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Resumen

Q.C.B. Héctor Isabel Salas Cedillo Fecha de presentacion: Noviembre / 2016
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: DESARROLLO DE UN POTENCIAL INSECTICIDA NANOPARTICULADO DE Schinus
molle PARA EL CONTROL DE Aedes aegypti

Numero de paginas: 101 Candidato para obtener el titulo de Maestro en Ciencias con orientacién en
Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica/Quimica de Producto Naturales

Propésito y Método de estudio: Histéricamente el mosquito Aedes aegypti es identificado como el principal vector de virus
como los virus del dengue, zika y chikungunya. Debido a caracteristicas naturales de esta especie, ha podido adaptarse a
multiples climas y se ha propagado por gran parte del planeta, trayendo consigo un gran problema de salud publica con la
propagacion y el aumento en el 'nimero de infecciones afio con afio. Los productos naturales, especificamente los aceites
esenciales (EO) se presentan como una alternativa para el desarrollo de nuevos biopesticida. El EO de Schinus molle, ha
mostrado tener muiltiples actividades como antioxidante, antimicrobiano, antifiingico, repelente e insecticida; sin embargo los
componentes activos son susceptibles a degradacién por diversos factores como el oxigeno y rayos UV, ademas de ser
compuestos volatiles. Sistemas acarreadores como las nanoparticulas poliméricas (NP), son una alternativa que permite la
encapsulacion de estos compuestos para favorecer su proteccion y estabilidad. Las NP son sistemas acarreadores de principios
activos que presentan tamaiios de particulas entre 1-600 nm aumentando el area superficial y la biodisponibilidad de los activos
encapsulados.

Este trabajo consté de cuatro etapas: 1) Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion para la encapsulacion del EO de
Schinus molle, 2) Validacién de un método de microextraccion en fase sdlida por headspace (HS-SPME) para la cuantificacion
de los componentes del EO de Schinus molle por cromatografia de gases (FID-GC), 3) Caracterizacién fisicoquimica del
sistema de NP y evaluacién del perfil de liberacion de los componentes del EO de Schinus molle, 4) Evaluacién de la actividad
larvicida de los componentes del EO de Schinus molle frente a larvas de Aedes aegypti. En la primera etapa, se optimiz la
técnica de nanoprecipitacion para obtener NP cargadas con EO de Schinus molle, se utiliz la técnica de dilisis para su
purificacién. Para la segunda etapa, se validé el método de HS-SPME para cuantificar los componentes del EO de Schinus
molle por FID-GC evaluando linealidad, limite de deteccion y de cuantificacion, precisién y exactitud. En la tercera etapa, se
caracterizo las NP obtenidas evaluando tamario de particula, indice de polidispersion (IPD), estabilidad, porcentaje de eficiencia
de encapsulacién, porcentaje de encapsulacién, ademas de un analisis por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y el perfil de
liberacion in vitro de los componentes del EO de Schinus molle a partir de las NP cargadas. Finalmente, se evalué la actividad
larvicida de las NP cargadas con el EO de Schinus molle frente a larvas de Aedes aegypti para obtener la LCsp mediante un
estudio de regresion probit de mortalidad/log de concentracién.

Conclusiones y Contribuciones: La técnica de nanoprecipitacion permitié obtener un sistema de NP cargadas con EO de
Schinus molle con un tamafio de 160 £ 11 nm, un IPD de 0.177 + 0.006 y estables. El método cromatogréfico de HS-SPME por
FID-GC validado permiti6 cuantificar de forma lineal, exacta y precisa los componentes del EO de Schinus molle
nanoencapsulados. Se demostré que el mirceno, a-felandreno y limoneno nanoencapsulados presentaron una liberacion
controlada durante 72 horas. Cabe mencionar que es la primera vez que se realiza un estudio in vitro de liberacién de EQ
Schinus molle nanoencapsulado. Finalmente, las NP cargadas con EO de Schinus molle fueron activas frente a las larvas de
Aedes aegypti con una LCso de 0.80 ppm con lo que se establece su potencial aplicacién como larvicida en el control del
mosquito vector de enfermedades como dengue, zika y chikungunya.
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Directora de Tesis



INDICE

Contenido Pagina

CAPITULO 1: INTRODUCCION

11 Aedesaegypli. ... ..ot s et as et s e s 1
1.1.1 Ciclo biolégico del Aedes aegypti. . . ... ..o 3
1.1.2 Aedes aegypti como vector de enfermedades. . ......... ... ... ... ... . ... 7
1.1.3 Métodos de control de Aedes aegypti. . . ... ..o 9

1.2 Productos naturales: Aceitesesenciales . .............cciiiiiiiiiiiinannns 15

1.38chinus molle. .. ... ... ittt ettt s a e a i sanannanas 18

1.4 Sistemas de nanoparticulas poliméricas . . ... ........cciiiri i iii i 21

1.5 dustificacion .. ... ... e 25

1.6 Objetivogeneral . ..........iiiiiniiiiii i i e ti e rarsararanannnnnenns 26

1.7 Objetivos especifiCos . . . ... v it e e 26

CAPITULO 2: MATERIAL Y METODOS

2.1 Materiales, equipos yreactivos . .. ....c.ovi ittt ittt a e 27
2 A Materiales . . ... e 27
2. 2 EQUIPOS . . .t it e e e e 27
2.1.3 ReaCtVOS . . ..o e 28

2.2 Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de NP
cargadas con aceite esencial de Schinus molle y purificacion de la

E=T 1] oY= 1= [ 1 TR 29
2.2.1 Optimizacién de la formulacion de nanoparticulas . ... ......... ... ... ... .. 29
2.2.2 Purificacion de la formulacién de nanoparticulas. . . ... ... ... o L. 29



2.2.3 Tamafio de particula e indice de polidispersion . ..........................

2.3 Validacion de un método de microextraccion en fase solida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para la cuantificacion del aceite esencial de Schinus
molle nanoencapsulado por FID-GC. . . ...ttt inaaenarnns

2.3.1 Validacidndel sistema . .. .. ... . e
>Linealidad . ... ... e
>LimitededetecCion . . .. ... ..
> Limite de cuantificacion . . ... ... ... e
SPrECISION . . .o

2.3.2Validacion del método . . . ... ...
SExacttud . ..
SPrECISION . . . o

2.4 Caracterizacion fisicoquimica del sistema de NP y evaluacion del perfil de
liberacion del aceite esencial de Schinusmolle . ..........................
241 Estabilidad. . . ... o e

2.4.2 AnAliSiS POr FT-IR. . . . o o e e
2.4.3 Contenido de aceite esencial de Schinus molleenlaNP. .. .................
2.4.4 Perfil de liberacion del aceite esencial de Schinusmolle . . . .................

2.5 Determinacion de la actividad larvicida del sistema nanoparticulado cargado
con aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti.........

CAPITULO 3: RESULTADOS
3.1 Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de NP

cargadas con aceite esencial de Schinus molle y purificacion de la suspension

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del sistema de NP y evaluacion del perfil de
liberacion del aceite esencial de Schinusmolle. . ..........................

3.3 Determinacion de la actividad larvicida del sistema nanoparticulado cargado

con aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypiti. . .......

II

30
31

31

32

33

33

35

36

36

38

38

38

39

40

40

42

46

52



3.4 Validacion de un método de microextraccion en fase sodlida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para la cuantificacion del aceite esencial de Schinus
molle nanoencapsulado por FID-GC. . . ...t inaanaenns 56

CAPITULO 4: DISCUSION
4.1 Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion: obtencién, purificacion y

caracterizacionde lasuspensiondeNP. .............. ... ... i i 58

4.2 Determinacion de la actividad larvicida del sistema nanoparticulado cargado
con aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti. . ....... 68

4.3 Validacion de un método de microextraccion en fase sélida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para la cuantificacion del aceite esencial de Schinus

molle nanoencapsulado por FID-GC. . . ........cuiiiiiinnnnrnnninnrnrnss 71
CAPITULO 5: CONCLUSIONES. . .........cvvunennnn. 74

CAPITULO 6: PERSPECTIVAS. . .....cviiiienennnnn. 76

BIBLIOGRAFIA. . ... ..ottt nnnnnns 77

ANEXOS. .. ..ot iiiiiii it i 86

I



Indice de figuras

Figura

Pagina

1.1 Curvas de las isotermas de Enero y Julio que indican los posibles limites

geograficos de los hemisferios norte y sur para la supervivencia de Aedes

AOGYPH. .« v e e e 2
1.2 Ciclo biolégico de la especie Aedes aegypti. . .. ... .. 4
1.3 Hembra adulta de la especie Aedes aegypti . . ..., 6
1.4 Estrategias de control de Aedes aegypti. . .. ... i 10
1.5 Tipos de nanoparticulas y su incorporacioén de principios activos . .. ........ 22
3.1 Efecto de la cantidad de polimero sobre el tamafo de particula en la

formulacion preparada por la técnica de nanoprecipitacion (Fase orgéanica:

15 mL de Acetona:lsopropanol, X mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de

agua destilada). (Media£D.E.,n=6). . .. ........ ... . 42
3.2 Efecto de la cantidad de polimero sobre el indice de polidispersién en la

formulacion preparada por la técnica de nanoprecipitacion (Fase organica:

15 mL de Acetona:lsopropanol, X mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de

agua destilada). (Media £D.E.,n=6). ......... ... .. ... 43
3.3 Efecto de la cantidad de Aceite esencial (EO) de Schinus molle sobre el

tamafio de particula en la formulacion preparada por la técnica de

nanoprecipitacion (Fase organica: 15 mL de Acetona:lsopropanol, X mg de

polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada). (Media + D.E., n=2). . . .. 43
3.4 Efecto de la cantidad de Aceite esencial (EO) de Schinus molle en el indice

de polidispersién en la formulacién preparada por la técnica de

nanoprecipitacion (Fase organica: 15 mL de Acetona:lsopropanol, X mg de

polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada). (Media + D.E., n=2). .. .. 44

v



3.5 Variacion del tamano de particula durante el estudio de la estabilidad de la
formulacion de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. (Media +

3.6 Variacién del indice de polidispersion durante el estudio de la estabilidad de

la formulacién de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. (Media

3.8 Senales obtenidas en el espectro infrarrojo obtenido para el pululano. . . .. ..

3.9 Senales obtenidas en el espectro de infrarrojo obtenido para el aceite
esencial de Schinus molle. . .. ... ... ... . . . . ..

3.10 Senales obtenidas en el espectro de infrarrojo de las NP sin el aceite
esencial de Schinus molle. . .. ........ .. .. . . . ...

3.11 Senales obtenidas en el espectro de infrarrojo de las NP cargadas con el

aceite esencial de Schinus molle. . . . .. ... .. ..

3.12 Perfil de liberacion de mirceno. Porcentaje de mirceno liberado de las NP
cargadas con el aceite esencial de Schinus molle en funcién del tiempo
(Media £ D.E., N=3). . ..ot

3.13 Perfil de liberacion de o-felandreno. Porcentaje de a-felandreno liberado de
las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle en funcion del
tiempo (Media£D.E.,n=3). . ... ...

3.14 Perfil de liberacién de limoneno. Porcentaje de limoneno liberado de las NP
cargadas con el aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo
(Media £ D.E.,, N=8). . . oot

3.15 Gréfica del modelo de regresion Probit obtenida en la evaluacién de la
actividad larvicida del aceite esencial de Schinus mollelibre. ... ..........

3.16 Gréfica del modelo de regresion Probit obtenida en la evaluacién de la
actividad larvicida de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus

46

47

48

49

49

50

50

51

51

52

53

55



Indice de tablas

Tabla

1.1 Compuestos identificados en la especie Schinusmolle . . ....................

1.2 Formulaciones de NP para aceitesesenciales. . ............... ... ... .......

3.1 Efecto de la cantidad de pululano en el grado de sedimentacion en la formulacion
preparada por la técnica de nanoprecipitacion (Fase organica: 15 mL de
Acetona:lsopropanol, 87.5 mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua

destilada, Xmgde Pululano). . .. ... ..

3.2 Valores optimizados de los componentes de la formulacion de NP para la
encapsulacion del aceite esencial de Schinus molle por la técnica de

NANoPrecipitacion. . . ... ... e

3.3 Valores obtenidos para el tamafio de particula e indice de polidispersion de la

formulacion de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. (Media £ D.E.,

3.4 Porcentajes de encapsulacion y eficiencia de encapsulaciéon obtenidos para los
compuestos analizados del aceite esencial de Schinus molle (Media + D.E., n=3).

3.5 Actividad larvicida definitiva del aceite esencial de Schinus molle libre frente a
larvas de Aedes aegypti después de 24 horas de la aplicacion de la emulsién.
(Media £ D. E.,, n=8). . . oo

3.6 Concentracion Letal 50 del aceite esencial de Schinus molle libre (Media + D.E.,

3.7 Actividad larvicida definitiva de las NP cargadas con aceite esencial de Schinus
molle frente a larvas de Aedes aegypti después de 24 horas de contacto con las
NP. (Media £ D.E., n=8). . ... ...

VI

Pagina

23

44

45

45

47

53

54

54



3.8 Concentracién Letal 50 de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus
molle (Media £ D.E., n=3). . . ... ..

3.9 Parametros de validacion del sistema para cuantificar los tres componentes
“huella” del aceite esencial de Schinus molle con HS-SPME por FID-GC. . . ... ..

3.10 Parametros de validacion del método para cuantificar los tres componentes
“huella” del aceite esencial de Schinus molle con HS-SPME por FID-GC. . . ... ..

vl

55

57



Indice de férmulas

Formula
2.1 Estadistico Syx . . . oo oo

2.2 Desviacion estandar de la ordenada al origen (Sa) - . -« o oo it

23 LimitededetecCion . . ... ... e
2.4 Limite de cuantificacion . . .. . ... ...
2 Media . . . e
2.6 Desviacion estandar . . . ...
2.7 Desviacion estandar relativa . .. ...
2.8 Porcentaje de reCuperacCion . . . ... ..ot i
2.9 Porcentaje de encapsulacion . . ... ...

