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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD REPELENTE DE MOSQUITOS DE MEZCLAS DE
ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTO DE BOCCONIA FRUTESCENS EN AEDES AEGYPTI

1. Resumen

Las enfermedades transmitidas por mosquitos vectores se han convertido en un
problema de salud publica. El mosquito Aedes Aegypti transmite enfermedades
letales como el dengue, fiebre amairilla y chicunguya, por lo cual requieren una
importante medida de atencién y prevencion. Una manera es por medio de
repelentes de aplicaciéon tépica. Aunque existen repelentes que contienen N,N-
Diefil-meta-toluamida (DEET)que funcionan de manera muy eficiente, dicho
componente ha sido asociado con efectos adversos sobre la salud de las
personas: razén por la cual, apuesta a la formulacidn de un repelente que
contiene aceites esenciales y extractos naturales obtenidos de plantas
aromdticas. Algunos de los componentes en dichas plantas que han sido
reportados por su actividad repelente: geraniol, citral, imoneno, eugenol, etc.
En el presente trabajo se partid de la hipdtesis de que mezclas de aceites
naturales puedan tener un efecto sinérgico e incrementar su actividad
repelente. Para corroborar la hipdtesis de investigacion se realizd el cultivo de
mosquitos Aedes Aegypti de la cepa Rockefeller en el laboratorio del Programa
de Estudios y Control de Enfermedades Tropicales — PECET - de la universidad de
Antfioquia. Se realizd la extraccion de diez aceites esenciales y se empled el
extracto del arbusto conocido como Trompeto (Bocconia Frutescens) utilizando
el método arrastre por vapor, en el laboratorio del grupo de investigacion
SIPCOD de la Universidad de Antioquia. Como resultado a dichos ensayos, se
obtuvo el mejor rendimiento para el aceite esencial de clavo y el menor
rendimiento para el aceite esencial de orégano. Las semillas de frompeto fueron
tratadas varias veces con el método de arrastre con vapor y en ninguna se
obtuvo una canfidad significativa de aceite esencial, razén por la cual se
decidio trabajar con el hidrolato obtenido durante las destilaciones. Seguido, se
evalud la actividad repelente de la Bocconia Frutescens y de diferentes mezclas
de los aceites esenciales extraidos utilizando una adaptacion del protocolo
sugerido por la Organizacion Mundial de la Salud para la experimentacion de
repelentes para mosquitos. Como resultados de dichos ensayos se encontrd que
el extracto de frompeto no posee una alta o significante actividad repelente
confra los mosquitos Aedes Aegypti. De las diferentes formulaciones de
repelentes con aceites esenciales se evidenciaron mejores resultados en las
mezclas realizadas en medio oleoso, utilizando como vehiculo aceite de ricino,
comparado con las mezclas hidroalcohdlicas. Sin embargo, los resultados de
tiempo completo de proteccién para las formulaciones con aceites esenciales
fueron cortos (entre 0-30 minutos) e inferiores a los del control positivo con el
repelente comercial a base de DEET. Es importante anotar que el hidrolato de
Trompeto presentd un alto efecto calmante ante las picaduras de los mosquitos.



2. Introduccion

A lo largo de su historia, la humanidad ha tenido que aprender a sobrellevar y
superar diferentes adversidades propias de la naturaleza y el planeta en el que
existimos. Desde que los primeros humanos aparecieron en el Africa tropical, el
hombre ha encontrado las maneras y herramientas adecuadas para adaptarse
y modificar de manera contundente su entorno. De acuerdo con el escritor
espanol Sisteach (Sisteach, 2018), desde hace unos 3.000 anos el hombre ha
implementado conocidas y vigentes prdcticas como son la desforestacion
masiva de selvas o la quema de bosques para la creacion de pastizales y zonas
de cultivos agricolas. Sin embargo, estos cambios progresivos y sistematicos en el
entorno, especialmente en selvas tropicales generd el ambiente propicio para la
proliferacidn en masa de mosquitos y vectores transmisores de enfermedades
que datan de tiempos remotos y que siguen existiendo entre nosotfros como es
el caso de la malaria o el paludismo (Sisteach, 2018). En la actualidad, cada dia
es mds agresiva la deforestacion de nuestros bosques y selvas, especialmente en
el tropico lo que sumado a los evidentes efectos del cambio climatico ha
propiciado las condiciones adecuadas para la incubacidon de promisorios
vectores transmisores de enfermedades.

Paraddjicamente, para la mayoria de las personas las picaduras de mosquitos
no representan mds que la incomodidad del picor o comezon seguida de un
enrojecimiento e hinchazén de la parte afectada, aunque enfermedades letales
como el dengue, la fiebre amarilla, chikunguna y zika son tfransmitidas por
mosquitos vectores como los Aedes Aegypti. Especificamente para el caso del
dengue, una de las enfermedades mds importantes, se tienen reportados mas
de 50 millones de casos diagnosticados anualmente en mds de 100 paises.
(Leyva et al., 2017) y aproximadamente 2500 millones de personas viven en
paises donde el dengue es endémico pueden estar en riesgo(Leyva et al., 2012).

Este mosquito se ubica en dreas fropicales; en Colombia el 5% de estos insectos
son encontrados por debajo de 2.200 metros sobre el nivel del mar, condiciones
que son favorables para su desarrollo y propagacion. Sin embargo, la
urbanizacion y globalizaciéon han hecho que se encuentren incluso a altitudes
superiores (Zubieta, Giraldo, & Morales Olaya, 2015). EI comportamiento del
dengue en Colombia ha sido endémico con brotes epidémicos. Alrededor de 20
millones de personas estdn en riesgo de sufrir cualquiera de las patologias
anteriormente mencionadas. En el 2002 fueron noftificados 81.831 casos de
dengue. Seguido, se encontrd que en el ano 2010 se presentd la mayor epidemia
de la historia de nuestro pais, con un total de 157.202 casos de dengue, 221
muertes confirmadas y una letalidad de 2,26%, teniendo un gran impacto en la
salud de nuestra poblacion. Por otro lado, se reporta que 50 millones de personas
confraen enfermedades transmitidas por mosquitos cada ano(Daza & Florez,
2006) y cerca de 500.000 de los pacientes contagiados por dengue requieren



hospitalizacion, la mayoria de ellos son ninos. Cada ano cerca del 2.5% de los
afectados mueren (Pohlit et al., 2010). En general, los mosquitos prefieren zonas
despejadas (en vez de zonas espesas) y zonas pantanosas con humedales y
charcos estancados. Esto ha hecho que el control de vectores y mosquitos sea
una de las problemdticas que mayor dificultad haya representado para el
hombre; a su vez que, representa una de las amenazas mads significativas en
tiempos modernos. Si bien es cierto, que existen algunas recomendaciones
bdsicas para disminuir la proliferacion de mosquitos y vectores desde la fuente
normalmente no resultan siendo mds que palabras ya que mucha parte de la
poblacién mundial vive en condiciones de extrema pobreza donde la calidad
de servicios publicos es deficiente y donde el hacinamiento, la escasa higiene o
la insalubridad genera condiciones ideales para la incubacion de mosquitos y
vectores tfransmisores de enfermedades. Elementos de cuidado personal como
las mezclas de sustancias quimicas o bioldgicas con actividad repelente de
mosquitos se han presentado como una alternativa exitosa para evitar y disminuir
las picaduras de diferentes vectores transmisores de enfermedades. Estas
sustancias se emplean de manera tépica actuando de manera localizada en el
cuerpo humano por periodos de tiempo que pueden ir desde 4 hasta 11 horas
de proteccién segun reportan sus fabricantes. Existen diversas sustancias que
presentan propiedades repelentes de mosquitos siendo la mds conocida y
estudiada la N-N Dietil-meta-toluamida abreviada como DEET; sin embargo, en
los Ultimos anos su uso frecuente se ha puesto en entredicho debido a diversas
reacciones alérgicas y toxicas presentadas en ciertos grupos de personas
sensibles(Choi, Park, Ku, & Lee, 1994). En este sentido, el presente trabajo de
investigacion es abordado con el objetivo de comparar la actividad repelente
de las mezclas de diversos aceites esenciales naturales y su posibilidad de
presentarse como un eficaz sustituto del DEET.



3. Objetivos

3.1General
Evaluar la acftividad repelente en mosquitos Aedes Aegypti con diferentes
mezclas de aceites esenciales orgdnicos y exiracto de semillas de Bocconia
frutescens.

3.2Especificos

- Realizar las extracciones de aceites esenciales de citronela, tomillo, clavo,
romero, eucalipto, limoncillo y de semillas de Bocconia frutescens empleando la
técnica de arrastre con vapor de agua.

- Implementar la metodologia sugerida por la organizacion mundial de la
salud para la evaluacion de la dosis efectiva como repelente de mosquitos
Aedes Aegypti.

- Implementar la metodologia sugerida por la organizacion mundial de la
salud para la evaluacion del fiempo completo de proteccion (TCP) de mosquitos
Aedes Aegypti.

- Proponer la formulacion de un repelente de mosquitos a base de aceites
esenciales y extracto de frutos de la especie Bocconia frutescens.

- Realizar pruebas de laboratorio para determinar la actividad repelente de
las formulaciones propuestas.

- Comparar la actividad repelente de formulaciones de repelentes
hidroalcohdlicas y oleosas utilizando como vehiculo aceite vegetal de ricino.

4. Marco Tedrico
4.1.Enfermedades transmitidas por mosquitos vectores

e Dengue

El dengue es una enfermedad virica, cuyo principal mosquito vector es el Aedes
Aegypti. Esta enfermedad, que rdpidamente se propaga en el mundo, posee
cuatro serotipos de virus, muy relacionados entre si, que causan el dengue vy la
inmunidad permanente después de la infeccion. En los Ultimos 50 anos, la
incidencia se ha incrementado en un 300%. Actualmente, mas de 2500 millones
de personas, que representan el 40% de la poblacion mundial, estd expuesta al
riesgo de contraer dengue. Segun la OMS, cada ano se producirian entre 50 a
100 millones de infecciones. Entre los sintomas del dengue se encuentran fiebre,
cefalea intensa, dolores musculares y articulares, adenopatia y erupciones
cutdneas. El dengue hemorrdgico se caracteriza por presentar fiebre, dolor
abdominal, vémitos, hemorragias y dificultad respiratoria. Este puede ser mortall
si se complica, y afecta principalmente a ninos. El Unico método para limitar la
transmision del virus del dengue consiste en controlar los mosquitos vectores y
protegerse contra las picaduras, por ejemplo, con el uso de repelentes. (WHO
2017).



e Chikunguna

La fiebre chikunguna es una enfermedad tropical virica fransmitida también por
el mosquito Aedes Aegypti. Es relativamente inusual y estd muy poco
documentada. La enfermedad se ha detectado en Africa, Asia, en islas del
Caribe, el indico y el Pacifico. Los sintomas caracteristicos son de enfermedad
aguda con fiebre, erupcion cutdnea y dolores articulares incapacitantes que
pueden durar varias semanas. Aungue los sinftomas son similares a los del dengue,
se diferencia en la ubicacion geogrdafica de ocurrencia, y la duracion del cuatro
viral, ya que se extiende por varias semanas. No existe cura ni vacuna comercial
contra esta enfermedad. La mayoria de los pacientes se recuperan totalmente,
pero, en ciertos casos, los dolores articulares pueden durar varios meses, e incluso
anos. Como ocurre en el caso del dengue, el Unico método para limitar la
transmision del virus chikunguna consiste en controlar a los mosquitos vectores y
protegerse contra sus picaduras (WHO 2017).

