | [ s | 4
; Condiciones de transporte del material biolééico '
{ (describa o marque un aspa donde corresponda)
| Temperatura Obsorvacaones :
Ambiente [ x ‘ - ) B 4
Refrigeracion ‘ ’ i
| ! |
| Congelacion | |
[7 Tlpo de muestra P T
| Suero T Cepalcultivo ‘ |.amina ] | Otros i %
l Detallar ¢l contenido y/o caracteristicas del material biolégico Cantidad
Larvas de Aedes aegypti Sin Retorno 50
|

N t
14 de Febrero del 2019 N* Dificio DG en reapuosta

. 17 |
4 ‘/~//////é/ /

Blgd Waliter Lcoﬁ Cueto |

Responsablc dél L.aboratorio }

RO N 23-2014-DG-CNSP/INS Fecha: 29 /12/2014

\ material biologico a la mstlt "

V° B® Director Ejecutivo

de entrega del
peolicitante

_Pégina 1de1

“E“ ot Qm\ (ot mo.
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Anexo 62. Solicitud para la donacion del material biolégico presentado al INS

— Universidad —

Inca Garcilaso de la Vega

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica
Nuevos Tiempos. Nuevas Ideas

“Ano del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

Pueblo Libre, 12 de Octubre 2018

Carta N° 434 - D/FCsFB-2018

SENORA DIRECTORA S ,//
MARIA LUZ MIRAVAL TOLEDO /
CENTRO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

Presente.-

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted con la finalidad de saludarlo y, a la vez, presentarle a los
Sr. ARACELI AYMEE GUADALUPE HUAMAN- NIXON JAMER VELA HOYOS;
Bachilleres de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas Y Bioquimica de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, quienes solicitan la colaboracién mediante
la donacién de 50 larvas de la especie de Aedes aegypti; para realizar su trabajo
de investigacion de tesis, para optar el Titulo Profesional con la realizacion de la
Tesis Titulada: “EFECTO REPELENTE DE LA LOCION A BASE DEL ACEITE
ESENCIAL DE Citrus aurantifolia swingler, CONTRA MOSQUITOS HEMBRAS
ADULTAS DE LA ESPECIE Aedes aegypti”.

Agradeciendo anticipadamente su apreciada colaboracién, hago propicia la
oportunidad para expresar los sentimientos de mi especial consideracion y estima
personal.

Cordialmente

JATHyIm. H“""' Dr. Jafme Alia,
o ‘ ! iga Tovar
H.T.971880 ECANO (e)

& Facukad
uncw nCuanmmsy
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Anexo 63. Recibo digital Turnitin.

turnitin aJ)

Recibo digital

Esta recibo confirma quesu trabajo ha sido recibldo por Turnitin, A continuacidn podréd ver |a
irformacion del recibo con respacto a su entrega.

La primera pdgina de tus antragas sa muesira abajo.

Autor de la entrega:  Nixon Jamer Vela Hoyos

Tiule del elerciclo:  EFECTO REPELENTE
Tiwlo de la entrega: EFECTO REPELENTE
Mormbre del archive:  TESIS ARACEL] Y JAMER .docx
Tamafio del archivo: 16, 14M

Total paginas: 144
Total da palabras: 23,798

Total de caracteres: 138,132

Fecha de enlrega:  2T-sap-2019 10:25a.m. (UTC-0500)

ldentificador de la antrega: 1181338833
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Anexo 64. Informe del programa Turnitin.

EFECTO REPELENTE

MFORME DE ORIGINALIDAD

26. 22, 3.

INDICE DE SIMILITUD  FUENTES DE FUBLICACIOMNES

INTERMET

17+

TRABAIOE DEL
ESTUDIANTE

FUEMTES PHIMARIAS

.

cybertesis.uni.edu.pe
Fuenia die niemet

2

~

www _elsevier.es

Fuania da Infemet

2,

repositorio.uigv.edu.pe .
- Fuente de iniemed %
repositorio.uandina.edu.pe r
Fuana da hmbemet Yo
documents.mx #
Fusnks dis bniemet I:.l-"ll'ﬂ
documentop.com ’
: Fuante de Intemet o
Submitted to Universidad Cesar Vallejo “
! Trabajo ded estudiantes Y
alicia.concytec.gob . pe 5
= Fuante de Intemet o
www.coursehero.com .
= Fuarka de intemet o
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