2.10 Porcentaje de eficiencia de encapsulacion. .. ........... ... ..

VIII

33

34

34

35

36

39

39



%E
%EE
%R

CA
cu
D.Eé6s
DER
EO
EO,
EO,
FID
FT-IR
HS
IPD
LCSO
LD
LQ

NP
OMS
OPS

pH
Sa
SSA
Syix

=l

Yi
Yi

Abreviaturas

Porcentaje de encapsulacion

Porcentaje de eficiencia de encapsulacion
Porcentaje de recuperacion
Concentracion en la muestra adicionada
Concentracion adicionada

Concentracion en la muestra sin adicionar
Desviacion estandar

Desviacion estandar relativa

Aceite(s) esencial(es)

Gramos de aceite esencial no encapsulados
Gramos de aceite esencial totales
Deteccion de ionizacion en llama
Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
Headspace

indice de polidispersion

Concentracién letal 50

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

NUmero de mediciones

Nanoparticulas poliméricas

Organizacion Mundial de la Salud
Organizacion Panamericana de la Salud
Gramos de polimero

Potencial de hidrégeno

Desviacion estandar de la ordenada al origen
Secretaria de Salud

Valor estadistico de los errores aleatorios
Valor de cada medicién

Media

Valor de la respuesta obtenida

Valor de la respuesta calculada

IX



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Aedes aegypti

La especie Aedes aegypti es originaria del continente africano, es un artropodo
que pertenece a la familia Culicidae del orden Diptera, de esta especie se
conocen tres subespecies: aegypti, queenslandensis y formosus. La
subespecies aegypti y queenslandensis pueden ser encontradas en el
continente Americano, mientras que la subespecie formosus se encuentra
estrictamente en el continente Africano y es exclusivo de zonas selvéticas

(Thirion J., 2003).

Aedes aegypti es una especie de zonas tropicales y subtropicales ampliamente
distribuida en todo el mundo, principalmente entre las latitudes 35°N y 35°S, las
cuales corresponden a los limites geogréficos de una isoterma invernal de 10°C
(Figura 1.1). Durante las estaciones mas calidas, Aedes aegypti ha podido
sobrepasar estos limites hasta una latitud de 45°N, sin embargo su subsistencia

se ve limitada por las bajas temperaturas durante las épocas invernales. Esta



misma susceptibilidad a las bajas temperaturas, hace que el espacio de vuelo

de esta especie no sobrepase los 1000 metros de altura (WHO, 2009).

Figura 1.1Curvas de las isotermas de Enero y Julio que indican los posibles limites geograficos
de los hemisferios norte y sur para la supervivencia de Aedes aegypti

Este mosquito estd intimamente relacionado con el humano. La ecologia que
presenta este insecto es un claro ejemplo de adaptacidon de una especie
silvestre al ambito humano (Sanabria L. et al., 2009). Las hembras de Aedes
aegypti son hemato6fagas, por lo que la especie es predominantemente
doméstica, se alimentan de sangre humana o de animales domésticos y
proliferan en habitats artificiales en las viviendas y sus alrededores. Las sangre
es necesaria para las hembras para la maduracién de sus 6vulos, lo que da

inicio al ciclo biolégico de este mosquito (Thirion J., 2003).

Existen dos factores de gran importancia para la distribuciéon y establecimiento

de esta especie. El primero relacionado con lo inherente a la propia especie

2



como: a) su capacidad de interrumpir temporalmente su desarrollo en su fase
de huevo, b) plasticidad genética dada por su ciclo de vida rapido y la alta tasa
generacional, c) preferencia de las hembras por ovopositar en pequenos
cuerpos de agua en recipientes manufacturados por el hombre (lbanez S. y
Gobémez H., 1995) y d) la resistencia de los huevos de esta especie a la
desecacién, lo cual les permite sobrevivir en ambientes inhéspitos, asi como

facilitar su transporte por medio de humanos (Rey J. y Lounibos P., 2015).

El segundo factor, se relaciona con variables ambientales como: a) el
crecimiento poblacional, b) los movimientos migratorios, como los viajes
internacionales e intercontinentales, c) la urbanizacién descontrolada y d) la
pobreza reflejada en problemas de vivienda, educacién, abasto de agua vy

recoleccion de desechos (De la Mora-Covarrubias A. et al., 2010).

1.1.1 Ciclo Bioldgico del Aedes aegypti

El ciclo de vida completo de esta especie, de huevo a adulto, se completa en 10
dias en dptimas condiciones de temperatura y alimentacion (Figura 1.2). Son
insectos que presentan una metamorfosis completa (holometabolia), y su
desarrollo comprende cuatro fases: huevo, larva (cuatros estadios), pupa y

adulto (Nelson M.J., 1986).



HLEVO

Figura 1.2 Ciclo biolégico de la especie Aedes aegypti

Huevo: Miden aproximadamente 1 mm de longitud. El desarrollo embrionario se
lleva a cabo en alrededor de 48 h en condiciones oOptimas de humedad vy
temperatura, pudiendo prologarse hasta 5 dias si la temperatura es menor de
24°C, posterior a esto se da la eclosion. Una vez completado su desarrollo, el
embridn dentro del huevo es capaz de resistir largos periodos de desecacion
por meses 0 por mas de un afno, permaneciendo viable para la eclosién al

volver a tener contacto con el agua y la flora bacteriana (Nelson M.J., 1986).

Larva: Esta fase de desarrollo del mosquito es acuatica y representa la fase de
crecimiento y desarrollo. Las larvas se mantienen alimentdndose de la materia
organica disponible en el agua mediante sus cuerdas bucales en forma de
abanico. La duracion de esta etapa depende de factores como temperatura,
disponibilidad de alimento y densidad de larvas. En condiciones Optimas el

desarrollo desde la eclosidn de la larva hasta la pupacion puede llevarse a cabo
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en 5 dias, pero normalmente este ocurre en un periodo de 7-14 dias. Como se
mencion6 con anterioridad esta fase consta de cuatro estadios, los primeros
tres estadios se desarrollan rapidamente, mientras que el cuarto estadio toma
mas tiempo ya que hay un aumento considerable de tamarno y peso en la larva.
En condiciones limitantes para el desarrollo del cuarto estadio, este puede

prolongarse hasta por varias semanas (Nelson M.J., 1986).

Pupa: Esta fase es metabdlicamente inactiva. Su funcion es la metamorfosis de
la fase larvaria a la fase adulta. Las pupas de los mosquitos presentan
reacciones a estimulos como vibraciones y cambios en la intensidad de la luz,
desplazandose activamente por todo el criadero. Cuando estas estan inactivas
flotan en la superficie, lo que facilita la emergencia del adulto. Este estadio de
desarrollo tiene una duracién de aproximadamente dos a tres dias, emergiendo
aproximadamente el 88% de los adultos en un tiempo de 48 h (Nelson M.J.,

1986).

Adulto: Su funcion es la reproduccion y dispersion de la especie. Al emerger de
la pupa, el adulto se posa sobre la pared del criadero durante unos minutos
para permitir el endurecimiento del exoesqueleto y las alas. Antes de las
primeras 24 h ambos sexos estan listos para el apareamiento; el macho es
atraido por el sonido generado por las alas de la hembra durante el vuelo. El
apareamiento ocurre por lo general durante el vuelo, aunque puede ocurrir
sobre superficies; una sola inseminacién es suficiente para fecundar todos los

huevos que la hembra producira en toda su vida (Nelson M.J., 1986).



Las hembras se alimentan de sangre, la cual les proporciona proteinas para el
desarrollo de los huevos (Figura 1.3), mientras que los machos se alimentan de
carbohidratos de frutos o néctar de flores. Es comun que después de cada
alimentacién la hembra desarrolle un lote de huevos. La alimentacién y postura
ocurren principalmente durante el dia, registrando mayor actividad durante las
primeras horas del dia, a media mafnana, a media tarde o al anochecer; el
intervalo de tiempo que transcurre entre ambos procesos es de 48 h en
condiciones Optimas de temperatura. La mayoria de las posturas ocurren cerca
del crepusculo, las hembras prefieren recipientes oscuros y sombreados que
contienen agua limpia. Los huevos quedan adheridos a la pared del recipiente

en la zona humeda justo encima de la superficie del agua (Nelson M.J., 1986).

Figura 1.3 Hembra adulta de la especie Aedes aegypti



1.1.2 Aedes aegypti como vector de enfermedades

Una forma de entender la capacidad de esta especie como vector de
enfermedades, es la asociacibn de aspectos tanto entomoldégicos como
demograficos. Para conocer el potencial epidémico de este mosquito, la
biologia del propio vector es, principalmente la caracteristica que permite
estimar el riesgo entomolégico de transmisién. Ademas, las fases del ciclo de
vida del mosquito aportan informacién de la dindmica de transmisién
(Fernandez et al., 1995) y los factores genéticos permiten establecer la
susceptibilidad y habilidad de esta especie a infectarse y transmitirlo (Thirion,

2003).

Esta especie es conocida por ser implicada en la transmision del virus del
dengue y de la fiebre amarilla, ademas de otros agentes como el virus del
chinkungunya, del zika, del oeste del Nilo y varios tipos de encefalitis. Esta
especie es conocida como el mosquito de la fiebre amarilla, a pesar de no
haber transmitido esta enfermedad en mas de 50 afnos, gracias a las campanas

de vacunacién y de control de este vector (Rey J. y Lounibos P., 2015).

En la actualidad, la importancia de Aedes aegypti como vector de
enfermedades, radica en que es el principal vector en la transmisién del virus
del dengue (Powell J. R. y Tabachnick W. J. 2013). La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) declara que dos quintas partes de la poblacion mundial se
encuentraen riesgo de ser infectada por el virus del dengue a lo largo de 100

paises, los cuales han sido afectados por epidemias de fiebre del dengue y



fiebre hemorragica por dengue. Se estima que anualmente se presentan mas
de 50 millones de casos de infecciones por dengue, de los cuales 500 mil
requieren hospitalizacién y se presentan 20 mil defunciones, con tasas de

infeccién de hasta 64 por cada 1000 habitantes (WHO, 2012).

En México, la primera epidemia de dengue hemorragico ocurrié en 1995. A
partir de entonces, el numero de casos de dengue ha aumentado y la incidencia
pas6 de 5,220 casos en 2003 a 40,559 en 2007. Aunque en la actualidad en
México circulan los cuatros serotipos virales, el nimero de muertes por dengue
se ha mantenido por debajo del 1% del total de casos de dengue hemorragico.
La OMS coloca a México como el pais que ocupa el quinto lugar de incidencia

en América Latina (De la Mora-Covarrubias A. et al., 2010).

Recientemente, las infecciones por el virus del Chinkungunya han ido en
aumento, donde Aedes aegypti ha tenido un papel determinante ya que es el
vector de este virus. Paises como Brasil, Canada, Estados Unidos y Guyana
francesa han reportado un gran numero de casos importados desde la
reemergencia de este virus. A finales de 2013 se confirmaron los primeros
casos autoéctonos de infeccidn por este virus en islas del Caribe. La fiebre de
Chinkungunya se ha extendido progresivamente poniendo en riesgo de
epidemias a regiones en donde el mosquito Aedes aegypti esta ampliamente

diseminado (Vega-Rua A.et al., 2014).



1.1.3 Métodos de control de Aedes aegypti

El control de Aedes aegypti ha sido la principal estrategia para disminuir la
transmision del virus del dengue y el chinkungunya al humano. En la actualidad
aun no se cuenta con un medicamento especifico para el tratamiento de estas
infecciones (Sanabria L.et al., 2009; Brathwaite D.et al., 2012). Existen ejemplos
histéricos bien documentados de la reduccion o eliminacién significativa de la
fiebre amarilla y el dengue a través del control del vector. Recientemente, en
Singapur y Cuba se ha reducido considerablemente la transmision del dengue
mediante la promulgacién de leyes y a través de acciones sostenidas contra el

Aedes aegypti (Gubler D.J.,2011).

Actualmente, la mayoria de los programas buscan reducir las densidades de las
poblaciones de vectores tanto como sea posible, asi como mantener estos
niveles bajos. Al mismo tiempo se busca hacer esfuerzos para reducir la
longevidad de los mosquitos hembra adultos con el uso de métodos insecticidas

a fin de disminuir el riesgo de transmision de virus.

El control de Aedes aegypti se logra principalmente mediante la eliminacién de
posibles habitats artificiales que sean potenciales sitios de ovoposicion y que
permitan el desarrollo de las fases acuaticas. Los habitats son eliminados para
evitar el acceso de los mosquitos a estos contenedores, ya sea mediante el
vaciado o la limpieza de los mismos con una frecuencia considerable, por la
eliminacidn de las etapas de desarrollo del vector con insecticidas o agentes de

control biolégico o la eliminacién de los mosquitos adultos con insecticidas, o



por combinacién de los métodos mencionados (Figura 1.4) (Rodriguez-Cruz,

2002; WHO, 2009).

Figura 1.4 Métodos de control de Aedes aegypti

Para seleccionar el método o combinacion de métodos de control vectorial més
adecuados, se deben considerar la ecologia local y el comportamiento de las
especies objetivo, los recursos disponibles para la ejecucion, el contexto
cultural, la viabilidad de aplicar en tiempo y forma asi como la adecuacién de
cobertura territorial. Los métodos de control de vectores incluyen la eliminacion
o la gestién de los habitats larvarios, larvicidas con insecticidas, el uso de

agentes bioldgicos y la aplicacion de adulticidas (WHO, 2009).

Las acciones tienen que ver principalmente con dos areas especificas: agua y
residuos sélidos. Cuando el suministro de agua potable no existe, es irregular o

de baja calidad, es comun el almacenamiento de agua en tanques, barriles y
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otros recipientes, y estos pueden producir grandes cantidades de mosquitos.
Cuando la recoleccién de basura es irregular o de baja calidad, la acumulacién
de materiales inservibles en los patios como latas, botellas y llantas es mas
frecuente y con iguales consecuencias, mayor produccién de mosquitos

(Rodriguez-Cruz, 2002).