e Fiebre amarilla

La fiebre amarilla es una enfermedad hemorrdgica virica aguda transmitida
por el mosquito Aedes Aegypti. El término “amarilla” alude a la ictericia que
afecta a algunos pacientes. Segun estimaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud, cada ano existen en el mundo unos 200 000 casos de fiebre
amarilla que provocan cerca de 30 000 muertes. El virus causante de la fiebre
amarilla es endémico en zonas tropicales de Africa y América Latina, regiones
cuyas poblaciones totalizan en conjunto unos 200 millones de personas. Los
sinfomas de la enfermedad incluyen fiebre, mialgias con dolor de espalda
intenso, cefaleas, escalofrios, pérdida de apetito y nduseas o vomitos. La
mayoria de los pacientes mejoran y los sinfomas desaparecen en 3 o 4 dias. El
15% de los casos se complican, presentando ictericia, dolor abdominal con
vomitos y hemorragias infernas La mitad de los pacientes que entran enla fase
toxica mueren en un plazo de 10 a 14 dias. La vacuna representa la medida
de prevencion mds importante contra la fiebre amarilla. La vacuna es segura,
asequible y muy eficaz. Una Unica dosis basta para proporcionar protecciéon
de por vida contra la enfermedad (WHO 2017).



4.2 Mosquito Vector: Aedes Aegypti

El Aedes Aegypti es un mosquito pequeno, oscuro con bandas horizontales
blancas. Pertenece a la familia Flaviviridae y al orden Diptera. La hembra, la cual
pica al humano, con el fin de obtener sangre para poner sus huevos, es un
mosquito pequeno, oscuro, con marcas blancas notables y patas ligadas. La
Probdscide es completamente negra. El escutum tfiene un patrén dorsal de
escamas blancas en forma de lira con rayas laterales curvadas. Las alas son
oscuras y escamadas, las patas traseras fienen fémur pdlido y tibia oscura
(Diseases & Branch, n.d.). Mide aproximadamente 5mm de largo; las hembras
son un poco Mds grandes que los machos, lo cual es bastante Util para poder
diferenciarlos. El pico de los machos es de tipo chupador, mientras que en las
hembras de tipo picador-chupador. Las antenas de funcidn sensorial son mds
pilosas en los machos que en las hembras. Son de dipteros porque su primer par
de alas es funcional, mientras que el segundo, los halterios, les sirve para
conservar el equilibrio durante el vuelo. En la figura 1 se senalan algunas
caracteristicas de la hembra.
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Figura 1 Hembra Aedes Aegypti. (Daza & Florez, 2006)

Su ciclo bioldgico como todos los mosquitos pasa por cuatro etapas: Huevo -
larva-pupa-adulto. Los primeros tres estados son inmaduros. Las larvas y pupas
son acudticas y los adultos son de vida terrestre. Los huevos son alargados,
elipticos de color claro cuando estdn recién puestos y se oscurecen después de
algunas horas; miden menos de 1 mm y son colocados individualmente en las
paredes delrecipiente que contenga el agua e inmediatamente por encima del



nivel del agua. El desarrollo embrionario es de 2 a 3 dias. Las larvas son
esencialmente acudticas y estdn dotadas de movilidad; poseen cabeza, toraxy
abdomen. Su alimentacion se basa de microorganismos presentes en el agua y
el periodo lavar dura enfre 8 a 10 dias para convertirse asi en adultos (Davila
Guerra & Davila Guerra, 2016).

4.3 Repelencia de Mosquitos

A diferencia de la mayoria de los mamiferos, los insectos voladores no poseen
organos olfativos, ellos en cambio utilizan las antenas localizadas en la cabeza
para percibir aromas e incluso para comunicarse. Las antenas poseen células en
forma de filamento o de placa con las que sienten el tacto, el sonido, la
temperatura, la humedad, el olfato y el gusto(Leyva et al., 2017). Los mosquitos y
otros insectos voladores que se alimentan de sangre (tales como
moscas/insectos negros y moscas/insectos de venados) son atfraidos para
hospedarse por olores de la piel y didoxido de carbono del aliento. Cuando un
mosquito se acerca a un hospedador, los repelentes obstruyen el sensor (los
sentidos) del insecto y confunde al insecto para que éste no pueda aterrizar y
picar exitosamente al hospedador. Los mosquitos hembras pican a la gente y
animales porque necesitan la proteina que se encuentra en la sangre para
ayudar a desarrollar sus huevos, este es el caso de la hembra del mosquito Aedes
Aegypti, responsable de la fransmisidon del dengue.

Dentro de las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para evitar la picadura de diversos mosquitos tfransmisores de enfermedades
tropicales se destacan el empleo de ropa gruesa, uso de mosquiteros en camas
y el uso de repelentes. Los repelentes de mosquitos son sustancias sintéticas o
bioldgicas que aplicadas de forma topica pueden evitar el acercamiento y
picaduras de insectos. La capacidad repelente de una sustancia se identifica
por su mayor o menor potencial para alejar o evitar que un artréopodo vuele,
aterrice o pique la superficie de la piel después de que en esta ha sido aplicada
de manera tépica dicha sustancia (Pohlit et al., 2010). Usualmente, los repelentes
de insectos funcionan proporcionando una barrera de vapor que impide el
acercamiento y posterior picadura del artropodo que estd a punto de tener
contacto con la superficie (Luz Stella Nerio, Olivero-Verbel, & Stashenko, 2010).

La repelencia producida por el DEET es debido al bloqueo de receptores del
dcido lactico lo que produce la interferencia del vuelo de los mosquitos y resulta
en la pérdida del hospedero. El dcido Idctico estd presente en el olor y sudor de
animales de sangre caliente, que es atractivo para la hembra de Aedes Aegypti.
Se ha establecido que el dcido ldctico es esencial para las picaduras de este



mosquito, pero por si solo es ligeramente atractivo para este, lo que indica un
sinergismo con ofros componentes del olor humano. El mecanismo de accién de
los repelentes botdnicos no se conoce con exactitud, pero podria estar
actuando por una accidon mixta de un efecto desagradable sobre las
terminaciones sensitivas de los insectos y por un bloqueo de la percepcion
quimica que utilizan para orientarse (Otiniano & Rolddn, 2014).

4.3.1 Repelentes Sintéticos

El repelente de origen sintético mas comunmente usado es el N,N-Dietil-
toluamida. Esta sustancia fue desarrollada en 1946 por el ejército de los Estados
Unidos y en el ano 1957 se permitid su comercializaciéon al publico en general al
considerarlo un pesticida no carcinogénico y de baja toxicidad humana (EPA,
2017).Sin, embargo, investigaciones mds recientes han enfocado esfuerzos en
tratar de correlacionar episodios de intoxicacion, nduseas e irritacion cutdnea
en ciertos grupos de poblaciones sensibles al contacto con el DEET (ATSDR, 2015),
(Luz Stella Nerio et al., 2010). A pesar de la cantidad de reportes sobre su
potencial toxicidad, las cuales dramdticamente han afectado a adultos y
especialmente a ninos, incluyendo dermatitis, reacciones alérgicas,
neurotoxicidad y toxicidad cardiovascular, el riesgo de los efectos toxicos del
DEET es aun considerado leve. Sin embargo, investigaciones como la realizada
por Pohlit et al, (Pohlit et al., 2010) sugieren que el compuesto DEET deberia ser
usado en concentraciones mucho menores a las que son actualmente
empleadas durante la formulaciéon de repelentes sintéticos comerciales.

4.3.2 Repelentes Naturales

Los extractos de origen natural como los aceites esenciales se han presentado
desde hace varios anos como una alternativa muy atractiva para ser empleados
como repelente de mosquitos y posibles sustitutos del DEET. Los aceites esenciales
son metabolitos secundarios los cuales tienen diversos mecanismos de accion
como son agentes de defensa contra depredadores, plagas o insectos. Los
aceites esenciales, asi como diversos extractos naturales tienen el potencial de
proporcionar una repelencia mds segura para los seres humanos y para el medio
o0 ambiente. Son varias las especies de plantas con actividad repelente que han
sido objeto de estudio; sin embargo, se destacan plantas aromdticas como el
limoncillo (Cymbopogon Cifratus) y la citronela (Cymbopogon Nardus) que
pertenecen a la familia de las podceas (gramineas), el romero (Rosmarinus
Officinalis) de la familia de las Lamiaceae, o el clavo de olor (Syzygium
aromaticum) y el eucalipto (Eucalyptus Melliodora) que pertenecen a la familia
de las Myrtaceae. Los metabolitos principales con comprobada actividad
repelente de insectos presentes en los aceites esenciales obtenidos de estas



especies incluyen: a-pineno, limoneno, citral, geraniol, eugenol, alcanfor y timol
(Davila Guerra & Davila Guerra, 2016)]. Por lo general, la mezcla de todos los
componentes de un aceite hace que posean mayor actividad bioldgica, en
comparacién con los componentes aislados. Inclusive, se ha comprobado que
la mezcla de varios aceites tiene mejor resultado que los aceites por separados,
debido a que aumenta la concentracion de los componentes (Leyva et al.,
2012). En la tabla 1 se comparan algunas caracteristicas de los repelentes
naturales y los sintéticos.

Tabla 1 Diferencias entre repelentes naturales y sintéticos. (Daza & Florez, 2006)

NATURAL SINTETICO
Presenta muy baja o nula toxicidad Toxicidad muy alta
No modifica el factor solar del El factor de proteccion solar se puede
producto. ver disminuido en un tercio.

Es un poco mds complicada la|Es mds facil la obtencion de
obtencién de los ingredientes activos | productos quimicos de sintesis.
para productos naturales.

Depende de tiempos de cosecha, de | Todos estos productos son factibles de
cuidados de cultivo, del climay de la | ser fabricados en cualquier parte del

procedencia. mundo sin mayores requerimientos.
Cuida la salud de quien lo usa 'y Suelen contfener alcohol como
proyecta un beneficio adicional de deshidratante para la piel y
protecciéon para la piel. butano/propano como propelente y

desengrasante. Ambos efectos
perjudiciales para la piel.

No presenta efectos adversos para el | Afecta el medio ambiente
medio ambiente.