. Control quimico: Larvicidas

Aunque los productos quimicos son ampliamente utilizados, los larvicidas deben
ser considerados como complementarios a la gestion ambiental y salvo en
situaciones de emergencia debe limitarse a los contenedores que no pueden de
otra manera ser eliminados o0 manejados. El uso de larvicidas puede ser poco
practico para alcanzar ciertos habitats naturales(axilas de hojas y cavidades en
arboles) y algunos hdbitats interiores (contenedores de almacenamiento de
agua y maceteros para plantas), lo cual es una limitacion importante. Debido a
que Aedes aegypti a menudo deposita los huevos en recipientes de
almacenamiento de agua, los larvicidas deben tener baja toxicidad para otras
especies y no deben cambiar significativamente el sabor, olor o color del agua

(Rodriguez-Cruz, 2002; WHO, 2009).

Uno de los larvicidas de mayor aplicacién a nivel mundial es el temephos,
también conocido como abate, este producto es un organofosforado el cual es
aplicado en forma de granos de arena y es considerado uno de los mejores

quimicos para el control de larvas de Aedes aegypti (Alvarez et al., 2006). Este
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producto es aplicado en todos aquellos depoésitos de agua que no pueden ser
eliminados y/o destruidos dentro y alrededor de las casas en dosis de 1 ppm

(Rodriguez-Cruz, 2002; WHO, 2009).

Los ciclos de tratamiento dependeran de la especie de mosquito, la
estacionalidad de la transmision, los patrones de las precipitaciones, duracion
de la eficacia del larvicida y tipos de habitat de larvas. Son recomendadas dos 6
tres rondas de aplicacién por afno con el adecuado seguimiento de la eficacia de
los productos, sobre todo en las zonas donde la temporada de transmisién

principal es corta (WHO, 2009).

o Control quimico: Adulticidas

La aplicacién de este tipo de productos esta destinada a tener un impacto en las
densidades de mosquitos, la longevidad y otros parametros de transmision. Los
adulticidas se aplican ya sea como tratamientos superficiales residuales o como
tratamiento de espacios (WHO, 2009). De acuerdo al Plan Continental
establecido por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), los
insecticidas adulticidas deben emplearse fundamentalmente durante brotes
epidémicos de alguna de las enfermedades que transmite el vector, como
medida de emergencia, no deben aplicarse como medida de rutina (Rodriguez-

Cruz, 2002).

Cuando se necesita una rapida reduccién de la densidad del vector, tales como
en situaciones de emergencia, el periodo de tratamiento idealmente debe

12



llevarse a cabo cada 2-3 dias durante 10 dias. En casos en los que no es muy
urgente la reduccion de la densidad del vector se deben realizar aplicaciones
una 6 dos veces a la semana para mantener la represion de la poblacién adulta
del vector. La vigilancia entomoldgica y epidemiol6gica continua debe llevarse a
cabo para establecer el calendario de aplicacion adecuada y la eficacia de la

estrategia de control (WHO, 2009).

Asi, a pesar de que existen diferentes productos para el control del Aedes
aegypti, muchos de los cuales han demostrado ser eficaces en diferentes
situaciones, su inconveniente radicaen que deben aplicarse constantemente,
siendo su costo elevado. Asimismo, se han reportado casos de reacciones
alérgicas en individuos en contacto con los insecticidas, especialmente en nifios
y ancianos. Otros trabajos reportan que los insecticidas utilizados actualmente,
ademas de eliminar al Aedes aegypti, también lo hacen con su predador
natural, otro mosquito no hematofago del género Toxorhynchites, que en su
estado adulto se alimenta de las larvas del Aedes aegypti (Sanabria L.et al.,

2009).

Los insecticidas se han utilizado ampliamente para el control del vector del
dengue, como resultado, se han detectado poblaciones de mosquito resistentes
a los insecticidas en distintos paises (WHO, 2009; Maestre R.et al., 2009). Se
establecié resistencia a productos organofosforados, piretroides, carbamatos y
organoclorados. Con la finalidad de aportar bases para definir una estrategia de
manejo regional de insecticidas,Chino-Cantor et al. (2014) identificaron

poblaciones de Aedes aegypti susceptibles a los insecticidas malation, temefos,
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clorpirifosétilico, pirimifés-metil, permetrina, A-cialotrina, propoxur, y espinosina.
Ademas, establecieron que las tres poblaciones del vector provenientes de tres

regiones de Guerrero (México) resultaron resistentes al insecticida A-cialotrina.

. Control bioldgico

El control biolégico se basa en la introduccién de organismos que parasitan,
compiten con o, de cierta manera, reducen las poblaciones de las especies
objetivo. Contra el vector del dengue, sélo ciertas especies de peces larvivoros
y copépodos predadores (pequefios crustaceos de agua dulce) han demostrado
su eficacia en los habitats de contenedores especificos. Si bien con el control
biolégico se evita la contaminacion quimica del medio ambiente, existen
limitaciones operacionales como el gasto y la tarea de la crianza de los
organismos a gran escala, la dificultad en su aplicacion y la utilidad limitada en
sitios acuaticos debido a que condiciones de temperatura, pH y contaminacién

organica, pueden exceder los requisitos de supervivencia del organismo.

Cabe mencionar que, los métodos de control bioldgico son efectivos soélo contra
las etapas inmaduras del vector, principalmente contra las larvas. Se debe tener
en cuenta que los organismos de control biolégico no son resistentes a la
desecacién, por lo que su utilidad se limita principalmente a los habitats de
contenedores que rara vez se vacian o limpian (contenedores de hormigén o
recipientes de almacenamiento de agua de arcilla esmaltada o pozos) (WHO,

2009).
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1.2 Productos naturales: Aceites Esenciales

La necesidad de encontrar nuevas alternativas viables para el control de
vectores de enfermedades que afectan a la poblacion, y que ademas sean
opciones amigables con el ambiente, ha llevado a los investigadores a
enfocarse en obtener y desarrollar productos que provengan de la naturaleza.
Diferentes estudios se basan principalmente en el uso tradicional de plantas, a
partir de las cuales es posible obtener extractos o aceites esenciales, los cuales
han mostrado tener potencial antioxidante, anticancerigeno, anti-inflamatorio y

repelente, entre otras.

Los aceites esenciales son producto del metabolismo secundario de las plantas.
Estos son compuestos volatiles, naturales y complejos, caracterizados por un
fuerte olor, por lo general obtenidos por vapor o hidrodestilacion.
Quimicamente, son mezclas naturales muy complejas que puede contener

alrededor de 20 a 60 componentes en diferentes concentraciones.

Se caracterizan por contener dos o tres componentes principales en
concentraciones altas (entre 20 y 70%) y otros componentes presentes en
cantidad de traza. Los componentes incluyen dos grupos de origen biosintético
distinto, el grupo principal se compone de terpenos y terpenoides y el otro grupo
de componentes son compuestos aromaticos y alifaticos, todos caracterizados
por su bajo peso molecular (Bakkali et al, 2008).Normalmente, los
componentes principales determinan las propiedades biologicas de los aceites

esenciales.

15



La composicién de estos aceites es muy variable, y depende de una serie de
factores como son: la localizacién geografica de la planta, la época en que se
colecta, la hora del dia en que se realiza la colecta, la técnica o forma de
recoleccion utilizada y la técnica de extraccion usada para obtener los aceites

esenciales (Dominguez, 1985).

En la naturaleza, los aceites esenciales desempenan un papel importante en la
proteccién de las plantas ya que funcionan como antibacterianos, antivirales,
antifangicos, insecticidas y, ademas, pueden atraer a algunos insectos para
favorecer la dispersion de polen y semillas, o repeler otros insectos indeseables

(Bakkali et al., 2008).

Los aceites esenciales son conocidos por sus propiedades medicinales,
principalmente como bactericidas, antivirales y fungicidas. En su investigacion
Inouye et al (2001) demostraron la actividad antibacterial de catorce aceites
esenciales frente a patdgenos como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumonie, Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus. Ademas, los
aceites esenciales han sido utilizados como conservadores de alimentos,
antimicrobianos, analgésicos, sedantes, antiinflamatorios, anestésicos locales y

espasmoliticos (Bakkali et al., 2008).

La actividad repelente e insecticida de los aceites esenciales ha sido
demostrada en mdltiples investigaciones, probando ser efectivos en contra de
diversos vectores de agentes infecciones. Kumar et al (2014) demostraron el

potencial larvicida del aceite esencial de semillas de Apium graveolens en
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contra de larvas de Aedes aegypti. De igual forma, Krishnamoorthy et a/(2015)
demostraron que el aceite esencial de semillas de Nigella sativa tenia actividad
en contra de larvas de las especies Aedes aegypti, Anopheles stephensi y

Culex quinquefasciatus.

En su trabajo de investigacion, Prajapati et al(2005) demostraron la actividad
larvicida y ovicida del aceite esencial de Pimpinella anisum frente a las especies
Anopheles stephensi, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus. Por su parte,
Amer y Mehlhorn (2006) probaron el potencial larvicida de aceites esenciales de
diversas especies entre las cuales se encontraban el Cinnamo muncamphora,
Amyris balsamifera'y Citrus limon, los cuales fueron probados frente a larvas de

la especie Aedes aegypiti.

En particular, entre los productos naturales utilizados para el control de plagas,
aquellos que han mostrado un mejor desempefno son los terpenoides, los
cuales se encuentran relacionados o son derivados de monoterpenos. Estos
compuestos tienen la funcion de proteger a las plantas haciendo frente a
organismos herbivoros o patdégenos. De igual forma este tipo de compuestos
han sido utilizados durante muchos afios como aditivos alimenticios, fragancias,

anticongestionantes, analgésicos y antimicrobianos (Tong, 2012).

Los monoterpenoides se consideran una buena alternativa para su uso como
pesticidas debido a que: 1) tienen buena actividad insecticida, acaricida y
repelente, ademas de mostrar actividad frente a una amplia gama de insectos; y

2) son seguros para mamiferos, organismos acuaticos y organismos no blanco,
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ademas de que la mayoria de estos compuestos son biodegradables vy

amigables con el medio ambiente(Tong, 2012).

A través del tiempo diversos grupos de trabajo se han dedicado a estudiar los
efectos de los aceites esenciales y sus constituyentes, sus dosis letales y los
tiempos en que estos productos son letales, sin embargo el mecanismo de
accion, en general no se encuentra totalmente elucidado. En general, se conoce
que los aceites esenciales y sus constituyentes afectan el balance
endocrinolégico de los insectos y presentan un efecto neurotéxico, lo que
provoca sintomas como hiperactividad seguida de hiperexcitacién yun rapido

estado de shock e inmovilizacion del insecto (Sahayaraj K., 2014)

En la literatura actual, se menciona que insecticidas monoterpenoides, pueden
actuar sobre diversas dianas en insectos, especialmente en el sistema nervioso
sobre el receptor acido y-aminobutirico (GABA), también al cerrar canales de
cloruro y de sodio, modulando receptores de octopamina, de tiramina, de
acetilcolina esterasa y nicotinicos de acetilcolina (nAChR) entre otros (Tong,

2012).

1.3 Schinus molle

Es una planta que pertenece a la familia Anacardiaceae, la cual es originaria de
Perld, que esta presente en climas calido, semicalido, semiseco y templado
desde los 900 hasta los 3900 metros sobre el nivel del mar. Crece a orilla de
caminos, adaptada a distintos habitats, en matorral xeréfilo, pastizal, zona de
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transicion entre bosque mesoéfilo de montafa y bosque de encino, bosque de

pino, mixto de pino y encino y bosque de juniperus.

Es un arbol que llega a medir 15 metros de altura, siempre verde con ramas
colgantes, aromatico resinoso, con tronco grueso. Las hojas estan divididas en
hojitas como plumitas, las flores son pequeinas de color crema parecen encaje,

con los frutos globosos y de color rojo-rosa.

Las hojas y frutos de Schinus molle contienen un aceite esencial rico en
monoterpenos y sesquiterpenos. El compuesto a-amirina se ha detectado en
toda la planta, asi como el esterol B-sitosterol, sin embargo la composicién del
aceite esencial varia de acuerdo a la parte de la planta. El fruto es el mejor
estudiado, y se sabe contiene un aceite esencial, gomorresina y taninos
(UNAM, 2009). En la Tabla 1.1 se muestran los compuestos que han sido

encontrados en dichos aceites.

Tradicionalmente, esta planta ha sido utilizada para padecimientos de indole
cultural, como los malos aires, susto y mal de ojo, entre otras. Destaca su
empleo, principalmente en el centro y sur del pais, en la realizacion de

limpiaspara tratar dichos padecimientos.
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Tabla 1.1 Compuestos identificados en la especie Schinus molle.

Parte de la planta

Composicion del Aceite esencial

Fruto

Monoterpenos:a-cadineno, canfeno, carvacrol, para-gimeno, butirato de geraniol,
limoneno, mirceno, hexanoato de nerol, o y pB-felandreno, o y B-pineno, sabineno, o
y y-terpineno, aterpineol y el éster del acido férmico y terpinoleno.

Sesquiterpenos:trans-ene-alfa-bergamont, bouboneno, o, B y T-cadinol, a y v-
calacoreno, B-cariofileno, a-copaeno, a-cubeneno, B y y-endesmol, germacreno D,
B-guaieno, a-gurjuneno, oy y-mouroleno.T-mourolol y B-spatuleno.

Triterpenos.iso-mas-ticadiendlico y el 3 epi-isdmero, y el alcaloide piperina.

Hoja

Monoterpenos: car-3-ene, carvacrol, o-fenandreno.
Lignano: croweacin.
Sesquiterpenos:iso-precalamenediol.
Flavonoides:quercetin y rutin.

Esteroles:p-sitosterol.

Semilla

Sesquiterpenos: acido iso-3-epi-masticadiendlico.

Triterpenos: acidos B-elemonico, iso-masticadiencolico y el 3-epi-isémero.

Por otro lado, esta planta se ha utilizado en el padecimiento de cdlicos, dolor de

estémago, estrefiimientoy en casos de bilis. En el dolor de muelas o dientes,

dientes picados y para endurecer las encias se aplica la savia. Como

antirreumaticose prescriben bafnos locales con el macerado acuoso o infusion

del fruto y las ramas, o bien, frotando el area doliente con el alcohol en que se

han macerado las ramas del pira por tres dias (UNAM, 2009).

En casos de artritis e inflamaciéon de las articulaciones, se elabora un

preparadoa base de alcohol, alcanfor, gasolina blanca y diez plantas diferentes.

Algunos otros usos son contra malestares o enfermedades respiratorias, como

tuberculosis, asmay enfriamiento; ojos irritados por conjuntivitis y cataratas.
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http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20est%C3%B3mago
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20est%C3%B3mago
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20est%C3%B3mago
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=estre%C3%B1imiento
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=bilis
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=reuma
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=tuberculosis
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=asma

Multiples investigaciones realizadas por distintos grupos de trabajo, han
demostrado las propiedades que presentan los aceites esenciales obtenidos a
partir de Schinus molle. De Mendonca Rochaet al (2012) demostraron la
actividad antibacterial de aceite esencial de Schinus molle en contra de cepas
de Staphylococcus aureus. De igual forma Guerra-Boone et al (2012)
comprobaron que el aceite de Schinus molle presenta actividad antimicrobiana
en contra de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. En el 2013,
Martins et al demostraron la propiedad antioxidante del aceite esencial de

Schinus molle en ensayos con DPPH.

A pesar del gran potencial biolégico que presentan los aceites esenciales, su
uso se ha visto limitado por su inestabilidad quimica atribuida a la degradacién
de sus componentes por la luz y el oxigeno del aire, asi como por la elevada
volatilidad de sus componentes activos disminuyendo su efectividad

terapéutica.

1.4 Sistemas de Nanoparticulas poliméricas.
Las nanoparticulas poliméricas (NP) funcionan como sistemas acarreadores de

principios activos, permitiendo un mayor aprovechamiento de sus propiedades.

Desde el punto de vista farmaceéutico, las NP son sistemas coloidales solidos
con un tamano de particula en el rango de los 10 a los 500 nm. Estas NP estan
formadas por un polimero y un principio activo el cual puede estar disuelto,
adherido o encapsulado en la estructura polimérica de las particulas. De
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acuerdo a su morfologia, se pueden diferenciar dos tipos de NP (Figura 1.5): las
nanoesferas, un sistema matricial donde el principio activo es adsorbido o
incorporado a la matriz polimérica; y las nanocapsulas, un sistema vesicular
donde el principio activo esta disuelto o disperso en el nucleo o en la pared

polimérica formada (Fessiet al., 1989).

Manocapsulas Manoesferas
Parede Matriz
polimérica © o o palimérical
o o
. o
Micleo o 0
oleoso -
Férmaco L b) cl d) Armaco

Figura 1.5 Tipos de nanoparticulas y su incorporacién de principios activos

Los sistemas de nanoparticulas presentan ciertas propiedades fisicoquimicas,
que les brindan mayores beneficios y ventajas sobre otros sistemas

particulados como microparticulas y liposomas:

Tamaifo nanométrico.- Esta escala tan pequefia de tamafno le permite entrar a

las células a través de su membrana o por el proceso de endocitosis.

Recubrimiento sélido.- El recubrimiento brindado por el polimero permite
proteger al principio activo de agentes de degradacion como el oxigeno,
enzimas hidroliticas, pH, luz y otros. Esta proteccion permite aumentar la

estabilidad de dichos activos.
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Gran area superficial.- La gran area de contacto que pueden tener y conferirle
a los principios activos, aumenta la biodisponibilidad y posiblemente Ia

bioactividad del mismo en los sistemas bioldgicos.

Una caracteristica importante de estos sistemas de NP, es que existe la
posibilidad de modificar la liberacion de los activos encapsulados y de
biodireccionar estas particulas para la entrega de principios activos en sus
dianas. Este hecho ha enfocado los esfuerzos en utilizar estos sistemas
acarreadores para el desarrollo de tratamientos contra el cancer, vacunas y

antibiéticos (Gomez-Gaete, 2014).

En la actualidad se pueden encontrar diversas formulaciones de NP para
encapsular aceites esenciales, esto debido a la complejidad de este tipo de
compuestos volatiles, buscando mejorar sus propiedades y estabilidad. En la

Tabla 1.2 se muestran ejemplos de formulaciones para aceites esenciales.

Tabla 1.2 Formulaciones de NP para aceites esenciales.

Aceite esencial Polimero(s)

Mentha piperita Quitosan-Acido cinamico

Zataria multiflora Quitosan
Eucalyptus staigeriana Goma de anacardo

Malaleuca alternifolia | = e

Lantanacamara | ===Z0—mmmeme-

*Maryam et al (2015)
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De forma particular, el incorporar un insecticida en un sistema nanoparticulado
genera diversas ventajas como son: 1) el compuesto se incluye en una matriz
que lo protege de factores ambientales que lo pueden degradar; 2) el
compuesto activo puede ser liberado de forma controlada; 3) se puede
aumentar la posibilidad de contacto y la retencién en las superficies donde se
aplique; y por ultimo, 4) se pueden hacer formulaciones tanto para compuestos
hidrofilicos como lipofilicos (i.e. compuestos presentes en extractos vegetales)

(Figueroa, 2014).
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1.5 Justificacién

La especie Aedes aegypti es el vector principal de los virus del Virus del
Dengue, Chikungunya y Zika. La diseminacién, endemismo y aumento en la
incidencia de las infecciones por estos virus, estan intimamente relacionadas

con la diseminacion de poblaciones de este mosquito.

En la actualidad no se cuenta con una cura aprobada para estas infecciones
virales y solo se da tratamiento a la sintomatologia durante el curso de la
enfermedad. Por esta razén, las organizaciones de salud buscan combatir y
reducir el nimero de infecciones que se presentan por afno, donde la estrategia
principal es el control del mosquito vector Aedes aegypti. Sin embargo, a pesar
de contar con productos eficaces para el control de este vector, el uso
indiscriminado y la mala rotacién de estos productos ha ocasionado una pérdida

de eficacia con la aparicién de cepas del vector resistentes.

Los aceites esenciales, especificamente el de la especie Schinus molle, surgen
como una alternativa para la investigacion y el desarrollo de nuevos
bioinsecticidas. Sin embargo, la elevada volatilidad de sus componentes, asi
como su susceptibilidad a degradacion por diversos factores ambientales,

limitansu aplicacion como insecticida.

Las formulaciones acarreadoras, como las NP, proveen de caracteristicas
especiales como la proteccion de activos frente a factores de degradacion y son
una alternativa eficaz e innovadora que pueden favorecerel desarrollo de un
bioinsecticida nanoparticulado de EO de Schinus mollepara su futura aplicacion

en el control de Aedes aegypti.
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1.6 Objetivo general

Desarrollar una formulacién de nanoparticulas poliméricas cargadas con aceite
esencial de Schinus molle para evaluar su uso como un potencial insecticida

para el control de Aedes aegypiti.

1.7 Objetivos especificos

1. Optimizar la técnica de Nanoprecipitacion para la encapsulacion del aceite

esencial de Schinus molle.

2. Validar un método de microextracciéon en fase sélida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite esencial de
Schinus molle nanoencapsulado por cromatografia de gases con deteccion de

ionizacion en llama (CG-FID).

3. Caracterizar fisicoquimicamente el sistema nanoparticulado obtenido y

evaluar el perfil de liberacidn del aceite esencial de Schinus molle.

4. Determinar la actividad larvicida del sistema nanoparticulado cargado con

aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Materiales, Reactivos y Equipos

2.1.1 Materiales
>Columna HP-5MS [(5% Fenil)-metilpolisiloxano], Dimensiones (30 m x
0.25 mm, 0.25 um), Agilent Technologies
>Membrana de celulosa regenerada

>Portafibra, Supelco

2.1.2 Equipos
>Cromatdgrafo de Gases con inyector split/splitless y detector de
ionizacion en llama, Autosystem XL, Perkin Elmer
>Bano termocirculador, LabTech
>Purificador de agua, PureLab UHQ
>Zetasizer Nanoseries, Nano-Zs90, Malvern Instruments
>Centrifuga Spectrafuge 24D, Labnet

>Espectrofotémetro Frontier Optica, Perkin Eimer
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2.1.3 Reactivos
>Aceite esencial de Schinus molle
>Acetona, grado HPLC
>Eudragit L100-55, Evonik Industries
>a-felandreno, Chromadex
>|sopropanol, grado HPLC
>Metanol, grado HPL
>Mirceno y Limoneno, Sigma Aldrich

>Pululano, Hayasibara
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2.2 Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion para obtener NP

cargadas con aceite esencial de Schinus molle

2.2.1 Optimizacion de la formulacion de NP

La suspension de NP fue obtenida mediante la técnica de nanoprecipitacion, la
cual consisti6 en inyectar una fase organica compuesta por una mezcla de
Acetona:lsopropanol con Eudragit L100-55 disuelto y el aceite esencial de

Schinus molle, en una fase acuosa con una agitacién constante (700 rpm).

Para la optimizacién de la técnica de nanoprecipitacién con la finalidad de
obtener un sistema de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle, se
llevé a cabo la modificaciéon de tres variables: i) cantidad de Eudragit L100-55,
ii) cantidad de aceite esencial de Schinus molley iii) cantidad de pululano. Los
parametros que fueron evaluados para elegir la mejor formulacion fueron el

tamano de particula e indice de polidispersion (IPD).

2.2.2 Purificacion de la formulacion de NP

Una vez obtenidas las NP, fueron sometidas a un proceso de didlisis durante
dos horas para la eliminaciéon de los solventes organicos y asi obtener una

suspension de NP purificadas

Para esto la formulacién de NP fue colocada en una membrana de celulosa
regenerada, la cual fue suspendida en un recipiente con agua destila en
agitacion a 25°C durante un tiempo previamente establecido y con los cambios

de agua necesarios.
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2.2.3 Tamano de particula e indice de polidispersion

Se determiné el tamano de particula e indice de polidispersion a la suspensién
de NP por medio de la técnica de espectroscopia de correlacién foténica con un
equipo Nanosizer de Malvern (modelo Nano-Zs90). Esto fue llevado a cabo en
el laboratorio de Nanotecnologia del Departamento de Quimica Analitica de la

Facultad de Ciencias Biologicas (UANL).

2.3 Validacion de un método de microextraccion en fase solida en la
modalidad headspace (HS-SPME)para cuantificarlos componentes del

aceite esencial de Schinus molle nanoencapsulado por FID-GC

El método analitico de HS-SPME para cuantificar los componentes del aceite
esencial de Schinus molle, desarrollado por Lugo-Estrada (2016)(Anexo A), se
validé en base a los criterios estipulados en la Guia para la Validacién de
Métodos Fisicoquimicos de la Comisién de Control Analitico y Ampliacion de la

Cobertura de la Secretaria de Salud (SSA, 2011).

Para validar el sistema se determinaron los parametros de linealidad, limite de
deteccidn, limite de cuantificacién y precision; mientras que para la validacion

del método se determinaron los pardmetros de precision y exactitud.
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2.3.1 Validacion del sistema

Linealidad

Se realizd la construccién de una curva de calibraciéon con cinco niveles de
concentracion total por triplicado. Los estandares se prepararon en mezclas de
estandares de los componentes “huella” seleccionados para dar seguimiento en
las diferentes evaluaciones de las NP. Los componentes “huella” se utilizaron
en diferente proporcién en base a la abundancia de estos en el aceite esencial
de Schinus molle previamente establecido. Los cinco niveles de concentracion

total utilizados fueron: 0.25, 0.5, 1, 2y 4 ug/mL.

La mezcla de estandares fueron sometidos al proceso de HS-SPME por CG-
FID previamente establecido (Lugo-Estrada, 2016) (Anexo A). Con los datos
obtenidos, se realizdé un andlisis de regresion lineal de las areas obtenidas en
funcion de la concentracion. Los criterios analizados para evaluar la linealidad

de las respuestas de la curva fueron:

Coeficiente de correlacion (r): Este parametro indica que tanto se ajustan los

datos obtenidos de los estandares a una linea recta y nos dice que entre mas
cercano sea este coeficiente a 1, mayor sera el grado de correlacion lineal de la
respuesta cromatografica obtenida con las concentraciones analizadas. El

coeficiente de correlacién debe ser mayor a 0.99 (SSA, 2011).

Coeficiente de determinacién (r®): Este parametro indica la variacién de la

respuesta cromatografica obtenida con respecto de la variacion de la

concentracion analizada. Este coeficiente es el cuadrado del coeficiente de
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correlacion. El coeficiente de determinacién deber ser mayor a 0.99 (SSA,

2011).

Limite de deteccion

Para establecer el limite de deteccion del sistema, se procesaron los valores
obtenidos a partir de la curva de calibracion y se utilizaron los valores de la

ordenada al origen y la pendiente que se obtuvieron del analisis de regresion.

Como primer paso de procesamiento de los datos, se llevd a cabo el calculo del
valor estadistico Sy, para estimar los errores aleatorios. Se utilizé la féormula

2.1:

Donde:

y; = Valor de la respuesta obtenida
yi= Valor de la respuesta calculada
n = NUmero de mediciones

Posteriormente a este calculo, se continué con la determinacién de la

desviacion estandar de la ordenada al origen (Sa) con la formula 2.2:

%,
Sqa = Sy L (2.2)
t TR Lz —X)2
Donde:
S, = Desviacion estandar de la ordenada al origen
X = Media

x;= Valor de cada medicion
n = NUmero de mediciones
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Por ultimo, el limite de deteccién se obtuvo por medio de la férmula 2.3:

335,

Donde:

LD = Limite de deteccién

Sa = Desviacion estandar de la ordenada al origen
m= Pendiente de la curva de calibracion

Limite de cuantificacion

Para establecer el limite de cuantificacion, se utilizaron los datos obtenidos de
la curva de calibracion, asi como los valores de la ordenada al origen y la

pendiente obtenidos mediante el andlisis de regresién.