Durabilidad media Alta durabilidad



4.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias de origen vegetal, que contienen
metabolitos voldtiles, insolubles en agua con caracteristicas particulares. Estos
aceites se originan de tejidos secretos de plantas. Son generalmente liquidos a
temperatura ambiente, mds ligeros que el agua, de olor fuerte y penetrante
como su planta origen, incoloros o de color amairillo traslUcido. Se clasifican
segun su composicion quimica; principalmente en terpenos y fenilpropanos. Es
importante resaltar que 85 % de estos aceites suele tener uno o dos compuestos
mayoritarios, mientras que el resto de su composicidon consiste en decenas de
compuestos minoritarios. Los aceites esenciales pueden ser una fuente
alternativa de agentes de control de mosquitos y otros insectos ya que son ricos
en compuestos con actividad bioldgica, son biodegradables y se transforman
en productos no toéxicos, son amigables con el medio ambiente y estdn
potencialmente adecuados para su uso en los programas de control integral. De
hecho, muchos Investigadores han informado sobre |la eficacia de los aceites
esenciales como agentes contra larvas y ejemplares adultos y por lo tanto
pueden tener efectos , asimismo, como repelentes, entre ofros se mencionan los
pertenecientes a las familias botdnicas Lamiaceae, Myrtaceae y Poaceae
(Andrade-Ochoa et al., 2017).

Por lo general, la mezcla de todos los componentes de un aceite hace que
posean mayor actividad bioldgica, en comparacién con los componentes
aislados. Inclusive, se ha comprobado que la mezcla de varios aceites tiene
mejor resulfado que los aceites por separados, debido a que aumenta la
concenfracion de los componentes (Leyva et al., 2012).

4.4.1 Aceite de Citronela
Nombre cientifico: Cymbopogon Nardus (L.), algunos ejemplares se pueden
observar en la figura 2.

' —
Figura 2. Planta de citronela (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)

El aceite de citronela es uno de los aceites esenciales mds usados para la
elaboracion de repelentes para insectos. Aunque no es muy claro el mecanismo



que produce dicha actividad repelente, una de las hipdtesis plantea que es
debido a una accidén mixta que produce un efecto desagradable sobre las
terminales sensitivas de los insectos voladores, asi como un bloqueo en la
percepcion quimica que los insectos usan para orientarse (Daza & Florez, 2006),
(Pohlit et al., 2010). La citronela fue usada en la India a comienzos del siglo XX y
fue registrada en los Estados Unidos en 1948 como repelente comercial. Hoy, la
citronela es uno de los repelentes naturales mds usados a nivel mundial a
concentraciones entre el 5-10% para prevenir irritaciones en la piel. Inicialmente,
el aceite esencial de citronela es tan efectivo como el DEET a la misma dosis,
pero luego sus aceites se evaporan rdpidamente causando perdida de la
eficacia y dejando al usuario sin proteccion repelente (Maia & Moore, 2011).

Entre sus componentes mayoritarios con actividad repelente se encuentran
geraniol, citral, a-pineno, limoneno y acetato de geraniol (Pohlit et al., 2010). Para
extraer su aceite esencial se manipulan sus hojas, utilizando el método de
destilaciéon por arrastre de vapor.

4.4.2 Aceite de eucalipto

Nombre cientifico: Eucalyptus globulus, las hojas se pueden observar en la figura
3.

Figura 3 Planta de eucalipto (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)

Los eucaliptos son un género de drboles de la familia de las mirtdceas. Nativo de
una reducida drea del sureste de Australia y de Tasmania; En Colombia cultivado
y asilvestrado entre 1500 y 3300 m. Las hojas jovenes de los eucaliptos son sésiles,
ovaladas y grisdceas, alargdndose y forndndose coridceas y de un color verde
azulado brillante de adultas; contienen un aceite esencial de caracteristico olor
balsdmico, que es un poderoso desinfectante natural. El aceite esencial de
eucalipto contiene Flavonoides, cineol o eucaliptol, monoterpenos (alfapineno,
p-cimeno, limoneno, felandreno) y aldehidos (butiraldeido, capronaldeido);
Azuleno, taninos, resina, flavona (eucaliptina) y triterpenos derivados del dcido



ursdlico:  I-pinocarvona, alcoholes sesquiterpénicos, cinelo, eudesmol,
canfeno,mirtenal, carvona, dacido eldagico (Daza & Florez, 2006).

Es efectivo contra insectos y ardcnidos. Entre sus principales ventajas estdn su
eficacia, buena tolerancia, baja toxicidad, largo periodo de permanencia sobre
la piel y olor. La agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos ha
registrado que el aceite esencial de Eucalipto es seguro y sus componentes son
efectivos para repeler insectos. El 30.6% de las patentes registradas sobre
repelente de mosquitos a base aceites esenciales, incluye eucalipto, el cual,
mezclado con ofros aceites esenciales, potencializa su efecto repelente (Pohlit
et al., 2010).

4.4.3 Aceite Esencial de Limoncillo

Nombre Cientifico: Cymbopogon citratus, algunos ejemplares de limoncillo se
pueden observar en la figura 4.

Figura 4 Planta de Limoncillo. (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)

El limoncillo o hierba luisa es una planta aromdtica con diferentes propiedades
medicinales gracias a su actividad repelente, analgésica, antiasmatica,
diurética, antiespasmaodica, antimicrobiana, entre otras. El aceite esencial posee
un componente citral, el cual tiene un alto poder antibacteriano y antimicdtico.
Ademds, es usado ampliamente en la industria por sus propiedades
antiinflamatoria, antireumdtico y repelente contra mosquitos. El aceite esencial
de limoncillo posee un color amarillo y un olor muy parecido al limén. Este se
encuentra presente en las hojas de la planta, dentro del tejido foliar. La técnica



maAs utilizada para extraer aceite esencial es por arrastre con vapor ya que se
obtiene aceite esencial de buena calidad que conserva sus propiedades
organolépticas, fisico — quimicas (Del Pozo, 2006)

Este aceite esencial ha sido reportado por tener efecto repelente en contra de
varias especies de mosquitos. Sin embargo, la efectividad que posee es de corta
duracion (Pohlit et al., 2010).Entre los componentes mayoritarios del limoncillo
estdn el geraniol, neral, mirceno, citronelal y limoneno (Pohlit et al., 2010)

El aceite esencial de limoncillo ha demostrado anteriormente su efecto
repelente, ya sea por si mismo o mezclado, contra diferentes especies de
mosquitos vectores (Diptera: Culicidae) y la mosca casera (Diptera: Muscidae),
es por ello por lo que ya se encuentra presente en diferentes formulaciones
comerciales. (Tramut et al., 2013).

4.4 4 Aceite esencial de Romero

Nombre Cientifico: Rosmarinus Officinalis L. Algunos ejemplares se pueden

observar en la figura 5.
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Figura 5 planta de romero (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)

Perteneciente a la familia de las laminaneas. Del romero, se utilizan las ramas
para extraer su aceite esencial utilizando el método de destilacion arrastre por
vapor .

Entre sus componentes principales se encuentran pineno, canfeno, limoneno,
borneol con alcanfor, lonanol, terpinol, entre otros.



Se he reportado que el romero brinda proteccion del 43% contra Aedes Aegypti
por 5.5 horas, repelencia del 100% contra An. Stephensi por 8 horas y Cx.
quinquefasciatus por 8 horas. (Pohlit et al., 2010)

En condiciones de laboratorio, se reporta baja repelencia contra Aedes Aegypfi.
Sin embargo, es usado como fragancia final en formulaciéon de repelentes. El
aceite esencial de romero puede causar dermatitis y contribuir a el asma
ocupacional. Enrespuesta a ello, se sugiere que las formulaciones que contenga
romero sean probadas en la piel en pequenas cantidades para determinar la
presencia de una reaccion alérgica antes de usar en el resto del cuerpo.(Luz
Stella Nerio et al., 2010)

4.4.5 Aceite Esencial de tomillo
Nombre cientifico: Thymus Vulgaris, algunas plantas de tomillo se pueden
observar en la figura 6.

i N
Eﬁ ¥

Figura 6 planta de tomillo, (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)

El tomillo pertenece a la familia de las labiadas. Es una planta con hojas
opuestas, con bordes enrollados y densamente pilosas. La planta de tomillo
desprende un fuerte aroma ya que posee muchas gladndulas esenciales que
contfienen sus aceites (Medicinales & Tomillo, 2009). El aceite esencial de tomillo
posee mono terpenos como los cuales han sido patentados por su actividad
pesticida contra cucarachas o pretratamiento contra mosquitos. Entre los
componentes del aceite esencial de tomillo se encuentran a-terpineno,
carvacrol, fimol, p-cimeno linalol y Geraniol como componentes principales. Se
ha reportado que el aceite esencial de tomillo puro brinda una proteccién del
100% contra Aedes Aegypti por 135 minutos aplicado topicamente.



Existen varias formulaciones de repelentes contra insectos que incluyen aceite
esencial de tomillo. Una de las mds efectivas incluye tomillo, geranio, menta,
cedro y clavo, las cuales se ha descubierto que repelen los mosquitos vectores;
de la malaria y fiebre amarilla (Aedes Aegypti) por periodos entre 1y 2.5 horas
sin embargo, la mayoria de estos aceites esenciales son bastante voldtiles, lo cual
contribuye a la corta duraciéon de dichos repelentes (Pohlit et al., 2010).

4.4.6 Aceite esencial de clavo
Nombre cientifico: Syzygium Aromaticum, algunas plantas de clavo se pueden
observar en la figura 7.

Figura 7 flores de clavo.(Fuente: Imagen extraida de la web https://www.akamaibasics.com/blogs/learn-more/the-
superpowers-of-clove-for-healthy-teeth-gqums Mayo del 2019)

El clavo es una flor sin abrir de un arbol tfropical, el cual es secado al sol. Los clavos
aromdticos fueron encontfrados en la cocina europea, africana, drabe y de
todas las américas. Los clavos confienen abundante aceite esencial, el cual es
rco en eugenol, acetil eugenol, cariofileno, pineno y metil salicilato (Arraiza,
2011). Su aceite esencial se exitrae ufilizando el método de exfraccion por
arrastre de vapor. Se ha encontrado actividad repelente contra Aedes Aegypti
por un periodo entre 2y 4 horas (Pohlit et al., 2010)

4.4.7 Aceite esencial de orégano

Nombre cientifico: Origanum vulgare, algunas plantas de orégano se pueden
observar en la figura 8.
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Figura 8 Planta de orégan. (fuente: Cultivo Maria la Judia Guarne,Ant)

El orégano es una planta muy aromdtica con propiedades antimicrobianas,
antivirales, antibidticas y fungicida. El aceite esencial de orégano se ha
analizado ampliamente por su actividad contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, asi como contra hongos y protozoarios. Sin embargo, se ha estudiado
combinada junto a ofros aceites esenciales como repelente de mosquitos,
aplicacion por la cual posee un gran potencial (Leyva et al., 2017).

Entre los componentes del aceite esencial de orégano se encuentra el
carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, timol y linalol (Pohlit et al., 2010).

4.4.8 Extracto de trompeto

Nombre cientifico: Bocconia Frutescens, la planta de trompeto se puede
observar en la figura 10.

Figura 9. Arbol de Bocconia Frutescens, (Fuente: Cultivos Maria La judia en Guarne,Ant)



En la busqueda de alternativas de origen natural, ambientalmente amigables y
preferiblemente obtenidos a partir de especies nativas es importante destacar
los extractos de la especie Bocconia frutescens. Esta especie es un arbusto de
menor tamano perteneciente a la familia de las Papaverdceas con distribucion
entre centro y Suramérica y especialmente en la region andina de Colombia
(Henao & Nino, 2009). Tradicionalmente, el extracto hervido de las semillas de
esta planta se ha empleado como remedio curativo contra la sarna y afecciones
en la piel de animales de granja (Montes-Gonzalez & Vdasquez-Sadnchez, 2015).

4.5 Aceites vegetales vehiculares.

Varios aceites vegetales han sido utilizados para la formulacion de repelentes
para mosquitos como vehiculos, los cuales fueron asociados con prolongar la
acciéon repelente por varias horas al retardar la evaporacion de aceites
esenciales de la superficie. Los mds usados son aceite de Neem (Azadirachta
indica A. Juss), aceite de ricino (Ricinus Communis), aceite de frijol de soya
(Sesamum Indicum), aceite de oliva(Olea Europae), aceite de coco (Cocos
Nucifera) y aceite de mostaza (Sinapis Alba) (Patel, Gupta, & Oswal, 2012).

4.5.1 Aceite de Ricino

Nombre cientifico: Ricinus Communis. Algunas semillas de higuerilla se pueden
observar en la figura 11.

Figura 10 Semilla de higuerilla o ricino. (fuente: https://es.dreamstime.com/imagenes-de-archivo-semillas-de-ricino-
image34563164 Fecha: mayo 2019)

Del ricino se pueden extraer aceites a partir de sus semillas. Este aceite es una
excelente opcion como vehiculo de aceites esenciales con actividad repelente
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no solo porque prolonga su accioén, sino porque por si mismo posee actividad
repelente e insecticida contra Aedes Aegypti ya que contiene Acidos ricindlicos,
linoleicos, oleicos.

4.6 Técnica de exiraccion de aceites esenciales

4.6.1 Destilacion por Arrastre de vapor

El principio fundamental de la destilacion por arrastre de vapor se basa en la
solubilidad que presentan los aceites esenciales en la fase vapor. Con el agua
(Engineering, 2006). Es una de las técnicas mdas empleadas a nivel mundial y es
eficiente para extraccién de aceites esenciales de ramas, tallos y algunas raices;
mientras que no es adecuada para flores y la gran mayoria de semillas. Las plantas
frescas o secas se colocan en recipiente hermético al cual se le infroduce vapor de
agua a presion mayor a la atmosférica y una vez pasa a través del lecho empacado
con material vegetal solubiliza los aceites esenciales. Posteriormente, la mezcla
vapor de agua/aceites esenciales es llevada a un intercambiador de calor donde
es condensada y llevada a un separador liquido - liquido. En esta Ultima etapa, los
aceites esenciales son separados facilmente del agua debido a que son inmiscibles
y la densidad es menor a la del agua. El agua restante, es un bioproducto de la
destilacion llamado agua micelar, destilado, hidrolato o hidrosol. Esta agua contiene
muchas de las propiedades terapéuticas de la planta destilada. En ciertas
sifuaciones, el agua micelar puede ser preferible que el mismo aceite esencial para
tratamientos en pieles sensibles, ninos © cuando se requiere un tratamiento muy
diluido. El agua micelar es altamente utilizada como antiséptico, antinflamatorio o
por su agradable aroma (Engineering, 2006). En la figura 11se muestra un esquema
de proceso de destilacion por arrastre con vapor.
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Figura 11. Proceso de destilacion de aceite esenciales por arrastre de vapor. (Fuente: Autor)

Para comenzar se deben preparar las plantas para que los aceites salgan de las
gldndulas que los contienen. Si el material herbario son hojas, éstas se muelen; si
son semillas, se maceran. La muestra se coloca en la parrilla de plato, y el vapor
pasa a través de ella. Esto arrastra los aceites, que luego se condensan en el
condensador. (Arraiza, 2011)

Varios factores determinan la calidad final del aceite esencial destilado. Aparte
de la planta por si misma, los mds importantes son la temperatura usada y presion
Los aceites esenciales son sustancias muy complejas, cada uno hecho de
muchas moléculas las cuales le dan al producto final su aroma caracteristico y
sus propiedades terapéuticas. Algunas de esas moléculas son estructuras
delicadas las cuales pueden ser alteradas o destruidas por condiciones
ambientales adversas (Engineering, 2006). Las plantas contienen muy poca
cantidad de estos aceites esenciales es por ello por lo que, se requieren una gran
cantidad de plantas para producir una onza de aceite esencial(Arraiza, 2011)

Varios factores determinan la calidad final del aceite esencial destilado. Aparte
de la planta por si misma, los mds importantes son la temperatura usada vy
presion. Los aceites esenciales son sustancias muy complejas, cada uno hecho
de muchas moléculas las cuales le dan al producto final su aroma caracteristico
y sus propiedades terapéuticas. Algunas de esas moléculas son estructuras
delicadas las cuales pueden ser alteradas o destruidas por condiciones
ambientales adversas (Engineering, 2006). Las plantas contienen muy poca



cantidad de estos aceites esenciales es por ello por lo que, se requieren una gran
cantidad de plantas para producir una onza de aceite esencial(Arraiza, 2011)

4.6.2 Ventagjas
La destilacion por arrastre de vapor es un proceso relativamente econdmico para
operar a un nivel bdsico y las propiedades de los aceites producidos por este
método son bien conocidos. Metodologias mdas modernas, como exfraccion de
agua supercritica, podria mds adelante reemplazar la destilacion por vapor, pero
hasta ahora no ha representado una amenaza real, permaneciendo ésta como
técnica principal (Engineering, 2006).

5 Metodologia
5.1 EXTRACCION ACEITES ESENCIALES

La extraccidon de los aceites esenciales se realizd por medio del método
Destilacion Por Arrastre de Vapor. Para ello, se contd con el apoyo de la empresa
Maria la Judia, quienes donaron el material herbario aromdatico y semillas de
Bocconia Frutescens, las cuales se utilizaron como materia prima para la
destilacion de los aceites esenciales. El destilador utilizado pertenece al grupo
de investigacion SIPCOD de la Universidad de Anfioquia. Y los ensayos fueron
realizados igualmente en el laboratorio del grupo de investigacion SIPCOD.

5.1.1Preparacion de las plantas a utilizar

Las hojas o ramas de plantas como citronela, eucalipto, romero, geranio,
limoncillo, tomillo y orégano fueron secadas al sol para retirar el exceso de agua
que las mismas contienen y asi poder favorecer la destilacidn que se va a realizar
después. De igual manera, la canela, el clavo y las semillas de Bocconia fueron
secadas. Es recomendado que el material herbario a utilizar, sea secado al sol
por 1 o 2 dias (Misni, Nor, & Ahmad, 2017). Por lo tanto, se siguid dicha
recomendacion y se molieron individualmente cada uno de los diferentes
materiales vegetales. Las semillas de Bocconia fueron maceradas. Finalmente,
cada material aromdtico fue almacenado por separado.

5.1.2 Especificaciones de los equipos a utilizar

A. Generador de Vapor



Es un recipiente de cinco litros fabricado en acero inoxidable 304. Tiene una
mirilla de vidrio para visualizar el nivel del liquido, una tapa superior hermética
tipo brida, mandmetro de cardatula 0-100 psi, valvula de aguja para regulacion
de flujo de vapor, valvula de alivio calibrada y ajustada a 40 PSIG.

B. Destilador
Es un recipiente de cinco litros donde se almacena el material vegetal dispuesto
a la extraccion del aceite esencial. Es fabricado en acero inoxidable. Posee una
tapa hermética tipo brida. El vapor ingresa por medio de una flauta para
garantizar la correcta distribucion del vapor.

C. Intercambiador de calor:
Es un infercambiador de calor de tubos y camisa tipo 1-1. Fabricado en acero
inoxidable 304. Fluido de enfriamiento agua (por la camisa), mezcla de vapor de
agua y aceites esenciales por los tubos.

D. Separador Liguido-Liquido
Es un embudo de separacion de vidrio usado para la separar liquidos inmiscibles.
Como en este caso lo son, el agua y el aceite. En la parte superior presenta una
embocadura taponable, por la que se procede a cargar su interior. En la parte
inferior posee un grifo de cierre o llave de paso que permite regular o cortar el
flujo de liquido a través del tubo que posee en su extremo mds bajo.

En la figura 12 se muestra en equipo de destilacion en funcionamiento.

GENERADOR ‘
DE VAPOR

Figura 12 Montaje en el laboratorio para extraccion de aceites esenciales por arrastre con vapor. Equipo del
laboratorio SIDCOP — Universidad de Antioquia



5.1.3 Descripcion y condiciones del proceso experimental

Se vutilizan 1200 gramos de planta aromdtica seca para cada prueba de
destilacion. Inicialmente, se generd vapor de agua a una presion superior a la
atmosférica en Medellin (entre 10y 40 psi)Dicho vapor ingresd al destilador, en el
cual se enconfraba el material vegetal. El vapor del agua irumpid en las fibras
de las aromaticas y solubilizd los aceites esenciales en la fase de vapor. Una vez
la mezcla de vapor de agua y aceites esenciales salia del destilador, ingresaba
al intercambiador de vapor de tubos y camisa donde se condensd dicha
mezcla, la cual finalmente pasd al separador de liquido-liguido, formdndose dos
fases: Una fase acuosa llamada agua micelar, y una fase rica en aceite esencial,
el cual se separaria por decantacién del agua micelar, ya que por lo general
dichos aceites esenciales son de densidad menor a la densidad del agua, por lo
que dicho aceite esencial se ubicaba en la parte superior del separador, como
puede evidenciarse en la figura 13.
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Figura 13 Separador liquido-liquido en laboratorio SIDCOP.

Los respectivos rendimientos a cada una de las extracciones realizadas estdn
descritos mas adelante en el apartado resulfados y andlisis.

5.2 OBTENCION MOSQUITOS EN LABORATORIO
Para la obtencidon de los mosquitos en el laboratorio, se contd con la
colaboraciéon del grupo de investigacion PECET junto con sus laboratorios en el
centro de investigacion universitario. El protocolo utilizado, es el sugerido por la
organizacion mundial de la salud, siendo el mismo usado por el PECET para la
reproduccion de todos sus mosquitos. La razén por la cual se decidid realizarlo
de esta manera es que los mosquitos de laboratorio, al no haber tenido contacto
con el ambiente exterior durante su crianza, no transmiten ninguna enfermedad.
De esta manera se garantiza a los voluntarios, asesores, auxiliar de laboratorio y



estudiante que no se transmitird ningun virus por medio de las picaduras de los
mosquitos.