Primero, se llevé a cabo el calculo del valor estadistico Syx, para estimar los
errores aleatorio con la férmula 2.1. Después, se determind la desviacion

estandar de la ordenada al origen (Sa) con la férmula 2.2.

Por ultimo, el limite de deteccidn se obtuvo por medio de la férmula 2.4:

10 + 5,

m

Donde:

LQ = Limite de cuantificacion

Sa = Desviacion estdndar de la ordenada al origen
m= Pendiente de la curva de calibracion

Precision
Se evalud la precision del sistema llevando a cabo la determinacién de la

repetibilidad y la precisidon intermedia.
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Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad del sistema se analizaron sextuplicados de
mezclas de los estandares en la proporcién que fue definida de los
componentes seleccionados a tres niveles de concentracién total. Se analizaron
mezclas de los estandares a 0.25, 1 y 4ug/mL. El andlisis se llevé a cabo por el
mismo analista y el mismo dia. Los estandares fueron sometidos al proceso HS-

SPME previamente establecido.

Se calcularon los porcentajes de recuperacion con la ecuacién de la recta

obtenida en el ensayo de linealidad. De estos datos se calculé:

Media (*)
s LF (2.5)
n
Donde:
¥ = Media
x = Valor de cada lectura
n= NUmero de muestras analizadas
Desviacion estandar (s)
G; — XP
gi= (2.6)
:E: n-—1

Donde:

s = Desviacion estandar
¥ = Media

x; = Valor de cada lectura
n= NUmero de lecturas
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Desviacion estandar relativa (DER)

DER= —+100 (2.7)

5
x

Donde:

DER = Desviacion estandar relativa

s = Desviacion estandar

¥ = Media

Precision intermedia

Para determinar la precisién intermedia del sistema se analizaron sextuplicados
de mezclas de los estandares en la proporcidbn que fue definida de los
componentes seleccionados a tres niveles de concentracién. Se analizaron

mezclas de los estandares a 0.25, 1 y 4 ug/mL. El andlisis se llevo a cabo por el

mismo analista, durante tres dias no consecutivos.

Los estandares fueron sometidos al proceso de HS-SPME por FID-GC
previamente establecido. Se calcularon los porcentajes de recuperacion con la
ecuacion de la recta obtenida en el ensayo de linealidad. Una vez obtenidos
estos datos, se realizd el calculo de la media, la desviacion estandar y la

desviacion estandar relativa con las Férmulas 2.5, 2.6 y 2.7, respectivamente.
2.3.2 Validacion del método

Para validar el método de cromatografia de gases con microextraccién en fase
sélida por headspace se utilizaron muestras de la formulacion de NP obtenidas
(cargadas con el aceite esencial de Schinus molle) adicionadas con la mezcla

de estandares de los componentes “huella”.
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Exactitud

Para determinar la exactitud, se adicionaron muestras de NP cargadas con
aceite esencial de Schinus molle con la mezcla de los estandares, en la
proporcién ya establecida, a cinco niveles de concentracién total. Los niveles de

concentracion total utilizados fueron 0.3, 0.6, 0.9, 1.8 y 3.6 pg/mL.

Las muestras adicionadas con la mezcla de estandares fueron sometidas al
procedimiento de HS-SPME previamente establecido para su andlisis por CG-
FID. Una vez analizadas todas las muestras, se realizé el calculo del porcentaje

de recuperacion (%R):

_ [Ca—CU

Donde:

C. = Concentraciéon en la muestra adicionada
CU = Concentracién en la muestra sin adicionar
CA = Concentracion adicionada

Precision

Se evalud la precision del método con la determinacidn de la repetibilidad y la
precision intermedia en muestras de NP cargadas con aceite esencial de

Schinus molle adicionadas con la mezcla de estandares.
Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad del método se analizaron muestras de NP

adicionadas con la mezclas de los estandares de los componentes “huella” a
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tres niveles de concentracion total. Se adicionaron los estandares a una
concentracion total de 0.3, 0.9 y 3.6 ug/mL. El andlisis se llevd a cabo por el
mismo analista, el mismo dia. Las muestras adicionadas fueron sometidas al

proceso de HS-SPME por FID-GC previamente establecido.

Se calcularon los porcentajes de recuperacién (Férmula 2.8) utilizando la
ecuacion de la recta obtenida en el ensayo de linealidad. A partir de estos datos
se calculé: la media (Férmula 2.5), desviacién estandar (Férmula 2.6) vy

desviacién estandar relativa (Férmula 2.7).

Precision intermedia

Para determinar la precisién intermedia del método se analizaron sextuplicados
de muestras de NP adicionadas con la mezcla de los estandares “huella” a tres
niveles de concentracion. Se analizaron muestras adicionadas con la mezcla de
los estandares a una concentracion de 0.3, 0.9 y 3.6 pug/mL. El andlisis se llevo

a cabo por el mismo analista, durante tres dias no consecutivos.

Las muestras adicionadas fueron sometidas al proceso de HS-SPME por FID-
GC previamente establecido. Posteriormente, se calcularon los porcentajes de
recuperacion (Férmula 2.8) utilizando la ecuacion de la recta obtenida en el
ensayo de linealidad. Una vez obtenidos estos datos, se realizé el célculo de la
media (Férmula 2.5), desviacion estandar (Férmula 2.6) y desviacidén estandar

relativa (Férmula 2.7).
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2.4 Caracterizacion fisicoquimica del sistema de NP y evaluacién del perfil

de liberacion del aceite esencial de Schinus molle

Para caracterizar la formulacion de NP cargadas con aceite esencial de Schinus
molle previamente purificadas, se evaluaron los siguientes pardmetros:
estabilidad, analisis por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), contenido de
aceite esencial de Schinus molle y evaluacion del perfil de liberacién del aceite

esencial encapsulado.

2.4.1 Estabilidad

Para determinar la estabilidad, muestras de la formulacion de NP fueron
colocadas en viales ambar y fueron almacenadas durante dos meses a una
temperatura de 25°C protegidas de la luz. Durante este periodo se llevaron a
cabo determinaciones del tamano de particula e indice de polidispersién cada
15 dias, ademas de evaluaciones visuales de presencia de agregados vy

sedimentos en las formulaciones.

2.4.2 Analisis por FT-IR

Para el analisis de la suspensién de NP por FT-IR se obtuvieron los espectros
de cada uno de los componentes de la formulacion por separado (Eudragit
L100-55, pululano, aceite esencial de Schinus molle), asi como de la
suspension de NP sin aceite esencial (blanco) y la suspensidén de NP cargadas
con aceite esencial de Schinus molle. Para la obtencién de los espectros, se
obtuvieron las peliculas tanto de los componentes de la formulacién (con
excepcién del aceite esencial) como de las suspensiones de NP. El andlisis se
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llevé a cabo realizando 200 barridos en un rango de los 4000-700 cm™ de
peliculas formadas con los componentes de la formulacibn en un
espectrofotémetro Frontier Optica de Perkin Elmer en el laboratorio de

Nanotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas (UANL).
2.4.3 Contenido de aceite esencial de Schinus molle en la NP

Muestras de la suspensién de NP fueron centrifugadas (Centrifuga Spectrafuge
24D, Labnet) para obtener una pastilla y un sobrenadante. Las pastillas fueron
sometidas a extracciones sucesivas con metanol y se realizaron las diluciones
necesarias. Muestras de la extraccion de las pastillas y muestras del
sobrenadantes fueron analizadas por el método de HS-SPME por FID-GC

previamente validado.

Se calcularon los porcentajes de encapsulacion (%E) y eficiencia de

encapsulacion (%EE) con las siguientes férmulas:

_ (EO, — EO,

Donde:

%E = Porcentaje de encapsulacion

EO; = Gamos de aceite esencial totales

EO, = Gramos de aceite esencial no encapsulados
P = Gramos de polimero

E0:—E0). 100

%BEE = ( 70, (2.10)

Donde:

%EE = Porcentaje de eficiencia de encapsulacién
EO,; = Gamos de aceite esencial totales

EO, = Gramos de aceite esencial no encapsulados
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2.4.4 Perfil de liberacion del aceite esencial de Schinus molle
Para evaluar el perfil de liberacion de los componentes “huella” del aceite
esencial de Schinus molle a partir de las NP. Se colocaron muestras de NP
independientes en agitacién y se realizaron muestreos a 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 16, 20, 24, 48 y 72 h en un medio de liberacién a pH de 6.5. Las muestras
obtenidas fueron centrifugadas (Centrifuga Spectrafuge 24D de Labnet) y los
sobrenadantes obtenidos fueron analizados por el método de HS-SPME por

CG-FID previamente validado.

2.5 Actividad larvicida del sistema nanoparticulado cargado con aceite
esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti

Para evaluar la actividad larvicida de las NP cargadas con aceite esencial de
Schinus molle, se obtuvieron larvas de Aedes aegypti en estadio lll. Para cada
ensayo, 20 larvas de Aedes aegypti se colocaron en frascos con un volumen
total de 100 mL de agua (incluido el volumen de la formulacién a evaluar) y
fueron incubadas por 24 h. Posteriormente, se realiz6é un conteo del numero de
larvas vivas y muertas en cada ensayo. Se determiné la actividad larvicida del
aceite esencial de Schinus molle libre y encapsulado en las NP.

Como etapa preliminar, se realizd un ensayo con un rango amplio de
concentraciones del aceite esencial y se determind el rango de concentracion
en el cual se obtiene una mortalidad entre el 10 y 90%. Para el ensayo
definitivo, se realiz6 la misma metodologia con cinco concentraciones dentro del

rango de concentraciones previamente establecidas. Con los resultados
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obtenidos se realiz6 un andlisis de regresion Probit de mortalidad versus el
logaritmo base diez de la concentracion para la obtencidén de la curva. Una vez
obtenida la curva del andlisis Probit, se pudo obtener la concentracién letal 50
(LCs0). Todos los ensayos fueron realizados de acuerdo a la guia para pruebas
de campo y laboratorio de larvicidas de la OMS (2005) en el laboratorio de

Entomologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (UANL).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Optimizacién de la técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de
NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle y purificacion de la

suspension

Para llevar a cabo la optimizacion de la formulacion de NP, se estudiaron tres

variables experimentales:

1) Cantidad de Eudragit L100-55 en la fase organica. Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Efecto de la cantidad de polimero sobre el tamafo de particula en la formulacién
preparada por la técnica de nanoprecipitacién (Fase organica: 15 mL de Acetona:lsopropanol, X
mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada). ( Media + D.E., n=6).
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En la Figura 3.2 se muestran los resultados obtenidos del indice de

polidispersién.
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Figura 3.2 Efecto de la cantidad de polimero sobre el indice de polidispersion en la formulacion
preparada por la técnica de nanoprecipitacién (Fase organica: 15 mL de Acetona:lsopropanol, X

mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada). (Media + D.E., n=6).

2) Cantidad de aceite esencial de Schinus molle en la fase organica. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Efecto de la cantidad de Aceite esencial (EO) de Schinus molle sobre el tamaro de
particula en la formulacion preparada por la técnica de nanoprecipitacién (Fase organica: 15 mL
de Acetona:lsopropanol, X mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada). (Media +
D.E., n=2).
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En la Figura 3.4 se observan los resultados obtenidos del indice de

polidispersion.
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Figura 3.4 Efecto de la cantidad de Aceite esencial (EO) de Schinus molleen el indice de
polidispersion en la formulacién preparada por la técnica de nanoprecipitacion (Fase organica:
15 mL de Acetona:lsopropanol, X mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada).
(Media £ D.E., n=2).

3) Cantidad de pululano en el sistema de NP. Los resultados se muestran en la

Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Efecto de la cantidad de pululano en el grado de sedimentacién en la formulacién
preparada por la técnica de nanoprecipitacion (Fase organica: 15 mL de Acetona:lsopropanol,
87.5 mg de polimero, Fase acuosa: 25 mL de agua destilada, X mg de Pululano).

Cantidad de pululano (mg) | Grado de sedimentacion
87.5 Moderada
175.0 Poca
350.0 Poca
525.0 Casi nula
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La formulacion optimizada de NP para la encapsulacién del aceite esencial de

Schinus molle se muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Valores optimizados de los componentes de la formulacién de NP para la
encapsulacion del aceite esencial de Schinus molle por la técnica de nanoprecipitacion.

Componente Especificaciones Volumen (mL) Cantidad (mg)
Polimero Eudragit L100-55 | = - 175
Fase organica Acetona:lsopropanol 15 | e
Fase acuosa Agua 25 |
Aceite esencial Schinus molle | = ------ee-- 87.5
Plastificante Pululano | = - 525

Una vez obtenidas la NP, fue necesario la eliminacion de los solventes
organicos de la formulaciéon. Las NP fueron sometidas a un proceso de didlisis

previamente establecido.

El tamafno de particula e indice de polidispersion del sistema de NP fueron
determinados por espectroscopia de correlacion fotdnica, los valores obtenidos

para ambos parametros se muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Tamano de particula e indice de polidispersién de la formulacién de NP cargadas con
aceite esencial de Schinus molle. (Media £ D.E., n=30).

Tamainio de particula | indice de polidispersion

160 = 11 nm 0.177 + 0.006
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3.2 Caracterizacion fisicoquimica del sistema de NP y evaluacion del perfil

de liberacion del aceite esencial de Schinus molle

Como parte de la caracterizacion fisicoquimica de las NP se evalué: estabilidad,
contenido de aceite esencial de Schinus molle en las NP, andlisis por FT-IR y
perfil de liberacion de los componentes “huella” del aceite esencial de Schinus

molle.

La estabilidad de la suspension de NP se evalu6 midiendo el tamano de
particula y el indice de polidispersién durante dos meses. En la Figura 3.5 se
observan los valores obtenidos del tamano de particula y en la Figura 3.6 los

valores obtenidos del indice de polidispersién de las muestras analizadas.
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Figura 3.5 Variaciondel tamafno de particula durante el estudio de la estabilidad de la
formulacién de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. (Media = D.E., n=2).
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Figura 3.6Variacion del indice de polidispersion durante el estudio de la estabilidad de la
formulacion de NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. (Media = D.E., n=2).

Para evaluar el contenido de aceite esencial en las NP, se obtuvo el porcentaje

de encapsulacion (%E) y el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) de

cada uno de los tres componentes “huella”. En la Tabla 3.4 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 3.4 Porcentajes de encapsulacién y eficiencia de encapsulacién obtenidos para los
compuestos analizados del aceite esencial de Schinus molle(Media + D.E., n=3).

Compuesto Porcentaje de Porcentaje de eficiencia de
encapsulacién® encapsulacion®
Mirceno 2.99 + 0.01 6.22 + 0.01
a-felandreno 2.06 + 0.01 4.29 + 0.01
Limoneno 2.78 +0.01 5.79 + 0.01
#Formula 2.9

°Formula 2.10
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Se realizé un estudio por espectroscopia de infrarrojo, analizando cada uno de
los componentes de la formulaciénpor separado, las NP sin aceite esencial
(blanco) y las NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle. A
continuacién se muestran los espectros de infrarrojo obtenidos para el polimero
Eudragit L100-55 (Figura 3.7), el pululano (Figura3.8), el aceite esencial de
Schinus molle (Figura 3.9), las NP sin aceite esencial (Figura 3.10) y las NP

cargadas con el aceite esencial de Schinus molle (Figura 3.11).
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Figura 3.7Senales en el espectro de infrarrojo obtenido para el polimero Eudragit L100-55.
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Figura 3.8Sefales obtenidas en el espectro infrarrojo obtenido para el pululano.
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Figura 3.9 Senales obtenidas en el espectro de infrarrojo obtenido para el aceite esencial de
Schinus molle.
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Figura 3.10Sefales obtenidas en el espectro de infrarrojo de las NP sin el aceite esencial de

Schinus molle.
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Figura 3.11 Senales obtenidas en el espectro de infrarrojo de las NP cargadas con el aceite
esencial de Schinus molle.
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Se obtuvo el perfil de liberacidon de los tres componentes “huella” del aceite
esencial de Schinus molleencapsulado en las NP. A continuacion se muestran

los perfiles de liberacién del mirceno (Figura 3.12), a-felandreno (Figura 3.13) y

limoneno (Figura 3.14).
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Figura 3.12Perfil de liberacion de mirceno. Porcentaje de mirceno liberado de las NP cargadas
con el aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo (Media + D.E., n=3).
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Figura 3.13Perfil de liberacion de a-felandreno. Porcentaje de a-felandreno liberado de las NP
cargadas con el aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo (Media + D.E., n=3).
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Figura 3.14Porcentaje de limoneno liberado de las NP cargadas con el aceite esencial de
Schinus molle en funcion del tiempo (Media + D.E., n=3).

En el Anexo B se muestran los graficos obtenidos de la cantidad liberada (Q) de

los tres componentes “huella”.

3.3 Determinacidon de la actividad larvicida del sistema nanoparticulado

cargado con aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes

aegypti

Para establecer la LCsqdel aceite esencial de Schinus molle libre se utilizé una
emulsién (Anexo C). En la Tabla 3.5 se muestras los resultados definitivos en el

ensayo para el aceite libre frente a las larvas del mosquito después de 24 h.
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Tabla 3.5 Actividad larvicida definitiva del aceite esencial de Schinus molle libre frente a larvas
de Aedes aegyptidespués de 24 h de la aplicacion de la emulsién. (Media + D.E., n=3).

Dosis (ppm) | Larvas vivas (%) | Larvas muertas (%)
7.5 95.50 +7.70 450+7.70
10.0 62.20 + 3.85 37.80 +3.85
12.5 56.00 + 3.85 44.00 + 3.85
15.0 26.60 + 11.55 73.40 £ 11.55
17.5 8.89 +15.40 91.11 £ 15.40

Se realizdé un analisis de los resultados mediante una regresién Probit (Figura

3.15).
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Figura 3.15 Gréfica del modelo de regresion Probit obtenida en la evaluacién de la actividad
larvicida del aceite esencial de Schinus mollelibre.
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A partir de este analisis de regresién Probit se estimé la LCsp, los datos se

muestran en la Tabla 3.6:

Tabla 3.6 Concentracién Letal 50 del aceite esencial de Schinus molle libre (Media + D.E., n=3).

LC Inferior 95.0%(LC Superior 95.0%

Porcentaje|DOSIS (ppm)| Limite Conf. Limite Conf.

50.0 12.48 11.73 13.22

Se realiz6 el mismo experimento con la formulacion de NP cargadas con el
aceite esencial de Schinus molle. En la Tabla 3.7 se muestran los resultados
definitivos obtenidos en el ensayo de actividad larvicida con las NP cargadas

frente a larvas de Aedes aegypti.

Tabla 3.7 Actividad larvicida definitiva de las NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle
frente a larvas de Aedes aegyptidespués de 24 h de contacto con las NP. (Media + D.E., n=3).

Dosis (ppm) | Larvas vivas (%) | Larvas muertas (%)
0.45 96.67 +2.89 3.33+2.89
0.5 85.00 + 5.00 15.00+ 5.00
0.6 78.33 £2.89 21.67 £2.89
0.7 63.33 +2.89 36.67 £ 2.89
0.8 41.67 £5.77 58.33 £5.77
0.9 26.67 £2.89 73.33 £2.89
1.0 18.33 £2.89 81.67 £2.89
1.5 8.33+£2.89 91.67 £2.89
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Se realiz6 el analisis de los resultados mediante una regresion

Probit (Figura

3.16).
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Figura 3.16 Gréfica del modelo de regresion Probit obtenida en la evaluacién de la actividad
larvicida de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle.

A partir de este analisis de regresion Probit se estimé la LCsp (Tabla 3.8).

Tabla 3.8 Concentracidon Letal 50 de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle.

(Media £ D.E., n=3).

LC Inferior 95.0%

LC Superior 95.0%

Porcentaje

DOSIS (ppm)

Limite Conf.

Limite Conf.

50.0

0.80

0.76

0.84
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3.4Validacion de un método de microextraccion en fase soélida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para la cuantificacion del aceite esencial

de Schinus molle nanoencapsulado por FID-GC

Para cuantificar de los componentes del aceite esencial de Schinus molle se
validé el método mencionado en la seccién 2.3, bajo los criterios previamente

mencionados (SSA, 2011).

Para la validacion del sistema se determiné la linealidad, limite de deteccién,
limite de cuantificacion y precisién (repetibilidad y precision intermedia). Los
resultados obtenidos para los parametros evaluados se muestran en la Tabla
3.9. En el Anexo D se muestran los graficos de las curvas de calibracién
obtenidos para cada uno de los componentes analizadosdel aceite esencial de

Schinus molle.

Para la validacion del método se utilizaron muestras (NP cargadas con aceite
esencial de Schinus molle) adicionadas con los estandares de mirceno, a-
felandreno y limoneno. Se determinaron los pardmetros de exactitud y precision
(repetibilidad y precision intermedia). Los valores obtenidos para los parametros

evaluados se muestran en la Tabla 3.10.
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Tabla 3.9 Parametros de validacién del sistema para cuantificar los tres componentes “huella”
del aceite esencial de Schinus molle con HS-SPME por FID-GC.

Parametro Mirceno a-felandreno Limoneno Referencia

Linealidad (r) 0.995 0.997 0.996 >0.99

< Concentraciéon
L.D. (ppm) 0.006 0.014 0.023 mas baja del
intervalo de trabajo

< Concentraciéon
L.C. (ppm) 0.02 0.049 0.077 mas baja del
intervalo de trabajo

Repetibilidad (CV) 12.56 % 12.54 % 12.45 % <15 %*

Reproducibilidad (CV) 14.64 % 12.98 % 13.01 % <15 %*

* Jimenez C. et al, 2002

Tabla 3.10 Parametros de validacion del método para cuantificar los tres componentes “huella”
del aceite esencial de Schinus molle con HS-SPME por FID-GC.

Parametro Mirceno | a-felandreno | Limoneno | Referencia

Exactitud (%REC) 108.0 98.0 101.0 70 — 120 %*

Repetibilidad (CV) | 13.98% | 14.67 % 13.82% | <15%*

Reproducibilidad (CV) | 14.47 % |  12.50 % 11.45% | <15%*

* AOAC, 2002
** Jimenez C. et al, 2002
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion, obtencion,

purificacion y caracterizacion de la suspension de NP.

La técnica de nanoprecipitacion o también llamada técnica de desplazamiento
de solvente fue descrita por primera vez y patentada por Fessi et al(1987), la
cual fue descrita como un procedimiento novedoso y simple para la preparacién
de nanocéapsulas a partir de polimeros preformados, tanto biodegradables como

no biodegradables (Fessi et al, 1989).

La formaciéon de las NP por medio de esta técnica, esta basada en el
mecanismo de turbulencia interfacial, fendmeno producido durante el
desplazamiento de un solvente organico en una de las fases. Debido a la
miscibilidad de ambas fases se presenta un esparcimiento de la fase organica
en la acuosa con la subsecuente formacidén de gotas de tamafio nanométrico,
durante este proceso se generan continuamente remolinos de solvente. Asi,
durante la formacién de las gotas nanométricas de solvente existen cadenas

poliméricas que tenderan a agregarse y formar NP, debido al desplazamiento
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del mismo solvente y a que estaran presentes en un medio en el que son

insolubles (Quintanar-Guerrero et al, 1998).

Para el desarrollo de la formulacion establecida en este trabajo, se utiliz6 como
polimero el Eudragit L100-55, copolimero aniénico basado en acido metacrilico
y etil acrilato. Este copolimero presenta una relacién de grupos carboxilo libres
y grupos éster de aproximadamente 1:1, ademas los mondmeros estan
distribuidos de manera aleatoria a lo largo de la cadena polimérica. (Evonik,
2015). El Eudragit L100-55 se utiliza principalmente en formulaciones de

liberacién controlada a nivel entérico (Harikumar y Kadian, 2009).

En la bibliografia existen reportes de formulaciones de NP elaboradas con
Eudragit L100-55, tal es el caso del trabajo de Hao et al (2013) en el que
desarrollaron una formulaciéon de NP para encapsular omeprazol obteniendo NP

estables con una eficiencia de encapsulacion del activo entre el 70 y 90%.

Durante la etapa de desarrollo y optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion
para obtener NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle, se determind
que al incrementar la cantidad de polimero en el sistema (de 100 a 200 mg) se
produjo un aumento en el tamano de la particula obtenida (Figura 3.1).Esto
puede explicarse considerando que al existir una mayor cantidad de cadenas
poliméricas disponibles durante la agregacién polimérica, el nucleo de las NP
tiende a tener un mayor tamafo y por lo tanto el tamafno final de las NP

aumenta.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores quienes también
determinaron que la cantidad de polimero presente en la fase organica es uno
de los factores que mas influyen en el tamafno de la particula (Santos-
Magalhaeset al, 2000; Zili et al, 2005). Es importante mencionar que al utilizar
cantidades mayores de 200 mg de polimero se observé formacion de
agregados poliméricos, debido probablemente a la sobresaturacion del medio
con cadenas poliméricas durante la difusién. Por lo anterior, se eligio utilizar
cantidades de polimero por debajo de los 200 mg para asegurar que el 100%

de las cadenas poliméricas participen en la formacion de NP.

Otro de los parametros que se evalu6 durante el proceso de la formulacién fue
el indice de polidispersion, el cual indica la homogeneidad de las particulas
presentes en el sistema; se considera que mientras el valor es mas cercano a
cero, el sistema presenta una mayor homogeneidad en el tamano de la
particula. En general, los indices de polidispersion con valores menores a 0.2

son considerados aceptables (Galindo-Rodriguez et al, 2004).

En la Figura 3.2 se muestra el efecto de la cantidad de polimero sobre el indice
de polidispersién. Se observa el IPD no cambia significativamente con la
concentracion del polimero. En base a esto se eligio utilizar 175 mg del

polimero.

Otra de las variables a optimizar fue la cantidad de aceite esencial de Schinus
molle en la fase organica. Se probaron cinco cantidades de aceite esencial en

un rango de 43.75 a 175 mg. En la Figura 3.3 se observa el efecto de la
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cantidad de aceite esencial de Schinus molle sobre el tamafo de la NP. Se
observé que al incrementar la cantidad del aceite esencial, el tamafo de la NP
también aumento6. Este comportamiento se puede atribuir a una mayor cantidad
de aceite esencial disponible en el medio para ser captado por el polimero, al

momento de la formacién de las NP.

En la Figura 3.4 se muestra el efecto de la cantidad de aceite esencial de
Schinus molle sobre el indice de polidispersién. Se observd que el indice de
polidispersién también aumenta con una mayor cantidad de aceite esencial

incorporado en la fase organica.

Una de las innovaciones importantes que se realizaron durante el desarrollo de
esta formulacién, fue la inclusién del polisacarido pululano como agente
viscosante. Se probaron cuatro cantidades de pululano en las
nanoformulaciones en un rango de 87.5 a 525.0 mg. Se observé que el
aumento de la cantidad de pululano en la formulacion de NP provoc6é una
disminucion en el grado de sedimentacion de la misma, favoreciendo asi su

estabilidad (Tabla 3.1).

En relacion a esto, no se encontraron trabajos donde se enfoquen en el efecto
de aditivos en las nanoformulaciones desarrolladas. Sin embargo, se propone
que la adicion del pululano como agente viscosante y plastificante, aumenta la
viscosidad del medio en el que se encuentran suspendidas las NP
favoreciendo su suspensién y evitando su agregacion debido a la disminucion

del movimiento Browniano (Martin A, 1967; Rezende et al, 2003),
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De esta forma, las condiciones experimentales que permitieron obtener la mejor
formulacion de NP con un tamarno entre 150-200 nm y libre de agregados
fueron: una fase organica compuesta por 15 mL de una mezcla de
acetona:isopropanol, 175 mg de Eudragit L100-55 y 87.5 mg de aceite esencial
de Schinus molle; y una fase acuosa de 25 mL de agua destilada. Posterior a la

formacién de las NP, se agregaron 525.0 mg de pululano (Tabla 3.2).