5.2.1 Preparacion de los mosquitos a usar.

Fue esencial estandarizar la crianza de los mosquitos en un laboratorio para
garantizar la confianza y reproduccion fiel de los datos obtenidos. Se selecciond
para los ensayos mosquitos Aedes aegypti de la cepa Rockefeller. Los mosquitos
fueron criados, mantenidos y probados en un cuarto a una temperatura de 27 +
2 °C, humedad relativa de mayor a 80 = 10% y fotoperiodo 12:12 (dia-noche).
Dichas condiciones se plantearon con el fin de recrear en el laboratorio el
ambiente natural de los mosquitos. La Tirilla de huevos fue inundada en agua
tibia con levadura, en su fase larval fueron alimentados con comidas para peces.
Cuando todos pasaron a la fase pupar, fueron pasados a jaulas Gerber de
35x35x35 cm con solucion azucarada para que llegaran a su fase adulta, tal
como lo sugiere el protocolo de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO,
2009).

Se esperd que los machos fecundaran las hembras y estas fueron luego
separadas con un aspirador bucal, una por una, a las jaulas Gerber donde se
realizan los ensayos hasta que tuvieran la edad adecuada para las pruebas. Las
hemlbras adultas debian ser de 4 a 7 dias de edad, alimentadas Unicamente con
agua azucarada, no podian haber probado sangre, pues el propdsito es que
ellas estén hambrientas por sangre v listas para picar. Es por ello por lo que dichas
hembras debian permanecer dvidas por al menos 12 horas antes de los ensayos.
En las figuras 14 a 19 se muestran las diferentes etapas de la preparacion de
mosquitos para las pruebas.

a

Figura 14 Tirilla de huevos de mosquitos Aedeé Aegypti, cepa Rockefeller antes de ser inundada. Fofo
fomada desde laboratorio del PECET, UdeA. Septiembre del 2018



Figura 15. Larvas alimentadas con comida para peces. Foto ftomada desde laboratorio del PECET, UdeA.
Septiembre del 2018

Figura 16 Pupas de los mosquitos Aedes Aegypti. Foto tomada desde laboratorio del grupo PECET, UdeA.
Septiembre 2018

Figura 17 Mosquitos en transicion de fase pupar a fase adulta. Alimentados con solucién azucarada. Foto
fomada desde laboratorio del grupo PECET, UdeA. Septiembre del 2018



Figura 18 Aspirador bucal usado para la separacion de los mosquitos hembra. Foto tomada en el PECET,
UdeA. Octubre del 2018

5.3 Metodologia para ensayos actividad repelente

El método utilizado es basado en el sugerido por la organizaciéon mundial de la
salud OMS o como sus siglas en inglés lo representan WHO (World Health
Organization) en la guia "Guide for Efficacy testing of mosquito repellents for
human skin” publicada en el ano 2009. Esta metodologia es empleada para
realizar ensayos de actividad repelente en mosquitos de la clase diptera. Existen
ademds otros métodos donde no se hacen pruebas en humanos directamente
sino en ratones de laboratorio depilados en su abdomen, o un método aun mads
complejo como bioensayo de olfactdmetros de tubo Y. sin embargo, se eligio el
método directo aplicado en humanos por su validez y facilidad de réplica en los
laboratorios del grupo PECET de la Universidad de Antioquia. Es importante
aclarar que, debido a la variabilidad en los métodos enconfrados en la literatura
para medir la repelencia, cada investigador usa diferentes condiciones,
variables y paradmetros para cuantificar la actividad repelente, haciendo muy
dificil la comparacioén entre resultados de diferentes investigadores alrededor del
mundo. Como consecuencia, los resultados obtenidos solo pueden ser
comparados con un control positivo o negativo, u otras formulaciones de aceites
esenciales usadas en los mismos ensayos, en orden para clasificar la repelencia
de una formulacién o mezcla de aceites esenciales (Luz S. Nerio, Olivero-Verbel,
& Stashenko, 2009).

Se realizaron 2 clases de pruebas basadas en el protocolo sugerido por la
Organizacion Mundial de la Salud para repelentes probados en piel humana.

El objetivo de las pruebas de laboratorio fue estimar la dosis efectiva de un
repelente y el fiempo de proteccion completa que provee un repelente después
de aplicarlo en la piel(WHO, 2009).



Los objetivos especificos de estas pruebas fueron:

-Estimar la respuesta a la dosis y la dosis efectiva de un repelente
correspondientes 50% y al 99.9% de proteccidbn a mosquitos aterrizando o
rodeando.

-Estimar el tiempo de proteccion completo (TPC) de un repelente, el cual
es el tiempo entre la aplicacion del repelente y el aterrizaje del primer mosquito.

Para comparar la efectividad del repelente a probar, se utilizé una dilucidén de
20% de DEET en etanol y agua como control positivo.

5.3.1 Preparacion de la piel del voluntario

Para la preparacion de las pruebas de laboratorio, cada voluntario (persona que
voluntariamente colabord con las pruebas) se lavod el drea de la piel a tratar con
jabon neutro y se enjuagd con abundante agua. Seguido debia limpiarse con
etanol al 70% y secar con una toalla. Dada la posibilidad de factores que podrian
alterar la atraccidon de una persona a los mosquitos, lo cual podia afectar los
resulfados de los ensayos de repelencia, los voluntarios evitaron el uso de
fragancias, perfumes y repelentes al menos 12 horas antes de las pruebas y
durante las mismas. De igual manera, las personas voluntarias no eran fumadores.
Eraimportante que los voluntarios no fueran fumadores, ya que el olor del tabaco
podria afectar los resultados al ser molesto para los mosquitos.

5.4 Estimacion de la dosis efectiva (material técnico)

Esta clase de ensayo se redlizd inicialmente para diferentes diluciones en etanol
del extracto de Bocconia Frutescens desde el 20% hasta el 100%. Se utilizaron 3
jaulas Gerber con 50 hembras cada una, hambrientas sin alimentar con sangre.
Cada jaula estaba destinada para voluntario. Lo voluntarios ya con la piel
preparada entre la munecay en codo, se aplicaban 1 ml de etanol y se dejaba
secar por 1 minuto. Seguido, ingresaron la mano a la jaula con las 50 hembras
por 30 segundos sin mover el brazo. Las manos fueron protegidas con guantes
quirdrgicos para evitar picaduras. Para confinuar las pruebas, la tasa de
aterrizajes debia ser igual o mayor a 10. De lo contrario, se descartaba. Seguido,
se aplicaba 1ml de dilucién de Bocconia Frutescens al 20%, se dejaba secar por
un minuto, e ingresaba el brazo nuevamente por 30 segundos. Se tomaba como
primer resultado el nUmero de aterrizajes obtenido en esos 30 minutos y se
continuaba con la siguiente muestra. Para evitar acumulacion de dosis en el
brazo, el voluntario tras cada prueba se lavaba nuevamente y se aplicaba la
siguiente dosificacion. Finalmente, se aplicaba 1 ml de etanol en la mano
contraria y la ingresaba por 30 minutos. La tasa de aterrizajes igualmente debia
ser igual o mayor a 10 para poder tomar como valido el ensayo. De lo contrario



era descartado. En la figura 20 se muestran imdgenes representativas de las
etapas de las pruebas.

; 2
Figura 19. Jaulas con mosquitos y voluntario preparadas para el ensayo de dosis efectiva de Bocconia
Frutescens. Fotos tomadas desde laboratorios del PECET, UdeA. Octubre 2018

5.5 ESTIMACION DEL TIEMPO COMPLETO DE PROTECCION (TCP)

El fiempo de proteccion completo o TPC de un repelente fue determinado
usando formulaciones de aceites esenciales en concentraciones mayores a las
referenciadas para su EDgs9 en medios alcohdlicos y oleosos, comparados con
DEET al 20%. Los tratamientos fueron aplicados a un drea de aproximadamente
600 cm? de la piel del antebrazo entre la muneca y el codo.

Se requirid de 7 Jaulas Gerber, cada una con 200 mosquitos hembras, sin
alimentar con sangre. Una jaula fue disenada para el control positivo (20% DEET
en etanol), y los otros 6 restantes para las formulaciones de repelente a probar.
Esto se hizo para que las hembras no se confundan al interactuar con diferentes
formulaciones.

Inicialmente, las lecturas de aterrizaje de los mosquitos fueron comprobadas
insertando un brazo sin tratar a la jaula por 30 segundos o hasta contar 10
mosquitos aterrizando. El procedimiento fue repetido con la otra mano en la
segunda jaula destinada para el positivo. Si este nivel de aterrizajes no se
conseguia, el experimento debia ser descartado. 1 ml del repelente candidato
ya preparado en solucidon de alcohol se aplicd en un brazo y un 1Tml de DEET fue
aplicado enla otra mano. Después de 30 minutos, el brazo fratado con repelente
fue ingresado en su respectiva jaula y expuesto por 3 minutos para determinar
los aterrizajes. El brazo donde el DEET fue aplicado se expone en su respectiva
jaula para determinar igualmente los aterrizajes. Este procedimiento debia ser
repetido en intervalos de 30 minutos durante el experimento. La ocurrencia de
un aterrizaje en una prueba de 3 minutos concluia el ensayo para este repelente.
La primera formulacion ensayada, fue la definida desde la bibliografia utilizando
concentraciones de cada aceite esencial iguales o superiores a la reportadas
como concentracion de dosis efectiva y manteniendo concentraciones iguales
o inferiores a las seguras para uso humano para descartar efectos secundarios



toxicos o alergénicos. En la tabla 2 se resume la formulacion 1 de repelente con
aceites esenciales.

Tabla 2 Formulacidn 1 de Aceites esenciales

Aceite esencial Concentracion (%)
Citronela 45
Eucalipto 9
Tomillo 0
Romero 18
Estragon 6
Orégano 0
Limoncillo 0
Clavo 17
Canela 4
Geranio 1

Tras aplicar las dos formulaciones de repelentes en los voluntarios y esperar 30
min, se realizd el ingreso de cada brazo a su jaula correspondiente con 200
hembras Aedes Aegypti sin alimentar. Inmediatamente, se observd que los
mosquitos aterrizaron en el brazo tratado con ambas formulaciones, con una
tasa superior de 10 mosquitos en 10 segundos. Por ende, los antebrazos de los
voluntarios fueron retirados de las jaulas y el experimento fue dado por terminado
al no observar evidencia de actividad repelente en las formulaciones de aceites
esenciales probadas tanto en medio hidroalcohdlico como oleoso.

El antebrazo sometido a control con DEET al 20% no tuvo ningUn aterrizaje,
mostrando actividad repelente del 100% en un tiempo de exposicion de 3
minutos como el protocolo de la OMS lo sugiere. Dichas pruebas fueron
realizadas a 4 voluntarios.

Se vio la necesidad de realizar nuevas formulaciones de repelentes, utilizando
nuevos aceites esenciales con actividad repelente reportada y diferentes
concentraciones, segun se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Formulaciones para ensayos oct 3 2018. MA: Mezcla A, MB: Mezcla B, MC: Mezcla C

MA MB MC

Citronela 30 40 60
Eucalipto 20 40 10
Tomillo 10 10 25
Romero 10 5

O O

Limoncillo 30 5



Las formulaciones representadas en la tabla 3 fueron diluidas al 20% nuevamente
en medios hidroalcohdlicos y oleoso (aceite de ricino). Se realizaron nuevamente
controles tanto con etanol como con aceite ricino en jaulas con 200 hembras
hambrientas, observando aterrizajes inmediatos de mdas de 10 mosquitos en 30
segundos. Tras probar el control, se procedid a aplicar 1 ml de cada muestra en
el brazo izquierdo y 1 ml de DEET en el brazo derecho de los voluntarios y se
esperaron 30 minutos antes de ingresar los antebrazos tratados en las jaulas. La
figura 21 muestra las jaulas utilizadas para los ensayos.