La purificacion del sistema de NP cargadas con aceite esencial de Schinus
molle se realizé por la técnica de dialisis. Otros investigadores ya han utilizado
la dialisis para purificar de forma efectiva NP cargadas con compuestos volatiles
(Sohn et al, 2007). Cabe mencionar que en nuestro grupo de investigacion, se
obtuvieron NP cargadas con aceite esencial de tomillo libres de solventes
residuales después de un proceso de didlisis previamente establecido (Lugo-

Estrada, 2012).

Como se observa en las Figuras 3.5 y 3.6, el diametro de particula y el indice
de polidispersién de las NP no presentaron cambios significativos. Se estableci6
que la formulacion es estable al menos durante dos meses. En el Anexo E, se

presentan los gréaficos de las curvas de distribucion del tamario de las NP.

En relacién a la estabilidad de las suspensiones de NP, es sabido que depende
de diversos factores inherentes a la formulacion, tal como el tamafo de
particula. Los sistemas de NP con bajos tamanos de particula e indices de
polidispersion presentan alta estabilidad debido a una menor probabilidad de

fendmenos de agregacion entre las particulas al disminuir las colisiones que
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pudieran darse por el movimiento Browniano que presentan las mismas

(Rezende et al, 2003).

De forma paralela, se realiz6 una inspeccion visual de las formulaciones de NP
para identificar la ausencia o presencia de aceite esencial en la superficie.
Durante los dos meses, no se observdé sedimentacién ni formacion de

agregados en los sistemas de NP, ni presencia de aceite en la superficie.

Con la finalidad de evaluar los porcentajes de encapsulacion y de eficiencia de
encapsulacion del aceite esencial del Schinus molle en las NP, se eligieron tres
componentes "huella": mirceno, a-felandreno y limoneno. Estos componentes
fueron elegidos en base a su abundancia en el aceite esencial de Schinus
molle: 1.93%, 3.79% y 2.28% respectivamente y por la evidencia que existe de
dichos compuestos de su actividad frente a diversidadde organismos
(Sahayaraj, 2014). En el Anexo F se muestra el cromatograma obtenido para el

aceite esencial de Schinus molle.

Cabe mencionar que para determinar los porcentajes de encapsulacion y de
eficiencia de encapsulacion, se validé un método analitico de HS-SPME por GC
(2.3). El analisis de los resultados relacionados con la validacion del método y

sistema seran discutidos en la seccion 4.3 de este capitulo.

Para calcular el porcentaje de eficiencia de encapsulacidon (%EE) de los
componentes “huella” en las NP se utilizé la Férmula 2.10. En la Tabla 3.4 se
observa que los %EE del mirceno, a-felandreno y limoneno fueron de 6.22, 4.29

y 5.79% respectivamente, es decir el %EE total del aceite esencial de Schinus
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mollefue de 16.3% + 0.006%. Lo anterior indica que el 16.3% del aceite esencial
de Schinus molleafadido a la formulacion logré ser encapsulado en las NP.
Diferentes publicaciones mencionan que los porcentajes de eficiencia de
encapsulaciéon de activos por la técnica de nanoprecipitacion se encuentran
alrededor del 80%(Mora-Huertas et al, 2010). Sin embargo, en nuestro caso se

tratd particularmente de la encapsulacion de compuestos muy volatiles.

Cabe mencionar que si bien los tres componentes “huella” del aceite esencial
de Schinus molle son mayoritarios, Unicamente representan el 8% del total de
los componentes presentes en el aceite. Especificamente, el aceite esencial de
Schinus molle es una mezcla de 65 componentes con diferente peso molecular,
volatilidad y polaridad(Abdel-Sattar et al, 2010). El bajo %EE del aceite esencial
de Schinus molle podria ser debido a que los otros componentes existentes en
el aceite esencial estarian compitiendo con los componentes “huella” en el
proceso de difusion del solvente, haciendo mas lenta su interaccién con el

polimero en el proceso de formacion de las NP(Mora-Huertas et al, 2010).

En cuanto al porcentaje de encapsulacion (%E) de los componentes “huella en
las NP (Férmula 2.9), en la Tabla 3.4 se reporta que fue de 2.99% de mirceno,
2.07% de o-felandreno y 2.79% de limoneno, con un %E total del 7.84% con
una variacion de 0.006%. Esto indica que aproximadamente el 7.84% de la NP
esta formada por los tres componentes “huella” del aceite esencial de Schinus
molle y el resto corresponde al Eudragit L100-55. En anexo F, se muestran los

cromatogramas obtenidos durante la determinacidn de los %EE y %E y.

64



Con el propésito de determinar las posibles interacciones entre los
componentes de la formulacién de NP, se realiz6 un analisis por espectroscopia
de FT-IR tanto de los componentes como de las formulaciones de NP con y sin
aceite esencial de Schinus molle. En la Figura 3.7, se observa el espectro del
polimero Eudragit L100-55, se identificaron cuatro sefales importantes de los
principales grupos quimicos presentes en la unidad polimérica de este
copolimero (Anexo G). En la regién de 1690 cm™ se observa el estiramiento
correspondiente a los grupos carbonilo (C=0) presentes en la cadenas laterales
del 4cido carboxilico y de del éster. En la regién de 1155 cm™ se observa el
estiramiento correspondiente al grupo C-O-C presente en la cadena lateral del
éster, ademas en la regién entre 2500 y 3500 cm™ se observa el estiramiento
del grupo hidroxilo (O-H) perteneciente al acido carboxilico presente en la
cadena lateral de la unidad polimérica y finalmente, en la regién de 2980 cm™
aparecen las sefales C-H. Las senales antes mencionadas coinciden con lo

reportado en la ficha técnica del polimero Eudragit L100-55 (Evonik, 2015).

En la Figura 3.8 se observa el espectro del pululano, se identificaron tres
sefales caracteristicas de este polisacarido. En la regién de 1010 cm™, se
observa el estiramiento perteneciente al grupo C-O-C, en la zona entre 3200 y
3550 cm'se observa una banda ancha la cual corresponde al estiramiento del
grupo hidroxilo (O-H) y en la regién de 2980 cm™, se observa los estiramientos
C-H. Estas senales coinciden con la presencia de estos grupos funcionales en

la estructura del pululano (Anexo G).
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En la Figura 3.9 se presenta el espectro obtenido para el aceite esencial de
Schinus molle. En la regién de 800-1200 cm™ se observan estiramientos dados
por el enlaces C-C, en la regién de 1640 a 1667 cm™' se observan estiramientos
pertenecientes a enlaces C=C y en la regién de 2840 a 3000 cm™ se observan
estiramientos pertenecientes a los enlaces C-H, todos estos estiramientos
relacionados con los compuestos alifaticos identificados en el aceite esencial de

Schinus molle en las figuras del anexo G.

En la Figuras 3.10 y 3.11 se observan los espectros obtenidos para las
formulaciones de NP sin y con aceite esencial de Schinus molle incorporado. En
ambos espectros se puede observar que las sefales que se obtuvieron
corresponden principalmente a las sefales obtenidas en el espectro del
pululano. Este hecho, se podria atribuir a que en el momento de adicionar el
pululano a la suspension de NP, las cadenas de este polisacarido se organizan
sobre la pared polimérica de las NP. Sin embargo, al no observarse senales
atribuidas al espectro del aceite esencial de Schinus molle, se infiere que los
componentes del aceite se encuentran encapsulados en las NP y no de forma

libre.

En cuanto al estudio in vitro de liberacion de los componentes “huella” a partir
de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle, se establecid
utilizar un pH de 6.5 en base a que esta formulacidén podria ser utilizada como
potencial larvicida en cuerpos de agua de lluvia estancada. Facundo-Torres et
al (2009) reportaron que el agua de lluvia presenta un pH en un rango de 6.5-

6.9 en diferentes puntos de la ciudad de Monterrey.
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Diferentes investigaciones, mencionan que NP de Eudragit L100-55 presentan
una liberacién in vitro controlada en medios con pH'’s cercanos a 7. Jelvehgari
et al (2010) report6 la elaboracién de una formulacién de NP de Eudragit L100-
55-quitosano como sistema de liberacion a un pH de 7.4. De igual forma Hao et
al (2013) realiz6 un estudio in vitro de liberacién a un pH de 6.8 para NP de

Eudragit L100-55.

Después de establecer las mejores condiciones del estudio in vitro de liberacién
de los componentes “huella” a partir de las NP cargadas con el aceite esencial

de Schinus molle, se realiz6 la cinética de liberacion durante 72 h.

En las figuras 3.12, 3.13 y 3.14, se presenta el perfil de liberacién in vitro de los
tres componentes “huella”: mirceno, a-felandreno y limoneno, respectivamente.
Se observa que, al inicio del estudio el 4.8% de mirceno, 3.5% de a-felandreno
y 4.5% de limoneno se encontraba libre, esto probablemente atribuido a los

componentes no encapsulados en las NP.

Después de los primeros 30 min, se observo un ligero aumento en la cantidad
liberada de los tres componentes “huella”. A las 24 h, la cantidad liberada de los
tres componentes presentd ligeras variaciones: 8.18 - 8.90% de mirceno, 3.99 -
6.78% de a-felandreno y 6.58 - 7.38% de limoneno con respecto a la cantidad
encapsulada en las NP. Después de 48 h, la cantidad liberada de mirceno y

felandreno aumenté entre el 9 y 10%, lo que no fue observado para el limoneno.

La liberacién in vitro de los tres componentes encapsulados en las NP,

concuerda con lo encontrado en la bibliografia, donde se menciona que
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sistemas de nanocapsulas obtenidos por la técnica de nanoprecipitacion se
comportan como sistemas bifasicos de liberacién con una fase inicial rapida,

seguida por una segunda fase mas lenta (Cauchetier et al, 2003).

La fase inicial es llamada efecto Bursty es dado por la desorcion de los activos
de la superficie de las NP (Cruz et al, 2006). La segunda fase descrita,
corresponde a la difusion de los activos (i.e. mirceno, a-felandreno y limoneno)
desde el nucleo de la NP al medio. Esta segunda fase esta influenciada por el
coeficiente de particion de los activos entre el nucleo oleoso de las particulas y
el medio acuoso externo, ademas de otros factores como las interacciones

entre los activos y las cadenas poliméricas (Zili et al, 2005).

4.2 Determinacion de la actividad larvicida del sistema nanoparticulado

cargado con aceite esencial de Schinus molle contra larvas de Aedes

aegypti.

La finalidad de desarrollar un sistema de NP cargadas con el aceite esencial de
Schinus molle se centrd en obtener un sistema nanoparticulado como potencial
larvicida en el control del mosquito vector Aedes aegypti. Se propuso que al
encapsular los componentes del aceite esencial de Schinus molle en las NP, se
proveeria de un vehiculo protector, a partir del cual dichos componentes

puedan liberarse al medio y llevar a cabo su actividad larvicida.

La actividad larvicida del aceite esencial de Schinus molle se llevd a cabo en
dos etapas. En la primera etapa, se evalud la actividad larvicida del aceite
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esencial de Schinus molle libre frente a larvas de Aedes aegypti. Se utilizé una
emulsién del aceite esencial de Schinus molle como formulacion libre (Anexo

C).

En el ensayo preliminar fueron probadas concentraciones en un rango de
concentracion amplio (de 1 a 500 ppm). Posteriormente, para el ensayo
definitivo se utilizé un rango de concentracién de 7.5 a 17.5 ppm (Tabla 3.5). A
partir de los resultados obtenidos en este ensayo, se realizd el calculo de
regresion Probit (Figura 3.15). Con estos datos, se obtuvo que la LCsppara el
aceite esencial libre fue de 12.5 ppm (Tabla 3.6). Los resultados concuerdan
con lo reportado por Massebo et al (2009) donde se establecid que la LCsy para
el aceite esencial de Schinus molle de hojas y semillas fue de 9.6 y 14.5 ppm

respectivamente.

En una segunda etapa, se establecié la LCsp de la formulacién de NP cargadas
con aceite esencial de Schinus molle, el ensayo preliminar de igual forma se
realizé en un rango amplio de concentracion total de los componentes “huella”
del aceite esencial encapsulado (1 a 500 ppm). Las concentraciones de los
componentes “huella” se establecieron en base al porcentaje de encapsulacién

total.

Posteriormente, en el ensayo definitivo se utiliz6 un rango de concentracion
total de 0.45 a 1.5 ppm. En la Tabla 3.7 se presenta la actividad larvicida a las

concentraciones definitivas. Se realizd el analisis de regresién Probit (Figura
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3.16) y se establecié una LCsp de 0.80 ppm para la formulaciéon de NP cargadas

con aceite esencial de Schinus molle (Tabla 3.8).

Con las LCsp obtenidas, se puede observar que la LCsy determinada para las
NP cargadas es aproximadamente 16 veces menor que la del aceite libre,
existiendo una marcada diferencia. Previos reportes mencionan no haber
encontrado cambios significativos entre los activos libres y encapsulados, Yang
et al (2009) mencionan en su trabajo que la efectividad del aceite esencial de
ajo libre e incorporado en NP frente al Tribolium casteneum(gorgojo de harina)
es practicamente igual. Sin embargo, también mencionan que se observé una
mayor pérdida de efectividad del aceite esencial libre que encapsulado en las

NP, conforme al tiempo.

Con esto se demuestra que los sistemas de NP funcionan como sistemas
acarreadores, permitiendo la liberacion de los activos encapsulados y que estos
lleven a cabo su efecto. En este caso, se propone que los componentes del
aceite esencial de Schinus molle encapsulados en las NP, son liberados al
medio, y las larvas de Aedes aegypti al estar en un estadio metabdlicamente
activo (alimentdndose) ingieren NP y los componentes del aceite esencial
liberados. Una vez ingeridos por la larva, los componentes del aceite llegan al
sistema circulatorio a través del aparato digestivo de la larva. Una vez en el
sistema circulatorio, los componentes alcanzan el sistema nervioso del insecto y

llevan a cabo su efecto.
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Como se menciond anteriormente, el mecanismo de accién insecticida de los
componentes de los aceites esenciales (i.e mirceno y limoneno) actuan
principalmente como inhibidores en la recaptacion de acetilcolinesterasa. Esta
accion impide la transmision de los impulsos nerviosos en las larvas,
inmovilizandolas al provocarles un estado de shock y como consecuencia de

esto, provocar su muerte (Sahayaraj, 2014).

En resumen, la formulacién de NP cargadas con el aceite esencial de Schinus
molle presentdé una menor LCsp que el aceite esencial libre. Este
comportamiento podria ser atribuido a que la incorporacion del aceite esencial
de Schinus molleen NP favorece: i) la estabilidad de los componentes activos
(i.e.: mirceno y limoneno), ii) la liberacién controlada de los activos en el medio
permitiendo la interaccion de estos con las larvas de Aedes aegypti y iii) la
biodisponibilidad de los componentes activos al mantener una concentracién
constante de activos en el medio que pudieran ser ingeridos por las larvas del

mosquito (Mora-Huertas et al, 2010).

4.3Validacion de un método de microextraccion en fase sélida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para la cuantificacién del aceite esencial

de Schinus molle nanoencapsulado por FID-GC.

Con el propdsito de cuantificar los componentes mayoritarios del aceite esencial
de Schinus molle, se llevo a cabo la validacién del método de HS-SPME por

FID-GC desarrollado por Lugo-Estrada en el 2016 (Anexo A). Para la validacién
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del sistema se evaluaron los parametros de linealidad, precision, limite de
deteccion y limite de cuantificaciébn, mientras que para llevar a cabo la

validacion del método se evaluaron los parametros de precisién y exactitud.

De esta forma, en la Tabla 3.9 se observan los valores que fueron obtenidos
para los parametros de validacién del sistema. Con respecto a la linealidad se
obtuvo un coeficiente de correlacién mayor de 0.99 para cada uno de los
estandares analizados (mirceno, o-felandreno y limoneno). Se establecié que
los datos obtenidos para la curva de calibracién en el rango de 0.25-4.0 ppm
son lineales de acuerdo a la guia para la validaciéon de métodos fisicoquimicos

de la Secretaria de Salud (SSA, 2011).

Los resultados obtenidos para los limites de deteccidén y cuantificacion de los
tres componentes analizados se encuentran por debajo del nivel mas bajo de
concentracion de la curva de calibracién. En base a la guia de validacion de la
Secretaria de Salud (SSA, 2011), estos valores cumplen con los criterios
estipulados. En relacidén a la precision del sistema, se calcul6 los valores de la
DER respecto a la curva de calibracion y se obtuvieron valores menores al 15%
para los tres componentes estableciendo la precision del sistema (Jimenez,

2002).

En la Tabla 3.10 se muestran los valores de los pardmetros evaluados en la
validacion del meétodo. Para evaluar la exactitud, se determinaron los
porcentajes de recuperacion de muestras de NP adicionadas con estandares de

los tres componentes “huella”. Se obtuvieron porcentajes de recuperacion del

72



108% para mirceno, 98% para a-felandreno y 101% para limoneno. En el Anexo

D se muestra un cromatograma representativo para esta evaluacién.

En base a los criterios estipulados por la AOAC (2002), se establecié que el
método es exacto. Estos datos concuerdan con lo reportado por Lugo-Estrada
(2012), donde se obtienen porcentajes de recuperacion entre el 98 y 109% de
tres de los componentes de Thymus vulgaris a partir de NP aplicando un

método de HS-SPME por FID-GC previamente validado

Para establecer la precisién del método, se calculé la DER a partir de los
porcentajes de recuperacién obtenidos con las muestras de NP cargadas con
aceite esencial de Schinus molle, adicionadas con estandares de los tres
componentes “huella”. Los valores obtenidos fueron menores al 15%, lo cual de
acuerdo a los criterios utilizados, se estableci6 que el método fue preciso
(Jimenez, 2002). En el Anexo F, se muestran cromatogramas de muestras de
NP cargadas con aceite esencial de Schinus molle, adicionadas con los

estandares de los componentes “huella”.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se obtuvo un sistema de nanoparticulas para la encapsulacion del aceite
esencial de Schinus molle, con un diametro de particula de 160 + 11 nm,
indice de polidispersién de 0.177 £+ 0.006, porcentaje de encapsulacién
del 7.84 + 0.006, un porcentaje de eficiencia de encapsulacion de 16.31
+ 0.006 y una estabilidad superior a las 4 semanas. Estas caracteristicas
obtenidas permitieron la evaluacion de la actividad larvicida en un

modelo con larvas de Aedes aegypti.

Se demostrd que el incremento en la cantidad de polimero y de aceite
esencial producen un aumento en el tamafno de particula en las NP. La

adicion de un agente viscosante favorecid su estabilidad.

Se implemento un estudio de liberacidnin vitro, el cual permitié establecer
de forma progresiva la liberacién de los componentes del aceite esencial

de Schinus molle a partir de las NP, de una manera confiable.

Se determin6 que el perfil de liberacién in vitrode los componentes del
aceite esencial de Schinus mollese lleva a cabo de forma controlada al

menos durante 72 h.
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Se establecié que la liberacion de los componentes, se ajusta a un
modelo de liberacion bifasico, donde se observaron dos etapas de
liberacién, una primera etapa que se dio de forma lenta y una segunda
etapa mas rapida acompanada con un aumento en la concentracion de

componentes liberados en el medio.

Se establecio la actividad larvicida de una emulsion de aceite esencial de
Schinus mollelibre frente a larvas de Aedes aegypti, con una LCsyde

12.48 ppm.

Se demostré la actividad larvicida del aceite esencial de Schinus molle
encapsulado en las NP frente a larvas de Aedes aegypti, con una LCs
de 0.80 ppm, demostrando que este tipo de sistemas mejoran la

bioactividad y biodisponibilidad de los activos.

Se validd un método de HS-SPME para la cuantificacion de los
componentes del aceite esencial de Schinus molle por FID-GC para
cuantificar los componentes del aceite esencial de Schinus molle de

forma lineal, precisa y exacta.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Complementar la caracterizacion de la formulacion de NP obtenida por

medio de otras técnicas como microscopia y calorimetria.

Realizar un estudio de la estabilidad de la formulacién en un lapso de

tiempo mayor a los 2 meses estudiados en este trabajo.

Desarrollar ensayos de ecotoxicidad en modelos de organismos no
blanco, como por ejemplo implementado los modelos de Artemia salina o

el Daphnia magna.

Continuar con la optimizacién de la formulacion para mejorar los %E vy
%EE, mediante la reduccidn de la cantidad de aceite esencial de Schinus

molle.

Evaluar la aplicacion del sistema de NP cargado con el aceite esencial

de Schinus molle desarrollado frente a otros estadios del Aedes aegypiti.

Buscar incorporar aceites esenciales de otras especies en la formulacién

desarrollada
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ANEXO A

METODO DE MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA EN LA MODALIDAD
HEADSPACE POR CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECCION DE
IONIZACION EN LLAMA (HS-SPME POR FID-GC).

A.1. Condiciones SPME:

Fibra de PDMS

Volumen de muestra: 4 mL

Volumen del vial: 7 mL

Velocidad de agitacion: 250 rpm

Distancia de la fibra sobre la muestra: 0.5 cm
Tiempo de equilibrio: 10 min

Temperatura de extraccién: 70°C

Tiempo de extraccion: 10 min

A.2. Condiciones cromatograficas:

Cromatdgrafo Perkin Elmer, Clarus 480 (Tu pon Autosystem XL, Perkin
Elmer)
Columna HP-5MS (30m x 0.25um x 0.32mm)
Inyector: 250 °C
Horno:
1) 60 °C- 86 °C (3 °C/min)
2) 86 °C-100 °C (10 °C/min)
3) 100-178 °C (6 °C/min)
Detector: 250 °C
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ANEXO B

GRAFICOS DE LIBERACION

B.1. Grafico obtenido para la cantidad liberada de mirceno de las NP cargadas
con aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo.
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Figura B.1 Perfil de liberacion de mirceno. Cantidad liberada de mirceno en funcién del tiempo
de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle (Media + D.E., n=3).

B.2. Gréfico para la cantidad liberada de a-felandreno de las NP cargadas con
el aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo.
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Figura B.2 Perfil de liberacién de o-felandreno. Cantidad liberada de o-felandreno en funcion
del tiempo de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle (Media = D.E., n=3).
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B.3. Grafico obtenido para la cantidad liberada de limoneno de las NP cargadas
con el aceite esencial de Schinus molle en funcion del tiempo.
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Figura B.3 Perfil de liberacion de limoneno. Cantidad liberada de limoneno en funcién del
tiempo de las NP cargadas con el aceite esencial de Schinus molle (Media + D.E., n=3).
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ANEXO C

EMULSION PARA EL MODELO DE ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle

LIBRE.

C.1. Reactivos y Equipos:
e Aceite esencial de Schinus molle
e Emulsificante

e Agitador de propela

C.2. Procedimiento:
e Se incorpora la fase oleosa en la fase acuosa por goteo y se mantiene en

agitacion por 10 min.
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ANEXO D

CURVAS DE CALIBRACION

D.1. Mirceno
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Figura D.1Curva de calibracion obtenida para el mirceno.

D.2. o-felandreno
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Figura D.2Curva de calibracién obtenida para el a-felandreno.
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D.3. Limoneno
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Figura D.3 Curva de calibracion obtenida para el limoneno
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ANEXO E

CURVAS DE DISTRIBUCION

Size Distribution by Intensity
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Figura E.1 Curvas de distribucién para el lote de NP 29022016.M16 durante los dos meses del
estudio de estabilidad.
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Figura E.2 Curvas de distribucion para el lote de NP 29022016.M17 durante los dos meses del
estudio de estabilidad.
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ANEXO F

CROMATOGRAMAS

F.1. Aceite esencial de Schinus molle
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Figura F.1 Cromatograma del aceite esencial de Schinus molle (20 ppm).

Tabla F.1 Componentes mayoritarios identificados en el aceite esencial de Schinus molle.

Compuestos mayoritarios

a-Felandreno

Limoneno

Mirceno

a-Cadinol

o-Cimeno

0-Cadineno

a-Pineno

epi-a-Muurolol
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F.2. Estandares de linealidad y precision
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Figura F.2 Cromatograma de los estandares de linealidad, donde 1)0.25ppm, 2)0.5ppm,
3)1ppm, 4)2ppm y 5)4ppm.

F.3. Muestras de NP adicionadas con la mezcla de estandares.
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Figura F.3 Cromatograma de una muestra de NP adicionada con el estandar de 1.8 ppm.
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F.4. Contenido de aceite esencial de Schinus molle: pastilla.
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Figura F.4 Cromatograma obtenido del analisis de la pastilla en el estudio del contenido de
aceite esencial en las NP.

F.5. Contenido de aceite esencial de Schinus molle: sobrenadante.
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Figura F.5 Cromatograma obtenido del andlisis del sobrenadante en el estudio del contenido de
aceite esencial en las NP.
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F.6. Perfil de liberacion de los componentes del aceites esencial de Schinus

molle.
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Figura F.6 Cromatograma obtenido del andlisis del perfil de liberacién de los componentes del
aceite esencial de Schinus molle de las NP en los distintos tiempos de estudio.
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ANEXO G

ESTRUCTURAS QUIMICAS Y GENERALIDADES DE LOS MATERIALES
UTILIZADOS.

G.1. Mirceno

Estructura:

H;C CHj

Nombre quimico: 7-metil-3-metilen-1,6-octadieno
Nombre comun: mirceno, B-mirceno

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion 6 Valor
Férmula molecular CioHis
Peso molecular 136.23 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro
Densidad relativa 0.794 g/cm®
Punto de ebullicion 166-168 °C
Coeficiente de particion | 4.17
Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: fabricacion de fragancias.
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G.2. a-felandreno

Estructura:

Nombre quimico: 2-metil-5-(1-metiletil)-1,3-ciclohexadieno
Nombre comun: felandreno, o-felandreno

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion 6 Valor
Férmula molecular CioHis
Peso molecular 136.23 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro
Densidad relativa 0.85 g/cm®
Punto de ebullicion 171.5°C
Coeficiente de particion | 3.16
Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: fabricacion de fragancias.
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G.3. Limoneno

Estructura:

Nombre quimico: 1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno
Nombre comun: limoneno

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion 6 Valor
Férmula molecular CioH1s
Peso molecular 136.23 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro
Densidad relativa 0.8411 g/cm®
Punto de ebullicion 176 °C
Coeficiente de particion | 3.30
Solubilidad Solventes organicos, ligeramente en agua

Aplicaciones: fabricacibn de fragancias, en la industria farmacéutica y
alimenticia.
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G.4. Eudragit L100-55

Estructura:

HO

CH;

CoHs

Nombre quimico: copolimero acido metacrilico-etil acrilato (1:1)

Nombre comun: Eudragit L100-55

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad

Descripcion 6 Valor

Férmula molecular

Peso molecular 320,000 g/mol
Estado Polvo
Color Incoloro

Densidad relativa

0.821-0.841 g/cm®

Punto de ebullicidon

Coeficiente de particion

Solubilidad

Solventes organicos

Aplicaciones: excipiente en la industria farmacéutica.
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G.5. Pululano

Estructura:

- ~o
CH, CH,OH CH;OH

H O H g 0 H H 0
H H H
OH H OH H OH H

OH

OH OH H OH

Nombre quimico: a-1,4"-,0-1,6"-glucano
Nombre comun: pululano

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad

Descripcion 6 Valor

Formula molecular

(CeH1205)n

Peso molecular

50,000-100,000 g/mol

Estado Polvo
Color Incoloro
Densidad relativa 0.05 g/cm®
Punto de ebullicion | ------------—--
Coeficiente de particion | ---------------
Solubilidad Agua

Aplicaciones: fabricacidon de capsulas en la industria farmacéutica y peliculas en

la industria alimenticia.
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