&
Figura 20. Organizacion Jaulas con 200 hembras para ensayos de tiempo completo de proteccion. Control en la izquierda.

Figura 21. Organizacion de Jaulas con 200 hembras para ensayos de TCP.
6 Resultados y andilisis

6.1 Resultados de las extracciones de aceites esenciales

Como resultado, se obtuvieron aceites esenciales de olor caracteristico a cada
una de las aromdaticas destiladas. Insolubles en agua y color amarillo particular.

De las semillas de trompeto destiladas por duplicado, no se evidencidé aceite
esencial visible. Por lo cual se decidié tomar y trabajar con el hidrolato de
trompeto, pues esta agua contiene muchas de las propiedades terapéuticas de
la misma planta destilada. Ademads, en muchas ocasiones, el hidrosol, hidrolato



O agua micelar puede ser preferible que el mismo aceite esencial para
fratamientos en pieles sensibles o cuando requiere un tratamiento muy
diluido(Engineering, 2006). Dicho hidrolato de trompeto poseia un olor fuerte,
agradable y caracteristico de las semillas utilizadas.

Los rendimientos obtenidos expresados en mililitros de aceite esencial por gramos
de material vegetal ingresado inicialmente se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Rendimientos de extracciones de aceites esenciales

Aceite esencial exiraido Rendimiento (ml/g)

A.E Eucalipto 8.33E-03
A.E Clavo 3.33E-02
A.E Citronela 7.08E-03
A.E Limoncillo 6.67E-03
A.E Tomillo 3.58E-03
A.E Orégano 5.00E-04
A.E Romero 2.14E-03
A.E Estragodn 2.14E-03
A.E Canela 7.00E-03
A.E Geranio 2.86E-04
Hidrolato Trompeto 8.33E-01

El aceite esencial de clavo fue el que presentd mayor rendimiento, seguido del
eucdlipto y cifronela. Los materiales aromdaticos que menores rendimientos
presentaron son orégano, seguido del geranio.

6.2 Resultados actividad repelente de aceites esenciales e hidrolato
de frompeto
6.2.1 Resultados de los ensayos de estimacion de dosis efectiva

Los resultados obtenidos para la determinacion de dosis efectivas de diferentes
preparaciones de trompeto para tres voluntarios se muestran en las tablas 5 a 7.



Tabla 5. Resultados Dosis efectiva de Bocconia Frutescens - Voluntario 1.

Secuencia de Concentracion de Numero de
aplicacién la Solucion de aterrizajes
repelente aplicado
en 1 ml (%)
Mano Izquierda Pretratado sélo 13
control con etanol
Mano izg. Dosis 1 20 4
Mano izg. Dosis 2 40 3
Mano izg. Dosis 3 60 3
Mano izg. Dosis 4 80 1
Mano izg. Dosis 5 100 2
Mano derecha 3
Control

Tabla 6. Resultados Dosis efectiva de Bocconia Frutescens - Voluntario 2.

Secuencia de Concentracion de Numero de
aplicacién la Solucién de aterrizajes
repelente aplicado
en 1 ml (%)
Mano Izquierda Pretratado sélo 13
control con etanol
Mano izg. Dosis 1 20 12
Mano izg. Dosis 2 40 9
Mano izg. Dosis 3 60 7
Mano izg. Dosis 4 80 12
Mano izg. Dosis 5 100 12
Mano derecha 15
Control

Tabla 7. Resultados Dosis efectiva de Bocconia Frutescens - Voluntario 3.

Secuencia de Concentraciéon de Numero de
aplicacién la Solucidn de aterrizajes
repelente aplicado
en 1 ml (%)
Mano Izquierda Pretratado sélo 13
confrol con etanol
Mano izg. Dosis 1 20 10
Mano izg. Dosis 2 40 6
Mano izg. Dosis 3 60 5
Mano izg. Dosis 4 80 7
Mano izg. Dosis 5 100 12
Mano derecha Pretratado sélo 13
Control con etanol

Los resultados obtenidos para el voluntario 1, mostrados en la tabla 5 fueron
descartados debido a que al final de la prueba, al ingresar el antebrazo de



control, se observd que no hubo la taza de aterrizajes apropiada para validar la
prueba, ya que fue menor a 10.

Los resultados obtenidos en las tablas é y 7 muestran que la Bocconia Frutescens
en concentraciones de 20% al 100% no posee una fuerte actividad repelente
sobre Aedes Aegypti ya que hubo aterrizajes superiores a 10 hembras en periodos
de 30 segundos. Sin embargo, se realizd el cdlculo de porcentaje de proteccion
utilizando la ecuacion 1.
c-T

Donde PP corresponde al porcentaje de proteccion, C es el promedio del
numero de aterrizajes en los brazos sin protecciéon y T corresponde al nUmero de
aterrizajes obtenidos en el brazo con los diferentes tfratamientos.

Al ser descartados los resultados obtenidos con el voluntario 1 debido a que los
mosquitos en dicha jaula no estaban teniendo una respuesta adecuada, se
utilizaron los resultados obtenidos con los otros dos voluntarios. Se realizaron
cdlculos del porcentaje de protecciéon para ellos, seguidos fueron promediados,
obteniendo los resultados que se muestran en la tabla 8 y se grafican en la figura
22.

Tabla 8. porcentaje de proteccion de Trompeto (Bocconia Frutescens)

Concentraciéon de hidrolato de Porcentaje de proteccion

Trompeto

0.20 18.68%
0.40 54.70%
0.60 55.77%
0.80 30.22%

i 10.99%
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Figura 22. Porcentaje de proteccion vs. Concentracion de trompeto. Fuente: Autor

6.2.2 Resultados de los ensayos de Tiempo Completo de Proteccion

En la tabla 9 se ensenan los resultados obtenidos para las diferentes
formulaciones presentadas en la tabla 3 tanto en medio oleoso como medio
hidroalcohdlico.

Tabla 9. Resultados para muestras en medio Hidroalcohdlico y oleoso.

Formulaciéon Numero aterrizajes Tiempo de primer

30 minutos aterrizaje [seg]
MA HA 14 30
MA Oleoso 12 30
MB HA 14 20
MB Oleoso 10 58
MC HA 12 38
MC Oleoso 13 40
DEET 0 >180

Como se muestra en la tabla 9 en todos los voluntarios con los fratamientos de
repelentes formulados con aceites esenciales se observaron evidentemente
aterrizajes en tiempos inferiores a 2 minutos. Dando por terminado el experimento
tal como lo sugiere el protocolo. Sin embargo, el repelente en medio oleoso
observd mejor actividad repelente que la formulacion en medio hidroalcohdlico,



ya que los mosquitos tardaron entre 30 a 58 segundos en acercarse al brazo
mientras que, en la mezcla en medio hidroalcohdlico, los aterrizajes fueron en
tiempos mds cortos. Para los antebrazos tfratados con DEET se observéd en cada
uno de los voluntarios proteccion absoluta en 2 minutos, pues no se evidencio
ningun aterrizaje.

Al analizar los resultados obtenidos con las muestras anteriores, se decidio utilizar
Unicamente formulaciones en medios oleosos ya que se observaron mejores
tiempos de profteccion. Ademas, se realizaron nuevas formulaciones agregando
otros aceites esenciales con actividad repelente reportada para potencializar
nuestro repelente. Ademds, se decidid utilizar concentraciones superiores. Las
nuevas formulaciones se presentan en la tabla 10.



Tabla 10. Formulaciones aceites esenciales. 4 de octubre del 2018

M1 M2 M3 M4 M5

(% VIVl [Z%ov/vl [%v/v] [%v/v]l  [%v/V]
Citronela 45 40 45 35 35
Eucalipto 10 10 10 5 15
Tomillo 20 15 10 20 10
Romero 0 0 0 0 5
Estragon 0 10 20 15 15
Oregano 15 15 5 20 10
Limoncillo 10 10 5 5 5

Para las formulaciones de la tabla 7, se realizaron ensayos de dosis efectiva para
concentraciones de 25% y 50% en medio oleoso. Luego se elige la que tenga
mejores resultados para los ensayos de tiempo completo de proteccion. En las
tablas 11 a 15 se muestran los resultados de las pruebas de dosis efectiva .

Tabla 11. Resultados dosis efectiva Formulacion M1

Secuencia de Concentracion de la NUmero de aterrizajes
aplicacion solucién de repelente en
1 ml (% v/v)
Mano izquierda control Pretratado sélo con 10
aceite vegetal
Dosis 1 25 10
Dosis 2 50 2
Mano Derecha control Pretratado sélo con 10

aceite vegetal

Tabla 12. Resultados dosis efectiva Formulacion M2

Secuencia de Concentracion de la NuUmero de aterrizajes
aplicacion solucion de repelente en
1 ml (% v/v)
Mano izquierda control Pretratado sdlo con 10
aceite vegetal
Dosis 1 25 4
Dosis 2 50 2
Mano Derecha control Prefratado sélo con 10

aceite vegetal



Tabla 13. Resultados dosis efectiva Formulacion M3

Secuencia de Concentracion de la NuUmero de aterrizajes
aplicacion solucion de repelente en 1 ml [%o
v/v]
Mano izquierda control Pretratado sdlo con 10
aceite vegetal
Dosis 1 25 2
Dosis 2 50 ]
Mano Derecha control Pretratado sélo con 10

aceite vegetal

Tabla 14. Resultados dosis efectiva Formulacion M4

Secuencia de Concentracion de la NuUmero de aterrizajes
aplicacion solucion de repelente en
1 ml [% v/v]
Mano izquierda control Pretratado sdlo con 10
aceite vegetal
Dosis 1 25 0
Dosis 2 50 0
Mano Derecha control Pretratado sélo con 10

aceite vegetal

Tabla 15. Resultados dosis efectiva Formulacion M5

Secuencia de Concentracion de la Numero de aterrizajes
aplicacién solucion de repelente en
1 ml[% v/v]
Mano izquierda control Pretratado sdlo con 10
aceite vegetal
Dosis 1 25 ]
Dosis 2 50 g
Mano Derecha control Prefratado sélo con 10

aceite vegetal

La formulacion M4 tuvo repelencia del 100% en concentraciones del 25% y 50%.
Se eligid la concentracion del 50% para realizar las pruebas de tiempo completo
de proteccion en todos los voluntarios. Se aplicd el repelente M4 en todos los
voluntarios en el antebrazo izquierdo y DEET en el brazo derecho y se esperaron
30 minutos para ingresar los brazos en las jaulas, obteniendo los resultados

mostrados en la tabla 16.



Tabla 16. Resultados TCP para M4 después de 30 min de aplicacion

Voluntario NUmero de NUmero de Tiempo
aterrizajes en 3 aterrizajes en 3 primer
minutos. DEET minutos. M4 aterrizaje
[sed]
] 0 10 49
2 0 7 90
3 1 7 60
4 1 8 120
5 0 11 40

Los resultados obtenidos para los ensayos de tiempo completo de proteccion
tras 30 minutos de aplicacion fueron inferiores a los de DEET . Sin embargo, mejord
notablemente el tiempo de proteccidn durante la exposicidn del antebrazo
tratado en las jaulas, pues el primer aterrizaje ocurrid en promedio a los 71.8
segundos; permitiendo observar que aungue la formulacion con aceites
esenciales mejoro, sique siendo inferior al DEET.

7 Conclusiones

- Se logré determinar la actividad repelente de diferentes formulaciones
basadas en aceites esenciales orgdnicos e hidrolatos de plantas
aromdaticas contra mosquitos Aedes Egypti. En todos los casos el
componente comercial DEET mostré mayor actividad. Las formulaciones
con aceites esenciales presentaron una buena capacidad repelente
inicial, pero esta se perdié rapidamente. Esto sugiere que es necesario
mejorar la formulacién en lo relacionado con la persistencia en la piel de
los componentes activos de los aceites que parecen volatilizarse de
manera rapida.

- Se logré obtener aceites esenciales de eucalipto, clavo, citronela,
limoncillo, tomillo, orégano, romero estragdn y geranio mediante
destilaciéon por arrastre de vapor. Para el trompeto no se obtuvo aceite
esencial, sélo hidrolato que fue incorporado en algunas formulaciones.

- Los protocolos sugeridos por la Organizacion Mundial de la Salud para la
evaluacion de la dosis efectiva de repelente y tiempo completo de
proteccion se lograron implementar de manera exitosa. Ellos permitieron
obtener, de manera comparativa con DEET, las capacidades de



repelencia de mosquitos Aedes Aegypti de las formulaciones basadas en
aceites esenciales e hidrolatos.

Las formulaciones propuestas basadas en aceites esenciales orgdnicos y
extracto de trompeto no mostraron actividad repelente comparable a la
sustancia DEET, pues esta Ultima mostrd efectividad de 100% mientras que
para la muestra M4, la de mejor desempeno, los aterrizajes comenzaron
en promedio a los 75 segundos aproximadamente.

Las formulaciones oleosas, con aceite vegetal como vehiculo, mostraron
mejor desempeno que las muestras sin vehiculo. Lo que se presume puede
estas asociado con el hecho de que los componentes voldatiles de los
aceites esenciales se retuvieron mayor tfiempo en la piel. Por lo tanto, es
importante realizar futuras investigaciones donde se evalué el efecto
repelente de diversos aceites vegetales en mezcla con aceites esenciales.

El hidrolato de trompeto mostré un efecto calmante sobre la piel de los
voluntarios cuando se aplicd después de haber sido picados, lo que
sugiere un posible uso alternativo de dicho hidrolato.
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9 Anexos
9.1 Anexo 1: Consentimiento informado

CONSETIMIENTO INFORMADO PARA ENSAYOS DE EVALUACION DE ACTIVIDAD
REPELENTE DE FORMULACIONES A BASE DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTO DE
BOCCONIA FRUTESCENS

Nombre del investigador principal: Leidy Yojana Escobar Ciro

Nombre de la organizacion: SIDCOP - Universidad de Antioquia

Nombre del patrocinador: aceites esenciales Maria La Judia

Nombre de la Propuesta: Evaluacion de la actividad repelente de formulaciones
a base de aceites esenciales y extracto de Bocconia Frutescens

Carta informativa
1.Infroduccidn

“Evaluacioén de la actividad repelente de formulaciones de aceites esenciales y
extracto de Bocconia Frutescens” es un proyecto de investigacion para optar
por el titulo de Bioingeniera de la facultad de Ingenieria de la Universidad de
Antioquia. EL proyecto se encuentra a cargo de la estudiante de pregrado en
Bioingenieria Leydi Escobar Ciro y es asesorado por los profesores Mauricio
Esteban Sdnchez y César Augusto Vasquez, ambos Ingenieros Quimicos de la
universidad de Antioquia. EL objetivo de este trabajo estd orientado en la
evaluacion de la actividad repelente de mosquitos de la variedad Aedes
aegypti para lo cual se elaborardn diferentes formulaciones de mezclas de
aceites esenciales junto con el extracto de la especie Bocconia Frutescens. Para
tal fin contamos con el patrocinio de la empresa de aceites esenciales Maria la
judia, el apoyo del grupo de investigacion PCET de la Universidad de Antioquia
y con el apoyo de 8 voluntarios que serdn los encargados de poner a prueba las
formulaciones propuestas en el presente trabajo de investigacion.

2.Propésito de la investigacion

El objetivo de esta investigacion es hacer pruebas experimentales de la
efectividad de las formulaciones de repelentes naturales a base de aceites
esenciales en soluciones hidroalcohdlicas y oleosas, y determinar la actividad
repelente de planta Bocconia Frutescens en mosquitos Aedes Aegypti, criados y
mantenidos en los laboratorios del grupo PECET de la Universidad de Antioquia.

3.Seleccion de participantes



La selecciéon de participante serd aleatoria, se seleccionardn 8 personas todas
mayores de edad que bagjo su consentimiento deseen participar
voluntariomente en las pruebas de actividad repelente. La seleccion del
personal se realizard teniendo en cuenta que se requiere una poblacidn en
proporciones iguales entre hombres (4) y mujeres (4), todos de piel mestiza. Los
voluntarios del ensayo deben evitar el uso de fragancias y productos repelentes
durante 12 horas antes. Ademds, los voluntarios deben ser personas
preferiblemente no fumadoras o; por lo menos, que se hayan abstenido de
haber fumado minimo 12 horas antes de la prueba

4. La participacion voluntaria

La participacion de las personas es netamente voluntaria y ellos estdn en la
libertad de abandonar o no la prueba antes de ser iniciada.

5.Informacion sobre el repelente a base de aceites esenciales

Las mezclas a las que se desean evaluar su actividad repelente se componen
principalmente de aceites esenciales de citronela, eucalipto, romero, estragon,
clavo, extracto de Bosconia. Dicha actividad repelente se debe a la presencia
de ciertos componentes que repelen a mosquitos como Terpenos. Las
propiedades repelentes de aceites esenciales varian regularmente entre
plantas, al parecer, la bioactividad estd asociada con la presencia conjunta de
mono terpenos y sesquiterpenos en la composicion de los aceites (Sukumar et al.
1991, Jaenson et al. 2006, Kiran & Devi 2007).

6.Proteccion contra vectores enfermedades transmitidas

Para evitar la fransmision de enfermedades, los mosquitos de la cepa Rockefeller
han sido previamente criados en un laboratorio XXXXXXX NOMBRE DEL GRUPO
PECET, de la Universidad de Antioquia, sin haberlos dejado probar sangre, se
separan las hembras y estas se alimentan Unicamente con agua azucarada, se
organizan 50 hembras por jaula para los ensayos de dosis efectiva, y 200 hembras
por jaula para los ensayos de tiempo de proteccion completo TPC



7 .Efectos secundarios

Pueden ser picados por mosquitos Aedes aegypti de una cepa apatdbgena
(Cepa Rockefeller: es una cepa libre aprobada por el Instituto Nacional de
Salud), por mdaximo se dejardn que 10 mosquitos aterricen sobre el antebrazo
antes de que se suspenda la prueba en caso de baja repelencia del producto;
estas picaduras pueden provocar hinchazén en caso de que el voluntario sea
alérgico.

8.Riesgos

Teniendo en cuenta la resolucion 8430 de 1993 Por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud
articulo 11 esta evaluacion se clasifica como Investigacidon con riesgo minimo.

9.Confidencialidad

El equipo de investigacion mantendrd la confidencialidad de los datos
personales.



10.Derecho a denegar o retirar

Se confirma nuevamente la participacion es voluntaria e incluye el derecho a
retfirarse en el momento que el voluntario desee.

11.Contactos

Leidy Y. Escobar Ciro
Cesar Augusto Vazquez
Mauricio Sdnchez

Farlan Taborda


mailto:yojana.escobar@udea.edu.co
mailto:augusto.vasquez@udea.edu.co
mailto:mauricio.sanchez@udea.edu.co
mailto:farlan.taborda@udea.edu.co

9.2 Anexo 2: Certificado de consentimiento
CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO

Los mosquitos en general son los vectores con mds importancia en la causa de
enfermedades humanas que afectan en gran magnitud a la salud publica.
Debido a esta problemdtica se hace esencial la busqueda de alternativas para
combatir al mosquito Aedes Aegypti (Organizacion Mundial de la Salud, 2014).
Aedes aegypti se caracteriza por ser un mosquito hematdfago, que ejerce
picaduras principalmente al amanecer y al atardecer, siendo este vector del
dengue, fiebre amarilla y Chikunguna. Es importante resaltar que las hembras de
mosquito Aedes Aegypti han sido cultivadas cuidadosamente en las
instalaciones del PECET (Programa de Estudio y Confrol de Enfermedades
Tropicales) de la Universidad de Antioquia y por lo tanto se garantiza que no
tienen contaminacion o pueden llegar a ser fransmisores de alguna enfermedad
tropical producto de su eventual picadura.

El objetivo de esta investigacion es hacer pruebas experimentales de la
efectividad de los repelentes naturales a base de mezclas de aceites esenciales
y extracto de Bocconia Frutescens los bioensayos en los que participaran 1os
voluntarios consisten en aplicar cierta cantidad de repelente en el antebrazo de
cada uno, e intfroducir el brazo en la caja entomoldgica donde estardn 50
hembras para ensayos de dosis efectiva y 200 hembras para ensayos de Tiempo
de proteccion completo, preparadas para los bioensayos sin haberlas dejado
picar sangre, se han alimentado de agua azucarada como Unica fuente de
alimento ,cada voluntario contara con una caja con hembras sin picar. Teniendo
en cuenta la resolucion 8430 de 1993 Por la cual se establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud articulo 11
esta evaluacion se clasifica como Investigacion con riesgo minimo.

He leido la informacion anterior, o me fue leida. He tenido la oportunidad de
hacer preguntas sobre el mismo, y cualquier pregunta que he pedido han sido
contestadas a mi satisfaccion. Doy mi consentimiento voluntariamente a
participar en esta investigacion y entiendo que tengo el derecho a retirarme
de la investigaciéon en cualquier momento sin en alguna manera afecta mi
atenciéon médica.

Nombre del voluntario:

Firma del Voluntario: Fecha: Dia/Mes/ANno




Hemos leido o presenciado la lectura precisa del formulario de consentimiento
al participante potencial, y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer
preguntas. Confirmamos que el individuo ha dado su consentimiento libremente.

Leidy Yojana Escobar Ciro Fecha



9.3 Anexo 3: Protocolo para determinar la actividad repelente de las
formulaciones a ensayar basado en el manual de la Organizacion
Mundial de la Salud del afio 2009

PROTOCOLO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD REPELENTE DE DIFERENTES
FORMULACIONES DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTO DE BOCCONIA

Nombre de Voluntario:

El objetivo de las pruebas de laboratorio es estimar la dosis efectiva de un
repelente y el tiempo de proteccidon completa que provee un repelente después
de aplicarlo en la piel

Los objetivos especificos de estas pruebas son:

-Estimar la respuesta a la dosis y la dosis efectiva de un repelente
correspondientes 50% y al 99.9% de proteccidbn a mosquitos aterrizando o
rodeando.

-Estimar el tiempo de proteccion completo (TPC) de un repelente, el cual
es el tiempo entre la aplicacion del repelente y el aterrizaje del primer mosquito.

El DEET es un ingrediente activo en la mayoria de los repelentes comerciales
disponibles, el cual es recomendado para ser el control positivo (usualmente un
20% de DEET diluido en Etanol) para comparar la efectividad del repelente
alternativo a probar.

El uso de animales de laboratorio o membranas artificiales podria ser
inadecuado para simular la situacion de un repelente disenado para ser usado
en piel humana. Las pruebas se realizan en voluntarios humanos adultos, con
baja o nula sensibilidad a las picaduras de mosquitos. Se prefiere que haya igual
numero de mujeres y hombres voluntarios.

Preparacion de la piel

Para la preparacion de las pruebas de laboratorio, el drea de la piel del
voluntario a tratar debe ser lavada con jabdn neutro y enjuagada con agua,
luego se debe enjuagar nuevamente con una solucidon de etanol al 70% o
Alcohol Isopropilico en agua y secar con una toalla. Dada la posibilidad de
factores que podrian alterar la atraccidn de una persona a los mosquitos, lo cual
podria afectar los resultados de los ensayos de repelencia, los voluntarios



deberian evitar el uso de fragancias y repelentes por al menos 12 horas antes y
durante las pruebas. Preferiblemente los voluntarios no deberian fumar, o al
menos No hacerlo 12 horas antes y durante los ensayos.

Preparacion de los mosquitos a usar

Es esencial estandarizar la crianza de los mosquitos en un laboratorio para
garantizar la confianza y reproduccion fiel de los datos obtenidos.

-Los mosquitos deben ser criados, mantenidos y probados en un
cuarto a una temperatura de 27 + 2 C, humedad relativa de mayor a 80 +
10% y fotoperiodo 12:12 (dia-noche).

-La poblacion de mosquitos adultos debe ser alimentada con una
soluciéon de azucar, pero no deben ser alimentadas con sangre.

-Las pruebas de repelencia se deben hacer con hembras
hambrientas por almenos12 horas antes de los ensayos.

-Los mosquitos deben estar en jaulas Gerber de 30x30x30 cm con
fondo y techo sdlidos, las otras paredes deben ser en acrilico transparente
para poderlos observar en los lados derecho e izquierdo, y paredes de tela
en el frente donde se vaya a realizar en ingreso. Las hembras adultas
deben ser de 4 a 7 dias de edad.

1. ESTIMACION DE LA DOSIS EFECTIVA (MATERIAL TECNICO)

Se redliza para diferentes concentraciones de exiracto de Bocconia
Frutescens

Diluciones seriales del repelente son hecha con etanol y son probadas para
identificar un rango de dosis efectiva. Dosificaciones que dan respuesta entre el
10% y el 90% son usadas para este andlisis, preferiblemente 2-3 dosis que den
menos del 50% de la actividad repelente y 2-3 dosis que den mds del 50% de la
actividad repelente.

Cada voluntario usa dosis incrementales en el antebrazo, al menos cinco
aplicaciones de dosis incrementales. Se requiere una jaula con 50 mosquitos. Una
sola prueba compromete el uso continuo de los mismos mosquitos por el mismo
voluntario y es completada el mismo dia. Para las réplicas se repite el mismo
proceso usando diferentes mosquitos después de varios dias. Se realizard una
réplica. En total se requieren 2 jaulas, cada una con 50 mosquitos.



1.

1 ml de etanol se aplica uniformemente usando una pipeta a
aproximadamente 600 cm2 de la piel del antebrazo entre la muneca 'y
el codo y deja secar (Aproximadamente un minuto).

Antes de infroducir el brazo en la jaula con 50 mosquitos hembras, las
manos deben estar protegidas con guantes de nitrilo para evitar
picaduras.

Ingresar el antebrazo con el diluyente y contar el nUmero de mosquitos
que aterrizan para probar la piel durante un periodo de 30 segundos.
Durante los ensayos, el voluntario debe evitar mover el brazo. Para
poder continuar con las pruebas, la tasa de picaduras debe ser mayor
o igual a 10 aterrizajes en el periodo de 30 segundos.

El antebrazo de control es cuidadosamente retirado y el mismo brazo
es tratado 1 ml de la dosis mds baja del repelente y se deja secar. El
brazo tratado es puesto en la jaula por ofro periodo de 30 segundos y
se procede a repetir el mismo procedimiento incrementando cada
dosis de repelente.

Se debe readlizar cada prueba sucesivamente una tras ofra, sin
demorarse y la dosis del repelente para cada prueba es calculada
como la suma de las dosis aplicadas para llegar a la dosis acumulada
para cada prueba.

Para concluir con el experimento de la respuesta de dosis, 1 ml de
etanol es aplicado en el otro brazo y se deja secar. Este antebrazo se
infroduce en la jaula por 30 segundos para verificar que el nUmero de
aterrizajes es aproximadamente mayor a 10 en este periodo, como se
observd al comienzo del experimento. Si la taza es menor a 10 en el
periodo de 30 segundos. Los resultados de este experimento deben ser
descartados.



Tabla 1. Aterrizajes por concentracion de solucion repelente

Secuencia de | Concentracion Numero de
aplicacion de la Solucién aterrizajes
de repelente
aplicado en 1
ml (%)

Mano Pretratado solo

lzquierda con etanol
control

Mano izqg. 20
Dosis 1

Mano izq. 40
Dosis 2

Mano izqg. 60
Dosis 3

Mano izqg. 80
Dosis 4

Mano izqg. 100
Dosis 5
Mano

derecha

Control

Si en algun momento, la tasa de aterrizajes es muy alta para garantizar el conteo
de mosquitos acercdandose a la piel, significa que dicha tasa deberia ser calcula
como una serie de 3 lecturas cada una de cinco segundos, y la suma
multiplicada por dos para estimar los aterrizajes que deberian ocurrir en 30
segundos. El voluntario enfrenado deberd apuntar el nUmero de aterrizajes.

La proteccion (p) es expresada como la proporcion del nUmero de mosquitos
aterrizando en el brazo tratado con repelente (T) en relacidon con el nUmero de
aterrizajes en el brazo de control (C) del mismo individuo.

p=1-(T/C)=(C-T)/C{i)

Donde C es el promedio de aterrizajes en los dos brazos sin repelente,
Unicamente con etanol aplicado (al comienzo y al final del experimento). Los
datos son analizados usando la regresion del plano de probit donde el EDsoy EDs9.9
y sus limites de confianza pueden ser estimados.



2. ESTIMACION DEL TIEMPO DE PROTECCION COMPLETO (MATERIAL TECNICO Y PRODUCTO
FORMULADO)

El tiempo de proteccion completo o TPC de unrepelente puede ser determinado
de dos maneras diferentes. Preferiblemente, La dosis efectiva ED?9.9 es estimada
usando los procedimientos descritos anteriormente. 1 ml del repelente es
enfonces probado a su EDyyy comparado con 1ml de DEET al 20% disuelto en
etanol. Alternativamente, 1ml del 20% de DEET en alcohol puede ser comparado
con la misma cantidad (peso/peso) del repelente candidato en el otro brazo. En
ambos casos, los tratamientos son aplicados a un drea de aproximadamente
600cm? de la piel del antebrazo entre la muneca y el codo.

Se requieren de 7 Jaulas Gerber, cada una con 200 mosquitos hembras, sin
alimentar con sangre. Una jaula es disenada para el control positivo (20% DEET
en etanol), y los otros 6 restantes para las formulaciones de repelente a probar:

Tabla 2. Repelentes por ensayar

Repelente DEET | 20% DEET en Etanol

(Positivo)

Repelente A Mezcla de aceites
esenciales + etanol

Repelente B Mezcla de aceites
esenciales +
Bocconia+ etanol

Repelente C Extracto de Bocconia
puro

Repelente D Aceite de Ricino

Repelente E Aceites esenciales +
ricino

Repelente F Aceites esenciales +
ricino + Bocconia

1. Inicialmente, las lecturas de aterrizaje de los mosquitos deben ser
comprobadas insertando un brazo sin tratar a la jaula por 30 segundos o
hasta que se cuenten 10 mosquitos aterrizando. El procedimiento es
repetido con la ofra mano en la segunda jaula. Destinada para el positivo.
Si este nivel de aterrizajes no se consigue, el experimento deberia ser
descartado.

3. 1 ml del repelente candidato ya preparado en solucién de alcohol es
aplicado en un brazo y un Tml de DEET es aplicado en la otra mano.

3. Después de 30 minutos, El brazo tratado con repelente es ingresado en su
respectiva jaula y expuesto por 3 minutos para determinar los aterrizajes.



4. El brazo donde el DEET es aplicado se expone en su respectiva jaula para

determinar igualmente los aterrizajes.

5. Este procedimiento es repetido en intervalos de 30 minutos durante el
experimento. La ocurrencia de un aterrizaje en una prueba de 3 minutos
concluye el ensayo para este repelente.

El tiempo de proteccion completo es calculado como el nUmero de minutos que
han pasado entre el momento en que el repelente fue aplicado y el aterrizaje
del primer mosquito. La mayoria de los estudios de repelentes de material
técnico son completados en 8 horas o menos. El nUmero de voluntarios incluidos
para esta prueba debe ser suficiente para permitir andlisis estadisticos. La media
de TPC e intervalo de confianza pueden ser estimados a través de la funcidon de
supervivencia de Kaplar-Meier.

Tabla 3. Numero de aterrizajes para cada repelente en el tiempo

Tiempo
(min)

30

60

90

120

150

180

210

240

270

300

330

360

380

DEET
(positivo)

Repelente
A

Repelente
B

Repelente
C

Repelente
D

Repelente
E

Repelente
F




TABLAS DE RESULTADOS POR VOLUNTARIOS

1. Ensayo de Dosis efectiva de Bocconia

Tabla 4. Aterrizajes por concentracion de solucion repelente

Secuencia de Concentraciéon de Numero de
aplicacién la Solucién de aterrizajes
repelente aplicado
en 1 ml (%)
Mano Izquierda Pretratado solo con
conftrol etanol
Mano izg. Dosis 1 20
Mano izg. Dosis 2 40
Mano izg. Dosis 3 60
Mano izg. Dosis 4 80
Mano izg. Dosis 5 100
Mano derecha Pretratado solo con
Control etanol
2. Tiempo completo de proteccion
REPELENTE REPELENTE
DEET REPELENTE | TIEMPO DEET REPELENTE | TIEMPO
() (MIN) () (MIN)
30 30
60 60
90 90
120 120
150 150
180 180
210 210
240 240
270 270
300 300
330 330
360 360
390 390
420 420
450 450
480 480









